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EFECTO DEL ACIDO ACETILSALICILICO Y LA ZEOLITA EN LA INDUCCION
DE LAS ENZIMAS LACASAS, COMO ESTRATEGIA PARA INCREMENTAR
LOS RENDIMIENTOS EN HONGOS COMESTIBLES, FUNCIONALES Y
MEDICINALES
Alfredo Guadalupe Morales Juarez M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

Las diversas aplicaciones biotecnoldgicas que tienen las lacasas en la industria han
despertado un interés por su produccion y comercializacion. Las lacasas son
importantes en la industria de los alimentos, del papel, textil, y en aplicaciones
médicas, ecoldgicas y en nanotecnologia. Sin embargo, su produccion es limitada
ya que los hongos capaces de generar estas enzimas solo producen decenas de
unidades por mililitro. Una propuesta ha sido el uso de inductores capaces de
estimular la actividad enzimatica y aumentar la produccién, sin embargo, los costos
resultan muy elevados y en algunos casos el incremento no es significativo. En el
presente trabajo se evaluo el efecto del acido acetilsalicilico (AAS) y la zeolita como
inductores de las enzimas lacasas en hongos comestibles cultivados. En la parte
experimental se elaboraron medios de cultivo semisdlidos con los inductores acido
acetilsalicilico (AAS) y zeolita, adicionando ABTS 0.5 mM como prueba cualitativa
de la actividad enzimatica mediante un halo oxidativo. Para la determinacion
cuantitativa de lacasas se usaron como substratos enzimaticos el ABTS, guaiacol y
la siringaldazina. Se observé que al usar ABTS se obtuvo una mayor cantidad de
lacasas en comparacion con el guaiacol y la siringaldazina. EI AAS 100 puM con
zeolita al 5% aumentd la produccién de las enzimas del hongo medicinal G. lucidum
de 3.95+0.29 en el testigo, a 34.32+12.95 U mL* en dicha condicién, representando
un incremento de un 868.86%. Mientras que, el hongo comestible P. ostreatus tuvo
una produccion de lacasas de 18.14+1.21 U mL* en el testigo y de 237.86+11.34 U
mL-! en zeolita al 5%, aumentando un 1311% la cantidad de lacasas. En los hongos
Grifola, Lentinula y Sparassis se produjeron de 0.01 a 8.98 U mL?, actividades

menores que Ganoderma y Pleurotus.

Palabras clave: ABTS, acido acetilsalicilico, guaiacol, hongos comestibles,

siringaldazina, zeolita.



EFFECT OF ACETYLSALICYLIC ACID AND ZEOLITE IN THE INDUCTION OF
LACCASES ENZYMES, AS A STRATEGY TO INCREASE YIELDS IN EDIBLE,
FUNCTIONAL AND MEDICINAL MUSHROOMS

Alfredo Guadalupe Morales Juarez M. C.

College of Postgraduates, 2017

The various biotechnological applications that laccases have in the industry have
aroused an interest in their production and marketing. Laccases are important in the
food, paper, textile, and medical, ecological, and nanotechnology industries.
However, its production is limited since the mushrooms are capable of generating
these enzymes only in small amounts. One proposal has been the use of inductors
of enzymatic activity and increase its production, however, the costs are very high
and in some cases the increase is not significant. In the present work, the effect of
acetylsalicylic acid (ASA) and zeolite as inducers of laccase enzymes in cultured
edible mushrooms was evaluated. In the experimental part, semisolid culture media
(malt extract agar) were elaborated with the inducers of acetylsalicylic acid (ASA)
and zeolite, adding 0.5 mM ABTS as a qualitative test of the enzymatic activity
through an oxidative halo. For the quantitative determination of laccases three
enzymatic substrates were used: ABTS, guaiacol and syringaldazine. It was
observed that when ABTS was used a greater amount of laccases was obtained
compared to guaiacol and syringaldazine. The condition of 100 yM ASA with 5%
zeolite increased the production of the laccase enzyme of the medicinal mushroom
G. lucidum from 3.95 + 0.29 in the control to 34.32 + 12.95 U mL™, representing an
increase of 868.86%. On the other hand, the edible mushroom P. ostreatus had a
laccase production of 18.14 + 1.21 U mL™ in the control and 237.86 + 11.34 U mL-1
in 5% zeolite, increasing the laccase production in 1311%. In the mushrooms Grifola,
Lentinula and Sparassis the amount of laccase production ranged from 0.01 to 8.98
U mL1.

Key words: ABTS, acetylsalicylic acid, guaiacol, edible mushrooms, syringaldazine,

zeolite.
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l. INTRODUCCION

Los hongos son organismos que tienen células con nucleo (eucariontes) por lo que
existen unicelulares como pluricelulares, son heterétrofos ya que no pueden
producir su alimento, cuentan con una pared celular a base de quitina. La funcion
de los hongos en la naturaleza es el reciclado de nutrientes en los habitats terrestres
y la degradacion de material lignocelulésico. Los hongos més eficaces en la
degradacion de material lignoceluldsico son los de pudricién blanca, café y blanda
(Arora y Sharma, 2009). Los hongos utilizan enzimas para degradar la lignina y la
celulosa de la madera para alimentarse. Entre las enzimas mas estudiadas de los
hongos de pudricién blanca, café y blanda se encuentran la manganeso peroxidasa,
la lignina peroxidasa y la lacasa. La capacidad de las enzimas de estos hongos para
degradar el material lignocelulésico ha despertado interés para su produccion a nivel
industrial, especialmente las lacasas que son capaces de oxidar compuestos

fenolicos de diferente naturaleza (Manavalan, 2015).

Las aplicaciones de las lacasas en la industria incluyen la decoloracion de efluentes
industriales de alto contenido fendlico, pretratamiento de materiales lignoliticos,
decoloraciéon de colorantes textiles, obtencion de alimento animal y tratamiento de
hidrocarburos. Se han realizado investigaciones con diferentes especies de hongos
que produzcan una mayor cantidad de enzimas, aunque no todos producen las
mismas cantidades. Dos ejemplos de hongos de pudriciébn blanca capaces de
producir grandes cantidades de lacasa de manera constitutiva pertenecen a las
especies Ganoderma lucidum y Pleurotus ostreatus, las cuales han despertado su
interés para la produccion de estas enzimas. G. lucidum es de los hongos mas
eficientes degradadores de biopolimeros, debido a su capacidad para sintetizar
importantes enzimas extracelulares hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) y
oxidativas (ligninoliticas) (Castillo-Sebastian, 2016). P. ostreatus es capaz de
biodegradar y mineralizar compuestos tales como hidrocarburos aroméaticos, esto
se lleva a cabo mediante un mecanismo de degradacién que incluye la produccién
de diversas enzimas entre las que destacan las lacasas (Bolafios-Garcia, 2015).
Aunque estos hongos producen estas enzimas de manera constitutiva se han

buscado estrategias para aumentar su produccion mediante el uso de inductores.



La produccién de enzimas se ve afectada por diversos factores como el pH del
substrato, la disponibilidad de nitr6geno, la presencia de algunos metales como el
cobre y la temperatura. Estas condiciones son capaces de activar la expresion
génica de lacasas, incluso es posible inducir la produccion de mas enzimas. Hasta
la fecha se han descrito 43 secuencias de genes de lacasas lo cual demuestra el
interés por la produccién de estas enzimas (Ainhoa, 2003). Una buena estrategia
para aumentar la productividad en el proceso de fermentacion seria optimizar el
substrato y usar inductores para aumentar la actividad de dichas enzimas. Existen
diferentes tipos de inductores para aumentar la expresion génica de lacasas, tal es
el caso del cobre, tinturas textiles, ABTS, alcohol veratril y algunos residuos
agroindustriales como las cascaras de algunas frutas. Sin embargo, estos
procedimientos son costosos y el aumento en la produccién de lacasas es minimo
(Osma, 2011).

Existen materiales que han tenido poco uso en la produccién de hongos y han
demostrado efectos positivos, tal es el caso de &cido acetilsalicilico (AAS) y la
zeolita. Estos materiales son abundantes y de bajo costo han demostrado tener un
efecto en otros organismos como plantas y animales, y en el caso de hongos se
reporta un aumento de las propiedades funcionales y medicinales. Por lo que en el
presente trabajo se propone el uso de estos como inductores en la produccién de
lacasas. Para esto se llevo a cabo un barrido de concentraciones donde se
evaluaron diferentes dosis de zeolita y AAS a una concentracion de 100 uM en
diferentes cepas de hongos comestibles, esto con la finalidad de seleccionar las
cepas de mayor produccién enziméatica y dosis éptimas. Una vez seleccionadas las
cepas de estudio y dosis de los inductores se prepararon los medios de cultivo
adicionados con AAS y zeolita con y sin presencia de ABTS como prueba cualitativa
de la produccion enzimatica y parametro para toma de muestra. Se realiz6 una
cinética de crecimiento donde se evalud la velocidad de crecimiento y el area de
colonizacion del micelio, asi como el halo oxidativo. Finalmente se determiné la
actividad enzimatica a tiempo final usando ABTS, guaiacol y siringaldazina como

substratos enzimaticos.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Biotecnologia y desarrollo en México

La biotecnologia, en un sentido amplio se puede definir como la aplicacion de
organismos, componentes o sistemas biolégicos para la obtencion de bienes y
servicios. La biotecnologia en México en relacion a la investigacion, el desarrollo y
la comercializacibn se encuentra en fase de expansion y diversificacion.
Actualmente, se estan explorando nuevas aplicaciones en salud tanto humana
como veterinaria, modernizacion agricola, proteccion del medio ambiente,
biocombustibles y otras areas (PROMEXICO, 2016). La industria de la biotecnologia
en México cuenta con un gran potencial de crecimiento debido a que el pais retne
una serie de elementos que constituyen factores clave para el desarrollo de la
misma, dentro de los que destacan una gran biodiversidad de ecosistemas y
especies, capital humano altamente capacitado y costos de manufactura

competitivos a nivel internacional.

Entre estas ventajas tenemos la biodiversidad ya que México cuenta con una gran
biodiversidad de especies y ecosistemas debido a su privilegiada posicion
geografica, a su variedad de climas y a su compleja topografia. Al albergar a cerca
del 6.5% de la biodiversidad global de especies. El aprovechamiento del potencial
de la biotecnologia para el desarrollo agricola y agroindustrial de la América Latina
implica, en una primera etapa, la rapida incorporacién a los procesos productivos
de estos productos hacia el desarrollo de capacidades productivas locales en
biotecnologia, requisito indispensable para convertirla en una herramienta para la
construccion de nuevos modelos de produccién agricola competitivos y
ecolégicamente sustentables. La necesidad de adaptacion de los productos de la
biotecnologia a la especificidad geografica de las situaciones productivas para

capturar localmente el maximo del valor agregado es determinante (Jaffé, 1993).



2.2 Importancia de los hongos comestibles, funcionales y medicinales en

México

México se considera un pais megadiverso en cuanto a grupos de organismos. Su
situacion geografica con variedad de altitudes y climas han contribuido a formar una
gran variedad de condiciones ambientales y microambientales que promueven una
gran variedad de hébitats y formas de vida, lo que le confiere a México una elevada
diversidad biolégica (Conabio, 1998). Se estima que se conocen 4 500 especies de
macrohongos y 2 000 de microhongos. Se calcula que en México habria mas de
200 000 especies de hongos, por lo que solo se conoce el 3.2% de los que crecen
en el pais (Guzman, 1998). Para la cultura mexicana los hongos no solo fueron
considerados como alimento ya los antiguos pobladores incluian estos organismos
en rituales sagrados (Mata et al.,, 2007). El cultivo de hongos comestibles es
considerado un sistema de produccion-consumo. En los ultimos afios ha adquirido
relevancia social, econémica y ecoldgica a nivel mundial. Puesto que de estas

actividades de produccion se logran obtener diversos subproductos.
2.3 Produccion rural de hongos comestibles, funcionales y medicinales

La producciéon de hongos comestibles inici6 como una auténtica biotecnologia
tradicional, basada en técnicas sencillas de propagacion, hace aproximadamente
1000-1400 afos en China, con el cultivo empirico de las “orejas de raton”
(Auricularia spp.) y del “shiitake” (Lentinula edodes). De la misma forma, aunque
como proceso independiente, también comenzé en Francia hace mas o menos 350
afios con el cultivo del champifién (Agaricus spp.). A través del tiempo, ha sido
posible la incorporacion y desarrollo de tecnologias que han mejorado
substancialmente la produccién comercial a gran escala no tan sélo de los hongos
comestibles mencionados, sino también de otras especies potencialmente
cultivables (Martinez-Carrera et al., 2007). La produccién de hongos comestibles
constituye una alternativa en la produccion de alimentos en el medio rural porque
no afecta los valores, ni las actividades centrales de la vida campesina y tampoco
dafia su entorno ecolégico. Los hongos producidos mediante técnicas sencillas y de

facil establecimiento permiten la integracién de la produccion con el consumo,
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evitando asi la excesiva especulacion o intermediacion que tanto afecta a los
productos basicos, ademas permite que la mujer participe activamente en el proceso
productivo. Esta tecnologia aprovecha el conocimiento tradicional que tienen los
campesinos sobre los hongos y al mismo tiempo, lo fomenta al aumentar la
disponibilidad de hongos comestibles todo el afio. De igual manera, favorece el
aprovechamiento 6ptimo de los recursos regionales mediante el uso de los
subproductos agricolas como el substrato para el cultivo y posteriormente como
abono organico. El cultivo de hongos en México es parte del sector primario donde
se agrupan actividades econdémicas agricolas, pecuarias, pesqueras Yy silvicolas
(Martinez-Carrera et al., 2007).

2.4 Importancia de algunos hongos comestibles

2.4.1 Ganoderma lucidum

Las especies de Ganoderma pertenecen al reino Hongos, divisién Basidiomicota,
clase Homobasidiomicetes, orden Aphylloporales, familia Ganodermataceae y
género Ganoderma (Chang, 1995; Wasser y Weis, 1999). Crecen sobre madera en
descomposicion absorbiendo los nutrientes a través de sus hifas y desarrollan el
cuerpo fructifero sobre troncos. Las especies de Ganoderma estan entre los hongos
que pueden crecer bajo condiciones elevadas de calor y humedad y, son
usualmente encontrados en regiones tropicales y subtropicales (Moncalvo y
Ryvarden, 1997). El género Ganoderma se conoce desde hace poco més de 100
afos; fue descrito por el micélogo finlandés Peter Adolf Karsten (1881). Con el
desarrollo de métodos para la clasificacion natural y nuevos datos moleculares, se
han evidenciado las relaciones filogenéticas de algunas especies de Ganoderma de
diversas regiones geogréficas. El nimero de especies conocidas de Ganoderma se
puede estimar en alrededor de 60-80 especies lacadas y 10-30 especies no lacadas,
es probable que los nuevos taxones estan aun por descubrirse en las regiones

tropicales no muy estudiadas (Moncalvo y Ryvarden, 2001).



2.4.2 Grifola frondosa

Grifola frondosa (Dicks.) Gray es un basidiomiceto perteneciente a la familia
Meripilaceae del orden Polyporales. Macroscopicamente presenta basidiocarpos
anuales, de grandes dimensiones (de 40-50 cm de ancho, incluso hasta 1 m de
diametro) que pueden alcanzar varios kilos de peso (hasta 18-20 kg) y que se
desarrollan en la base y tocones de los arboles. Los basidiocarpos estan ramificados
y formados por un gran nimero de pequefios sombreros de unos 8 cm de diametro,
en forma de abanico, que se encuentran imbricados. Los pequefios sombreros son
de color gris a pardo por la parte superior y en la inferior tienen pequefios poros de
un color blanquecino (Berniccia, 2005). Es originario de Japdn, Norte América y
Europa, se le atribuyen una gran cantidad de propiedades medicinales entre las mas
destacadas se encuentra su capacidad antitumoral y anticancerigeno, sin embargo,
algunas guias de setas no lo consideran un hongo comestible de calidad (lllana-
Esteban, 2008), este hongo tiene potencial para ser incluido en la dieta de la
poblacién mexicana y es poco conocido en México.

2.4.3 Lentinula edodes

El shiitake (Lentinula edodes), conocido por sus atributos sensoriales, nutricionales
y funcionales, es el segundo hongo comestible mas cultivado del planeta,
antecedido por el champifién blanco (Agaricus bisporus). El pileo (sombrero) del
hongo es muy apetecido mientras que su estipite (tallo) generalmente es separado
y no es comercializado debido a que dentro de sus componentes hay alto contenido
de fibra. Es un hongo degradador, que crece en sustratos muertos, o en desechos
forestales. Su cultivo se puede realizar en bloques naturales (troncos de maderas
duras) o sintéticos (preparacién de combinaciéon de sustratos) (Rivera et al., 2017).
El shiitake es usado en la cocina oriental, destacandose en la comida japonesa,
china, coreana y taiwanesa desde hace cientos de afos, esto debido a sus
agradables caracteristicas sensoriales, su alto valor nutricional y sus propiedades
medicinales como anticancerigeno, antidiabético, controla la alta presion
sanguinea, antiinflamatorio, hipocolesterolemico, inmunomodulador (Carbonero et
al., 2008; Wasser, 2005).



2.4.4 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es un hongo que pertenece a la clase Basidiomiceto, orden
Agaricales y familia Pleurotaceae. Su nombre deriva de su forma “de ostra”, lamado
también vulgarmente “Pleuroto en forma de concha”, “seta de chopo”, “seta de
ostra”, “orellana” o “pleuroto ostreado” (Zandn et al., 2005). Es un hongo saprofito y
algunas veces parasito que crece principalmente sobre sustratos lignocelulésicos
Vivos 0 muertos, pobres en nutrientes y con bajos niveles de minerales y vitaminas.
Se distribuye principalmente en zonas templadas y se le encuentra creciendo sobre
arboles de los géneros Aesculus, Betula, Fagus, Juglans, Populus, Salix, etc. Este
hongo fructifica durante el otofio e invierno a temperaturas de 15°C, aunque existen
cepas comerciales que son menos afectadas por las temperaturas bajas y altas
(Cisterna, 2003). Presenta las siguientes partes cuando fructifica. El sombrero es
carnoso, grande 8-15 cm, convexo al principio. normalmente de color gris azulado
a pizarra, virando a pardusco al marchitarse, ldminas decurrentes blancas o marfil,
pie normalmente lateral, corto o ausente, aterciopelado y de color blanco con

esporas cilindricas (Milla, 2007).
2.4.5 Sparassis crispa

El género Sparassis conocido comunmente como “seta coliflor” o “barba de cabra”
es un hongo perteneciente a la familia de Sparassidaceae, tiene forma de coliflor
con un diametro de hasta 30 cm. Las multiples ramificaciones se inician en un tronco
central, comun, blanco y terminan en expansiones laminosas onduladas de color
crema palido, con un pie corto rudimentario de hasta 6 cm de longitud. Carne blanca
con tonos amarillentos, de olor afrutado y sabor a nuez. Aparece en otofio

desarrollandose en suelos de pinares junto a los troncos de pino (Calonge, 2009).

Tiene un costo aproximado de $120.00 por kilogramo en México, sin embargo, no
es comercializada en los tianguis del centro del pais; es muy apreciada por la
poblacion de Amanalco, a pesar de que es vendido esporadicamente en el tianguis
sus recolectoras mencionan que su disponibilidad es escasa en el bosque (Burrola-
Aguilar et. al, 2012).



2.5 Los hongos como fuente de lacasas

La funcién de las lacasas en la naturaleza es la degradacion del material
lignocelulésico que permite su reciclado en los ecosistemas (Blanchette, 1995).
Varios microorganismos, incluyendo bacterias y hongos, han evolucionado para
degradar biomasa lignocelulésica mediante la produccion de enzimas ligninoliticas
sinérgicas, entre las que se encuentran las lacasas. Sin embargo, sélo pocos grupos
de hongos, tales como los hongos de pudricion blanca, café y blanda, pueden
degradar la biomasa lignocelulésica con eficacia (Aroray Sharma, 2009; Manavalan
et al., 2015). Hay dos grupos principales de hongos xil6fagos los cuales son
conocidos como basidiomicetos y ascomicetos. Los basidiomicetos son de manera
abrumadora la causa mas comun de la pudricion de la madera en los bosques. No
todos los hongos degradan la madera de la misma forma. Existen tres formas en las
qgue el hongo realiza la pudricién estas son conocidas como pudricion blanca, café
y pudricién blanda. Estos tipos de pudricion realmente constituyen formas de ataque

enziméatico en la madera (Luley, 2006).

Los hongos de pudricion blanca se consideran el grupo mas prometedor de los
microorganismos que degradan la lignina ya que éstos producen polifenol oxidasas
extracelulares, particularmente peroxidasas de lignina, manganeso peroxidasa y
lacasas que son muy eficaces en la degradacion de la lignina. Recientemente, los
hongos de pudricién blanca estan ganando mucha importancia a causa de su
capacidad de degradar un amplio espectro de productos quimicos organicos debido
a la baja especificidad y fuertes capacidades oxidativas de su sistema de

degradacion de la lignina por hongos (Revankar y Lele, 2006).
2.6 Importancia de las lacasas en la industria

Las lacasas son enzimas que catalizan reacciones de éxido-reduccién de la cual
surgen todas sus aplicaciones (Mayer y Staples, 2002). Son catalogadas como
enzimas de alto interés en la biotecnologia industrial y ambiental dada su
especificidad sobre diversos sustratos (Osma et al., 2011). En la industria textil se

utiliza ampliamente para la remocion de colorantes; debido a que algunos de ellos



son compuestos polifendlicos (Reyes et al., 1999). Algunas aplicaciones de la
lacasa en la industria alimentaria son las siguientes. En la industria vinicola, la
funcidn principal de la lacasa, es la oxidacién de los polifenoles (Conrad et al., 2000).
También, la lacasa actla en el mejoramiento de los parametros sensoriales para el
control de olores, el mejoramiento del sabor y la reduccibn de compuestos
indeseables como compuestos fendlicos o acidos grasos oxidados. Las lacasas
estan involucradas en la biodegradacion verde debido a sus propiedades cataliticas.
El compuesto xenobidtico es una fuente importante de contaminacion en el suelo y
la lacasa lo degrada. Ademas, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), que
surgen de los depdsitos de petroleo natural y la utilizacion de combustibles fosiles,
también se degradan por las lacasas. Las peroxidasas de lignina (LiP) presentan un
mecanismo de biocatalizador no especifico. MNP mostré6 que puede realizar la
mineralizacion de muchos contaminantes ambientales, por lo que estas enzimas

son muy utilizadas para el proceso de biorremediacion (Maciel et al., 2010).
2.6.1 Inductores de lacasas

Existen varios inductores capaces de estimular la expresion de genes. La mayoria
de hongos de pudricion blanca, blanda y café producen enzimas lacasas de manera
constitutiva. El aumento o la disminucién de esta depende de las condiciones del
cultivo o de la adicion de inductores como la 2,5 xilidina, el 4cido ferdlico o el alcohol
veratrilico. Se han reportado investigaciones de inductores como el cobre, tinturas
textiles, residuos ligninocelulésicos, como el aserrin, salvado de trigo y metales
pesados que presentan un efecto inductor sobre la produccion de enzimas lacasas
(Baldrian, 2003; Lorenzo et al., 2006). Asimismo, se ha estudiado el efecto de estos
inductores en la activacion de genes para asi aumentar la produccion de lacasas al
agregar estos inductores y cambiar las condiciones del medio es posible inducir la
produccion de otras 6 enzimas con caracteristicas diferentes en el caso de algunos

hongos como Pleurotus ostreatus (Tinoco et al., 2001).



2.7 Biotecnologia para incrementar la expresion de enzimas

Diferentes estudios han demostrado que la actividad y nimero de isoenzimas de las
diferentes fenoloxidasas en hongos, dependen de diferentes factores ambientales
entre ellos la temperatura, pH, inductores, condiciones de cultivo y la composicion
del medio (Duran, 2002; Téllez, 2008; Pezzella, 2012), asimismo se sabe que estas
enzimas pueden ser producidas de forma constitutiva o ser inducidas (Téllez, 2005).
La regulacion de la expresion de genes de la lacasa difiere de un organismo a otro,
reflejando probablemente las diferentes funciones fisioldgicas de estas enzimas en
los hongos. La expresion de genes de lacasa en algunos hongos puede ser
estimulada por inductores, mientras que, en otros, la expresién es sensible a las
condiciones del medio de cultivo y es afectada por las concentraciones de nitrégeno,
fuentes de carbono o presencia de oligoelementos (Wolfaardt et al., 2004; Baldrian,
2005). Gracias a los avances en biotecnologia aplicada se ha podido secuencias
los genes responsables de la expresidbn génica de lacasas: aunque estos
organismos sean dificiles de manejar desde el punto de vista de la ingenieria

genética ya se han realizado investigaciones para aumentar la expresion génica.

2.8 Acido acetilsalicilico

El 4&cido salicilico (AS) es muy conocido gracias al extenso uso clinico de la aspirina
o acido acetil salicilico (Raskin, 1992). EI AAS es un metabolito secundario de
sintesis organica, derivado del grupo de los fenilpropanoides o también llamados
compuestos fendlicos, descendientes del fenol, dichos compuestos estan ligados a
las actividades de defensa de las plantas, asi como al endurecimiento de la pared
celular (ligninas), actividad antimicrobiana (furanocumarinas, isoflavonoides vy
estirpenos), repelentes (taninos) y en procesos de sefializacion. Actualmente, se ha
considerado al AAS como un biorregulador del crecimiento de las plantas (Taiz y
Zeiger, 2006). Se ha propuesto un modo de accion para el AAS basandose en el
hallazgo de que se une e inhibe a la enzima catalasa. La inhibicion de la catalasa
podria conducir a un incremento en la concentracion del peréxido de hidrogeno

(H202) o de otras especies reactivas de esta molécula. EI H202 podia tener una
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actividad antibiética en contra de patégenos. Otro mecanismo de accion del acido
acetilsalicilico podria estar en la capacidad que posee para formar por si mismo
radicales libres de AAS por medio de la inhibicion de enzimas que contienen grupos
hemo, como la peroxidasa y catalasa. Tales radicales fendlicos libres podrian activar

reacciones de defensa (Rangel, 2010).
2.9 Zeolita

Las zeolitas pertenecen a la familia de los tectosilicatos y son aluminosilicatos
cristalinos, con elementos de los grupos | y Il como cationes. Consisten en un
armazon de tetraedros de [SiO4]4- y [AlO4]5- conectados el uno al otro en las
esquinas por medio de atomos de oxigeno (Rodriguez-Fuentes, 1987). Las zeolitas
por definicion, son aluminosilicatos de cationes alcalinos y alcalinos térreos. Las
zeolitas naturales tienen un tamafio de porosidad y todas son hidrofilicas
(Ostroumov et al., 2003). El armazoén contiene canales interconectados donde se
encuentran los cationes de sodio, calcio, potasio, magnesio, etc., los cuales
neutralizan las cargas negativas y moléculas de agua. Estos cationes son mdéviles

y pueden intercambiarse en diferentes grados por otros cationes.

El intercambio i6nico es una de las propiedades mas importantes de las zeolitas, se
pueden llevar a cabo modificaciones de las zeolitas, para cambiar sus propiedades
superficiales (afinidad por compuestos organicos) y por otro lado, esta propiedad de
intercambio i6nico es Gtil en mas de un proceso industrial (Garcia-Medineta et al.,
2009; Olguin, 2006), como en la agricultura, en la acuacultura y en usos ambientales
debido a que pueden retener nutrientes (N, P, K), compuestos organicos de interés
(micotoxinas) asi como en el tratamiento de aguas gracias a la retencion de metales
pesados (Giannetto et al., 1990; Meshko et al., 2001). Como ejemplo de una
estructura zeolitica se encuentra la clinoptilolita que es un aluminosilicato de sodio,
potasio y calcio hidratado que tiene la formula molecular (Na, K, Ca0.5, Sr0.5, Ba0.5,
Mg0.5)6[AleSiz0072].~20H20.
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[ll. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Cultivo de hongos comestibles

En la actualidad el cultivo de hongos se ha convertido en una verdadera alternativa
para la obtencion de alimentos para el consumo humano, por la posibilidad de
obtener grandes cantidades en pequefias areas mediante técnicas sencillas, a bajo
costo, en cortos periodos de tiempo y empleando residuos agroindustriales como
substrato para su cultivo, la produccion de hongos comestibles, es un claro ejemplo
de cdmo la biotecnologia es una alternativa real para la obtencién de alimentos. En
nuestro pais el cultivo de hongos comestibles se encuentra muy poco desarrollado
a pesar de la potencialidad que existe para cultivar hongos que se desarrollan en
forma silvestre y de la tradicion por su consumo. La produccién de hongo seta
comprende 2 etapas: La produccién de semillas y la produccién de hongo. El cultivo
de hongos comestibles constituye un verdadero sistema de produccién-consumo, el
cual ha adquirido gran relevancia social, econémica y ecoldgica a nivel mundial. Se
trata de procesos biotecnoldgicos aplicados que pueden desarrollarse a pequefia 'y
gran escala para producir: 1) Alimento humano de buena calidad nutricional y con
propiedades medicinales (anticancerigenas, antibiéticas, que reducen el nivel de
colesterol y la hipertension, antitrombdéticas, antidiabéticas); 2) Suplementos
alimenticios; y 3) Enzimas y productos metabdlicos con amplio potencial de

utilizacién en la industria (Mora y Martinez-Carrera, 2007).
3.2 Produccion de hongos comestibles en México
3.2.1 Ganoderma lucidum

En la naturaleza las especies de Ganoderma producen pocas cantidades de lacasas
por lo que se han realizado diferentes estudios para la produccién de enzimas en el
hongo medicinal G. lucidum. Se han utilizado diferentes inductores que incrementan
la actividad enziméatica, como el glicerol, sulfato de cobre, acido ferulico, etanol,
acido galico, alcohol veratril, xilidina y residuos de la agroindustria como lo son

cascaras de mandarina y tamarindo (Manalavan et al., 2013; Songulashvili et al.,
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2006). La produccion de enzimas ligninoliticas por G. lucidum ha sido estudiada en
las Ultimas décadas, con especial énfasis en la actividad de las lacasas, debido a
su eficacia como degradador de lignina y su baja produccion de Mn peroxidasa y
lignina peroxidasa (Kuhar y Papinutti, 2014). Extensos estudios realizados sobre las
lacasas fungicas han demostrado su potencialidad para el blanqueo de pasta de
papel, decoloracibn de tintes sintéticos, biorremediacién, biosensores e
inmunoensayos, deslignificacion de compuestos lignoceluldsicos, biopulping o
bioblanqueo, transformacion de colorantes en la industria textil, el tratamiento de
aguas residuales y la degradacion de explosivos y pesticidas (Manavalan et al.,
2013).

3.2.2 Grifola frondosa

En cultivos comerciales del hongo G. frondosa se requiere controlar diferentes
pardmetros ambientales como: Temperatura, humedad de sustrato, humedad
relativa y oxigeno, entre otros. Se han desarrollado métodos de cultivo sobre
sustratos artificiales a base de aserrin de madera o viruta de madera de residuos
de aserrios (preferiblemente de maderas duras no aromaticas), suplementados con
cascarillas, salvados o cereales, entre los que se destacan el maiz, trigo y arroz. El
hongo G. frondosa podria ser utilizado en la degradacién de residuos soélidos
organicos ricos en materiales lignocelulésicos, debido a que posee un sistema
enzimatico capaz de degradar en tiempos cortos cantidades importantes de
polimeros naturales de dificil degradacion. Se han realizado pocos estudios de la
actividad enzimatica de G. frondosa. Donde se determinaron las actividades
enzimaticas de las enzimas celuloliticas: endoglucanasa, exoglucanasa y PB-
glucosidasa; ligninoliticas: lacasa, lignina peroxidasa (LiP) y manganeso-peroxidasa
(MnP) y xilanoliticas: endoxilanasa del hongo en dos formulaciones diferentes

basadas en aserrin de roble y borra de café (Montoya et al., 2011).
3.2.3 Lentinula edodes

El hongo comestible Lentinula edodes, es el segundo hongo comestible con mayor

produccion a nivel mundial. Se han estudiado las propiedades funcionales y
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medicinales de este hongo, asi como la produccion de enzimas. Entre los hongos
de pudricién blanca esta especie se encuentra como una de los mas potentes
agentes productores de enzimas lignoceluloliticas, en la actualidad es reconocida
por su gran capacidad de degradacion de celulosa y lignina. Asimismo, este hongo
ha sido utilizado en diferentes procesos con fines de biodegradacion de diferentes
polimeros: carbohidratos, aroméaticos, hidrocarburos, colorantes sintéticos, etc. Se
han reportado hasta 9,489 UE umol/g s.s min en fermentacion sdélida (Montoya et
al., 2014). Diversos inductores se usan tales como manganeso y nitrdgeno para
aumentar la produccién de lacasas y manganeso peroxidasas (Buswell et al., 1995)

3.2.4 Pleurotus ostreatus

El género Pleurotus spp. presenta un complejo multienzimético ligninolitico, dentro
del cual se encuentran las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigeno:6xido-
reductasa). Estas forman parte del grupo enzimatico llamadas oxidasas azules, que,
a diferencia de la mayoria, reducen el oxigeno y producen agua en lugar de peréxido
(Garcia-Oduardo et al.,, 2016). Se han utilizado diferentes inductores para el
aumento de la actividad enzimatica de este hongo. Sin embargo, con ayuda de las
recientes herramientas moleculares se conocen varios genes responsables de la
sintesis de lacasa en algunos hongos, como es el caso de Pleurotus ostreatus. Su
gen poxl que consiste de 2592 pb, interrumpido por 19 intrones, codifica una
proteina de 529 aa con cinco posibles sitios de glicosilacién. Otro gen productor de
lacasa en P. ostreatus es poxalb el cual consiste de 1599 pb, es interrumpido por
15 intrones y codifica una isoforma de 62 kDa con cinco sitios de glicosilacion. En
una cepa nativa se ha reportado el gen IccK que consiste de 2929 pb, con 19
intrones y marco de lectura de 1599 pb que codifican una proteina de 533 aa
(Gutiérrez-Soto, 2009).

3.2.5 Sparassis crispa

El hongo Sparassis no ha sido utilizado en investigaciones para la produccion de
lacasas. En México este hongo solo ha sido recolectado y comercializado en

comunidades por lo que este hongo aun no ha sido cultivado a gran escala. Una de
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las limitantes por las cuales este hongo no ha sido profundamente estudiado y
producido es por el tiempo que le toma colonizar. Farooq y colaboradores (2014),
evaluaron las diferentes condiciones en medio de cultivo a un pH de 5 -7 con una
temperatura de 25°C y diversas fuentes de carbono, glucosa y fructosa, colonizando
el medio en 28 dias. Otra estrategia de produccion ha sido usar semilla liquida
obtenida en fermentacién liquida para reducir los tiempos de colonizacién (Ma, et
al., 2016). Sin embargo, la produccién en fermentacion solida puede tomar mas
tiempo para colonizar. En el periodo de incubacion de algunas especies pueden
tardar de 61 a 94 dias y el periodo de cosecha de 21 a 63 dias (Sung-Ryul et al.,
2009).

3.3 Inductores en la produccion de hongos comestibles

Se han realizado investigaciones para aislar cepas capaces de producir grandes
cantidades de lacasas y que ademas sean de crecimiento rapido. Siendo México un
pais mega diverso cuenta con un gran numero de recursos genéticos de hongos
comestibles con potencial para la produccion de lacasas a nivel industrial. Sin
embargo, se desconoce el potencial de muchas de estas especies de hongos,
ademas de que no se producen las mismas cantidades de enzimas. Una propuesta
ha sido el uso de inductores que sean capaces de estimular la actividad enziméatica
y aumentar la produccion, sin embargo, los costos resultan muy elevados y en
algunos casos el incremento no es muy significativo (Osma, 2011). Para la
produccion de hongos comestibles en sustrato solido se han estudiado diversos
aditivos que puedan aumentar la eficiencia biologia, reducir el tiempo de
colonizacion, entre los mas importantes se tienen, CuSOu, tinturas textiles,
fermentaciones en sustratos obtenidos de los residuos de la agroindustria. Kuhar y
Pappinuti (2014), evaluaron la capacidad enzimatica de dos cepas de G. lucidum
usando como inductores diferentes compuestos fendlicos e iones metalicos, siendo
estos el acido ferulico y el cobre siendo estos inductores (fendlicos y metalicos)
quienes producen distintos patrones electroforéticos de actividad lacasa. También

comprobaron que a pH mas alto la enzima es mas termoestable.
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3.4 Mecanismos de induccion

Los mecanismos enzimaticos utilizados para la degradacion de la lignina son
oxidativos y producen radicales libres, los cuales, al ser muy reactivos, reaccionan
entre si volviéndose a polimerizar, iniciAandose reacciones que pueden seguir
cualquier camino sin control, a lo cual se le denomina “combustion enzimatica” (Kirk
y Farrell, 1987). Dentro de las enzimas de los hongos ligninoliticos se encuentran
las peroxidasas, que contienen un grupo hemo lignina peroxidasa (LiP) y
manganeso peroxidasa (MnP), estas enzimas reducen al oxigeno para la
produccion de peroxido de hidrégeno. Otra enzima que forma parte del mecanismo
de degradacion es la lacasa, la cual reduce el oxigeno disuelto en agua y oxida
sustratos fendlicos formando radicales cationicos, quinonas o radicales fendxilo
(Archibald et al., 1997; Osma et al., 2010).

3.5 El 4cido acetilsalicilico

Se han realizado pocas investigaciones donde se ha utilizado el &cido acetilsalicilico
en la produccién de hongos comestibles en estas se ha reportado un cambio
considerable en las propiedades funcionales de hongos. You et al., (2013), utilizaron
el acido acetilsalicilico a una concentracion de 0.5-8 mM en medio de cultivo liquido
papa y dextrosa durante 4 dias para inducir la apoptosis de G. lucidum y obtener
acidos ganodéricos. Se han realizado estudios en substrato solido con hongos
comestibles como Fistulina guzmanii, Volvariella bombycina y Hericium erinaceus
donde se observo un cambio en las propiedades funcionales y medicinales como el
contenido de proteinas y antioxidantes usando AAS 100 pM (Rendén-Hernandez,
2015). También se ha evaluado el efecto de las propiedades funcionales de los
extractos hidroalcoholicos obtenidos de G. lucidum cultivado en substratos
adicionados con &cido acetilsalicilico en una concentracion de 10 mM, Meneses et
al., (2016). Ellos encontraron que las propiedades hipocolesterolemiantes
(reduccion de nivel de colesterol en suero) y efectos prebidticos de extractos
estandarizados en modelo animal (ratones, cepa C57BL/6) después de 43 dias de
dieta experimental. También se ha evaluado el efecto del AAS como inductor de la

actividad enzimatica. Martinez-Carrera et al., (2016), emplearon AAS 100 pM en el
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cultivo de la cepa CP-145 de G. lucidum en condiciones de laboratorio in vitro
reportando la induccion de la expresion de enzimas lacasas a 40 dias de cultivo.
Castillo-Sebastian (2016) evalu6 el efecto del AAS como inductor de lacasas en
medio de cultivo semisdlido (PDA) y medio de cultivo liqguido de papa y dextrosa
donde reporta un incremento de la cantidad de lacasas en tres diferentes cepas de

G. lucidum.
3.6 La zeolita

La zeolita ha sido aplicada principalmente en plantas para aumentar rendimiento y
aprovechar los nutrientes de importancia agronomica. También tiene aplicaciones
en hidroponia, ganaderia, en el tratamiento de aguas y suelos contaminados
(Latifah et al., 2017; Chica-Toro et al., 2006; Soca et al., 2016; Urbina-Sanchez et
al., 2011). Debido a sus propiedades de intercambio i6nico ha sido utilizada
principalmente en la industria agronémica, sin embargo, pocos son los estudios
relacionados a la aplicacion de este material en la produccion de hongos
comestibles. Klaus reportd en 2005 el potencial de una zeolita modificada como
acelerador de crecimiento en micelio de los hongos comestibles Agaricus blazei,
Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus y Lentinus edodes, donde report6é que el
uso de este mineral logro estimular el crecimiento de las cepas en medio de cultivo
PDA. El uso de este mineral también ha sido reportado en sustrato solido utilizando
el hongo medicinal Grifola frondosa donde el uso de la Kaolinita y una zeolita
modificada lograron aumentar la eficiencia biolégica, la actividad antioxidante, asi
como el contenido de beta glucanos, también menciona que se redujo el tiempo de
colonizacion debido a que la zeolita estimula la actividad enzimatica (Vunduk et al.,
2016). También se realizd un estudio del efecto de la zeolita clinoptilolita en el cultivo
de Pleurotus sajor-caju donde lograron aumentar la eficiencia biologica al adicionar
30g de zeolita (Shinde et al., 2010). Lopez y colaboradores en 2010 evalu6 los
cambios en la estructura de la zeolita al mezclarla con fertilizantes en el cultivo de
P. ostreatus donde demostré que el hongo no puede alterar la estructura de la

zeolita y se lleva a cabo el intercambio iénico con el hongo.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Las lacasas (p-difenol: oxigeno 6xido reductasas E.C. 1.10.3.2) son cuproproteinas
capaces de catalizar la oxidacién de compuestos fendlicos mediante la reduccion
de oxigeno a agua, generando compuestos insolubles de facil recuperacion. La
funcién de las lacasas en la naturaleza es la degradacion del material lignocelulésico
que permite su reciclado en los ecosistemas (Blanchette, 1995). Varios
microorganismos, incluyendo bacterias y hongos, han evolucionado para degradar
biomasa lignoceluldsica mediante la produccién de enzimas ligninoliticas sinérgicas,
entre las que se encuentran las lacasas. Sin embargo, s6lo pocos grupos de
hongos, tales como los hongos de pudricibn blanca, café, y blanda, pueden
degradar la biomasa lignocelulésica con eficacia (Manavalan et al., 2015). En las
tltimas décadas se han buscado estrategias para la produccion de estas enzimas

que forman parte de diversos procesos biotecnolédgicos (Maciel et al., 2010).

Sin embargo, la aplicacion de lacasas a nivel comercial ha sido limitada debido a
gue estas enzimas son constitutivas y se produce en pequefias cantidades (decenas
de unidades por mililitro), lo que da como resultado un alto costo en el mercado. La
regulacion de la expresion de genes de las lacasas difiere de un organismo a otro,
reflejando probablemente las diferentes funciones fisiolégicas de estas enzimas en
los hongos. La expresién de genes en algunos hongos puede ser estimulada por
inductores, mientras que, en otros, la expresion es sensible a las condiciones del
medio de cultivo y es afectada por las concentraciones de nitrégeno, fuentes de
carbono o presencia de oligoelementos (Wolfaardt et al., 2004; Baldrian., 2005).
México al ser un pais mega diverso, sobre todo en hongos comestibles, cuenta con
suficientes recursos genéticos con potencial para ser utilizados en la produccion de
lacasas, por lo que se plantea utilizar cepas nativas que puedan producir altas
cantidades de enzimas usando dos inductores innovadores. El inductor &cido
acetilsalicilico (AAS) ha sido utilizado en diferentes hongos comestibles donde se
han aumentado las propiedades funcionales y medicinales (Meneses et al., 2016;
Martinez-Carrera, 2016). Mientras que la zeolita, que es un mineral aluminosilicato

con propiedades de intercambio idnico (Soca y Daza-Torres, 2016), se ha usado en
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la produccion de hongos comestibles y ha demostrado un aumento en la eficiencia
bioldgica sin alterar su estructura (Shinde et al., 2010, Lopez et al; 2010; Vunduk et
al., 2016).

Las diversas aplicaciones de estas enzimas despiertan el interés por su produccion,
siendo los hongos de pudricion blanca los mas utilizados. Sin embargo, a pesar de
contar con una gran diversidad de recursos genéticos de hongos comestibles
cultivados en la region central de México, aun se desconoce la capacidad de
produccion de enzimas lacasas de estas especies. Por lo que es necesario
caracterizar cepas de hongos de pudricién blanca capaces de producir una mayor
cantidad de enzimas lacasas. Asimismo, evaluar a nivel laboratorio las
concentraciones de inductores de facil acceso que estimulen la produccién de
lacasas. Ademas, establecer una estrategia para aplicar cepas de hongos
comestibles e inductores en fermentacion solida con aplicaciones en la produccién
de hongos comestibles o en la biorremediacion de suelos contaminados por la

industria textil en la region central de México.
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V. HIPOTESIS

La adicién de acido acetilsalicilico y zeolita en medio de cultivo semisélido durante
el cultivo de especies de hongos comestibles induciran la produccion de enzimas

lacasas.

VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar a nivel laboratorio el efecto del acido acetilsalicilico y zeolita como
inductores en la produccion de lacasas y proteinas de diferentes cepas de hongos

comestibles cultivados en México.

6.2 Objetivos especificos

6.2.1 Evaluar diferentes cepas de hongos comestibles con potencial para
produccién de lacasas en medios semisolidos adicionados con AAS, zeolita, y ABTS

como prueba cualitativa confirmativa.

6.2.2 Cuantificar la actividad volumétrica de lacasas en medio de cultivo de las

cepas de hongos comestibles seleccionadas.

6.2.3. Proponer una estrategia para la produccion de lacasas de hogos comestibles
usando estos inductores de facil adquisicion, para incrementar las aplicaciones

biotecnoldgicas de las enzimas lacasas en la zona centro de México.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Diagrama general de proceso

En la Figura 1 se muestra el diagrama general de la metodologia empleada para
determinar el efecto del acido acetilsalicilico y la zeolita en el cultivo de hongos

comestibles.

Material biolégico

Determinacion de tolerancia maxima al
AAS y zeolita en EMA

Cultivo en medio semisélido y
caracterizacion
|

Crecimiento .
micelial Enzimas
Cinética de crecimiento en
diferentes condiciones
|
Caracterizacion y
seleccion de cepas
tolerantes
]
Variables estudiadas
]
I
a. Crecimiento
b. pH Lacasas o
c. Descripcién de la a. Halo de oxidacién
colonia b. Actividad volumétrica usando
d. Proteinas ABTS, Guaiacol y Siringaldazina

Andlisis de los
resultados

I
Estrategia

Figura 1. Metodologia empleada en la investigacion. EMA= Agar Extracto de Malta. AAS=
Acido acetilsalicilico. ABTS= 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico).
Fuente: Elaboracién propia
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7.2 Material biologico

El material biologico utilizado durante la investigacién se encuentra depositado en
la Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC) del
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. En el cuadro 1 se observan las cepas

de estudio seleccionadas para este estudio.

Cuadro 1. Material biolégico de los recursos fungicos depositados en el CREGENHC y
empleados en esta investigacion.

Registro Especie Procedencia
CP-145 Ganoderma lucidum Cuernavaca, Morelos
CP-459 Grifola frondosa (Dicks.) Comercial
Gray
CP-825 Grifola frondosa San Pedro Ixtlahuaca,
Estado de México
CP-850 Grifola frondosa Comercial
CP-580 Lentinula edodes (Berk.) Senguio, Michoacan
Pegler
CP-50 Pleurotus ostreatus (Jacqg.) Alemania
P. Kumm
CP-753 Pleurotus ostreatus Ixtlahuaca, Estado de
México
CP-845 Sparassis sp. Senguio, Michoacéan
CP-873 Sparassis sp. Senguio, Michoacan

Fuente: Elaboracion propia

Las cepas G. lucidum, G. frondosa, L. edodes, P. ostreatus y Sparassis sp. fueron
reactivadas en medio de cultivo semisélido EMA el cual se prepardé segun las
instrucciones del fabricante (Dibico) 33.6 g en 1000 mL de agua destilada se
disolvieron a 100 °C y se esterilizo a 121 °C durante 25 minutos. Posteriormente, el
medio fue vertido en cajas Petri 60 x 15 mm (SYM Laboratorios, México) colocando
15 mL de medio de cultivo en cada una de las cajas, esta etapa se realizd dentro de
una campana de flujo laminar para evitar la contaminacién del medio. Finalmente,
se tomaron fragmentos de micelio de 0.5 cm de didmetro previamente colonizado y
se inocularon en medio de cultivo semisélido EMA sellando las cajas con parafilm e

incubandolas a temperatura ambiente.
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7.3 Tolerancia maxima a la zeolita

Las cepas seleccionadas para la investigacion fueron inoculadas en medios de
cultivo extracto de malta agar (EMA) adicionado con zeolita en diferentes
concentraciones para determinar el porcentaje maximo que toleran las cepas para
seleccionar aquellas donde se observé crecimiento de micelio y un aumento en la
actividad volumétrica de lacasas (U mL™?). La zeolita utilizada en este trabajo fue
obtenida de un yacimiento natural ubicado en Tehuacéan, Puebla. Para que los poros
de la zeolita estuvieran disponibles, se retir6 la humedad de estos colocando la
zeolita dentro de un horno de secado a 100 °C durante 24 horas, posteriormente se
almaceno en un recipiente libre de humedad hasta su uso. Para el mantenimiento
del material biol6égico, la obtencion del inéculo y la actividad enzimatica en el medio
de cultivo semisdlido, se empled el medio de cultivo Extracto de Malta Agar (EMA,
DIBICO), el cual se preparé siguiendo las instrucciones del fabricante disolviendo
33.6 g/L. Las dosis utilizadas para la determinacion de tolerancia fueron 0.2%, 0.4%,
0.6%, 0.8%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% y 10% de zeolita. Para mantener
las mismas condiciones en todo el experimento el porcentaje de zeolita se peso en
tubos de ensaye donde, con ayuda de una probeta se colocaron 30 mL de medio
de cultivo, una vez obtenidos los medios se esterilizaron en olla de presion a 121 °C
durante 25 min, posteriormente se vaciaron en cajas de Petri desechables de 60 x
15 mm (SYM Laboratorios, México) usando un Vortex para homogenizar la zeolita

en el medio y una vez gelificado el medio se almacend hasta su uso.
7.3.1 Actividad volumétrica de lacasas (U mL™1)

Para la determinacion de actividad volumétrica de lacasas se utilizé el método de
Bournonnais y Paice (1990), donde se utiliza como substrato enziméatico e indicador
el 4cido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), a una absorbancia
de luz de 420 nm. Se preparé una solucién buffer de acetato de sodio 0.1 MpH 5y
ABTS 1 mM. En la microplaca y con la ayuda de una pipeta automatica multicanal
(Gilson) se colocaron 160 pL del buffer de acetato de sodio pH 5 en cada pozo de
la columna y posteriormente se agregaron 20 pL de muestra o de agua (blanco) y

20 uL de ABTS, se homogeniz6 cada pozo y se procedié a leer a 420 nm en el
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espectrofotometro de microplacas Epoch-Biotek (E.U.A.) durante 8 minutos por
columna. Los resultados obtenidos se exportaron a una hoja de célculo Excel y se
analizaron. Una unidad de actividad volumétrica se definio como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar 1 pmol de ABTS por minuto, usando un coeficiente
de extincién de 29,300 M1 cm-?, para guaiacol 26,600 M cm™ y para siringaldazina
65,000 Mt cm (Bourbonnais et al., 1998) (Figura 2).

Preparar ABTS
Preparar acetato de (0.0054 g/10mL
sodio 0.1M pH 5 etanol)

|
En la microplaca
agregar 160 pL de

buffer por columna
|

Agregar 20 pL de muestra
(blanco= agua)
[

Agregar 20 pL de ABTS
|

Leer a 420 nm en EPOCH
[
Tiempo de lectura 8 minutos

I
Calculo de la actividad en Excel
I

Analizar resultados

Figura 2. Determinacion de la actividad volumétrica de lacasas en microplaca usando el
método de Bournonnais y Paice (1990).

7.4 Preparacion de medios semisolidos suplementados con AAS y zeolita

Para la cinética de crecimiento y la actividad enzimatica en el medio de cultivo
semisolido, se empled el medio de cultivo Extracto de Malta Agar (EMA, DIBICO),
el cual se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante. Para los medios

adicionados con inductores se empled una solucion de AAS (&cido acetilsalicilico)
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100 uM (Sigma), otro medio de cultivo adicionado con 3 y 5%de zeolita y una mezcla
de AAS (acido acetilsalicilico) 100 uM con 3y 5% de zeolita, todas estas condiciones
con y sin presencia de acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 0.5 mM
(ABTS, Sigma), se disolvieron en agua destilada estéril. Para mantener las mismas
condiciones en todo el experimento el porcentaje de zeolita se peso en tubos de
ensaye donde con ayuda de una probeta se colocaron 30 mL de medio de cultivo.
Una vez obtenidos los medios se esterilizaron a 121 °C durante 25 min,
posteriormente se vaciaron en cajas de Petri desechables de 100 x 15 mm (SYM
Laboratorios, México) usando un Vortex para homogenizar la zeolita en el medio. A

todas las condiciones se les asigno una clave para su identificacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Blanco, testigos y tratamientos empleados en el experimento para la
determinacion de lacasas de las cepas CP-753 de Pleurotus ostreatus y CP-
145 de Ganoderma lucidum en medios suplementados con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y zeolita al 3 y 5%, adicionado con el substrato
enzimatico ABTS.

Clave Descripcion G. lucidum P. ostreatus

Testigo Agar extracto de malta (EMA) N N
Txl ABTS 0.5 mM \ \
Tx2 Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM \ \
Tx3 AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM \ \
Tx4 Zeolita 3% ND \
Tx5 Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM ND \
Tx6 Zeolita 5% \ \
Tx7 Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM \ V
Tx8 AAS 100 pM + zeolita 3% ND \
Tx9 Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM ND \
Tx10 AAS 100 puM + zeolita 5% \ \
Tx11 AAS +zeolita 5% + ABTS 0.5 mM \ \

ND= No determinado. Tx= Tratamiento. ABTS= &cido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico). Fuente: Elaboracion propia

7.4.1 Adicion de ABTS como prueba cualitativa de lacasas

En el caso de los tratamientos donde se utilizd6 ABTS como prueba cualitativa se
preparé una solucién de ABTS 0.5 mM la cual se esteriliz6 a través de un filtro de
membrana de celulosa (Advantec) de 0.20 um para mantener las condiciones de
esterilidad en el medio. La finalidad del uso de ABTS fue medir el halo oxidativo que
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generan las lacasas al oxidar el ABTS y generan una coloracion morada. La prueba
cualitativa nos permite saber si el hongo produce enzimas y gracias al halo observar

gue cepas producen una mayor actividad de enzimas.
7.5 Cinética de crecimiento de G. lucidum y P. ostreatus

Las cajas con medio EMA y las adicionadas con AAS 100 uM, con ABTS 0.5 mM, y
zeolita, se inocularon en condiciones de esterilidad empleando un circulo de 0.5 cm
de diametro de inoculo previamente crecido en medio EMA, el cual se colocé en el
centro de la caja con ayuda de una aguja de diseccion estéril. Posteriormente, se
incubaron a temperatura ambiente. Se establecio la cinética de crecimiento con las
variables area de la colonia (cm?) para todas las condiciones y halo de oxidacion
(cm?) para los tratamientos donde se usé el ABTS. La cinética de crecimiento finalizé
cuando el halo de oxidacién alcanzé la periferia de la caja de Petri, evitando llegar
al extremo de la misma, esta variable fue independiente del area de la colonia. Se

consideraron 3 repeticiones por condicion y por cepa.
7.5.1 pH

Una vez colonizada la caja se retird el medio de cultivo colonizado de esta para
homogenizar las muestras con una mezcladora comercial manual (Hamilton Beach)
a maxima velocidad durante 1 minuto. Posteriormente se realizé la medicion de pH
y temperatura con ayuda de un potenciometro (Conductronic PH120) el cual fue
previamente calibrado a pH 7 y pH 4 para muestras sin zeolitay pH 7 y pH 10 para

muestras con zeolita con soluciones buffer estandarizadas marca Meltter Toledo.
7.5.2 Velocidad de crecimiento lineal (cm dia™)

Para medir la velocidad de crecimiento lineal del micelio se partid del contorno inicial
del inoculo de 0.5 mm al contorno que presento al realizar la toma de muestra, todo
esto con ayuda de una regla, el mismo proceso se realizé para el halo oxidativo de
los tratamientos donde se utilizé ABTS, las mediciones se realizaron cada dos dias,
los resultados fueron guardados en una hoja de Excel version 2016 donde fueron

procesados los datos, expresandolos en cm dia.
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7.5.3 Area de la colonia (cm?)

Para la determinacion del area de la colonia (cm?) se tomaron imagenes digitales
de las cajas Petri con ayuda de una camara Sony Power Shot A3300IS al final de la
cinética. Cada imagen se analiz6 empleando el programa Image Processing and
Analysis in Java (Image J 1.50i) del National Institutes of Health, USA, de acuerdo

a lo descrito por Camacho-Martinez (2013).
7.5.4 Halo oxidativo (cm?)

Se consider6 la aparicion del halo de oxidaciéon (cm?) en los medios semisélidos sin
que éste llegara al extremo de las cajas (tiempo final de la cinética). EI cambio de
color de los medios empleados manifestd la actividad de las enzimas lacasas. Se
realiz6 la toma de imagen y analisis de &rea de acuerdo a lo descrito en el apartado
7.5.3.

7.5.5 Determinacion de proteinas por método de Bradford (ug mL™1)

Para calcular el contenido de proteinas se utilizé el método de Bradford que consiste
en la medicion de la extincion provocada por el cambio en el espectro visible del
colorante Coomasie Blue G-250 cuando este se une a las proteinas a una longitud
de onda de 595 nm. Se prepard una solucién de albumina bovina 1 mg mL™* a partir
de la cual se realiz6 una curva de calibracién a concentraciones de 0, 10, 20, 40,
60, 80 y 100 ug mLL. En una microplaca de 96 pozos (Kima, Vacutest) se colocaron
80 uL de muestra en cada pozo con ayuda de una pipeta automéatica multicanal de
8 puntas (Gilson) y posteriormente se agregaron 20 pL de colorante Biorad Protein
Stains, se homogenizo cada pozo y se dej6é incubar en oscuridad durante 30
minutos, posteriormente se realiz6 la lectura de la microplaca en un

espectrofotometro (EPOCH-Biotek) a una absorbancia de 595 nm (Fig. 3).

Los resultados obtenidos se exportaron a una hoja de calculo en el programa Excel,
donde se usaron las absorbancias de la curva de calibracion para obtener la
ecuacion de la recta Y=mx+b y determinar el contenido de proteinas de cada

muestra analizada.
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Preparar solucion estandar de BSA
1 mg/mL?
|
Curva de calibracion
(0, 10, 20, 40, 60, 80, 100) pg mL™*
l

Colocar 80 yL de muestra y de la
curva estandar en cada pozo

Agregar 20 pL de colorante
(Biorad Protein Stains)

[

Incubar 30 minutos en obscuridad
|

Leer a 595 nm
[

Realizar calculos en Excel

[
Resultados

Figura 3. Diagrama de la determinacion de proteinas por método de Bradford.

7.5.6 Determinacion de la actividad volumétrica de lacasas (U mLt) con

ABTS, guaiacol y siringaldazina

Una vez que el halo de oxidacion abarcé el area total de la caja Petri se retiraron las
muestras de incubacién y se vacié el contenido de esta en un vaso de acero
inoxidable de 250 mL, al cual se le agregaron 5 mL de solucién reguladora de
acetato de sodio 0.1 M pH 5 para cada una de las repeticiones del blanco, testigos
y tratamientos. Posteriormente la muestra fue homogenizada con un
homogeneizador (Pro 250-Pro Scientific) con un rotor de 20 mm x 150 mm a 10 000
rpm, todo este proceso se realizé en una campana de flujo laminar bajo condiciones
de esterilidad. La muestra homogenizada se retir6 del vaso con ayuda de una
espatula de acero inoxidable estéril y colocada en un tubo para centrifuga de 50 mL
(Oak Teflon FEP, Thermo Scientific Nalgene) el cual se centrifugé a 10 000 rpm a
4° C durante 10 (Sigma 4K15, Laboratory centrifuges). El sobrenadante obtenido se
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recupero con ayuda de una pipeta de 1000 mL y se deposito en tubos eppendorf de
2 mL estéril. Finalmente, las muestras se almacenaron en un congelador a -2 °C
hasta su analisis. Para la determinacion de dicha actividad se utilizé el método de
Bourbonnais y Paice. (1990), que consiste en utilizar como substrato indicador el
acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico). Se preparé una solucion
reguladora de acetato de sodio 0.1 M pH 5y ABTS 1 mM. En la microplaca y con la
ayuda de una pipeta automética multicanal (Gilson) se colocaron 160 pL de la
solucion reguladora de acetato de sodio pH 5 en cada pozo y se agregaron 20 L
de muestra o de agua (blanco) y 20 yL de ABTS, guaiacol y siringaldazina se
homogeniz6 cada pozo y se procedio a leer a 420 nm para ABTS, 470 nm para el
guaiacol y 520 nm para la siringaldazina en el espectrofotometro de microplacas
(Epoch-Biotek, E.U.A.) durante 8 minutos. Los resultados obtenidos se exportaron
a una hoja de calculo Excel y se analizaron. (Figura 4) Una unidad de actividad
volumétrica se definié como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 umol de
ABTS por minuto, usando un coeficiente de extincion de 29 300 M* cm
(Bourbonnais et al., 1998).

Preparar acetato de Preparar ABTS (0.0054 g/10mL etanol)
sodio 0.1M pH 5 Guaiacol (0.223 mL/30mL etanol)
Siringaldazina (0.00036g10mL metanol)

En la microplaca agregar 160
uL de buffer por columna
I
Agregar 20 pL de muestra
(blanco= agua)

Agregar 20 uL de ABTS Agregar 20 UL de Agregar 20 pL de
Guaiacol Sirinaaldazina
[ I
Leer a 420 nm en EPOCH Leer a 470 nm en EPOCH Leer a 520 nm en EPOCH

Analizar resultados

Figura 4. Determinacion de la actividad volumétrica de lacasas en microplaca usando el
método de Bourbonnais y Paice (1990), con diferentes substratos enzimaticos.
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7.6 Andlisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey (a= 0.05)
empleando un disefio completamente al azar. Todos los analisis estadisticos se

realizaron usando el programa SAS 9.0.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Caracterizaciéon de los recursos fungicos estudiados (Ganoderma,
Grifola, Lentinula, Pleurotus y Sparassis)

Se realiz6 un barrido de concentraciones de zeolita con AAS 100 uM para todas las
cepas seleccionadas en el estudio. Las cepas que toleraron concentraciones
menores a 1% (Cuadro 3) fueron G. frondosa, L. edodes y Sparassis sp., las que
mostraron una inhibicidon en su crecimiento al aumentar la dosis. Las cepas que
toleraron dosis superiores a 1% (Cuadro 4) fueron G. lucidum y P. ostreatus las
cuales lograron colonizar en dosis de hasta 10% de zeolita. Como en el caso de las
cepas menos tolerantes se presentd una inhibicién de crecimiento al aumentar las

dosis de zeolita.

En el cuadro 3 se muestra el crecimiento de las cepas menos tolerantes, donde en
el caso de G. frondosa y L. edodes todas las cepas lograron colonizar en todas las
condiciones. Se observod que en los tratamientos donde se utilizé zeolita, el micelio
fue més abundante y vigoroso en comparacion al testigo (Agar extracto de malta).
En el caso de Sparassis sp. la CP-873 logré colonizar en todas las condiciones,
mientras que la CP-854 solo coloniz6é hasta 0.6%, en los tratamientos con dosis

superiores no se presento ningun crecimiento.

Cuadro 3. Crecimiento de tres especies de hongos comestibles en EMA a
concentraciones de zeolita de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1%.

Especie Registro T 0.2 0.4 0.6 0.8 1

ol CP-459 C C C C C C

f riola CP-825 C C C C C C
rondosa

CP-850 C C C C C C

Lentinula CP-580 C c C C C C
edodes

. CP-845 C C C C SC sC

Sparassis sp. - p, gog C C C C C C

C= Colonizacién de la cepa. SC= Sin Colonizacion de la cepa. T= Testigo. Fuente: Elaboracién
propia

En el cuadro 4 se muestra el crecimiento de las cepas tolerantes mayores a 1%

donde G. lucidum logré colonizar en medio de cultivo con 10% de zeolita,
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presentando un crecimiento irregular. P. ostreatus también coloniz6 en todas las

condiciones y presentd un crecimiento irregular.

Cuadro 4. Crecimiento de dos especies de hongos comestibles en EMA a
concentracionesde 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9y 10% de zeolita.

Especie Clave T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ganoderma 15 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ € € C C C C
lucidum

Pleurotus CP-50 C C C C C C C C C C C

ostreatus ¢cp.753 ¢ € € € C€C € € C C C ¢C

C= Colonizacion de la cepa. S/C= Sin Colonizacion de la cepa. T= Testigo. Fuente: Elaboracion
propia.

Las cepas que colonizaron en menor tiempo la totalidad de la caja Petri fueron G.
lucidum que logro crecer de 5 a 7 dias en todas las condiciones. Las cepas CP-50
y CP-753 de P. ostreatus donde colonizaron en todas las condiciones a los 4 dias,
siendo estas las cepas que colonizaron en menor tiempo. En el caso de las cepas
de G. frondosa y L. edodes el crecimiento en medio de cultivo semisoélido fue mas
lento. En las tres cepas de G. frondosa el tiempo de crecimiento en el testigo (Agar
Extracto de Malta) fue de 19 dias, asi como el medio suplementado con 0.2% de
zeolita, en el caso de la cepa CP-825 las condiciones 0.4, 0.6 y 0.8% colonizaron a
los 21 dias. La cepa CP-850 tard6 20 dias en crecer en el medio de cultivo al 0.4%
de zeolita y coloniz6 los medios con 0.6, 0.8 y 1% en 26 dias.

La cepa CP-459 tard6 26 dias para colonizar el medio con dosis de 0.4. 0.6 y 0.8%
mientras que para 1% fueron 29 dias. En el caso de la cepa CP-580 de Lentinula
edodes el crecimiento en el testigo, 0.2 y 0.4% fue de 15 dias, mientras que en 0.6
y 0.8 fue de 19 dias, finalmente en 1% tard6 en colonizar 21 dias. Las cepas que
tardaron mas tiempo en colonizar fueron las correspondientes a Sparassis sp.
donde ambas cepas colonizaron en sus testigos a los 34 dias, al aumentar la dosis
el tiempo de crecimiento fue aumentando, al utilizar 0.2% tardo 41 dias en colonizar,
y con 0.4% 54 dias. En la CP-845 el crecimiento en las condiciones 0.8 y 1% no
presentd ningun crecimiento. Las cajas se tuvieron en observaciéon hasta 70 dias,

no lograndose observar ningun crecimiento. En la CP-873 se present6 crecimiento
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sin embargo no logro colonizar en su totalidad la caja Petri por lo que se cosecharon
las muestras a los 70 dias después de la siembra para evitar que el medio se
deshidratara, sin embargo, al aumentar la dosis de zeolita se observé que el micelio
de las cepas era mas vigoroso y abundante en comparacion al testigo que

presentaba un micelio delgado (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tiempo de colonizacion (dias) de las cepas en concentraciones de zeolita de
0.2,0.4,0.6,0.8y 1%.

Especie Registro T 02% 04%  06%  0.8% 1%
Ganoderma - cp 445 5 5 5 5 7 7
lucidum
_ CP-459 19 19 26 26 26 29
Grifola CP-825 19 19 21 21 21 25
frondosa
CP-850 19 19 20 26 26 26
Lentinula CP-580 15 15 15 19 19 21
edodes
Sparassis CP-845 34 41 54 54 sc sc
sp. CP-873 34 41 54 70 70 70
Pleurotus CP-50 4 4 4 4 4 4
ostreatus CP-753 4 4 4 4 4 4

SC= Sin crecimiento. T= Testigo. Fuente: Elaboracién Propia.

Para las cepas que toleraron dosis mayores a 1% se realiz6 un barrido de 1 a 10%
de concentracion de zeolita. G. lucidum coloniz6 a los 5 dias en el testigo a los 7
dias en 1% de zeolita, a los 11 dias en 2% y a los 12 dias en 3, 4, 5%, mientras que
en dosis de 6 a 10% tardd de 22 a 28 dias en colonizar. En el caso de L. edodes la
cepa tard6 15 dias en colonizar el testigo, mientras que en dosis de 1 a 4% tard6 de
21 a 23 dias, en dosis de 5 a 7% de 23 a 27 dias y finalmente de 8 a 10% tardo de
33 a 35 dias en colonizar. En estas ultimas dosis el micelio no logré colonizar la
totalidad de la caja por lo que se colecté la muestra antes de que esta perdiera
humedad.

En el caso de las cepas CP-50 y CP-753 de P. ostreatus colonizaron el testigo y los
tratamientos con 1, 2 y 3% de zeolita a los 4 dias. Asimismo, le tomo de 5 a 6 dias
en colonizar medios con 4, 5, 6, 7 y 8% de zeolita y finalmente en 9 y 10% tardo 7
dias en colonizar, siendo P. ostreatus una de las cepas mas rapidas en colonizar

los medios de cultivo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Tiempo de colonizacién (dias) de las cepas en diferentes concentraciones de
zeolitaa l, 2,3,4,5,6,7,8,9y 10% en EMA.

Especie Registo T 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%

Ganoderm op 145 5 7 11 12 12 12 22 25 28 28 28

Lentinula CP-580 15 21 23 23 23 26 27 29 33 35 35
CP-50 4 4 4 4 5 5 5 6 6 7 7
CP-753 4 4 4 4 5 5 5 6 6 7 7

Pleurotus

T= Testigo. Fuente: Elaboracion propia.

8.1.1 Actividad enziméatica de lacasas (U mL™?) de los recursos flngicos
estudiados (Ganoderma, Grifola, Lentinula, Pleurotus y Sparassis)

Se determiné la actividad volumétrica de lacasas de las cepas de hongos que
toleraron dosis menores a 1 % de zeolita (Cuadro 7). Las cepas de G. frondosa
mostraron en general que al aumentar la concentracion de zeolita cambian la
actividad enzimatica de lacasas. En la CP-459 la actividad enzimatica en el testigo
fue de 2.047 U mL™1, mientras que en 0.2% la actividad aumenté a 5.532 U mL1y
en los tratamientos con 0.4, 0.6, 0.8 y 1% la actividad enzimatica comenz6 a
disminuir con 0.641, 0.403, 0.471y 0.317 U mL! respectivamente. En la CP-825 se
obtuvieron 4.973 U mL* en el testigo, en el caso de las dosis con 0.2 y 0.6% se
observéd un incremento a 7.213 y 8.175 U mL%, mientras que en los tratamientos
con 0.4, 0.8 y 1% la actividad disminuyé a 2.555, 3.680 y 1.551 U mL?

respectivamente.

La cepa CP-850 produjo 8.98 U mL* en el testigo mientras que en las dosis 0.6 y
0.8, 1% aumentd a 15.34, 14.39 y 0.07 U mL™! respectivamente, mientras que en
las dosis 0.2 y 0.4% la actividad enzimatica disminuye a 6.92 y 3.66 U mL™. Para la
cepa CP-580 de L. edodes la actividad enzimatica en el testigo fue de 2.71 U mL?
mientras que en 0.2, 0.4 y 0.6 aument6 a 5.16, 3.84 y 4.17 U mL™, siendo los
tratamientos que mostraron un mayor aumento 0.8 y 1% de zeolita con 8.03 y 8.69
U mL respectivamente. Sparassis sp. presentd cambios en la actividad volumétrica
de lacasas al adicionar zeolita. La CP-845 tuvo 0.081 U mL! en el testigo, mientras

que a concentraciones de 0.2% la actividad aumenta a 0.171 U mL* en el caso de
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las condiciones con 0.4 y 0.6% la actividad disminuye. En el caso de la CP-873 se
obtuvieron 0.179 U mL* en el testigo, mientras que en la condicién de 0.6% la
actividad aumento a 2.231 U mL, seguidos de 1%, 0.4% y 0.8% donde se muestra

un ligero cambio en la actividad enzimatica (Cuadro 7).

Cuadro 7. Actividad volumétrica de lacasas (U mL™) con las cepas de estudio a
concentraciones de zeolita de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1% en EMA.

Especie Registro T 0.2% 0.4% 0.6% 0.8% 1%
CP-459  2.047 5.532 0.641 0.403 0.471 0.317

Grifola
frondosa CP-825 4.973 7.213 2.555 8.175 3.680 1.551
CP-850 8.98 6.92 3.66 15.34 14.39 7.07
Lentinula CP-580 2.71 5.16 3.84 4.17 8.03 8.69
_ CP-845 0.081 0.171 0.015 0.055 SC SC
Sparassis

CP-873 0.179 0.050 0.229 2.231 0.194 0.235
T= Testigo. SC= Sin colonizar. Fuente: Elaboracion propia.

Para la cepa CP-145 de G. lucidum se realiz6 una prueba utilizando dos dosis de
zeolita 5y 10% adicionado con AAS 100 uM. En la Figura 5 se muestra la actividad
volumétrica de lacasas en medios semisolidos a los 7 dias después de colonizacion
de la CP-145 de G. lucidum, usando AAS y zeolita. Se observa que la produccién
de lacasas aumenté al mezclar AAS 100 uM con zeolita al 5 y 10%, siendo los
tratamientos donde se obtuvo una mayor actividad enzimatica con 23.48 U mL? en
comparaciéon con 0.08 U mL* del testigo. Los tratamientos donde no se utilizé6 AAS
100 pM no presentaron un aumento considerable en comparacion a los tratamientos
donde si se utilizé. Aunque el tratamiento donde se utilizé AAS 100 uM con 10% de
zeolita mostré un aumento en la cantidad de lacasas el tiempo de colonizacién se
extendié varios dias, ademas de que el micelio no logro colonizar completamente la
caja Petri, por lo que solo se consider6 utilizar la dosis de 5% de zeolita con y sin
de AAS 100 pM.
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Figura 5. Actividad enzimatica de Ganoderma lucidum en dosis de zeolita al 5% con AAS
100 pM. GBL= Testigo. GZ5= Zeolita al 5%. GZ10= Zeolita al 10%. GAZ5= AAS
100 pM con zeolita al 5%. GAZ10= AAS 100 uM con zeolita al 10%.

En la figura 6 se muestra la actividad volumétrica de lacasas en medios semisolidos
a los 7 dias después de la colonizacién de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
con diferentes tratamientos usando AAS 100 uM y zeolita. Se observa que en la
producciéon de lacasas aumentd hasta el tratamiento PZ3 (EMA adicionado con
zeolita al 3%) con 116.2 U mL1. Después de esta dosis la produccion de lacasas
comenz6 a disminuir siendo este el tratamiento que mostré mayor diferencia
significativa en comparacion a las demas condiciones donde no se utilizo el AAS.
En el caso de las condiciones donde se realizé la mezcla de AAS 100 uM con zeolita
el tratamiento PAZ5 (AAS adicionado con zeolita al 5%) se obtuvieron 106.1 U mL"

1, posteriormente al aumentar la dosis, la produccién de lacasas disminuye.
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Figura 6. Actividad enzimatica de lacasas del barrido de concentraciones de zeolita y AAS
100 puM de la CP-753 de Pleurotus ostreatus. PBL= Testigo. PAAS= Acido
acetilsalicilico. PZ= Zeolita. PAZ= AAS 100 uM con zeolita. Fuente: Elaboracion
propia.

En la Figura 7 se observa que la produccion de lacasas con la cepa CP-50 de P.
ostreatus en EMA adicionado con zeolita al 3% (P50Z3) fue de 87.76 U mL™. En el
tratamiento EMA adicionado con AAS 100uM con zeolita al 5% (P50AZ5) fue de
98.49 U mL"! mientras que en el testigo se obtuvieron 15.62 U mL1. En el caso de
la cepa CP-753 se observa que la produccién de lacasas con el tratamiento EMA
adicionado con zeolita al 3% (P753Z3) fue de 204.29 U mL1. En el tratamiento AAS
100 puM con zeolita al 5% (P753 AZ5) se obtuvieron 175.25 U mL, mientras que en
el blanco se obtuvieron 20.6 U mL2. En el caso de la cepa CP-753 se obtuvo una
mayor cantidad de lacasas en todas las condiciones en comparacion con la CP-50
donde la actividad enziméatica fue menor. Por estos motivos se selecciono la CP-

753 para la segunda etapa del experimento utilizando dosis de 3 y 5% de zeolita.
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Figura 7. Actividad volumétrica de lacasas de las cepas de Pleurotus ostreatus CP-50 y
CP-753 usando 3 y 5% de zeolita a los 14 dias de colonizacion con ABTS como
substrato. P50= Cepa CP-50 de P. ostreatus. P753= Cepa CP-753 de P.
ostreatus. BL= Testigo. Z3= Zeolita al 3%. AZ5= AAS 100 uM con zeolita al 5%.
Fuente: Elaboracién propia.

8.2 Fisiologia de la CP-145 de G. lucidum usando AAS, zeolitay ABTS

En la figura 8 se observa el crecimiento de la cepa CP-145 a tiempo final de
colonizacion en medio de cultivo Extracto de Malta Agar (EMA) adicionado con los
inductores AAS 100 uM y zeolita al 5%. La morfologia del micelio varié dependiendo
del tratamiento. Ganoderma lucidum en las condiciones Testigo, Tx1, Tx2 y Tx3
presentd crecimiento regular, ademas de que el micelio presentaba forma

algodonosa.
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Cepa Tratamiento

CP- EMA EMA + Z5% EMA + AAS EMA + AAS
145 100uM 100uM + Z5%

CP-  EMA+ABTS05 EMA + 75% + EMA + AAS EMA + AAS
145  mM ABTSO5mM  100uM + ABTS 100uM + Z5% +
0.5 mM ABTS 0.5 mM

Figura 8. Crecimiento de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum en medio de cultivo
Extracto de Malta Agar (EMA) adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100
UM y substrato enziméatico acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS) 0.5 mM a tiempo final de colonizacion. Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 9 se observa la cinética de crecimiento de la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum en EMA en los diferentes tratamientos. Los tratamientos Tx6,
Tx7, Tx10 y Tx11 presentaron crecimiento irregular del micelio. G. lucidum coloniz6
en 7 dias en el Testigo, Tx1, Tx2 y Tx3 las condiciones en las que el micelio se
desarroll6 méas rapido. Los tratamientos donde el micelio colonizé a los 12 dias
fueron Tx6, Tx7 y Tx10, finalmente el tratamiento que colonizé a los 14 dias fue
Tx11.
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Figura 9. Cinética de crecimiento de la cepa CP-145 de Gnoderma lucidum. Testigo= Agar extracto de malta. Tx1= ABTS 0.5
mM. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM. Tx3= AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM. Tx6= Zeolita 5%. Tx7= Zeolita 5% +
ABTS 0.5 mM. Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%. Tx11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. Fuente: Elaboracion propia.
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8.2.1 pH inicial y final

La figura 10 muestra el pH inicial y final del medio de cultivo EMA después del
crecimiento de la cepa CP-145 de G. lucidum. Puede observarse que el pH en todos
los tratamientos disminuy6 a tiempo final de colonizacion. También se observa que
la adiciébn de ABTS no altera el pH de los medios de cultivo. El testigo (EMA) tuvo
un pH de 5.41+ 0.02 que cambio a 4.03 + 0.06, en el caso de Tx1 (EMA con ABTS)
el pH inicial fue de 5.52 + 0.05 y el final de 3.99 + 0.04. El tratamiento AAS 100 uM
con y sin ABTS el pH inicial fue de 5.52 + 0.02 y 5.10 * 0.05 respectivamente y el
pH final disminuy6 a 4.15 + 0.03 y 4.08 = 0.07, en este tratamiento el hongo logro
bajar el pH en mas de una unidad.

En los tratamientos donde esta presente la zeolita el pH inicial aumentd en
comparacion al testigo siendo 7.74 + 0.13 para Tx6 y 7.71 + 0.4 para Tx7. El pH de
estas condiciones disminuyd a 7.02 £ 0.05 en Tx6 y 6.75 + 0.07 en Tx7. Finalmente,
en la combinacion de AAS 100 puM con zeolita al 5% el pH inicial de Tx10 y Tx11
fue de 7.79+ 0.02 y 7.87 + 0.04 respectivamente el cual después de la colonizacion
bajoa 7.18 + 0.53 y 7.05 + 0.06.

El uso de zeolita en medios de cultivo semisélidos aumento el pH de ligeramente
acido, correspondiente al testigo a ligeramente alcalino en los tratamientos Tx6, Tx7,

Tx10y Tx11, después del crecimiento del hongo.
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Tratamiento

Figura 10. pH inicial y final de Ganoderma lucidum en las diferentes condiciones. Testigo=
Agar extracto de malta, TX1= ABTS 0.5 mM. TX2= Acido acetilsalicilico (AAS)
100 puM. TX3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM. TX6= Zeolita 5%. TX7= Zeolita 5%
+ ABTS 0.5 mM. TX10= AAS 100 uM + zeolita 5%. TX11= Zeolita 5% + ABTS
0.5 mM%. Fuente: Elaboracion propia.

8.2.2 Cuantificacién de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se consideraron los tratamientos donde no se
utilizé el ABTS debido a que la muestra final interferia en la lectura del
espectrofotometro. Los tratamientos seleccionados fueron Testigo, Tx2, Tx6 y Tx10.
En la CP-145 la cantidad de proteinas aument6é en 228% con 67.85 + 7.19 ug mL™*
usando el tratamiento Tx2 (AAS 100uM) en comparacion con el testigo donde se
obtuvieron 29.73 + 7.19 ug mL?, mientras que en los tratamientos Tx6 se logro
aumentar en 138% la cantidad de proteinas con 41.19 + 12.76 ug mL y en Tx10 la
cantidad de proteinas disminuyo en 48% con 15.35 + 0.36 ug mL™* (Fig. 11).
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Figura 11. Cuantificacion de proteinas de Ganoderma lucidum en las diferentes
condiciones. Testigo= Agar extracto de malta. TX2= Acido acetilsalicilico
(AAS) 100 pM. TX6= Zeolita 5%. TX10= AAS 100 uM + zeolita 5%. Fuente:
Elaboracion propia.

8.2.3 Velocidad de colonizacién

Se evalué la velocidad de crecimiento de la cepa CP-145 de G. lucidum en medios
semisolidos suplementados con AAS y zeolita utilizando como indicador cualitativo
ABTS 0.5 mM, donde se evalud la velocidad de crecimiento del micelio y del halo

de oxidacion para observar de manera cualitativa la presencia de lacasas.

En la figura 12 se observa la velocidad de colonizaciéon de la cepa CP-145 de G.
lucidum en el testigo y el tratamiento Tx1 (EMA con ABTS). Se muestra la velocidad
del halo oxidativo, ambos colonizando en 10 dias y creciendo 0.4 cm/dia en
promedio. En ambas condiciones no hubo diferencia ya que crecieron al mismo
tiempo.

44



4.50

©  4.00

RS

c 3.50

o

o 3.00

€

ﬂé 2.50

£ —— Testigo
S 200 9
5 Tx1 D
o 1.50

o —m—TxLH
- 1.00

3

) 0.50

9

(]

K 0.00

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias 10 dias
Dias de colonizacién

Figura 12. Velocidad de colonizacion de la cepa- CP-145 de Ganoderma lucidum y halo
oxidativo en las condiciones Tx1 y al testigo a los 10 dias de crecimiento.
Testigo= Agar extracto de malta. TX1= Agar extracto de malta con ABTS 0.5
mM. D= Diametro del micelio. H= Diametro del halo oxidativo. Fuente:
Elaboracion propia.

Se compardé la velocidad de los tratamientos Tx2 (AAS 100 uM) y Tx3 (AAS 100 uM
con ABTS) con el testigo. El tratamiento Tx2 colonizé a los 10 dias a una velocidad
de 0.32 cm/dia. En el tratamiento Tx3 (AAS 100 uM con ABTS) el halo oxidativo
llego a la periferia de la caja en 10 dias al igual que Tx2, con una velocidad de 0.39
cm/dia, en el caso del crecimiento micelial de este tratamiento la velocidad de
crecimiento fue de 0.34 cm/dia. Estas condiciones no tuvieron diferencia en

comparacion al testigo debido a que colonizaron en el mismo tiempo (Fig. 13)
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Figura 13. Velocidad de colonizacién de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum y halo
oxidativo en el tratamiento y testigo y Tx2 a los 10 dias de crecimiento. Testigo=
Agar extracto de malta. TX2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM. TX3= AAS
100 pM+ ABTS 0.5 mM. D= Didmetro del micelio. H= Didmetro del halo
oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

La comparacion de la velocidad de crecimiento del testigo (EMA), los tratamientos
Tx6 (zeolita 5%) y Tx7 (zeolita con ABTS) se pueden observar en la figura 14. El
testigo coloniz6é en 10 dias mientras que Tx6 y Tx7 colonizaron a los 14 dias con
una diferencia de cuatro dias. Tx6 coloniz6 a una velocidad de 0.27 cm/dia siendo
mas lenta que el testigo. En halo oxidativo de Tx7 crecié a una velocidad de 0.29
cm/dia mientras que el micelio fue de 0.27 cm/dia, sin mostrar diferencia en

comparacion a Tx6.
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Figura 14. Velocidad de colonizacién de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum y halo
oxidativo del tratamiento Tx7 en comparacién al testigo y Tx6 a diferentes dias
de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. ABTS 0.5 mM. TX6= Zeolita
5%. TX7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. D= Diametro del micelio. H= Diametro
del halo oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

Los tratamientos Tx10 (AAS 100 uM con zeolita al 5%) y Tx11 (AAS 100 uM con
zeolita al 5% y ABTS) fueron comparados contra el testigo, Tx2 y Tx6. En la figura
15 se observa que el testigo y el tratamiento Tx2 colonizaron en menor tiempo en
comparacion con las demas condiciones. Tx6 y Tx10 colonizaron el medio de cultivo
a los 14 dias con una velocidad de crecimiento de 0.27 cm/dia y 0.29 cm/dia
respectivamente. El tratamiento que tuvo una velocidad de crecimiento menor a los
tratamientos anteriores y el testigo fue Tx11 donde el halo de oxidacion colonizé a
los 16 dias, 6 dias de diferencia entre este tratamiento y el testigo, con una velocidad
de 0.24 cm/dia. Mientras que el micelio colonizé a una velocidad de 0.21 cm/dia,

siendo este tratamiento el que inhibi6 el crecimiento de la CP-145.
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Figura 15. Velocidad de colonizacién de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum y halo
oxidativo del tratamiento Tx11 en comparacioén al testigo, Tx2, Tx6 y Tx10 a los
diferentes dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. TX2= Acido
acetilsalicilico (AAS) 100 puM. TX6= Zeolita 5%. TX10= AAS 100 uM + zeolita
5%. TX11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM% D= Didmetro del micelio. H= Diametro
del halo oxidativo.

8.2.4 Area de colonizacion y del halo de oxidacién (cm?)

En la figura 16 se observa que el micelio de la CP-145 de G. lucidum colonizé a los
10 dias en el testigo y el tratamiento TX1, siendo el halo oxidativo el que abarco
mayor area durante el crecimiento de la cepa. El &rea del testigo y Tx1 colonizaron
de la misma manera, por lo que no hubo diferencia entre su crecimiento, ambas
crecieron a una velocidad de 3.13 cm?/dia. Mientras que el halo oxidativo tuvo un

crecimiento de area de 4.19 cm?/dia

48



70
60
50

40

——Testigo
Tx1D
20 —m—Tx1H

30

10

Area de colonizacion (cm2/dia)

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias 10 dias
Dias de colonizacién

Figura 16. Area de colonizacion y halo oxidativo de la CP-145 de Ganoderma lucidum en
el tratamiento Tx1 en comparacién con el Testigo a los 10 dias de crecimiento.
Testigo= Agar extracto de malta. TX1= ABTS 0.5 mM. D= Area del micelio. H=
Area del halo oxidativo. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 17 se observa el crecimiento de area de la CP-145 en los tratamientos
Tx2 (AAS), Tx3 (AAS con ABTS) y el testigo. El halo oxidativo del tratamiento Tx3
abarco el area de la caja antes que el micelio creciendo a 4.25 cm?/dia mientras que
el area del micelio de crecié a 3.29 cm?/dia. Tx2 y el testigo tuvieron la misma area
durante todo el crecimiento creciendo a de 3.13 cm?/dia.
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Figura 17. Area de colonizacién y halo oxidativo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum
en el tratamiento Tx3 en comparacién al Testigo y Tx2 a los 10 dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. TX1= ABTS 0.5 mM. TX2= Acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM. TX3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM. D=Area de
colonizacion del micelio. H= Area de colonizacién del halo oxidativo. Fuente:
Elaboracion propia.

En la figura 18 se reporta el crecimiento de area de Tx7 donde el halo de oxidacién
abarco el area de la caja Petri a los 14 dias creciendo 2.65 cm?/dia, mientras que el
micelio de este tratamiento tuvo un area de 2.06 cm?/dia. El tratamiento Tx6 tuvo un
crecimiento de area de 2.59 cm?/dia. Estos tratamientos inhibieron su crecimiento
en comparacion con el testigo, teniendo 4 dias de diferencia entre estas

condiciones.
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Figura 18. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum
en el tratamiento Tx7 en comparacion al Testigo y Tx6 a los diferentes dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. TX6= Zeolita 5%. TX7= Zeolita 5%
+ ABTS 0.5 mM. D= Area de micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente:
Elaboracion propia.

Al comparar el area de crecimiento de la CP-145 con los tratamientos Tx10 y Tx11
que corresponden a AAS 100 pM con zeolita y AAS 100 uM con zeolita adicionado
con ABTS. La comparacion se hace contra el testigo y los tratamientos Tx2 (AAS) y
Tx6 (zeolita 5%) (Fig. 19). El halo oxidativo de tratamiento Tx11 abarcé el area en
16 dias a con 3.67 cm?/dia, mientras que el micelio de este tratamiento colonizé a
3.14 cm?/dia. El tratamiento Tx10 coloniz6 en menor tiempo que Tx11, con una
diferencia de 4 dias a pesar de contener la misma dosis de zeolita creciendo a 4.64
cm?/dia. Estas condiciones inhibieron el crecimiento de micelio en comparacién con

el testigo y los tratamientos Tx2 y Tx6.
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Figura 19. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum
en el tratamiento Tx11l en comparacién al Testigo, Tx12, Tx6 y Tx10 a los
diferentes dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. TX2= Acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM. TX6= Zeolita 5%. TX10= AAS 100 pM + zeolita 5%.
TX11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. D= Area de micelio. H= Area de halo
oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

8.2.5 Actividad volumétrica de lacasas usando tres sustratos

El ABTS fue el substrato donde se obtuvieron los valores significativamente mas
altos en la determinacion de lacasas en comparacion con el guaiacol y la
siringaldazina en donde se obtuvieron valores menores a 20 U mL™. Para la cepa
CP-145 de G. lucidum usando estos tres substratos, el tratamiento que tuvo los
valores significativamente mas altos de producciéon de lacasas fue Tx10 (AAS 100

UM + zeolita 5%) en comparacion con el testigo.
8.2.5.1 ABTS

El uso de AAS 100 uM adicionado con zeolita al 5% (Tx10) en el hongo G. lucidum
aumento la cantidad de lacasas de 3.95 + 0.29 en el testigo a 34.32 + 12.95 U mL™?
en el tratamiento Tx10 (Fig. 20). Este aumento represento el 868.86%, seguido del
tratamiento Tx11 con un aumento de la actividad enzimatica de 27.56 + 3.78 (Tukey,
a= 0.05). Seguidos de los tratamientos Tx7, Tx3 y Tx5. Los tratamientos que no

mostraron diferencia fueron el testigo y Tx1. Se observa que el AAS si estimulo la
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actividad enzimatica, sin embargo, los tratamientos con zeolita mostraron mayor

diferencia significativa.
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Figura 20. Actividad volumétrica de lacasas de Ganoderma lucidum usando ABTS como
sustrato enzimatico. Testigo= Agar extracto de malta, TX1= ABTS 0.5 mM.
TX2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM. TX3= AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM.
TX6= Zeolita 5%. TX7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. TX10= AAS 100 uM +
zeolita 5%. TX11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. Fuente: Elaboracion propia.

8.2.5.2 Guaiacol

En la actividad enzimética de G. lucidum usando guaiacol donde se observa que el
tratamiento que mostré mayor diferencia significativa (Tukey, a= 0.05) fue Tx10 con
4.74 U mL* colonizando a los 12 dias después de la siembra en comparaciéon con
el testigo (7 dias) donde se obtuvieron 0.26 U mL™ significo un 1823% mas en la
produccion de lacasas, el segundo tratamiento con mayor diferencia significativa fue
Tx6 con 4.36 U mL! aumentando en 1676% la actividad enzimatica (Fig. 21). Se
observa que en el caso de Ganoderma la adicion de AAS con zeolita aumenta la
actividad enzimatica. Las condiciones testigo, Tx1, Tx3, Tx7, Tx10 no mostraron

diferencia significativa.
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Figura 21. Actividad volumétrica de lacasas de Ganoderma lucidum usando guaiacol como
sustrato enzimatico. Testigo= Agar extracto de malta. TX1= ABTS 0.5 mM.
TX2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM. TX3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM.
TX6= Zeolita 5%. TX7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. TX10= AAS 100 pM +
zeolita 5%. TX11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. Fuente: Elaboracion propia.

8.2.5.3 Siringaldazina

En el hongo medicinal G. lucidum se observa que el tratamiento que mostré los
valores significativamente mas altos en la produccion de lacasas (Tukey, a= 0.05)
fue el Tx10 con 9.78 U mL* colonizando a los 12 dias después de la siembra
mientras que en el testigo (7 dias) se obtuvieron 1.38 U mL™ lo que representa un
aumento del 708%. El segundo tratamiento con los valores significativamente mas
altos fue el Tx6 con 7.73 U mL* lo que signific6 un aumento del 560% la actividad
enzimatica. Se observa que en el caso de G. lucidum la adicion de AAS aumenta la
actividad enzimatica. El siguiente grupo que mostro diferencia en comparacion al

testigo fue Tx2 y Tx7 (Figura 22).
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Figura 22. Actividad volumétrica de lacasas de Ganoderma lucidum usando siringaldazina
como sustrato enzimatico. Testigo= Agar extracto de malta. TX1= ABTS 0.5
mM. TX2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM. TX3= AAS 100 uM+ ABTS 0.5
mM, TX6= Zeolita 5%. TX7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. TX10= AAS 100 pM +
zeolita 5%. TX11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. Fuente: Elaboracién propia.

8.3 Fisiologia de la CP-753 de P. ostreatus usando AAS, zeolitay ABTS

El crecimiento de la cepa CP-753 de P. ostreatus a tiempo final de colonizacién en
medio de cultivo Extracto de Malta Agar (EMA) adicionado con los inductores AAS
100 uMy con zeolita al 3y 5% (Fig. 23). La morfologia del micelio varié dependiendo
del tratamiento. P ostreatus presenté crecimiento regular en el testigo y los
tratamientos Tx2, Tx6, y Tx10, mientras que en los tratamientos Tx1, Tx3, TX7 y
Tx11 se presentd un crecimiento irregular, en los tratamientos con zeolita se

observé que el micelio era mas abundante y algodonoso.
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Cepa Tratamiento

CP- EMA EMA+Z3% EMA+Z5% EMA+AAS EMA+AAS EMA +AAS
753 100pM 100uM + 100pM +

Z3% Z5%

CP- EMA + EMA + Z3% EMA + Z5% EMA + AAS EMA + AAS EMA + AAS

753 ABTS 05 + ABTS 0.5 + ABTS 0.5 100uM + 100uM + 100uM +
mM mM mM ABTS 05 Z3% + Z5% + ABTS
mM ABTS 05 05mM

Figura 23. Crecimiento de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus en medio de cultivo
Extracto de Malta Agar (EMA) adicionado con acido acetilsalicilico (AAS) 100
MM y substrato enzimatico acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) (ABTS) 0.5 mM. Fuente: Elaboracién propia.

En la cepa CP-753 de P. ostreatus los tratamientos que colonizaron en 7 dias fueron
Testigo, Tx1, Tx2, Tx3, Tx4, Tx5, Tx6, Tx8 y Tx10. Los tratamientos donde el micelio
colonizo a los 11 dias fueron Tx7, Tx9 y Tx11 (Fig. 24).
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Tx8

Tx9

Tx10

Tx11

Figura 24. Cinética de crecimiento

Pleurotus ostreatus en
diferentes condiciones. Testigo= Agar extracto de malta. Tx1= ABTS 0.5 mM.
Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM. Tx3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM.
Tx4= Zeolita 3%. Tx5= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM. Tx6= Zeolita 5%. Tx7=
Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. Tx8= AAS 100 puM + zeolita 3%. Tx9= Zeolita 3%
+ ABTS 0.5 mM. Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%. Tx11= Zeolita 5% + ABTS
0.5 mM%. Fuente: Elaboracién propia.

de la cepa CP-753 de
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8.3.1 pHinicial y final

La figura 25 muestra el pH inicial y final que hubo entre todas las condiciones. En
todos los tratamientos el pH disminuyo al final de la colonizacion debido a que el
hongo acidificé el medio de cultivo. También se observa que la adicion de ABTS no
altera el pH de los medios de cultivo. El testigo (EMA) tuvo un pH de 5.41+ 0.02 que
cambio a 5.41 = 0.07. En el caso de Tx1 (EMA con ABTS) el pH inicial fue de 5.52
+ 0.05y el final de 5.06 + 0.02. En el tratamiento AAS 100 uM con y sin ABTS el pH
inicial fue de 5.52 £ 0.05 y 5.10 * 0.05 respectivamente donde el pH final disminuy6
a5.66 £0.21y5.15 + 0.03.

El pH inicial de 3% de zeolita con y sin ABTS fue de7.18 + 0.04 y 7.19 + 0.06
respectivamente, estos valores de pH disminuyeron a 6.69 + 0.05y 6.87 £ 0.24. Los
tratamientos con 5% de zeolita con y sin ABTS (Tx6 y Tx7) el pH inicial fue de 7.74
+ 0.13 para Tx6 y un pH inicial de 7.71 = 0.4 para Tx7, el pH de estas condiciones
disminuy6 a 6.99 + 0.099 en Tx6y 7.03 £ 0.04 en Tx7.

Finalmente, en la combinacion de AAS 100 uM con zeolita al 3% el pH inicial en Tx8
y Tx9 fue de 7.30 + 0.04 y 7.16 £ 0.02, disminuyendo a tiempo final 6.89 + 0.09 y
6.90 £ 0.10. En el tratamiento AAS 100 pM con zeolita al 5% con y sin ABTS el pH
inicial de Tx10 y Tx11 fue de 7.79+ 0.02 y 7.87 + 0.04, respectivamente el cual
después de la colonizacion bajo a 7.09 £ 0.20y 7.07 £ 0.09.
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Figura 25. pH inicial y final de Pleurotus ostreatus en las diferentes condiciones. Testigo=
Agar extracto de malta. Tx1= ABTS 0.5 mM. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS)
100 pM. Tx3= AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM. Tx4= Zeolita 3%. Tx5= Zeolita 3%
+ ABTS 0.5 mM. Tx6= Zeolita 5%. Tx7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. Tx8= AAS
100 pM + zeolita 3%. Tx9= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM. Tx10= AAS 100 pM +
zeolita 5%. Tx11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%. Fuente: Elaboracion propia.

8.3.2 Cuantificacion de proteinas

En la figura 26 se muestra la cantidad de proteinas de la CP-753 de P. ostreatus en
EMA y suplementados donde el testigo produjo 26.81 + 17.89 pug mL2. Mientras que
en Tx2 (AAS 100pM) disminuyd la cantidad de proteina en 40% con 16.02 + 4.76
ug mL1. En el tratamiento Tx4 (zeolita 3%) se obtuvieron 4.65 pg mL* disminuyendo
la cantidad de proteinas en 82% en comparacion con el testigo. El tratamiento Tx6
(zeolita 5%) produjo la cantidad de proteinas de 30.77+1.44 ug mL? lo que
represento un aumento del 14% en comparacion con el testigo. Finalmente, los
tratamientos donde se usaron los indicadores AAS 100 uM y zeolita al 3 'y 5% (Tx8
y Tx10) se obtuvieron 27.85 + 2.89 y 20.15 + 6.91 pg mL1. Siendo Tx8 donde
aument6 en 4% la cantidad de proteinas en comparacion con el testigo y Tx10

disminuyo en 24% la cantidad de proteinas.
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Figura 26. Cuantificacion de proteinas de Pleurotus ostreatus en las diferentes condiciones.
Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM. Tx4=
Zeolita 3%. Tx6= Zeolita 5%. Tx8= AAS 100 uM + zeolita 3%. Tx10= AAS 100 uM
+ zeolita 5%. Fuente: Elaboracion propia.

8.3.3 Velocidad de colonizacion

Se evaluo la velocidad de crecimiento de la cepa CP-753 de P. ostreatus en medios
semisolidos suplementados con AAS y zeolita y utilizando como indicador el ABTS
0.5 mM para observar de manera cualitativa la presencia de lacasas. Donde se

evalué la velocidad de crecimiento del micelio y del halo de oxidacion.

En la figura 27 se hace una comparacion de la velocidad de crecimiento de la cepa
CP-753 de P. ostreatus en medio EMA (testigo) en comparacién con el tratamiento
Tx1 (EMA con ABTS) donde la velocidad de halo oxidativo fue mayor al crecimiento
de la cepa creciendo en el testigo, ambas condiciones colonizaron a los 7 dias a
una velocidad de 0.57 cm/dia en promedio.
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Figura 27. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus y halo
oxidativo en el tratamiento Tx1 en comparacion al testigo a los 7 dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx1= ABTS 0.5 mM. D= Area de
micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 28 se reporta la velocidad de crecimiento de la cepa CP-753 de P.
ostreatus y el halo oxidativo creciendo en el tratamiento Tx3 (AAS con ABTS) en
comparacién con el testigo (EMA) y Tx2 (AAS) donde se observa que no hubo
diferencia en cuanto a la velocidad de crecimiento del micelio de la cepa en el
testigo, Tx2 y Tx3 y el halo oxidativo de Tx3 colonizando todas las condiciones en

7 dias a una velocidad de 0.57 cm/dia.
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Figura 28. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus y halo
oxidativo en el tratamiento Tx3 en comparacién al testigo y Tx2 a los 7 dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS)
100 pM. Tx3= AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM. D= Didmetro del micelio. H=
Diametro del halo oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

Se realiz6é una comparacion de la velocidad de colonizacion del micelio de la cepa
CP-753 de P. ostreatus en el tratamiento Tx5 (zeolita 3% con ABTS) en
comparacion al testigo (EMA) y Tx4 (zeolita 3 %). Donde todas las condiciones
colonizaron al mismo tiempo (7 dias) a una velocidad promedio de 0.57 cm/dia. En
la figura 29 se observa que Tx4 coloniz6 de manera mas rapida en comparacioén al
halo de oxidacion de Tx5, asi como el micelio de este tratamiento y el testigo. Sin

embargo, no hubo diferencia en cuanto al tiempo que colonizo la cepa.
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Figura 29. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de P. ostreatus y halo oxidativo
en el tratamiento Tx5 en comparacion al testigo y Tx4 a los 7 dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx4= Zeolita 3%. Tx5= Zeolita 3%
+ ABTS 0.5 mM. D= Diametro del micelio. H= Diametro del halo oxidativo.
Fuente: Elaboracion propia.

Se realiz6 la comparacion de la velocidad de crecimiento de la cepa CP-753 de P.
ostreatus en el tratamiento Tx6 (Zeolita 5% con ABTS) en comparacion al testigo y
el tratamiento Tx7 donde se utilizé zeolita al 5%. Se observo una diferencia entre el
tiempo de colonizacién de estos tratamientos. El testigo y el tratamiento Tx6
colonizaron a los 7 dias a una velocidad promedio de 0.57 cm/dia, se observa en la
figura 30 que el Tx6 logré aumentar la velocidad de crecimiento en comparacion al
testigo y a Tx7. El tratamiento Tx7 tuvo una velocidad promedio de 0.36 cm/dia
colonizando a los 11 dias en comparacién a Tx6 y el testigo, donde se muestra un

menor crecimiento en comparacion a estas dos condiciones.
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Figura 30. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus y halo
oxidativo en el tratamiento Tx7 en comparacién al testigo y Tx6 a los diferentes
dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx6= Zeolita 5%. Tx7=
Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. D= Diametro del micelio. H= Diametro del halo
oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 31 se hace una comparacion de la velocidad de crecimiento de la cepa

CP-753 de P. ostreatus y el halo oxidativo del tratamiento Tx9 donde se utiliz6 AAS

100 uM con zeolita al 3% con ABTS en comparacion con el testigo y los tratamientos

Tx2 (AAS 100 uM), Tx4 (zeolita 3%) y Tx8 (AAS 100 uM con zeolita al 3%). El halo

de oxidacion del tratamiento Tx9 coloniz6 a los 11 dias en el medio de cultivo a una

velocidad de 0.36 cm/dia. El testigo, Tx2, Tx4 y Tx8 colonizaron en menor tiempo a

una velocidad promedio de 0.57 cm/dia. Entre estos tratamientos de observa que

los tratamientos Tx4 y Tx8 tuvieron una mayor velocidad de crecimiento en
comparacion a Tx2 y el testigo. Estas diferencias se observan a pesar de que estos

tratamientos colonizaron el mismo dia.
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Figura 31. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus y halo
oxidativo del tratamientoTx9 en comparacion al testigo, Tx2, Tx4 y Tx8 a los
diferentes dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM. Tx4= Zeolita 3%. Tx8= AAS 100 pM + zeolita 3%.
Tx9= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM. D= Didmetro del micelio. H= Didmetro del halo
oxidativo. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 32 se hace una comparacién de la velocidad de crecimiento de la cepa
CP-753 de P. ostreatus y del halo de colonizacion en el tratamiento Tx11 (AAS 100
UM adicionada con zeolita al 5% y ABTS) en comparacion al testigo (EMA) vy los
tratamientos Tx2 (AAS 100 uM), Tx6 (zeolita al 5%) y Tx10 (AAS 100 uM adicionada
con zeolita al 5%). El tratamiento Tx11 tard6 11 dias en colonizar el medio, en esta
condicién se observa que el halo de oxidacién fue mayor que el crecimiento de
micelio. Sin embargo, la velocidad de colonizacion del tratamiento Tx10 fue en
menor tiempo (7 dias) junto al testigo y los tratamientos Tx2 y Tx6. Los tratamientos
Tx6 y Tx10 presentaron una mayor velocidad de crecimiento en comparacion a el

testigo y Tx2.
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Figura 32. Velocidad de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus y halo
oxidativo en el tratamiento Tx11 en comparacion al testigo, Tx2, Tx6 y Tx11 a
los diferentes dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM. Tx10= AAS 100 puM + zeolita 5%. Tx11= Zeolita
5% + ABTS 0.5 mM%. D= Diametro del micelio. H= Didmetro del halo oxidativo.

8.3.4 Area de colonizacion y halo de oxidacion (cm?)

En la figura 33 se observa la comparacion del area de colonizacion de la cepa CP-
753 de P. ostreatus y el area del halo oxidativo en el tratamiento Tx1 (EMA con
ABTS) en comparacion al testigo. Ambas condiciones colonizaron en 9 dias, siendo
el halo oxidativo el que abarc6 mayor area durante el crecimiento. El &rea del micelio
de la cepa CP-753 de P. ostreatus en el testigo y Tx1 colonizaron de la misma
manera, por lo que no hubo diferencia entre su crecimiento, ambas crecieron a una
velocidad de 3.13 cm?/dia. Mientras que el halo oxidativo tuvo un crecimiento de

area de 4.19 cm?/dia
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Figura 33. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
en el tratamiento Tx1 en comparacion al testigo a los 9 dias de colonizacion.
Testigo= Agar extracto de malta. Tx1= ABTS 0.5 mM. D= Area de micelio. H=
Area de halo oxidativo. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 34 se hace una comparacion del area de colonizacion y area del halo
oxidativo del tratamiento Tx3 (AAS 100 uM con ABTS) en comparacion al testigo
(EMA) vy el tratamiento Tx2 (AAS 100 uM). Se observa que todas las condiciones
colonizaron el medio de cultivo en 9 dias a una velocidad de 7.2 cm?/dia. Donde el
halo de oxidacion de Tx3 abarcé mayor area en comparacion al area del micelio de
la cepa con una diferencia de 23 cm?. En la figura también se observa que no hubo

diferencia entre la velocidad del testigo y Tx2 y el halo oxidativo de Tx3.
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Figura 34. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
en el tratamiento Tx3 en comparacion al testigo y Tx2 a los 9 dias de colonizacion.
Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 puM. Tx3=
AAS 100 uM+ ABTS 0.5 mM. D= Area de micelio. H= Area de halo oxidativo.
Fuente: Elaboracion propia.

En el caso del area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de P.
ostreatus en el tratamiento Tx5 (zeolita 3% con ABTS) en comparacion al testigo
(EMA) y Tx4 (zeolita 3%) se puede observar en la figura 35 que no hubo diferencia
entre los dias que tardo en colonizar el micelio y el halo oxidativo. Todas las
condiciones colonizaron a los 9 dias a 7.2 cm?/dia en promedio. El tratamiento
donde se observa un area mayor de crecimiento durante la cinética de crecimiento
fue Tx4 en comparacion al testigo. En el caso del area de colonizacion de Tx5 se

muestra que fue menor en comparacion del testigo.
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Figura 35. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
en el tratamiento Tx5 en comparacion al testigo y Tx4 a los 9 dias de colonizacion.
Testigo= Agar extracto de malta. Tx4= Zeolita 3%. Tx5= Zeolita 3% + ABTS 0.5
mM. D= Area de micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 36 se muestra la comparacion del area de colonizacion de halo oxidativo
y micelio de la cepa CP-753 de P. ostreatus en el tratamiento Tx7 (Zeolita 5% con
ABTS) en comparacion al testigo (EMA) y Tx6 (Zeolita 5%). El halo oxidativo de Tx7
colonizé el area total del medio de cultivo a los 11 dias creciendo 5.9 cm?/dia
mientras que el micelio solo llegd a colonizar 29.48 cm? al momento de obtener la
muestra. Para las demés condiciones el crecimiento en el testigo y Tx6 fue de 7.22
cm?/dia. Se observa que el crecimiento de la cepa en el tratamiento Tx6 tuvo un
area de crecimiento mayor en comparacion al testigo. También se muestra que el

uso de zeolita 5% con ABTS inhibié el crecimiento del hongo.
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Figura 36. Area de colonizacion de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus en el tratamiento
TX7 en comparacion al testigo y Tx6 a los diferentes dias de crecimiento. Testigo=
Agar extracto de malta. Tx6= Zeolita 5%. Tx7= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM. D=
Area de micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 37 se muestra la comparacion de area de colonizacién y halo oxidativo
de la cepa CP-753 de P. ostreatus en el tratamiento Tx9 (AAS 100 pM y zeolita 3%
con ABTS) en comparacion al testigo (EMA), Tx2 (AAS 100 uM), Tx4 (zeolita 3%) y
Tx8 (AAS 100 uM vy zeolita 3%). El testigo y los tratamientos Tx2, Tx4 yTx8
colonizaron a los 9 dias. Mientras que el halo oxidativo del tratamiento Tx9 le tomé
4 dias mas en colonizar en comparacion al testigo junto al micelio de la CP-753. Se
muestra que el tratamiento Tx2 y Tx4 lograron aumentar el area de crecimiento en
comparacion al testigo y Tx8 que colonizaron al mismo tiempo. Mientras que el &rea
de colonizacién del micelio en el tratamiento Tx9 fue menor que en el resto de las

condiciones.
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Figura 37. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
en el tratamiento Tx9 en comparacion al testigo, Tx2, Tx4 y Tx8 a los diferentes
dias de crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM. Tx4= Zeolita 3%. Tx8= AAS 100 uM + zeolita 3%. Tx9= Zeolita 3%
+ ABTS 0.5 mM. D= Area de micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente:
Elaboracion propia.

En la figura 38 se observa el &rea de colonizacion del halo oxidativo y crecimiento
de colonia de la cepa CP-753 de P. ostreatus en el tratamiento Tx11 (AAS 100 uM
con zeolita 5% y ABTS) en comparacion con el testigo (EMA), Tx2 (AAS 100 uM),
Tx6 (zeolita 5%) y Tx10 (AAS 100 pM con zeolita 5%). El halo oxidativo del
tratamiento Tx11 tardé6 11 dias en colonizar en comparacion al resto de los
tratamientos, los cuales colonizaron en 7 dias. Se observa que los tratamientos
Tx16 y Tx10 tuvieron un aumento en el area de colonizacion durante la cinética de
crecimiento en comparacion al testigo y Tx2 lo cuales mostraron un crecimiento de

area similar.
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Figura 38. Area de colonizacion y halo oxidativo de la cepa CP-753 de Pleurotus ostreatus
en el tratamiento Tx11 contra testigo, Tx2, Tx6 y Tx10 a los diferentes dias de
crecimiento. Testigo= Agar extracto de malta. Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS)
100 pM. Tx6= Zeolita 5%. Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%. Tx11l= Zeolita 5% +
ABTS 0.5 mM%. D= Area de micelio. H= Area de halo oxidativo. Fuente:
Elaboracion propia.

8.3.5 Actividad volumétrica de lacasas usando tres sustratos
8.3.5.1 ABTS

El tratamiento que tuvo los valores significativamente mas altos (Tukey, a= 0.05) en
P. ostreatus fue Tx6 con 237.86 U mL™ colonizando a los 7 dias después de la
siembra en comparacién con el Testigo (7 dias) donde se obtuvieron 18.14 U mL™
aumentando en 1311% la produccién de lacasas, el segundo grupo con valores
significativamente mayores fue Tx10 y Tx11 con 159.52 y 158.56 U mL™*
aumentando en 876% la actividad enzimatica (Figura 39). En el caso de Pleurotus

la adicion de AAS disminuye la actividad enziméatica.
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Figura 39. Actividad volumétrica de lacasas de Pleurotus ostreatus usando ABTS como
sustrato enziméatico. Testigo= Agar extracto de malta, Tx1= ABTS 0.5 mM, Tx2=
Acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM, Tx3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM, Tx4=
Zeolita 3%, Tx5= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM, Tx6= Zeolita 5%, Tx7= Zeolita 5%
+ ABTS 0.5 mM, Tx8= AAS 100 uM + zeolita 3%, Tx9= Zeolita 3% + ABTS 0.5
mM, Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%, Tx11= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%.
Fuente: Elaboracién propia.

8.3.5.2 Guaiacol

En el caso de P. ostreatus la actividad volumétrica de lacasas en medios
semisolidos adicionados con inductores, usando como substrato enziméatico
guaiacol se observa que el tratamiento que mostré6 mayor diferencia significativa
(Tukey, o= 0.05) fue Tx10 con 18.24 U mL™* colonizando a los 7 dias después de la
siembra en comparacién con el testigo (7 dias) donde se obtuvieron 0.97 U mL?
aumentando en 1884% la produccién de lacasas, el segundo tratamiento con mayor
diferencia significativa fue Tx6 y Tx11 con 16.49 y 16.62 U mL? aumentando en

1700% la actividad enzimatica (figura 40).
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Figura 40. Actividad volumétrica de lacasas de Pleurotus ostreatus usando guaiacol como
sustrato enzimatico. Testigo= Agar extracto de malta, Tx1= ABTS 0.5 mM, Tx2=
Acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM, Tx3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM, Tx4=
Zeolita 3%, Tx5= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM, Tx6= Zeolita 5%, Tx7= Zeolita 5%
+ ABTS 0.5 mM, Tx8 = AAS 100 pM + zeolita 3%, Tx9= Zeolita 3% + ABTS 0.5
mM, Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%, Tx11l= Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM%.
Fuente: Elaboracion propia.

8.3.5.3 Siringaldazina

En el caso de P. ostreatus se observa que el tratamiento que mostré los valores
significativamente mas altos (Tukey, a= 0.05) fue Tx4 con 10.14 U mL* colonizando
a los 7 dias después de la siembra en comparacion con el testigo (7 dias) donde se
obtuvieron 5.05 U mL* aumentando en 200% la produccién de lacasas, el segundo
tratamiento con los valores significativamente mas altos fue Tx5 y Tx8 con 9.54 y

9.58 U mL* aumentando en 189% la actividad enzimatica (Figura 41).
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Figura 41. Actividad volumétrica de lacasas de Pleurotus ostreatus usando siringaldazina
como sustrato enzimatico. Testigo= Agar extracto de malta, Tx1= ABTS 0.5 mM,
Tx2= Acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM, Tx3= AAS 100 pM+ ABTS 0.5 mM,
Tx4= Zeolita 3%, Tx5= Zeolita 3% + ABTS 0.5 mM, Tx6= Zeolita 5%, Tx7=
Zeolita 5% + ABTS 0.5 mM, Tx8= AAS 100 uM + zeolita 3%, Tx9= Zeolita 3% +
ABTS 0.5 mM, Tx10= AAS 100 uM + zeolita 5%, Tx11= Zeolita 5% + ABTS 0.5
mM%. Fuente: Elaboracion propia.
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IX. DISCUSION

En los dltimos afios ha despertado un interés por el estudio, caracterizacion y
produccion de enzimas lignocelulésicas de diferentes recursos genéticos de hongos
de pudricién blanca como G. lucidum y P. ostreatus con potenciales aplicaciones
industriales. Los resultados generados de esta investigacion se enfocaron al
incremento de la actividad enzimatica de lacasas con el uso de inductores de bajo
costo y facil adquisicion como lo es el acido acetilsalicilico y la zeolita. Se han
reportado investigaciones de inductores como el cobre, tinturas textiles, residuos
ligninocelulésicos, como el aserrin, salvado de trigo y metales pesados que
presentan un efecto inductor sobre la produccion de enzimas lacasas (Baldrian,
2003; Lorenzo et al., 2006; Tinoco et al., 2001).

En este estudio se demostré que el uso del acido acetilsalicilico y la zeolita a dos
concentraciones produce un incremento significativo en la actividad enzimatica. Sin
embargo, se demostré que la concentracién de zeolita y la mezcla con el AAS es
especifico en cada microorganismo, ya que G. lucidum incremento su produccién
usando AAS 100 uM con 5% de zeolita. Mientras que en P. ostreatus la adicién de
zeolita al 5% mostré un incremento en la actividad de lacasas en comparaciéon a

otros tratamientos donde en algunos casos la actividad enzimética disminuyo.

Otros factores como el pH afectan la produccién de enzimas. Se reporta que el pH
influye en la produccion de lacasas donde se ha reportado un mayor incremento a
un pH de 5 (Jonsson et al., 1997; Soden y Dobson, 2001; Arboleda y Mejia, 2010).
En el presente estudio las cepas se desarrollaron en un pH de 7 a 7.8
correspondientes a los tratamientos con zeolita donde se logré una mayor actividad
enzimatica. Sin embargo, las lacasas conservan su actividad en un rango de pH de
3 a 10, generalmente las lacasas son mas estables en pH alcalinos que en pH

acidos (Ramirez et al., 2003).

El cultivo de las cepas CP-145 y CP-753 de G. lucidum y P. ostreatus en medios
semisolidos EMA adicionados con ABTS 0.5 mM mostraron la aparicién de un halo

oxidacion de color morado oscuro derivado de la actividad de las lacasas producidas
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por los hongos. En cuanto a la velocidad de crecimiento y el rea de colonizacion
en los medios adicionados con AAS 100 uM y zeolita al 3 y 5% mostraron diferencia,
entre tratamientos. Los tratamientos EMA, EMA con ABTS, AAS 100 puM, AAS 100
MM con ABTS en la CP-145 de G. lucidum colonizaron al mismo tiempo y no
mostraron diferencia en el area de crecimiento. Loa tratamientos zeolita 5% y AAS
100 uM con zeolita al 5% inhibieron su crecimiento hasta los 10 dias mostrando un
crecimiento regular mientras que los tratamientos donde los medios fueron
suplementados con AAS 100 uM, zeolita y ABTS mostraron una inhibicién en la
velocidad de crecimiento, donde la colonizacion fue hasta los 12-16 dias después
de la siembra. Los resultados de la actividad volumétrica de lacasas de la fase
acuosa de cultivos semisélidos mostraron valores altos y significativamente
diferentes (Tukey a= 0.5) en los medios adicionados con AAS 100 uM y zeolita. La
produccion de lacasas se vio incrementada en mas del 868% con el uso de AAS
100 uM con zeolita al 5% en los medios semisélidos con la cepa CP-145 de G.
lucidum donde en el testigo se obtuvieron 3.95+0.29 U mL* mientras que en AAS
100 puM con zeolita 5% se obtuvieron 34.32+12.95 U mL?, representando un

incremento de un 868.86%.

En el caso de G. lucidum el tratamiento que mostr6 una mayor diferencia
significativa fue AAS 100 uM con 5% de zeolita con 34.32 + 12.95 U mL"! en otras
investigaciones con otros inductores en esta especie Songulashvili y colaboradores
(2007) realizaron una fermentacion donde adicionaron cascara de mandarina,
salvado de trigo y residuo de grano en la produccion de alcohol. Entre los resultados
obtenidos se reporta que el uso de cascara de mandarina logré producir 35,980 U
L1, con el residuo de grano se logré una actividad enzimatica de 57,740 U L1y
finalmente con el salvado de trigo se lograron producir 97,340 U/Lt. Manavalan y
colaboradores (2013) reportan un aumento en la actividad enzimatica adicionando
etanol, CuSOys, acido galico, alcohol veratril y cascara de tamarindo usando ABTS
y guaiacol como substrato enzimatico. Entre los resultados obtenidos se tiene que
el etanol estimul6 la produccién de enzimas hasta 2.53 U mL™. Con el uso del 4cido
gdlico se obtuvieron 1.5 U mL! y finalmente en la mezcla con cascara de tamarino

se obtuvieron 74.84 U mL™. En el caso de P. ostreatus la actividad de lacasas fue
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de 237.86+11.34 U mL™* en zeolita al 5%, se comprob6 que el uso de este material
aumento la actividad enzimatica en comparacioén a Guillén-Navarro et al., (1998),
donde obtuvieron 0.0307 U mL de enzimas lacasas en medio de cultivo liquido de
P. ostreatus. Ramirez et al., (2003), report6 valores de 20 U mL™* de actividad de
lacasas utilizando P. ostreatus en un sustrato de vinaza y salvado de trigo. También
Manjarrés et al., (2010) reportd que P. ostreatus produce mayor cantidad de lacasas
(19.4 U mLY) en el dia 24 de cultivo utilizando como sustrato cascara de platano
maduro y suplementado con bagazo de cafa. Hublik y Schinner (2000) obtuvieron
valores de 2.5 U mL? de lacasas de P. ostreatus usando siringaldazina. Se
comprueba que estos inductores tienen un efecto positivo en la induccion de la
actividad enzimatica de G. lucidum y P. ostreatus. Ambos inductores tienen el
potencial para ser utilizados con otros hongos de pudricién blanca, blanda y cafeé,
sin embargo, deben estudiarse las concentraciones de tolerancia maxima a estos
inductores para ser aprovechados en especies endémicas mexicanas con potencial

para su utilizacion en procesos biotecnolégicos.
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X. CONCLUSIONES

1.

El uso de ABTS 0.5 mM en medios semisolidos demostro de forma cualitativa
la produccion de lacasas, evidenciado por la aparicion de un halo morado
oscuro. La medicion del halo mostro que el area del mismo fue mayor en el
caso de P. ostreatus. Mientras que en el halo de la CP-145 se mantuvo muy
cercano al crecimiento del area de colonia.

La produccion de lacasas se vio incrementada en mas del 868% con el uso
de AAS 100 uM con zeolita al 5% en los medios semisolidos con la cepa 145
de G. lucidum. En el caso de la CP-753 de P. ostreatus el uso de zeolita al
5% incremento en 1311% la produccién de lacasas

El &rea de colonizacion no se vio afectada por el uso del AAS en la CP-145
y CP-753, mientras que con el uso de zeolita se mostré una inhibicion en el
crecimiento micelial.

El uso de zeolita en medios de cultivo incremento el pH a ligeramente
alcalino. Aun en estas condiciones los hongos lograron colonizar.

La actividad volumétrica de lacasas de las cepas de las especies G. frondosa,
L. edodes y Sparassis sp. logr6 aumentar con el uso de zeolita en dosis

menores a 1%.

Xl. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

En base a los resultados obtenidos y contrastando la hipétesis planteada en este

trabajo se demostré que el acido acetil salicilico (AAS) y la zeolita adicionados a los

medios de cultivo de G. lucidum y P. ostreatus lograron tener un efecto en la

actividad enzimatica de lacasas de las cepas estudio, aumentando dicha actividad

en comparacién al testigo, por lo que se acepta la hipétesis.
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Xll. PROPUESTA DE ESTRATEGIA PARA EL APROVECHAMIENTO DE
RECURSOS GENETICOS FUNGICOS COMO CEPAS PRODUCTORAS DE
ENZIMAS LACASAS UTILIZANDO INDUCTORES DE FACIL ACCESO.

12.1 Introduccién
Las diversas aplicaciones biotecnoldgicas que tienen las lacasas en la industria han
despertado un interés por su produccién y comercializacion. Sin embargo, su
produccion es limitada ya que los organismos capaces de generar estas enzimas
solo producen decenas de unidades por mililitro de manera constitutiva, ademas
que los procesos para la obtencion de lacasas resultan ser muy costosos lo cual
repercute en la elevacion del precio de estas enzimas en el mercado. Aunque gran
parte de los hongos pueden producir estas enzimas, los hongos de pudricion blanca,
café y blanda son el grupo de interés para su produccion, ya que son capaces de
degradar material lignocelulésico. A pesar de que este grupo de hongos ha
despertado interés para su uso en la industria, no todos estos logran producir
grandes cantidades de enzimas. Se han realizado investigaciones para aislar cepas
capaces de producir grandes cantidades de lacasas y que ademas sean de
crecimiento rapido. Siendo México un pais mega diverso cuenta con un gran nimero
de recursos genéticos de hongos comestibles con potencial para la produccion de
lacasas a nivel industrial. Sin embargo, se desconoce el potencial de muchas de
estas especies de hongos, ademas de que no se producen las mismas cantidades
de enzimas. Una propuesta ha sido el uso de inductores que sean capaces de
estimular la actividad enzimatica y aumentar la produccion, sin embargo, los costos
resultan muy elevados y en algunos casos el incremento no es muy significativo.
En la presente estrategia se plantea el uso de dos inductores de lacasas de
facil acceso y disponibilidad capaces de inducir una elevada cantidad de lacasas.
Siendo los inductores propuestos el acido acetilsalicilico y la zeolita. Asi mismo se
propone el uso de cinco géneros de hongos comestibles cultivados en México que
son Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus y
Sparassis sp. Resaltando el potencial de estos hongos comestibles y medicinales

en la transformacion de residuos lignocelulosicos agroforestales para asi obtener
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una alta produccién de lacasas, asi como la obtencién de basidiocarpos con
propiedades funcionales y medicinales, como un producto con valor agregado.

La estrategia se divide en dos etapas:

La primera etapa consiste en la seleccion de cepas de hongos comestibles
capaces de producir grandes cantidades de enzimas. Asimismo, caracterizar las
enzimas producidas mediante el uso de herramientas moleculares. También en esta
etapa se seleccionaran las concentraciones de los inductores acido acetilsalicilico y
zeolita donde las cepas aumenten la produccion de enzimas lacasas.

La segunda etapa es la utilizacion de estos inductores en fermentacion solida,
existen dos posibles aplicaciones de estos inductores en las cepas propuestas. La
primera aplicacion seria el uso de cepas capaces de producir altas cantidades de
lacasas con inductores para la biorremediacion de suelos contaminados por la
industria textil en la zona central de México. La segunda aplicacion seria el uso de
estos inductores para la producciéon comercial de hongos comestibles para la
obtencion de basidiocarpos con un aumento en sus propiedades funcionales y
medicinales, asi como aumentar la eficiencia biolégica con una reduccién en el
tiempo de colonizacion y fructificacion.

En una estrategia es necesario conocer cual es el potencial de recursos con el
gue se cuenta y que esta subutilizado y, por otro lado, cuéles son las necesidades
que se requiere satisfacer. En este sentido se plantea una matriz de las
potencialidades, limitaciones y problemas a resolver (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Matriz de potencialidades, limitaciones y problemas de la estrategia

propuesta.
Area Potencialidades Limitaciones Problemas
tematica
Recursos Abundancia de recursos No se han estudiadola No se ha realizado un
naturales y genéticos nativos. capacidad de aprovechamiento de los
ambientales Abundancia de los produccion de recursos genéticos con
inductores y facil acceso enzimas de los potencial para
a ellos. recursos genéticos de comercializacion , asi
El uso de los inductores hongos comestibles como los recursos con
no tiene efecto negativo disponibles en el potencial para
en el medio ambiente. CREGENHC biorremediacién.
Sistema fisico- México en su variedad Suelos y agua Falta de interés por parte

natural

de climas, posee las
condiciones para el
aprovechamiento de los
hongos propuestos.

contaminados por la
industria textil en la
region central de
México

de la industria textil para
reducir la contaminacion.

Area
econdOmica

El precio en el mercado
de productos derivados
del cultivo de los hongos

Falta de inversion en
planes de desarrollo e
innovacion de la

Disponer de
financiamientos acorde a
la tecnologia necesaria a

comestibles propuestos produccidon de hongos implementar.

es elevado. comestibles en el Baja produccion y
sector publico y consumo de hongos en
privado México.

Demografia vy
mercado de

Ofrece una oportunidad
de generacion de

Se requiere personal
capacitado y calificado

Los actuales productores
se encuentran dispersos

trabajo nuevos empleos en la para realizar la en el pais.
regiéon central de transferencia de Efectos en la salud por
México. tecnologia a los personar cercanas a zonas
actores afectados. contaminadas.
Infraestructura La infraestructura Riesgos de El escalamiento de nivel
requerida para la contaminacion en el laboratorio- planta piloto
produccion es de facil cultivo por una requiere investigacion vy
acceso. Existe infraestructura desarrollo
capacitacibn para el deficiente
establecimiento de la
estructura.
Aspectos Se cuenta con la Existe un numero No se cuenta con una
institucionales  capacidad tecnoldgica limitado de recursos estrategia de transferencia
para desarrollar humanos altamente de tecnologia para el
conocimiento y capacitados. correcto  uso de los
aplicacion del mismo en Conocimiento limitado inductores en la

la produccién de estos
hongos.

de las regularizaciones
y normas

produccion de lacasas en
la produccion de hongos o
en la biorremediaciéon de
suelos contaminados.
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9.2 Actores de la estrategia

Los principales actores de la presente estrategia corresponden a los afectados por
la baja produccién de hongos o la contaminacién generada por la industria textil.
Otros actores corresponden a la academia como generadores de conocimiento, asi
como los encargados de transmitir el conocimiento generado al grupo afectado y el
gobierno encargado del financiamiento para la ejecucién de la estrategia.

1. El primer actor de la estrategia seria el campesino propietario de espacios
contaminados a causa de la industria textil, este actor podria utilizar cepas de
hongos con alta produccion de enzimas utilizando los inductores AAS y zeolita para
la biorremediacién del espacio contaminado.

2. El segundo actor de la estrategia seria las personas productoras de hongos
comestibles. Estos productores de hongos pueden utilizar los inductores con cepas
novedosas de hongos comestibles y reducir el tiempo de colonizacién del substrato,
asi como obtener basidiocarpos con un aumento en sus propiedades funcionales y
medicinales, asi como aumentar la eficiencia biolégica.

3. En conjunto con el primer y segundo actor las instituciones como el Colegio
de Postgraduados, Campus Puebla tendrian un gran impacto en la estrategia
propuesta; ya que estas instituciones cuentan con la tecnologia cientifica para el
asesoramiento en la produccion de especies de hongos comestibles con capacidad
en producir enzimas esenciales para la biorremediacion de espacios contaminados,
asi como el cultivo de especies novedosas de hongos comestibles.

4. El cuarto actor primordial son las instituciones de gobierno como la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), asi
como otras instituciones capaces de brindar apoyo técnico, econOmico Yy

administrativos a los agricultores y campesinos involucrados.
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9.3 Objetivos estratégicos y especificos

En el cuadro 9 se establecen los objetivos generales y especificos para la

implementacion de la estrategia, asi como los resultados esperados y las

actividades para el cumplimiento de los objetivos.

Cuadro 9. Objetivos de la estrategia propuesta.

Objetivo
general

Realizar transferencia de tecnologia sobre el uso de lacasas asi como
la aplicacion de inductores para el aprovechamiento de cepas de
hongos comestibles cultivados.

Objetivo
especifico

Aprovechar recursos genéticos nativos de hongos comestibles en la
produccion de enzimas lacasas.

Resultados

1. Manejo integral de los residuos lignoceluldsicos de las actividades
agroforestales.

2. Aprovechamiento de recursos genéticos nativos de G. lucidum, G.
frondosa, L. edodes, P. ostreatus y Sparassis sp.

3. Aprovechamiento de substratos residuales del cultivo de las cepas
de hongos comestibles cultivados.

4. Dar un valor agregado al cultivo de G. lucidum, G. frondosa, L.
edodes, P. ostreatus y Sparassis sp. a través de la obtencion de
enzimas lacasas a partir de substratos con el uso de los inductores
AAS y zeolita.

Actividades

1. Aislamiento y conservacion de los recursos genéticos nativos de
hongos comestibles

2. Implementacion de un modelo de produccion de G. lucidum y P.
ostreatus en sustratos solidos.

3. Determinacion de la produccion maxima de enzimas lacasas de
cepas novedosas y potenciales de hongos en diferentes
concentraciones de zeolita.

4. Caracterizacion de las enzimas lacasas a nivel bioquimico, e iniciar
la caracterizacion a nivel molecular.

5. Comercializacion de productos de lacasas de G. lucidum y P.
ostreatus derivadas de su cultivo en substratos lignocelulésicos.

6. Comercializacion de las cepas de hongos con potencial de

produccion en México.
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