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EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y
ANTIMICROBIANAS DE DOS ESPECIES DEL HONGO MEDICINAL
GANODERMA NATIVO DE MEXICO Y SU CONTRIBUCION AL
DESARROLLO REGIONAL

Fabiola Argelia Quiriz Cerezo, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2012

Actualmente, los basidiomicetos ademas de ser valorados por su aportacion nutrimental a
la dieta humana y por su agradable sabor, son apreciados por sus propiedades funcionales.
Este es el caso de Ganoderma, al cual se le han atribuido propiedades medicinales en el
sureste de Asia. La mayoria de las investigaciones se han realizado con especies
extranjeras. En México, no se han realizado trabajos acerca de la actividad biologica de
especies nativas de este hongo. En el presente estudio, se evalud la actividad bactericida y
bacteriostatica de extractos del basidiocarpo de dos especies del hongo medicinal
Ganoderma sobre las cepas CPB-9 de Bacillus subtilis (ATCC 6633) y CPB-8 de
Escherichia coli (ATCC 25922). Ademas, se cuantificd la concentracion de polifenoles
totales (CPT) por el método de Folin-Ciocalteau. En todos los casos, las muestras fueron
extractos del basidiocarpo de las cepas CP-145 de G. lucidum, CP-405 de G.
subamboinense y CP-470 de G. lucidum. Para la obtencion de los extractos se emplearon
dos métodos de extraccion: Soxhlet y maceracion y tres solventes de resuspension [agua
destilada, etanol:agua [80:20] (v/v) y tequila blanco]. Se obtuvieron 12 extractos. El efecto
bacteriostatico en la cepa CP-145 se encontrd en el extracto M2 contra B. subtilis, en la
cepa CP-405 se encontrd en el extracto A3 contra E. coli y en la cepa CP-470 se encontrd
en el extracto A3 y M3 contra B. subtilis. El efecto bactericida se encontr6 en M2 de la
cepa CP-145, en A3 de la cepa CP-405 y en A3 'y M3 de la cepa CP-470. La CPT mas alta
se encontro en la cepa CP-470 en A3 con 291.95 + 14.09 mg equivalentes de acido galico
(EAG)/g basidiocarpo peso seco. EI mejor solvente para obtener la mayor CPT fue el agua
empleando Soxhlet. Los mejores solventes para inhibir y eliminar el crecimiento
bacteriano fueron el tequila blanco y el etanol. Se registraron los parametros de cultivo
para implementar la produccion de Ganoderma y su agregacion de valor como estrategia
para promover el desarrollo y fortalecimiento econdmico de zonas rurales.

Palabras clave: actividad antibacteriana, concentracion de polifenoles totales, G. lucidum,

G. subamboinense.



ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES EVALUATION OF TWO
SPECIES OF Ganoderma NATIVE TO MEXICO AND ITS CONTRIBUTION TO
REGIONAL DEVELOPMENT

Fabiola Argelia Quiriz Cerezo, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2012

Basidiomycetes are currently being evaluated for its benefits at nutrimental diet and its
great taste. They are also appreciated for their functional properties. Ganoderma is a
mushroom with medical properties. However, the studies made with this mushroom have
regularly been with foreign species. In Mexico, there aren’t studies about the biological
activity of native species of this mushroom. In this study the bacteriostatic and bactericidal
activity from extracts basidiocarp of two species of Ganoderma was evaluated against two
bacterial strains CPB-9 of Bacillus subtilis (ATCC6633) and CPB-8 of Escherichia coli
(ATCC25922). In addition, the total poliphenolic concentration (TPC) was evaluated by
Folin-Ciocalteau assay. In both cases, the extracts were obtained from basidiocarps of the
strains CP-145 of Ganoderma lucidum, CP-405 of G. subamboinense and CP-470 of G.
lucidum. Two types of extraction were used to obtain the extracts, the Soxhlet and the
maceration methods and three resuspension solvents [destilled water, ethanol (80:20) and
white tequila). Twelve extracts were obtained. Bacteriostatic effect in strain CP-145 was
found in M2 extract against B. subtilis, in the strain CP-405 was observed in A3 extract
against E. coli and in the strain CP-470 was found in A3 and M3 extracts against B.
subtilis. Bactericidal effect was obtained in M2 for the strain CP-145, in A3 for the strain
CP-405 and the A3 and M3 for the strain CP-470. The highest TPC was observed with the
strain CP-470 in A3 with 291.95 + 14.09 mg EAG/g basidiocarp dry weight. The best
solvent for obtaining the most important TPC was the water employed Soxhlet method.
The best solvents to inhibit bacterial growth and to eliminate were ethanol and white
tequila. The cultivation parameters were recorded to apply the production of Ganoderma
and its adding value with strategy to promote the development and economic

empowerment in rural areas.

Key words: antibacterial activity, G. lucidum, G. subamboinense, total poliphenolic

concentration.
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l. INTRODUCCION

Desde su origen, el ser humano ha procurado su bienestar y una gran parte lo ha
encontrado en la naturaleza (Cortéz-Gallardo et al., 2004). De esta manera, mediante su
conocimiento y domesticacion, los hongos han formado parte fundamental de la
alimentacion y salud humana. Por lo que a través del tiempo se ha generado una diversa
gama cultural de alimentos a base de hongos filamentosos y levaduras tales como el queso
camambert de origen francés (Penicillium camemberti), el koji (Aspergillus oryzae) bebida
fermentada china, el pulque (Sacharomyces sp.) una bebida fermentada tradicional en
Meéxico, entre otros. De la misma forma los hongos comestibles (Basidiomycetes), se han
integrado a nuestra dieta en sus formas silvestres gracias al conocimiento tradicional
generado. Actualmente, algunos ya son comercializados a nivel mundial. Las formas mas
comunes de comercializacion de los hongos son la deshidratada, en salmuera, la congelada
y en conserva (FAO, 1993). Los hongos también han aportado beneficios a la salud, ya que
se sabe que los primeros mexicanos usaban preparaciones derivadas de hongos para
acelerar la cicatrizacion de heridas (Goodman, 1989). Asi mismo, en culturas como la
china y la japonesa los hongos han sido la base de su medicina tradicional hasta la
actualidad. Es a partir de este conocimiento empirico que surge el interés por generar
conocimiento cientifico de la actividad bioldgica de estos organismos. De esta manera, en
el transcurso de dos décadas de trabajo e investigacion, se han desarrollado métodos para
la extraccion, fraccionamiento y purificacion de diversas substancias de los basidiocarpos
y de los micelios de numerosas especies de hongos (Piqueras, 2004). Entre los hongos
comestibles que destacan en estudios de susbtancias bioactivas se encuentran los del
género Pleurotus con propiedades antioxidantes (Elmastas et al., 2007), antibacterianas
(Karaman et al., 2010); Lentinus con actividad antioxidante (Thetsrimuang, et al., 2011)
antitumoral (Wu et al., 2007) entre otras y Agaricus con actividad antioxidante (Soares et
al., 2009). Por otro lado, un hongo con gran potencial de aprovechamiento medicinal y
comercial es Ganoderma, el cual posee propiedades inmunomoduladoras (Liao et al.,
2008), antimicrobianas (Bhosle et al., 2010; Quereshi et al., 2010; Nayak et al., 2010),
capacidad hepatoprotectora (Li et al., 2007b), antioxidante (Jia et al., 2009). Este hongo
aungue es comestible, la biodisponibilidad de sus compuestos bioactivos seria poca o
nulamente aprovechada por consumo directo del basidiocarpo, debido a sus caracteristicas

organolépticas (textura lefiosa, poco masticable y sabor amargo).



El grupo de hongos comestibles es representativo de los alimentos denominados como
“funcionales”, es decir, aquellos que poseén un efecto saludable méas alla de su efecto
puramente nutricional mostrando ventajas especificas médicas o sanitarias que incluyen la
prevencion y el tratamiento de enfermedades (Zaid et al., 2004). Mientras que los hongos
como los del género Ganoderma pertenecen a los “nutricéuticos” que se definen como la
biomasa seca o el extracto refinado total o parcialmente del micelio y/o basidiocarpo de un
hongo (no considerado tradicionalmente comestible), el cual es consumido en forma de
capsulas o tabletas, no como comida sino como un complemento alimenticio con posibles
aplicaciones terapéuticas y preventivas (Wasser et al., 2000). Aungue en América Latina
se ha incrementado la produccion y consumo de los hongos comestibles, este aumento se
debe principalmente a los hongos Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus (Martinez-
Carrera, 2002), por lo que es tambien de gran relevancia desarrollar investigaciones que
den soporte cientifico al conocimiento generado tradicionalmente en nuestro pais sobre
otros hongos comestibles nativos tales como el hongo medicinal Ganoderma, esto con la
finalidad de lograr incluirlo en la lista de los hongos de mayor produccién ya sea para su
uso de forma fresca o a través de productos de valor agregado. El interés por conservar la
salud a través del consumo de alimentos funcionales o de “nutricéticos” ha creado un
sector demandante de productos alimenticios de origen natural (frescos o procesados) en el
cual el productor y/o recolector de hongos comestibles a través de la capacitacion,
transferencia de conocimientos generados por instituciones de investigacion en el area y de
financiamientos adecuados por parte de las instituciones gubernamentales, juega un papel
muy importante al colocarse como proveedor de un nuevo mercado al cual puede accesar y
situar su producto obteniendo un incremento en sus ingresos mejorando no solo su calidad

de vida sino también la de sus comunidades al impulsar el desarrollo regional.



1. MARCO TEORICO

2.1  Biotecnologiay desarrollo

Desde su origen, el ser humano ha procurado su bienestar y una gran parte lo ha
encontrado en la naturaleza (Cortéz-Gallardo et al., 2004), esto puede constatarse al
realizar una revisién de como diversos procesos biolégicos han sido utilizados desde la
antigiedad para la transformacion de materias primas desde la obtencion de alimentos
como producto de fermentaciones tales como bebidas y pan hasta su aplicacion para el
desarrollo de medicamentos de origen biolégico, entre otros (Bisang et al., 2009). Es asi
como ha surgido el concepto de biotecnologia, la cual se define como la aplicacion
cientifica y tecnoldgica a organismos vivientes, sus partes, productos y modelos destinados
a la produccion de conocimientos, bienes y servicios. Es una plataforma tecnoldgica que
sirve de base para tecnologias especificas de uso concreto en actividades productivas.
Existen al menos tres vias donde se producen avances sustantivos (mas alla de desarrollos
tan prometedores pero ain experimentales que los hace poco previsibles en términos de su
aplicacion productiva) (OECD, 2006):

a) El uso de técnicas de biotecnologia moderna para mejorar costos y desarrollar
productos tradicionales.

b) El “diseno de nuevas especies” a partir de incorporar, con procedimientos de cierta
rigurosidad (ingenieria genética), genes determinados en organismos preexistentes
a fin de dotarlos de estructuras estables y/o funciones particulares.

c) La profundizacion cientifica del funcionamiento molecular, que opera como

plataforma para nuevas aplicaciones.

La biotecnologia no se trata sélo de la produccién de alimentos; su caracter genérico tiene
aplicabilidad en una amplia gama de sectores como el agricola, farmacéutica y
medioambiental (Scranton y Schrepfer, 2003). Su marcha a otros campos de la actividad

humana parece ser imparable (Winston, 2002).

2.2 La biotecnologia y los hongos
Los hongos representan un enorme potencial como materia prima para la actividad
biotecnoldgica. Han formado parte fundamental de la alimentacion y salud humana. En

general, a los hongos se les han investigado y se han usado como fuente de material
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genético, moléculas y procesos metabolicos importantes que han sido aprovechados y
aplicados en distintas areas del quehacer humano, tales como la biorremediacion
ambiental, la farmacéutica, en el mejoramiento genético (incremento de la productividad,
generacién de organismos resistentes a patdgenos), lo cual se traduce en beneficio para la
sociedad a través de nuevos productos y procesos de produccion. Tal es el caso de los
hongos comestibles y medicinales los cuales presentan estrecha relacion con la
biotecnologia a través de las técnicas de criopreservacion, de la implementacién de
cultivos sobre substratos artificiales, de la investigacion de sus propiedades funcionales,
etcétera. México es considerado un pais donde converge una notable diversidad bioldgica,
ecoldgica y cultural. Sin embargo, los recursos humanos, econémicos y de infraestructura
que actualmente se dedican a la preservacién de los recursos genéticos de hongos
comestibles y medicinales son minimos (Morales et al., 2010). Por ello es relevante el
desarrollo del Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC), en el
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla (Sobal et al., 2007).

Otro aspecto de interés es cambiar la percepcion de la sociedad hacia los hongos
comestibles y medicinales, ya que sélo asi se lograra canalizar mayores recursos humanos,
econdmicos y materiales para su conservacion, estudio y utilizacion. Simultaneamente a
los esfuerzos de conservacion de los recursos genéticos de hongos comestibles y
medicinales, es indispensable fortalecer la investigacion cientifica basica y aplicada para
resolver no tan solo problemas de caracter cognoscitivo, sino también aquellos de posible
interés social. Con el conocimiento asi generado, sera posible desarrollar las innovaciones
que el sector y la sociedad demandan, a través de diversos procesos, técnicas, cepas
comerciales, y modelos de utilidad inmediata, en los cuales el conocimiento no es un fin,
sino sélo un medio. Se trata de impulsar un circulo virtuoso donde la generacion de
conocimiento e innovaciones promuevan el desarrollo del sector y la sociedad, y esta a su
vez estimule la conservacion y el estudio de los recursos genéticos de hongos comestibles
y medicinales (Morales et al., 2010). Las especies nuevas 0 novedosas identificadas
representan una fuente potencial de valoracion real del conocimiento tradicional, asi como
de nuevos genes y propiedades funcionales para la salud humana (Pérez Armendariz et al.,
2010).



2.3 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos diferentes a los del reino vegetal y animal. Los hongos son
organismos con nucleo que se reproducen por esporas, carecen de clorofila (por lo tanto no
son fotosintéticos), se reproducen sexual o asexualmente y tienen estructuras somaticas
filamentosas y ramificadas rodeadas por una pared celular hecha de celulosa, quitina o
ambas (Alexopoulus, 1962).

Los hongos juegan un papel muy importante en la vida del ser humano, han estado
involucrados en su alimentacién y su salud (de forma benéfica o generando enfermedades).
También participan substancialmente en los procesos de conservacion de los ecosistemas
debido a la maquinaria y composicion celular que poseen. Algunos de los componentes
que constituyen la pared ceular de los hongos son: las glicoproteinas las cuales tienen
diversas funciones como el mantenimiento de la estructura y comunicacion celular, el
autoreconocimiento por el sistema inmunoldgico protegiendo a la célula de substancias
extrafas, participando en la absorcion de moléculas, transmitiendo sefiales al citoplasma y
sintetizando y remodelando los componentes de la pared (Ponton, 2008). La alteracion en
la superficie celular de glicoproteinas puede por lo tanto producir profundos efectos
fisiologicos. Ademas se han realizado diferentes estudios relacionando a las glicoproteinas
con la actividad inmunomoduladora y anticancerigena. Otro componenete caracteristico de
la pared celular de los hongos es la quitina la cual varia en contenido segun la fase
morfologica del hongo (Pontdn, 2008). Se sabe que los primeros mexicanos usaban
preparaciones derivadas de hongos para acelerar la cicatrizacién de heridas (Goodman,
1989). Recientemente, ademas de cicatrizante se ha demostrado que los oligomeros de la
quitina y el quitosano tienen también actividades antitumorales, inmunoreguladoras,
antibacterianas y antifungicas (Shang-Hsin et al., 2004). En la industria alimentaria los
derivados de quitina tienen un inmenso campo de aplicacion para aditivos en los alimentos
como espesantes, gelificantes y emulsionantes, agentes que previenen la precipitacion del
vinagre, aditivos con caracteristicas nutricionales, aditivos para la alimentacion animal,
como envoltura y recubrimiento protector de alimentos, ademas retrasa el envejecimiento,
disminuye la oxidacion, reduce las perdidas por transpiracion y protege frente al ataque de
otros hongos, entre otros usos (Garcia y Roca, 2008). Otro componente elemental es el
polisacarido glucano, la mayoria de los polimeros de glucano estan compuestos de
unidades de glucosa con uniones B-1,3 (65-90%), aunque también hay glucanos con

enlaces B-1,6, p-1,4, a-1,3 y a-1,4. El B-1,3-D-glucano es el componente estructural mas
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importante de la pared celular. Ademas los B-glucanos de basidimicetos de acuerdo a
Synystya et al., 2009 tienen efectos prebioticos, es decir, mejoran el crecimiento in vitro
de ciertas bacterias presentes de forma natural en el colon tales como Lactobacillus,
Bifidobacterium y Enterococcus.

2.4 Ganoderma spp.

Las especies de Ganoderma pertenecen al reino Fungi, division Basidiomicota, clase
Homobasidiomicetes, orden Aphylloporales, familia Ganodermataceae y género
Ganoderma (Chang, 1995; Wasser y Weis, 1999a). Ganoderma se caracteriza por tener
basidiomas bi o perianuales, pileados, sésiles o estipitados central o lateralmente con la
superficie del basidiocarpo lisa, opaca o brillante con una cuticula distintiva de color café
claro a purpura obscuro. Ademas, presenta poros pequefios a medianos, los tubos
generalmente, son estratificados, ocraceos y a veces blanquecinos, y el contexto es blanco
a color cafe. Su sistema hifal es di o trimitico. Generalmente, no presenta cistidios y sus
basidiosporas son ovoides a elipsoides, truncadas, de grandes a muy grandes (7-25 pm de
longitud), amarillentas o de color café, con doble pared muy distintiva, la externa hialina
con un exosporio cubierto de ornamentaciones y un endosporio de color café (Furtado,
1965; Basalo y Wright, 1982; Corner, 1983; Ryvarden, 2000). Este género ha sido
ampliamente estudiado debido a que algunas de sus especies poseen propiedades
medicinales (Tang et al., 2006; Xu et al., 2010; Chen et al., 2008) y gran potencial
ligninolitico (Maganhotto et al., 2005). Adicionalmente, se han encontrado efectos
terapéuticos acomparfiados de una alta capacidad antioxidante en los géneros Ganoderma
lucidum y Ganoderma tsugae (Mau et al., 2005 a y b; Mau et al., 2002b). También en este
género se han encontrado metabolitos secuandarios tales como los triterpenoides los cuales
se han usado por la medicina tradicional china para el tratamiento del cancer, la hepatitis,

la bronquitis cronica, el asma, la hemorroides y los sintomas de fatiga (Zhong, 2004).

2.4.1 Ganoderma lucidum

El hongo Ganoderma lucidum es de gran tamafio, satinado al exterior y con textura lefiosa.
La estructura microscépica de su micelio se caracteriza por ser trimitica. Ganoderma
lucidum es conocido con el nombre de Lingzhi en China y Reishi en Japén. Ha mostrado
notable actividad farmacoldgica debido a su compleja composicién quimica y a sus efectos
terapéuticos contra un gran nimero de enfermedades humanas por lo que es una fuente

importante para el desarrollo de nuevas medicinas (Shi et al., 2010). Entre los compuestos
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bioactivos presentes en esta especie se encuentran los ergosteroles, los triterpenoides
(alcoholes y acidos ganodéricos) y los polisacaridos (B-D-glucanos) (Rios-Cafiavate,
2008).

2.4.2 Ganoderma subamboinense

El hongo Ganoderma subamboinense se caracteriza por presentar una superficie rugosa,
con surcos concétricos de color rojo obscuro brillante. Esta especie presenta estipite y el
color de su contexto varia de marron muy palido, marron amarillento brilloso, marron

amarillento a amarillo péalido (Loguercio-Leite et al., 2005) (Figura 1).

2.5 Radicales libres

El concepto de radical libre ya se conocia en el area de la quimica organica en los afios 50
(Boveris, 2005). Inicialmente, el término se usO para describir compuestos quimicos
intermediarios tanto organicos como inorganicos. Fue hasta 1954 cuando Daniel Gilbert y
Rebecca (Gilbert, 1981a) sugirieron que éstos radicales jugaban un papel muy importante
en el ambiente bioldgico siendo responsables de los procesos de deterioro celular. Los
radicales libres son aquellas moléculas que en su estructura atdbmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracidn espacial que genera
una elevada inestabilidad. Esto los hace extraordinariamente reactivos y de vida efimera,
con una enorme capacidad para combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos,
asi como con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular: carbohidratos,
lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Halliwell y
Gutteridge, 1989), al buscar su equilibrio electroquimico mediante reacciones de 6xido-
reduccion (Daglia et al., 2000).



2.5.1 Papel de los radicales libres en el organismo

Los radicales libres a concentraciones moderadas juegan un papel importante como
reguladores en los procesos de comunicacion y sefalizacion intra y extracelular y
proporcionan un ambiente oxidativo a las células para poder existir y desarrollarse. Las
especies reactivas del oxigeno son mediadoras de funciones celulares esenciales como la
expresion de genes, la fosforilacion de proteinas, la activacion de los factores de
transcripcion, la sintesis de ADN o la proliferacion celular (Kamata y Hirata, 1999;
Drogue, 2002; Haddad, 2002).

2.5.2 Fuentes de radicales libres

Los radicales libres resultan de procesos fisioldgicos propios del organismo (fuentes
enddgenas) como el metabolismo de nutrientes, la respiracion y el ejercicio, o bien son
generados por factores ambientales o fuentes exdgenas tales como la contaminacion
industrial, el tabaquismo, la radiacion, los aditivos quimicos en alimentos procesados y los
pesticidas (Bennati et al., 2008). Dentro de las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) o
ROS por sus siglas en inglés, se encuentran radicales libres y ciertas especies no radicales
las cuales son oxidantes y/o se convierten facilmente en radicales libres (Cuadro 1). Las
ERO desempefian un papel bivalente, ya que sobrepasados los limites oxidativos
permitidos, éstas moléculas se convierten en potentes destructores celulares (Vaguero-
Raya y Molero-Richard, 2005).

Cuadro 1. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno (ERO)
(Halliwell y Whiteman, 2004).

Radicales No radicales
Hidroxilo OH Peroxidos organicos ROOH
Alcoxilo RO’ Oxigeno singlete o,
Hidroperoxilo HOO’ Peroxido de hidrégeno H,0,
Superdéxido 0o, Ozono O;
Peroxilo ROO’

2.5.2.1 Fuentes endogenas de radicales libres

Los radicales libres producidos por fuentes enddégenas son el resultado de procesos
fisiologicos tales como la respiracion, el metabolismo de nutrientes y del ejercicio (Bennati
et al., 2008). También algunas ERO se generan en el proceso metabdlico aerobio en la
cadena de transporte de electrones formando principalemente H,O,, ya sea como resultado

de la enzima superdxido dismutasa o bien de forma espontanea. Los radicales superéxido
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(02" e hidroxilo (OH") pueden formarse como resultado de las reacciones redox en la
ubiquinona y en el complejo 111 (citocromo b) mitocondriales (Cardellach y Mird, 2004).
Se calcula que entre el 1% y el 4% del oxigeno que se utiliza en la cadena respiratoria

mitocondrial sufre una reduccién incompleta y deriva en radicales libres del oxigeno.

2.5.2.2 Fuentes exdgenas de radicales libres

Existe una diversidad de vias por las cuales podemos adquirir o generar radicales libres.
Fuentes como contaminantes (CO, solventes, hipocloritos, paraquat), drogas
(antidepresivos triciclicos, antidiabéticos), iones metélicos (hierro, cobre, cadmio, niquel,
cromo, mercurio), radiaciones (UV, gamma, rayos X) el consumo de alimentos (&cidos
grasos polinsaturados, glucosa), el tabaquismo (6xidos de nitrogeno [NOy]) (Elsayed y
Bendich, 2001), entre otros son algunas de las vias por las que se podria suministrar al

cuerpo de radicales libres.

2.5.3 Teorias sobre el envejecimiento

Para poder abordar el mecanismo de accion de los radicales libres a continuacion se
presentan dos tedrias sobre su origen y efecto, las teorias estocasticas, las cuales engloban
fendbmenos que integran variables aleatorias e involucran a factores exdgenos como
agentes perjudiciales, incluye la teoria de los radicales libres por Harman en 1956, que
plantea la idea de que los radicales libres juegan un papel importante en eventos
fisiologicos y particularmente, en el proceso de envejecimiento; ésta teoria se
fundamentaba en que la acumulacion de dichos radicales daria lugar a una lesion de las
macromoléculas que, en definitiva, conduciria a los cambios propios de la edad. La teoria
de los radicales libres esta relacionada con la teoria del estrés oxidativo la cual describe
gue cuando la generacion de especies reactivas supera a los mecanismos antioxidantes de
regulacion, se presenta el estado metabdlico de estrés oxidante (Sierra-Vargas et al., 2004)
resultando en la alteracion oxidativa de macromoléculas bioldgicas; y las teorias
deterministas en las que se consideran variables conocidas que evolucionan de la misma
manera en cada reproduccion del fendmeno estudiado sin recurrir a ningun célculo
probabilistico (Toussaint, 1993).

2.6 Antioxidantes
Para prevenir y proteger a los componentes celulares del dafio por los radicales libres, los

organismos aerobios han desarrollado un elaborado mecanismo de defensa llamado
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sistema de defensa antioxidante (Diplock et al., 1998; Kohen y Nyska, 2002). Existen

diversas defensas a nivel celular contra los niveles elevados de radicales libres tales como

las enzimas superdxido dismutasa, catalasa o glutation peroxidasa que protegen al

organismo contra las ERO (Alvarez-Parrilla et al., 2007). Un antioxidante se define como

cualquier substancia que, cuando esta presente a bajas concentraciones respecto a las de un

substrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de este substrato

(Halliwell y Gutteridge, 1995). Como substrato oxidable se pueden entender a la mayoria

de las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas (proteinas,

lipidos, carbohidratos y moléculas de ADN) (Beristain et al., 2003). Los antioxidantes

pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion en:

Primarios: los cuales previenen la formacion de nuevos radicales libres a traves de
su conversion a moléculas menos perjudiciales, es decir, antes de que puedan
reaccionar. En este grupo se encuentran los antioxidantes enddgenos enzimaticos.
Secundarios: capturan los radicales libres evitando las reacciones en cadena.
Algunos ejemplos son la vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (ascorbato),
[3-caroteno, acido urico, bilirrubina, albimina, los cuales pertenecen al grupo de los
antioxidantes end6genos no enzimaticos.

Terciarios: reparan moléculas dafiadas por los radicales libres. Ejemplo de estas

moléculas son la enzimas reparadoras del ADN y la metionina sulféxido reductasa.

2.6.1 Fuentes exogenas de antioxidantes

Aquellas que adquirimos a través de la dieta mediante el consumo de:

Minerales, actian como cofactores de enzimas que participan en la eliminacion de
radicales libres. Asi, un déficit en cobre o zinc, disminuye la actividad de la
superéxido dismutasa y aumenta la del citocromo P-450 estimulando la presencia
de ERO (Powell, 2000). Un aumento de hierro intra o extracelular estimula la
produccién de ERO y aumenta la peroxidacion lipidica y sintesis de NO.

Lipidos, incluir acidos grasos -3 parece inhibir la produccién de radicales libres
aumentando la expresion de genes antioxidantes (Vertuani et al., 2004).

Proteinas, su déficit provoca la disminucidén en el aporte de aminoacidos como

glutamina, cisteina y arginina, constituyentes de las enzimas antioxidantes.
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e Vitaminas, inhiben la produccion de NO" (6xido nitrico) y otras, tienen la funcién
de atrapar a las ERO. Las vitaminas E y C destacan por su participacion al inhibir
la formacién de ERO y secuestrarlas.

2.6.2 Los polifenoles como fuente antioxidante

Hay una multitud de enfermedades que se han relacionado con el estrés oxidativo y la
generacién de radicales libres. Por esto, terapias antioxidantes y dietas ricas o enriquecidas
con antioxidantes parecen prevenir o al menos, disminuir el deterioro funcional orgéanico
originado por un exceso de estrés oxidativo (Elejalde-Guerra, 2001). Asi, ha surgido el
interés por obtener moléculas con potencial actividad antioxidante. Los polifenoles
representan un grupo de metabolitos secundarios que se encuentran abundantemente en
frutas, verduras, vinos, tés, aceite de oliva extra virgen, chocolate y otros productos de
cocoa (Han et al., 2007) asi como en hongos comestibles (Soares et al., 2009; Dubost et
al., 2007; Tseng et al., 2008; Wong y Chye , 2009). Los compuestos fenolicos, quimica y
estructuralmente, se constituyen de un anillo aromatico, teniendo uno 0 mas sustituyentes
hidroxilo y van desde moléculas simples hasta compuestos fenolicos altamente

polimerizados (Bravo, 1998).

Los polifenoles a su vez se subdividen en 4 grupos en funcion del nimero de anillos
fendlicos y de los elementos estructurales unidos a esos anillos (Carrata y Sanzini, 2005):
flavonoides (que incluyen las flavanonas, isoflavonas, flavonas, antocianidinas, flavanoles
y flavonoles) los acidos fenolicos (representados por acido caféico, feldrico, cumarico,

galico e hidroxicinamico), estilbenos y lignanos (Figura 2).

Flavonoides Acidos fenodlicos Estilbenos Lignanos
OH
¢ J "
o
HO
QAN

o)

HO OH O
ol O OH OH OH
Quercetina Acido galico Resveratrol Enterolactona

Figura 2. Estructuras quimicas de algunos polifenoles simples

2.7  Métodos de evaluacién de la capacidad antioxidante
Caracterizar la capacidad antioxidante permite conocer si el compuesto antioxidante puede

atrapar, inhibir o regular la presencia de ERO. Si el compuesto resulta poco antioxidante in
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vitro, se espera que in vivo tenga mucho menor efecto sobre los radicales libres (Halliwell,
1994). Los métodos in vitro mas empleados para evaluar la capacidad antioxidante de una

substancia se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Métodos quimicos mas utilizados en trabajos de investigacion con hongos
comestibles para evaluar la capacidad antioxidante in vitro.

Método Autor

Contenido de fenoles totales Arboleda-Echavarria y Mejia-Gallon, 2010; Elmastas et al.,
2007; Fu y Shieh, 2002; Good-Kitzberger et al., 2007; Lee et
al., 2007; De Bruijn et al., 2010; Soares et al., 2009; Vaz et al.,
2011; Wong et al., 2009; Yang et al., 2002.

Actividad inhibidora del radical DPPH"  Arboleda-Echavarria y Mejia-Gallon, 2010; Elmastas et al.,
2007; Fu y Shieh, 2002; Good-Kitzberger et al., 2007; Lee et
al., 2007; Liu et al., 2010; De Bruijn et al., 2010; Soares et al.,
2009; Tseng et al., 2008; Vaz et al., 2011; Wong et al., 2009.

Actividad inhibidora del radical ABTS™  Arboleda-Echavarria y Mejia Gallén, 2010; De Bruijn et al.,
2010; Soares et al., 2009.

Determinacion de la reduccién de poder Elmastas et al., 2007; Wong et al., 2009; Vaz et al., 2011,
Tseng et al., 2008; Yang et al., 2002.

Efecto quelante del ion fierro Elmastas et al., 2007; Lee et al., 2007; Soares et al., 2009;
Tseng et al., 2008; Wong et al., 2009; Yang et al., 2002.

Actividad de captura del ion superéxido Elmastas et al., 2007; Liu et al., 2010.

"1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), 4cido 2.2'azino-bis 3etilbenzotiasol 6 sinfonico (ABTS).

2.7.1 Determinacién de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteau

El ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu ha sido utilizado durante muchos afios como una
medida del contenido de compuestos fendlicos totales en productos naturales y el cual
puede considerarse como un método de medida de actividad antioxidante total (Prior et al.,
2005). El método Folin-Ciocalteau se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar
con agentes oxidantes. Los compuestos fendlicos oxidan al reactivo de Folin-Ciocalteau.

Este reactivo contiene una mezcla de acido fosfowolfrdmico (H3PW ) y de acido

12040

fosfomolibdico (HSPMo ) en medio béasico, que se reducen por oxidacién de los

12040
fenoles originando éxidos de wolframio (WSOQS) y de molibdeno (M08023) los cuales
pueden observarse a través de la coloracion azul generada por la oxidacién, dicha
coloracién es proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes
(Kuskoski et al., 2005).
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2.8

Los hongos como fuente de antioxidantes

Algunos compuestos antioxidantes que se pueden encontrar en los hongos son:

2.9

Ergotioneina, es un compuesto tiol hidrosoluble (2-tioimidazol betaina) que ha
despertado mucho interés por su habilidad in vivo para capturar el oxigeno singlete,
radicales hidréxilos y peroxilos, actuando como agente protector contra el estrés
oxidativo (Franzoni et al., 2006). Existen muchos estudios que sefialan la
potencialidad de este compuesto para tratar patologias inducidas por el estrés
oxidativo (Deiana et al., 2004; Colognato et al., 2006). Este compuesto se puede
extraer con agua y concentrar facilmente (Bao et al., 2008).

Polisacéaridos, son compuestos de composicion especial (carbohidratos
normalmente unidos a proteinas formando complejos especificos). Se ha puesto de
manifiesto que poseen propiedades antioxidantes. Aparentemente, la actividad de
captacion de radicales superoxidos de las fracciones de polisacaridos depende de la
cantidad de proteina o péptido que tienen en sus complejos polisacarido-proteina
(Liu et al., 1997). Ademas, los polisacaridos de los hongos pueden potenciar los
sistemas de defensa in vivo contra el dafio oxidativo (Li et al., 2007 ay b; Yu et al.,
2009).

Fenoles, su presencia se ha correlacionado con la actividad antioxidante de los
hongos (Mau et al., 2002 a y b; Cheung y Cheung, 2005; Elmastas et al., 2007;
Jayakumar et al., 2009). Sin embargo, esto no se ajusta a todas las especies debido
a que los hongos presentan una gama tan amplia de colores, texturas, sabores y
formas en sus cuerpos fructiferos, que resulta dificil asegurar que todos posean las
mismas propiedades antioxidantes, es decir, que se generalicen los compuestos
antioxidantes presentes en uno o un par de grupos para todas las especies.

El ergosterol y sus derivados (vitamina. D2, el 5a,8a-epidioxi-22E-ergosta-6, 22-
dien-3B-ol, etc.) se ha desmoatrado que estos compuestos biolégicamente activos
son capaces de disminuir la peroxidacion lipidica en microsomas hepaticos de rata
(Kobori et al., 2007).

Problematica de las infecciones bacterianas

Las infecciones bacterianas son sumamente frecuentes y producen una gran mortalidad y

morbilidad. Los farmacos antibacterianos se encuentran entre los descubrimientos mas

importantes ya que han cambiado de forma espectacular el curso de muchas enfermedades
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reduciendo la mortalidad y morbilidad. Los antibi6ticos se encuentran entre los farmacos
prescritos con mayor frecuencia, en parte al excelente perfil de seguridad de muchos de
ellos. En consecuencia, el uso excesivo de éstos es un factor que contribuye en forma
significativa al aumento de las resistencias a los antibioticos generando un problema de
orden mundial (Page et al., 1998). Es la aparicion de cepas resistentes, lo que ha
determinado el interés de la industria farmacéutica por encontrar nuevos antibioticos
obtenidos de fuentes naturales que presenten una accion igual o mejor que la de los

empleados actualmente y con menos efectos secundarios.

2.10 El papel de los antibioticos en las infecciones bacterianas

Con el nacimiento de la farmacoterapia para tratar las enfermedades surgen los antibi6ticos
(substancias quimicas producidas de forma natural por microorganismos) y los farmacos
sintéticos (preparados en laboratorio a partir de substancias quimicas). Los antibidticos se
definen como substancias quimicas producidas por diferentes especies de microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetos) como producto de su metabolismo que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos y pueden eventualmente destruirlos. Estos
compuestos difieren marcadamente, entre otras cosas, en su mecanismo de accion y
espectro antimicrobiano (Jawetz, 1989; Calderwood y Moellering, 1988; Bowman y Raud,

1987). De acuerdo al efecto que ejerzan sobre la bacteria se clasifican en:

a) Bacteriostaticos: aquellos que inhiben la multiplicacion bacteriana y su accion es
reversible una vez que se suspende el tratamiento, debido a que cesa la accion del
agente. Los agentes bacteriostaticos prolongan la fase estacionaria de los
microoganismos, ya que es durante esta fase cuando los microorganismos buscan
las condiciones que resulten dptimas para su crecimiento.

b) Bactericida: aquellos que tienen un efecto letal sobre las bacterias, es decir, su
accion terapéutica es irreversible por lo que el microorganismo “muerto” no puede
reproducirse mas aun cuando sea retirado del contacto del agente (Goodman vy
Gilman, 1998).

2.11 Mecanismos de accion de los agentes antibacterianos
Para comprender en qué forma los microorganismo manifiestan resistencia a los diversos
antibidticos, es importante conocer las propiedades de dichos compuestos, coOmo son

transportados al interior de la célula, qué alteraciones provocan en la célula bacteriana, qué
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caracteristicas les confieren propiedades antibacterianas y, en general, cual es su
mecanismo de accién (Fuchs et al., 1994). Tres son los mecanismos basicos mediante los
cuales las bacterias generan resistencia a los antibioticos: a) por inactivacion del
antibidtico; b) por alteracion del sitio blanco del antibiético; y c¢) por disminucion del
transporte del antibidtico al intenor de la célula (Fuchs et al., 1994). Los antibi6ticos
presentan toxicidad selectiva por que interfieren con las funciones vitales de las bacterias
sin afectar a las células del huésped. Para que el antibi6tico ejerza su accién, es necesario
que llegue al foco infeccioso, penetre en las bacterias ya sea por difusién o por transporte
activo y alcance intracelularmente la concentracion necesaria. De acuerdo a lo anterior, los
antibiéticos pueden ejercer su accion en las siguientes estructuras o funciones de las

células bacterianas (Cordiés-Jackson et al., 1998):

a. Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

b. Alteracion sobre la membrana citoplasmatica y afectacion a su permeabilidad.

c. Inhibicion de la sintesis protéica (inhibicion de la traduccion y transcripcion del
material genético.

d. Bloqueo en la sintesis de acidos nucléicos.

2.12 Bacillus subtilis como agente patdgeno en la salud humana

En afios recientes, la causa de las enfermedades por microorganismos ha cambiando. Han
surgido patdgenos nuevos 0 cepas mas agresivas y resistentes a los antibioticos, por lo que
existen microorganismos que son capaces de producir perturbaciones a la salud. Especies
de Bacillus, han sido reconocidos como patdgenos oportunistas desde finales del siglo X1X
(Logan, 1988). Desde 1970, han habido varios informes de infecciones causadas por B.
subtilis en los que la identificacion de la especie ha sido confiable. Los casos que se
describen incluyen: endocarditis, manifestandose después del abuso de drogas; neumonia
fatal y bacteriemia en tres pacientes con leucemia (Pennington et al., 1976); septicemia, en
un paciente con carcinoma de mama con metastasis; en la infeccion de un tumor necrotico
axilar en otro paciente de cancer de mama; de los aislamientos de un derrame pleural
contiguo a un absceso subfrénico de una prétesis de pecho; de varias heridas quirurgicas
(Thde y Armstrong, 1973). Ademas, Bacillus subtilis es una bacteria que presenta
relevancia clinica (OPS, 2004). También, el uso de productos de lavanderia derivados de
B. subtilis que contengan enzimas proteoliticas, ha generado casos de dermatitis y

enfermedades respiratorias (Norris et al., 1981). Varios episodios de intoxicaciones
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alimentarias se han atribuido a B. subtilis, a menudo ha sido encontrado en grandes
cantidades (cultivos puros>I0ufc /g) en alimentos, generalmente en platillos de carne como
salchichas, empanadas de carne y pollo relleno, también se ha encontrado en pizzas y pan
integral. Los sintomas de vomitos con diarrea en mas de la mitad de los incidentes se
produjeron después de periodos de incubacion de entre 15 minutos a 10 horas (Gilbert et
al., 1981b; Kramer et al., 1982).

2.13  Escherichia coli como agente patégeno en la salud humana

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia (Rodriguez-Angeles, 2002). En afios recientes, la
etiologia de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) ha cambiado a la vez que
han surgido patdgenos nuevos 0 cepas mas agresivas y resistentes a los antibioticos.
Actualmente, la industria de alimentos ha reenfocado su atencion sobre éste
microorganismo como una causa de morbilidad y mortalidad significativa y reconoce su
valor como un indicador del estado higiénico de muchos tipos de alimentos. Por esa razon
E. coli es uno de los patdgenos que mayor atencidn han recibido y hacia las cuales se ha
dirigido la mayor parte de las investigaciones (Rojas-Herrera y Gonzélez-Flores, 2006). E.
coli coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se considera
parte de la flora normal, pero hay seis grupos descritos de E. coli productores de diarrea,
los cuales se clasifican en base a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico en:
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC)
(Rodriguez-Angeles, 2002).

2.14 Pruebas para evaluar la sensibilidad bacteriana

El éxito de la terapia antimicrobiana dependerd de factores bacterianos como la
susceptibilidad in vitro, la tolerancia al antimicrobiano (bacterias susceptibles, pero con
alta resistencia a la lisis) y el efecto de acuerdo a la concentracion del in6culo (nimero de
bacterias que causan la infeccion) (Beltran, 2004). Estos factores pueden ser evaluados
mediante ensayos que permitan conocer la sensibilidad de la bacteria al estar en contacto
con el agente antibacteriano. En el cuadro 3 se pueden ver algunos de los métodos
empleados con mayor frecuencia en investigaciones para conocer el efecto antibacteriano

de extractos en condiciones in vitro.
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Cuadro 3. Pruebas de sensibilidad bacteriana empleadas con frecuencia en
investigaciones en condiciones in vitro.

Método Autor

Concentracién minima inhibitoria  Karaman et al., 2010; Hayet et al., 2009.
Concentracion minima bactericida Karaman et al., 2010
Difusién en agar Zuluaga et al., 2007; Good-Kitzberger et al., 2007; Hayet et al., 2009

En el cuadro 4 se pueden observar otros métodos para determinar la sensibilidad de un

microorganismo ante un agente antimicrobiano.

Cuadro 4. Pruebas de sensibilidad bacteriana alternativas para evaluar agentes
antimicrobianos en condiciones in vitro.

Meétodo
ﬂfm-‘é‘“
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2.15 Los hongos como fuente de compuestos antibacterianos

Los antibidticos constituyen un grupo importante de substancias con aplicacion
farmacéutica. Examinando la evolucién de la industria farmacéutica en la década pasada,
la busqueda de antibidticos en fuentes naturales vegetales ha decaido debido, entre otros
factores, a los largos procesos de purificacién y a que la estructura de los compuestos es
tan compleja que dificulta el empleo de la quimica combinatoria para la sintesis de nuevos
compuestos (Pelaez, 2006). En contraste con las plantas, los hongos por sus requerimientos
minimos de nutrientes, su facilidad de crecer en cualquier substrato, el corto tiempo (3-5
meses) en la produccion tradicional para la obtencion de basidiocarpos y por ser
sintetizadores de compuestos con actividad antimicrobiana son una fuente atractiva para la
industria. Asi mismo, el auge que ha presentado ultimamente el consumo de los hongos
como nutra y nutriceuticos ha llevado a implementar métodos modernos de cultivo
(fermentaciones en fase solida y en medio sumergido) que permitan optimizar los
resultados en un menor tiempo y con calidad superior a través de la manipulacion de las
variables del proceso biotecnoldgico, lo que representa un gran atractivo para la industria

farmacéutica (Jaramillo, 2009).

Los hongos comestibles no soOlo poseen propiedades nutricionales sino también
medicinales (Bonatti et al., 2004; Cheung y Cheung., 2005). Se han aislado compuestos
antimicrobianos de diversos hongos basidiomicetos (Imtiaj y Lee, 2007) que abarcan desde
componentes estructurales con actividad antitumoral e inmunologicamente activos hasta
agentes antimicrobianos, antifungicos, antivirales, citostaticos, reguladores del crecimiento
y productores de aromas (Brizuela et al., 1998). En 1941, en un estudio realizado por
Anchel, Hervey y Wilkins se detectd actividad antibidtica en basidiocarpos y micelio en
méas de 2000 especies de hongos (Rosa et al., 2003). Dentro de estos metabolitos se
encuentran: diterpenos, compuestos fendlicos, polisacaridos, sesquiterpenos, p-terfenilos,
fenilacetoxilados, glucanos acetilenos, sales de diazonio, terpenoides, alcaloides y
compuestos nitrogenados, acidos fenilglicosidicos sustituidos, quinonas, entre otros
(Brizuela et al., 1998). EI metabolismo secundario de los basidiomicetos es rico en
terpenoides, muchos de los cuales poseen estructuras que hasta ahora s6lo han sido
detectadas en estos organismos y que han demostrado tener actividad antibiotica,
especialmente sesquiterpenos, diterpenos Yy triterpenoides (Lindequist et al., 2005;
Zjawiony, 2009).

18



2.15.1 Terpenoides

Los terpenoides forman una gran familia estructuralmente diversa de productos naturales
derivados a partir de unidades de isopreno C5 unidos cabeza-cola. La estructura tipica
contiene un esqueleto carbonado de (C5)n, y se clasifican como hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40) (Dewick, 2002). Los triterpenos son compuestos
ampliamente difundidos en el reino vegetal y en el reino fungi y se pueden encontrar como
glicésidos, ésteres o en forma libre. Por definicion los triterpenos se consideran “productos
naturales que tienen esqueleto de 30 atomos de carbono y que derivan del escualeno (6
unidades de isopreno) por ciclaciones y/o modificaciones de este” (Silva et al., 1992). Los
compuestos de tipo triterpenoidal de origen flngico presentan interesantes propiedades
biologicas de las cuales algunas ya se aplican en la farmacoterapia. Estos metabolitos
secundarios forman parte de los componentes grasos, generalmente derivados del
ergosterol, los cuales han recibido considerable atencion por los excelentes resultados que

han presentado en las pruebas farmacologicas evaluadas (Ko et al., 2008).

2.16 Ganoderma como fuente de compuestos antibacterianos

Diversos estudios han demostrado que Ganoderma lucidum contiene componentes
antibacterianos capaces de inhibir bacterias Gram positivas y Gram negativas (Wasser y
Weis, 1997; Hobbs, 1995; McKenna et al., 2002; Gao et al., 2003; Smith et al., 2002;
Suay et al., 2000; Quereshi et al., 2010; Karaman et al., 2010). Se ha encontrado que
Ganoderma lucidum poseé enzimas bacterioliticas como la lisozima y la proteasa acida
(Klaus y Miomir, 2007) y que extractos acuosos de cuerpos fructiferos de Ganoderma
lucidum pueden inhibir 15 tipos de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Parece ser
que algunos componentes como la ganomicina, los triterpenoides y los extractos acusosos
de especies de Ganoderma tienen amplio espectro de actividad antibacteriana in vitro
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Sanodiya et al., 2009). En so6lo el
género Ganoderma se ha reportado el aislamiento de mas de 130 triterpenoides oxigenados
(especificamente lanostanos) obtenidos principalmente del basidiocarpo, esporas vy
biomasa micelial (Huie y Di, 2004). También se ha reportado la presencia de triterpenoides
con esqueleto de Ergostano altamente oxidados tales como &cidos ganodéricos, acidos
ganoderénicos, acidos ganolucidicos, acidos lucidenicos, ganoderioles, ganoderales, entre
otros (Wasser y Weis, 1999b), indicando que especies de este tipo de hongos contienen

constituyentes antibacteriales (triterpenos) que inhiben bacterias Gram positivas y/o Gram
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negativas (Gao et al., 2005). El hongo Ganoderma lucidum es considerado como una vasta
fuente de triterpenoides (Zhong y Xiao, 2009). Recientes investigaciones han demostrado
que el sitio de accion de los terpenoides es la membrana celular, debido a su naturaleza
hidrofébica. Varios estudios han demostrado que algunos terpenoides irrumpen en la
membrana celular en bacterias, alterando su fluidez al aumentar la permeabilidad,

causando asi un efecto bactericida.

2.17 Meétodos para la extraccion de compuestos bioactivos

Dentro de los métodos de extraccion para aislar principios activos los mas importantes son:
1) Extraccion mecanica, la cual permite obtener los principios activos disueltos en los
fluidos propios del material biologico, resultando un “jugo”. Las formas por las que se
obtiene este “jugo” son: exprimiendo el material vegetal, aplicando calor y por incision; 2)
Destilacion, es una técnica que se basa en la diferente polaridad de los principios activos
de la planta, permitiendo la separacion de los componentes volatiles de otros no volatiles y
3) Extraccion con solventes, consiste en separar los principios activos al ponerlos en
contacto con un solvente o una mezcla de ellos capaz de solubilizar dichos principios,
éstos deben pasar al disolvente obteniéndose un extracto liquido y un residuo. La
extraccion con solventes puede dividirse en dos grupos: la continua (Soxhlet) y la
discontinua (macerados), los solventes utilizados comunmente son agua, alcoholes,

acetona y éter petroleo (Kuklinski, 2003).

2.17.1 Extraccion continua o progresiva (Soxhlet)

Se caracteriza porque el solvente se va renovando o recirculando y actta sobre el material
biolégico en una sola direccion. Mediante estos procedimientos se puede obtener
practicamente la extraccién completa de los principios activos (Sharapin et al., 2000).

Ejemplo de este tipo de extraccion es el uso de Soxhlet:

e Soxhlet: el equipo consta de tres partes fundamentales: un refrigerante, un cuerpo
extractor y un balén. En el balon se lleva a cabo la ebullicion del solvente, sus
vapores ascienden hasta el refrigerante donde se condensan. El condensado cae
sobre la muestra, contenida en un cartucho y colocada previamente en el cuerpo
extractor, y la macera hasta que el cuerpo extractor se llena y el extracto sifonea

por el tubo lateral, para desembocar en el balon evaporador. Esta operacion se
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repite sucesivamente. El solvente se va reciclando y los principios activos se van

concentrando en el balon inferior (Kuklinski, 2003).

2.17.2 Extraccion discontinua o simultdnea (macerado)

En esta extraccion, la totalidad del material biologico se sumerge en el solvente, por lo que
la difusion de los principios activos se producira en todas las direcciones hasta alcanzar el
equilibrio entre la concentracion del solvente y del residuo (Kuklinski, 2003). Ejemplos de

este tipo de extraccion son maceracion, digestion, infusion y decoccidn.

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima posee
una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que se pretende
extraer. Este proceso genera dos productos, el solido ausente de esencias y el extracto. La
naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como
del liquido de extraccion (Fernaroli’s, 1975). Existes dos métodos de maceracion de

acuerdo a la temperatura:

e Maceracion en frio: consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente
con la cantidad suficiente de solvente para cubrir totalmente lo que se desea
macerar en un lapso de tiempo determinado, dependiendo de la materia prima que
se vaya a macerar. Las ventajas consisten en la utilizacion de equipos simples que
requieren minimas cantidades de energia y la capacidad de extraer la mayoria de
los compuestos (dependiendo del solvente) practicamente en su totalidad sin
alterarlos por efectos de temperatura (Fernaroli’s, 1975).

e Maceracion con calor: consisten en el contacto entre las fases, el producto a
macerar y el solvente, sometiéndolos a temperaturas diversas. El tiempo de
amceracion varia mucho, ya que al utilizar calor se acelera el proceso. La
desventaja es que no logra extraer totalmente pura la esencia del producto, ya que
muchas veces se trata de compuestos termolabiles que se ven afectados por la
temperatura, sin mencionar el consumo energético que dicho proceso implica
(Fernaroli’s, 1975).
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Il. MARCO DE REFERENCIA

3.1  Produccion mundial de los hongos comestibles

Hay cerca de 80 especies de hongos comestibles que se han logrado cultivar en forma
experimental, 22 de manera comercial y 10 a escala industrial. Actualmente, aunque el
champifion (Agaricus) ocupa el primer lugar, tanto Pleurotus como el shiitake (Lentinula
edodes) compiten por el segundo y tercer lugar en la produccion comercial de hongos
comestibles a nivel mundial (Martinez-Carrera et al., 2007). La mayor produccion mundial
de hongos comestibles esta encabezada por China, el segundo lugar lo ocupa los Estados
Unidos de Norteamérica y el tercero, por Paises Bajos (FAOSTAT, 2012). En América
Latina los paises lideres en la produccién de hongos comestibles son México (58.6%),
Chile (17.6%) y Brasil (10.6%) (Martinez-Carrera, 2002).

3.2 Produccién nacional de los hongos comestibles

La produccion nacional estimada de hongos comestibles en nuestro pais en el afio 2009 fue
de 46,533.2 toneladas de producto fresco, cifra menor a la obtenida en el afio 2004. Los
principales hongos en el mercado son en orden de produccion el champifion (43,595
toneladas), las “setas” (2,920 toneladas) y el shiitake (18.2 toneladas) (Martinez-Carrera y
Lopez Martinez, 2010).

3.3  Importancia de los hongos comestibles

Los hongos comestibles representan una excelente fuente alimenticia y de compuestos
bioactivos. Es debido a estas caracteristicas que han adquirido gran interés econdémico a
nivel internacional, nacional y local. En nuestro pais, a nivel local, el cultivo de hongos
comestibles en comunidades rurales es una actividad importante con mualtiples beneficios
(Garibay-Origel et al., 2010). Una ventaja destacable es la socioeconémica, ya que a partir
de la venta de este tipo de alimentos el productor y/o recolector obtiene una mayor
participacion en el precio final siendo ésta del 53.4-59.7% comparada con la obtenida por
la venta de productos agricolas del sector primario que es del 12-54% (Martinez-Carrera y
Lopez-Martinez, 2010). En este aspecto, el conocimiento micoldgico tradicional también
juega un papel muy importante, ya que a partir de éste se conocen los usos destinados a
cada hongo, aprovechandose los recursos naturales nativos de nuestro pais (Garibay-
Origel, et al., 2010).
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3.4  Importancia de los hongos medicinales

Dentro de los microorganismos reportados como productores de metabolitos
biol6gicamente activos, los basidiomicetos constituyen una clase de hongos representada
por mas de 30,000 especies cuyo metabolismo y capacidad de produccion ha sido apenas
investigada (Anke, 1989). Los primeros trabajos en los que se emplearon basidiomicetos
fueron los realizados por Anchel, Hervey y Wilkins en 1941, quienes examinaron extractos
de basidiocarpos y cultivos miceliales de méas de 2,000 especies de hongos (Florey, 1949).
Desde entonces, los basidiomicetos han sido considerados una fuente de nuevos
antibiéticos o metabolitos secundarios no explotada (Rosa et al., 2003). Dentro de los
metabolitos encontrados en los hongos se encuentran los terpenos, especialmente,
diterpenoides, triterpenoides y sesquiterpenoides, los cuales pueden presentar actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria y antitumoral (Silva, 1992) y los polikétidos (propiedades
antibiodticas, anticancerigenas, antifungicas e inmunosupresivas). En el cuadro 5 se pueden
observar los grupos taxonomicos mas investigados con respecto a su actividad

antimicrobiana.

Cuadro 5. Distribucién de la actividad antimicrobiana encontrada en grupos
taxonomicos investigados (Aqueveque et al., 2010).

Orden No. de especies No de cepas No. de cepascon  No. de cepas con
activas actividad actividad
antibacteriana antifingica
Agaricales 45 27 20 21
Boletales 14 10 10 6
Cortinariales 13 8 7 7
Ganodermatales 5 0 0 0
Hymenochaetales 3 3 0 3
Polyporales 31 18 15 15
Russulales 4 1 1 0
Schizophyllales 6 2 1 1
Sterales 23 16 12 15
Thelephorales 2 0 0 0
Tremellales 3 2 1 2
Total 149 87 (58.3 %) 67 (44.9 %) 70 (46.9 %)

3.5  Evaluacién de la concentracién de polifenoles totales de algunos hongos

Varios autores han reportado diferentes valores en el contenido de fenoles totales presentes
entre especies diferentes o iguales de hongos, lo que demuestra que existen diversos
factores involucrados que influyen en la variablilidad de los resultados obtenidos. A
continuacion se citan algunos resultados en donde se uso agua, etanol o metanol como
solvente extractante y se empled el método de Folin-Ciocalteau para la cuantificicacion de

polifenoles totales (Cuadro 6).

23



Cuadro 6. Contenido de fenoles totales obtenidos de diversas especies de hongos
usando el ensayo Folin-Ciolcalteau.

mg Ac. Rend(ljréuento
Solvente Muestra | Géneroy especie | galico/g de - Referencia
extraccion
extracto
(Yow/w)
B ?r?bos 0450 | 134022
Hypsizigus marmoreus - Lee et al., 2007
19.2 + 0.26: 482 +0.13
g caliente e
40.86 £ 0.04:
< moa?it?ro o0 6.22
Ganoderma tsugae 42341003 Mau et al., 2005b
. 9.91
joven
Agaricus bisporus 13.1+0.1 Elmastas et al., 2007
_ o figjri 204 | 31654367
Agaricus braziliensis 29.64 = 091, Soares et al., 2009
o T 28.14 +1.97
joven
Boletus badius 175+0.1 Elmastas et al., 2007
Dictyophora indusiata 16.28 £ 0.43 30.90 Mau et al., 2002a
Flammulina velutipes | ¢ 55, ¢ 9 38.1 Yang etal., 2002
(blanca)
Flammulina velutipes | 956,004 | 439 Yang et al., 2002
(amarilla)
T ;
rzntgu_roo.w- 8.46
Ganoderma tsugae - Mau et al., 2005a
30.5+0.5:
: 9.79
joven
Grifola frondosa 12.31£0.10 20.86 Mau et al., 2002a
S g_ Hericium erinaceus 12.05+0.07 25.49 Mau et al., 2002a
§ 8 Hygrocybe conica 42.21 +4.57 8.08 £ 2.07 Wong y Chye, 2009
§ -g Lentinula edodes (271) 6.27 +0.02 18.8 Yang et al., 2002
= -
& '('Te;‘itr']ﬁtr‘]';f)d"des 9.11+0.07 159 yang etal., 2002
Lepista nuda 7.7+0.1 Elmastas et al., 2007
Pleurotus cystidiosus 10.24 +0.04 19.5 Yang et al., 2002
Pleurotus “florida” 23.84 £ 0.50 10.32+1.98 Wong y Chye, 2009
Pleurotus ostreatus 12.1+0.1 Elmastas et al., 2007
Pleurotus ostreatus 1.57+0.10 16.9 Yang et al., 2002
Pleurotus porrigens 0.83 +0.05 3.09+1.76 Wong y Chye, 2009
Polyporus squamosus 13.9+0.1 Elmastas et al., 2007
Polyporus tenuiculus 16.85 + 2.39 1540+ 1.56 Wong y Chye, 2009
Russula delica 26.0+0.3 Elmastas et al., 2007
Schizophyllum 25034253 | 7.89+ 0.89 Wong y Chye, 2009
commune
Tricholoma giganteum 7.61+0.02 27.78 Mau et al., 2002a
Verpa cénica 17.2+0.3 Elmastas et al., 2007
Xerula furfuracea 27.15+3.79 16.98 + 0.88 Wong y Chye, 2009
Agaricus bisporus 0.63+0.22 Fu y Shieh, 2002
Flammulina velutipes 0.75+0.13 Fu y Shieh, 2002
Hericium erinaceus 0.46 +0.11 Fu y Shieh, 2002
S Hypsizigus marmoreus 0.67 £0.14 Fu y Shieh, 2002
IS Hypsizigus marmoreus 12.9+0.95 17.1+0.32 Lee et al., 2007
w Lentinula edodes 0.49+0.11 Fu y Shieh, 2002
Pleurotus eryngii 0.44+0.11 Fu y Shieh, 2002
Pleurotus ostreatus 0.39+0.12 Fu y Shieh, 2002
Volvariella volvacea 0.73+0.11 Fu y Shieh, 2002
Acuoso Micelio Ganoderma tsugae 41.03+0.12 32.31 Mau et al., 2005b
Metanol Micelio Ganoderma tsugae 35.6+0.34 40.64 Mau et al., 2005a
Agua L\/Iedlo Ganoderma tsugae 41.30 +0.05 83.57 Mau et al., 2005b
ermentado
Metanol L\/Iedlo Ganoderma tsugae 30.7+0.40 79.30 Mau et al., 2005a
ermentado
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V. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los hongos representan un enorme potencial como materia prima para la actividad
biotecnoldgica, la cual se traduce en beneficio para la sociedad. Ademas, son uno de los
recursos biolégicos poco explorados en el pais. A nivel internacional se les han
investigado y se han usado como fuente de material genético, moléculas y procesos
metabolicos importantes que han sido aprovechados. En México, las investigaciones sobre
el hongo medicinal Ganoderma se han desarrollado en torno a su caracterizacion
fenotipica, etnomicoldgica y geogréfica. Por ello es nulo el conocimiento generado sobre
sus potencialidades como poseedores de moléculas bioactivas. Ademas de que su cultivo
todavia no tiene produccion consistente y sélo se tienen registradas pruebas a escala
precomercial (Martinez-Carrera, 2007). Las especies nuevas 0 novedosas identificadas
representan una fuente potencial de valoracion real del conocimiento tradicional, asi como
de nuevos genes y propiedades funcionales para la salud humana (Pérez Armendariz et al.,
2010). Finalmente, aunque a mediano y largo plazo, la aplicacion de la biotecnologia
moderna y las ciencias genomicas (transformacion genética, gendémica, metabolomica,
protedmica, secretoma) a los recursos genéticos nativos tendra un notable impacto sobre
los hongos comestibles y medicinales al convertirlos en auténticas fabricas microbianas
para la produccion de medicinas (proteinas) recombinantes, asi como en sistemas
microbianos para la biorremediacion in situ y la biodegradacion/bioconversion de
subproductos lignoceluldsicos (Morales et al., 2010). Es por esto que a través de este
trabajo de investigacion se desarrollaron aplicaciones biotecnoldgicas (cultivo, actividad
antibacteriana y contenido de fenoles totales) de las especies de Ganoderma
subamboinense y G. lucidum nativas de nuestro pais, con la finalidad a largo plazo, de
poder aplicarlas a la generacion de nuevos productos con valor agregado para el beneficio
de la sociedad mexicana y, particularmente, para el beneficio de los productores de hongos
comestibles de la region de Puebla, al tener una opcién mas para incrementar sus ingresos,
ya sea como proveedores de materia prima (basidiocarpos) o como generadores de estos

productos.
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V. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
e Existen diferencias en las propiedades antioxidantes y antimicrobianas entre las

cepas y las especies estudiadas del hongo medicinal Ganoderma nativo de México.

Objetivo general

e Determinar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de dos especies nativas
de Mexico correspondientes a las cepas CP-145 de Ganoderma. lucidum, CP-405
de G. subamboinense y CP-470 de G. lucidum.

Objetivos particulares

e Obtener los basidiocarpos de las cepas seleccionadas de Ganoderma .
e Evaluar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las cepas.
e Desarrollar una estrategia para promover la produccion del hongo medicinal

Ganoderma en el sector rural mexicano, incluyendo mecanismos de agregacion de
valor.
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VI.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de
Hongos Comestibles, Medicinales y Funcionales y modulo experimental, del Colegio de
Postgraduados, Campus Puebla. El diagrama general de trabajo se muestra en la figura 3.

Seleccidn de cepas de Ganoderma

| Mantenimiento de las cepas |

| Obtencion de biomasa micelial |

Elaboracion del inéculo

Tasa de produccion

Caracterizacion

Seleccién de basidiocarpos

Obtencién de la muestra

Inoculacion en substrato sélido (COLPOS 17) — UP de 2kg
1
EB% Incubacion
L
J Cosecha
morfoldgica
— Tratamiento de la muestra
|
Soxhlet Obtencion del Maceracién
(20 reflujos) extracto ] (24 h)
[ [
Solvente Solventes
l [ I |
Agua Agua Tequila blanco Etanol:agua [80:20] (v/v)
' | | |
Extracto Extracto Extracto Extracto
(3 alicuotas) (alicuota 1) (alicuota 2) (alicuota 3)

Evaporacion

Resuspension

en agua

Al

M1

(Rotavapor)
I 1
Resuspension Resuspension en
en tequila Etanol:agua [80:20] (v/v)
[ [ I
A2 M2 A3 M3

Analisis de los extractos

Efecto bacteriostatico y efecto bactericida

Concentracion de polifenoles totales

Figura 3. Metodologia general de la investigacion seguida en este trabajo.
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6.1  Material bioldgico

El material biolégico usado en este trabajo de investigacion fue obtenido del Centro de
Recursos Genéticos del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales
y Medicinales (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. En el

cuadro 7 se menciona el material biologico utilizado.

Cuadro 7. Material bioldgico depositado en el CREGENHC y empleado para la
cuantificacion de polifenoles totales y evaluacion de la actividad antibacteriana.

Cepa Clave Procedencia Tincion
I. Hongos comestibles
Ganoderma lucidum CP-145 Morelos
Ganoderma subamboinense CP-405 México
Ganoderma lucidum CP-470 México
Il. Bacterias
Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers ATCC 25922 CPB-8 ATCC Gram -
Bacillus subtilis (Nakamura) ATCC 6633 CPB-9 ATCC Gram +

CPB= Colegio de Postgraduados, seccion bacterias. ATCC= American Type Culture Collection.

6.2  Cultivo de las especies de Ganoderma para la obtencién de los basidiocarpos

Las cepas estudiadas se conservaron y resembraron cada 3 meses en medio de cultivo
EMA (Agar Extracto de Malta). La obtencion de los basidiocarpos se realizd con la
finalidad de determinar la concentracion de los polifenoles totales y conocer la actividad
antibacteriana de las cepas de estudio. Ademas, a partir de las cosechas realizadas se
evalu6 la produccion y la eficiencia biologica (EB%) de dichas cepas. El indculo se
preparé de acuerdo a la metodologia propuesta por Martinez-Carrera et al. (1988) y la
elaboracion del substrato (formulacion COLPOS-17) de acuerdo a Sobal et al. (2010). Se
obtuvieron finalmente 10 réplicas por cepa estudiada. La incubacién de las unidades de
produccién de 2 Kg cada una se mantuvo a una temperatura maxima de 25°C y una
minima de 15°C hasta observar la aparicion de primordios (12-48 dias) y posteriormente,
se transladaron al modulo experiemental bajo condiciones 6ptimas de humedad (85%),
temperatura (méxima 26°C y minima de 15°C), luz y aireacidn hasta que los basidiocarpos
estuvieran listos para la cosecha. El peso seco y pH del sustrato se determinaron de
acuerdo a las metodologias utilizas en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles Medicinales y Funcionales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. Se
describieron las caracteristicas cualitativas y cuantitativas tales como tipo de crecimiento
del basidiocarpo, color, largo y ancho, forma, textura, presencia de laca, color del himenio,

largo y ancho del estipite y la presencia de contaminacion. Se usaron las cartas de color
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Pantone 2011 para referir el color de los hongos producidos. La eficiencia bioldgica (EB) y
tasa de produccion (TP) se calcularon de acuerdo a Royse (1985), en donde, la eficiencia
bioldgica fue el resultado del peso fresco de basidiocarpos producidos entre el peso seco
del substrato utilizado al momento de la inoculacion, multiplicado por 100 vy, la tasa de
produccion es el resultado de dividir la eficiencia bioldgica entre el ciclo total de

produccion (dias).

6.3  Tratamiento y almacenamiento de los basidiocarpos

Una vez caracterizados los basidiocarpos se procedid cortarlos en tiras y después
colocarlos en charolas dentro de un horno (Felisa, México) por un periodo de 48 a 72 h a
40°C (Mau et al., 2005b). Posteriormente, los basidiocarpos secos se pesaron en una
balanza analitica (OHAUS, E.U.A). Finalmente, fueron almacenados en bolsas de plastico
etiquetadas con los siguientes datos: fecha de siembra, fecha de cosecha, substrato
utilizado y nimero de la réplica de la unidad de produccion (UP) cosechada hasta su uso.

6.4  Elaboracion de las muestras

Se pesaron 10 g de basidiocarpo seco de cada una de las cepas y se molieron en minivasos
(ROSAN ®) de 200 mL para licuadora (Osterizer ®) hasta obtener un tamario de particula
lo méas fina posible. La muestra molida se colocé en sobres de papel filtro de 6.0 cm de

ancho x 9.5 cm de largo que posteriormente fueron sellados perfectamente.

6.5  Extraccion de los principios activos
Se emplearon dos métodos de extraccion, el primero con equipo Soxhlet (Prendo, PC1500
6x6) y el segundo por maceracion. Los solvetes utilizados para la extraccion fueron: agua

destilada esteril, tequila blanco (100 afios ®) y etanol (Fermont) etanol:agua [80:20] (V/v).

6.5.1 Extraccion con equipo Soxhlet

La muestra de 10 g basidiocarpo peso seco contenida en el papel filtro se coloco dentro de
la cdmara de extraccion del equipo Soxhlet (Prendo, PC1500 6x6). Posteriormente, se
agregaron 150 mL de agua destilada estéril en el matraz bola de fondo plano y se inici6 el
funcionamiento del equipo, realizando 10 ciclos a temperatura de ebullicion. Al final de
los ciclos, el extracto se dividié en tres volimenes iguales, los cuales se distribuyeron en
matraces bola de fondo plano para su posterior concentracion (Figura 4). De esta forma,

se extrajeron los principios activos del basidiocarpo de las cepas CP-405 y CP-470.
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Figura 4. A. Extracto obtenido con equipo Soxhlet despues de 10 ciclos a ebullicion constante. B. Extracto
obtenido con equipo Soxhlet despues de 10 ciclos dividido en tres volumenes iguales.

6.5.2 Extraccion por maceracion

Para obtener el extracto por maceracion, la muestras de 10 g basidiocarpo peso seco
contenidas en los sobres de papel filtro se colocaron en un frasco estéril de vidrio con tapa
de rosca de 200 mL y en seguida a cada frasco se le agregd 150 mL de solvente, al primero
se le agreg6 agua destilada estéril, al segundo se le adiciono tequila blanco y al ultimo, se
le agrego etanol:agua [80:20] (v/v) (Figura 5).

Figura 5. A. Macerado de la cepa CP-145 al tiempo cero (T0). B. Macerado a las 24 horas.

El tiempo de maceracidn fue de 24 horas en condiciones de obscuridad y a temperatura
ambiente. Despues de este tiempo, se procedio a la concentracion del extracto. Por este
método se extrajeron los principios activos del basidiocarpo de la cepa CP-145 por
maceracion con tequila y agua, CP-405 por maceracion con tequila y la cepa CP-470 por

maceracion con agua destilada estéril, tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v).

6.6  Proceso de concentracion de los extractos

Los extractos obtenidos tanto por maceracion como por Soxhlet fueron concentrados
utilizando un rotavapor (HAHNVAPOR, modelo HS: 2000NS) a 40°C y 90 rpm hasta
obtener un concentrado de aproximadamente 1mL. Los concentrados obtenidos fueron

resuspendidos en diferentes solventes.
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6.7  Resuspension de los extractos concentrados

Una vez concentrados los extractos, estos fueron resuspendidos en diferentes solventes. El
volumen de resuspension vario de acuerdo a la cepa debido a que se pretendié conocer el
comportamiento de los extractos empleando dos diferentes concentraciones. Los
concentrados obtenidos a partir de la cepa CP-405 fueron resuspendidos en 100 mL del
solvente y los concentrados de las cepas CP-145 y CP-470 se resuspendieron en 10 mL del
solvente. Como solventes se emplearon agua destilada estéril, tequila blanco y etanol:agua
[80:20] (v/v). Se obtuvieron 12 resuspensiones, de las cuales dos pertenecieron a la cepa
CP-145, cuatro a la cepa CP-405 vy seis a la cepa CP-470. Para facilitar el manejo de los
datos se establecié una nomenclatura para identificar a las resuspensiones de acuerdo a su
método de extraccion y el solvente con el que fueron resuspendidas (Cuadro 8). Las
resuspenciones se prepararon al momento de llevar a cabo las pruebas de sensibilidad

bacteriana, sin que transcurriera para esto mas de 24 horas.

Cuadro 8. Nomenclatura de los extractos obtenidos del basidiocarpo (peso seco) de las
cepas CP-145, CP-405 y CP-470.

Clave Descripcion de la resuspension
Al Extracto acuoso resuspendido en agua
A2 Extracto acuoso resuspendido en tequila blanco
A3 Extracto acuoso resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v)
M1 Macerado acuoso resuspendido en agua
M2 Macerado en tequila blanco resuspendido en tequila blanco
M3 Macerado etandlico [80:20] (v/v) resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v)

De la cepa CP-145 se evaluaron las resuspensiones M1 y M2, de la cepa CP-405 las
resuspensiones evaluadas fueron la Al, A2, A3 y M2. Finalmente, se obtuvieron las
resuspensiones Al, A2, A3, M1, M2 y M3 para la cepa CP-470.

6.8  Esterilizacion de los extractos resuspendidos

Los extractos fueron esterilizados por filtracion empleando acrodiscos (Acrodisc® Syringe
Filter 0.45um HT Tuffryn® Membrane Low Protein Binding Non-Pyrogenic PN 4184).
Esto se realizd pasando a través de un filtro el extracto con ayuda de una jeringa estéril
(Figura 6). EIl extracto estéril obtenido se coloc6 en un tubo falcon de 14 mL y se

almaceno a 4°C hasta su uso. Para todos los extractos se realizé el mismo procedimiento.
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Figura 6. Esterilizacion de los extractos por método de filtracion con acrodiscos.

6.9  Cinética de crecimiento de B. subtilis (ATCC 6633) y E. coli (25922)

Para realizar las cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis y Escherichia coli se prepard
el indculo de cada una de las cepas. Dicho indculo se obtuvo tomando una azada de la
bacteria crecida previamente en agar Muller Hinton (Bioxon) con 24 horas de incubacion e
inoculandola en 20 mL de caldo Muller Hinton (DIFCO). Las condiciones de incubacién
del indculo se mantuvieron a 4°C y a 230 rpm en un incubador orbital MaxQ4000
(Thermo Scientific) por 14 horas. Posteriormente, de éste in6culo se tomé 1 ml y se
sembrd en un nuevo matraz con 20 mL del mismo medio estéril y se incub6 bajo las
mismas condiciones. A continuacion, se tomaron dos muestras de 100 uL a partir del
tiempo 0 hasta las 48 horas de incubacién y fueron depositadas en tubos eppendorff. Una
de las muestras se utilizé para medir la concentracion bacteriana mediante la lectura de la
densidad optica (D.O.) con el espectrofotometro EPOCH (Biotek, USA) y la otra para
realizar el conteo bacteriano (UFC) en la cAmara de Neubauer. Ambas muestras fueron

medidas y contadas al instante para observar la verdadera concentracion bacteriana.

6.10 Evaluacion de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las cepas de
Ganoderma
Las cepas evaluadas fueron CP-145 y CP-470 de G. lucidum y CP-405 de G.
subamboinense. La evaluacion consistio en la cuantificacion de la concentracion de
polifenoles totales y en la evaluacion del efecto bacteriostatico y el efecto bactericida de
los extractos de basidiocarpo (peso seco) de las cepas. Es importante destacar que se
realizaron ensayos preliminares con la cepa CP-405 para estandarizar los protocolos y
posteriormente, se iniciaron los ensayos finales con la cepa CP-470 y CP-145, de esta
altima cepa unicamente se evaluaron dos extractos tomando en cuenta el tiempo limitado

debido a que se presentd una huelga laboral que afectd al Colegio de Postgraduados.
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6.10.1 Concentracion de polifenoles totales
Para la determinacién de polifenoles totales en los extractos se usd el método
colorimétrico-espectrofotométrico Folin-Ciocalteau (Mdller et al., 2010), con algunas

modificaciones.

6.10.1.1 Obtencion de la curva de calibracion

Para realizar la curva de calibracion se prepararon 10 mL de una solucion stock de acido
galico monohidratado (Meyer) que se obtuvo pesando 0.01 g de &cido galico los cuales
fueron predisueltos en 1 mL de etanol para ayudar a su disolucion. Posteriormente, éste
volumen se afor6 a 10 mL con agua destilada. Las soluciones estandar de acido galico se
prepararon a concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 mg/L. Estas soluciones estandar se
realizaron tomando 250, 500, 1000, 1500 y 2000 pL de la solucién stock de acido galico y
fueron transferidos a matraces aforados de 10 mL, perfectamente etiquetados, y se
aforaron a 10 mL con agua destilada. Para preparar la concentracion 0 mg/L se empled
agua destilada estéril en lugar del acido galico. La reaccion colorimétrica se realizé en una
microplaca de 96 pozos (Vacutest, Kima), colocando 20 pL de cada una de las soluciones
estandar (en orden ascendente respecto a su concentracion) para las concentraciones de 25
a 200 mg/L y agua destilada para la concentracion 0 mg/L, mas 100 pL del reactivo Folin-
Ciocalteau (Sigma, Aldrich) (diluido 1:10), e inmediatamente se adicionaron 75 uL de una
solucién de carbonato de sodio (Baker) (7.5 g/100 mL) (Mller et al., 2010) (Figura 7).

Aforar con Agregar: Simbolo
= 2000p — 10ml de 200mg/L W > Primero: 20y de 200 mg/L
agua Segundo: 100ul de Folin-Ciocalteau —'@
- Tercero: 75ul de carbonato de sodio
Aforar con 9 ‘.*.*.‘.‘_.*.‘_.
10ml de —150me/L - > Primero: 20pl de 150 mg/L o .......
1500 > ; e/ N b
agua ) Segundo: 100y de Folin-Ciocalteau @ ° + * + + + * *‘
- Tercero: 75ul de carbonato de sodio = ........
Aforar con 100ma/L +.§.+.+.+.+.§-.
10ml de mg/ > Primero: 20yl de 100 mg/L o * * * * * * *
> 1000y agua Segundo: 100ul de Folin-Ciocalteau *’@ ] . . . . . . .
- Tercero: 75pl de carbonato de sodio '* + '* * * * *
Aforar con ~ .*.*.*.*.*.*_.*.
e I — 10ml de S0mg/L = Primero: 20yl de 50 mg/L © 00.....
agua Segundo: 100ul de Folin-Ciocalteau —'@ + * + * + * +
- Tercero: 75pl de carbonato de sodio n +Q*Q+.§.+.*.+.
Aforar con « oo.....
Leosol 10ml de —25ME/L || primero: 20y de 25 mg/L S o e S
\ agua Segundo: 100! de Folin-Ciocalteau _.-© 0 O . . . .
I Tercero: 75l de carbonato de sodio ~
rl Solucion stock O%W —= Primero: 20yl de agua destilada -
= . U Segundo: 100p! de Folin-Ciocalteau —
d;gild})lgoahc;; Tercero: 75ul de carbonato de sodio tovowwws
J (0.01g/10m Reposar por 2 h enla

obscuridad y leer a 740 nm

Figura 7. Procedimiento para la obtencion de la curva de calibracion.

33



La reaccién se incub6 2 horas en condiciones de obscuridad a temperatura ambiente..
Finalmente, se procedié a tomar las lecturas en el espectrofotémetro EPOCH para
microplaca (Biotek, USA) a una longitud de onda (A) de 740 nm. El promedio de la
absorbancia (cuadruplicado) se graficd en el programa Excel 2007 para generar una linea
de tendencia y obtener la ecuacion de la recta y valor de R?. Los valores de la ecuacién se

utilizaron para conocer la concentracion de acido galico presente en los extractos.

6.10.1.2 Meétodo de dilucién de los extractos

Debido a la naturaleza de los extractos de presentar una intensidad de color ya sea clara u
obscura fue necesario realizar diluciones adecuadas para cada extracto para poder
cuantificar la concentracion de polifenoles totales presentes y para evitar que los valores de
la absorbancia no sobrepasen el valor de 1. Las diluciones que se utilizaron en cada

extracto fueron las que se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Diluciones realizadas para cuantificar la concentracion de polifenoles totales
presentes en los extractos.

] FACTOR DE VOLUMEN DE DILUCION VOLUMEN AJUSTE A 1000 pL
CEPA EXTRACTO  DILUCION 5y ycion EXTRACTO SOLVENTE B?JL% gﬁ EXTRACTO  SOLVENTE
S/D " T E—
11 %2 250 pL 250 pL BOOUL e e
CP-145 M1 1:20 x21 250 pL 5000 pL 5250 pL 47.61 uL 952.38 UL
M2 1:10 x11 250 pL 2500 pL 2750 pL 90.90 L 909.09 puL
CP-405 Al 11 X2 250 pL 250 pL 00PL e emeeeee
A2 11 X2 250 uL 250 uL 500pL e e
A3 11 X2 250 uL 250 uL 500pL e e
M2 11 X2 250 uL 250 uL 500pL e e
CP-470 Al 1:20 x21 250 pL 5000 pL 5250 uL 47.61 L 952.38 UL
A2 1:20 x21 250 uL 5000 pL 5250 pL 47.61pL 952.38 L
A3 1:20 x21 250 uL 5000 pL 5250 pL 47.61pL 952.38 L
M1 1:20 x21 250 uL 5000 pL 5250 pL 47.61puL 952.38 uL
M2 1:10 x11 250 pL 2500 pL 2750 pL 90.90 pL 909.09 puL
M3 1:10 x11 250 pL 2500 pL 2750 pL 90.90 pL 909.09 puL
S/D: Sin Dilucion.
6.10.1.3 Cuantificacién de polifenoles totales en los extractos

Para llevar a cabo la reaccidén colorimétrica se utilizaron dos microplacas de 96 pozos
debido a la cantidad de extractos a evaluar. Por cada extracto se hicieron réplicas por
cuadruplicado de un blanco negativo (BLK-) y un blanco positivo (BLK+). En la primera
microplaca, se mezclaron 20 pL de cada uno de los extractos a estudiar de los pozos Al,
B1, C1, D1 hasta A12, B12, C12, D12. Posteriormente se adiciono en los pozos de Al, B1,
Cl D1, E1, F1, G1, H1 hasta A12, B12, C12 D12, E12, F12, G12, H12 100 pL del
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reactivo Folin-Ciocalteau (Sigma, Aldrich) (diluido 1:10) e inmediatamente 75 pL de una
solucion de carbonato de sodio (7.5 g/100 ml). En la segunda microplaca, se mezclaron 20
pL de cada uno de los extractos a estudiar de los pozos Al, B1, C1 hasta A3, B3, C3
(Figura 8).

Extracto
SEGUNDO PASO TERCER PASO
- M2 - Agregar: Simbolo
jj Aeregar por Primero: 100 ul de Py | En el mismo orden que
\. - cuadruplicado 20 ul &cl}lllur}—dccl)olﬁléiau el blanco negativo,
|- A3 de cada uno de IO_S S d "75 | d agregar en el blanco
o extra.ctos a estudiar egundo: /o pl de positivo 20 pl de cada
<|r en diferentes pozos carbonato de sodio
o . P (7.5 g/100 ml) uno de los extractos
Of- A2
N m*»ﬁ o
o pa b
n| . . A a
- (]
3 M2 *
o » w0 (2] @
o - N ~ { ~
|| M1 ; » o
] wn () "
. o . B
=B |+ (OO0 .
M3 » RO |-
(P e e o
> = [ CRXXAXXXI [~
M2 ~o (X ) -
4 m U 0 w w @Y T
o = 5|
F& M1 Blanco negative  Blanco positivo Después de haber adicionado los
a extractos leer inmediatamente a
(] = N Reposar por 2h en la obscuridad 740 nm
A3
' A2
| Al

Figura 8. Disposicién de la microplaca de 96 pozos para la cuantificaciéon de la concetracion de polifenoles
totales.

Posteriormente, se adiciono en los pozos de Al, B1, C1 D1, E1, F1, G1, H1 hasta A3, B3,
C3 D3, E3, F3, G3, H3 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteau e inmediatamente 75 pL de
una solucion de carbonato de sodio (7.5 g/100 ml). La reaccion permanecié 2 horas en
incubacion en obscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se agregaron 20 uL de cada
uno de los extractos sélo a los blancos positivos y se midié la D.O. a una longitud de onda
de 740 nm en un espectrofotdémetro EPOCH (Biotek, USA).
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Una vez obtenidos los valores de la densidad Optica de los extractos analizados, se despejo

la ecuacion de la recta de la siguiente manera:

y=mx+b

Donde: y= Absorbancia (valor que proporciona el espectrofotdmetro). m= pendiente (valor que da la

[T

ecuacion de Excel). x= concentracion de acido galico (mg/mL) (valor buscado). b= Interseccién con “y
(valor que da la ecuacion de Excel).

Asi, al despejar x, se obtuvo:
X=Yy-b/m

Finalmente, los valores dados en la ecuacion y los obtenidos del espectrofotometro fueron

substituidos en la nueva ecuacion y el resultado fue multiplicado por el factor de dilucion.

x= _Y-B_ (factor de dilucion)
m

La concentracion de polifenoles totales presentes en los extractos fue reportada en mg

equivalentes de &cido galico (mg EAG/g de basidiocarpo peso seco).

6.10.2 Actividad antibacteriana

6.10.2.1 Medios y condiciones de cultivo para las cepas bacterianas

Gelosa especial. Se utiliz6 como medio de conservacion de las cepas stock. Se prepar6 de
la siguiente forma: 1.5 g/L extracto de carne (Bioxon) suplementado con 40.0 g/L base de
agar sangre (Bioxon) y 2.5g/L de peptona de caseina (Bioxon). Se esterilizé el medio a
121°C durante 15 min y posteriormente, se vertid en tubos de ensayo de 30 mL
(colocados de forma inclinada) y en cajas Petri de 5 cm de diametro. Los tubos y las cajas
fueron sometidos a una prueba de esterilidad, incubandolas a 35°C por 24 horas.
Finalmente, la bacteria se sembré por estria cruzada en el caso de las cajas y en el caso de
los tubos solo por estria. Se inocularon cajas y tubos por triplicado y se incubaron a 35°C.
Las cepas obtenidas fueron almacenadas a 4°C. La resiembra de las cepas stock se realizo

cada 6 meses.
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Agar Mueller Hinton. Se utilizé6 como medio de crecimiento para cepas de uso continuo
y se preparo de acuerdo a las instrucciones del fabricante Bioxon (38 g/L). Posteriormente,
se vertio en cajas Petri. Las cajas fueron sometidas a una prueba de esterilidad,
incubandolas a 35°C por 24 horas. Finalmente, la bacteria se sembré en las cajas por
triplicado a temperatura de incubacion de 35°C. Las cepas fueron almacenadas a 4°C. La

resiembra de las cepas se realiz6 cada 2 semanas.

6.10.2.2 Esterilizacion de los solventes

Los solventes utilizados fueron agua destilada estéril, tequila blanco y etanol:agua [80:20]
(v/v), de los cuales Unicamente el tequila y el etanol fueron esterilizados por filtracién
empleando acrodiscos (Acrodisc® Syringe Filter 0.45um HT Tuffryn® Membrane Low
Protein Binding Non-Pyrogenic PN 4184). El procedimiento consistio en hacer pasar a
través de un acrodisco con ayuda de una jeringa, 10 mL del solvente los cuales se
contuvieron en un tubo falcon estéril de 14 mL. El tubo Falcon se almacend en

refrigeracion a 4°C hasta su uso.

6.10.2.3 Prueba de esterilidad de los extractos y los solventes
Una vez esterilizados los extractos y los solventes se les realizé una prueba de esterilidad,
la cual consistio en tomar con una micropipeta tres alicuotas de 10 pL del extracto o

solvente para inocularlo en una caja Petri con agar Mueller Hinton (Figura 9).

EXTRACTO A1

Tequilablanco
R1 “100 afios”

EXTRACTO A2 Etanol [80:20]

EXTRACTO M3 EXTRACTO A3

Agua destilada

EXTRACTO M2 EXTRACTO M1 L.
estéril

Figura 9. Prueba de esterilidad de los extractos para descartar lecturas erroneas durante la determinacion de
la concentracién de fenoles totales y evitar crecimiento de otros microorganismos durante la evaluacién del
efecto bacteriostatico y el efecto bactericida.

Posteriormente, las cajas Petri fueron incubadas a 35°C por 24 horas. EI mismo

procedimiento se llevo a cabo para determinar la esterilidad de los solventes.
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6.10.2.4 Preparacion de la suspension bacteriana

Se prepard Caldo Mueller Hinton (DIFCO) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(21 g/L). Posteriormente, con un asa bactereioldgica se tomod una colonia de la cepa de
interés sembrada con 24 horas de anterioridad, y se inoculé en 40 mL de Caldo Mueller
Hinton estéril en un matraz Erlenmeyer estéril con tapa de rosca de 125 mL. Finalmente, el
matraz se incubd en una incubadora orbital (New Brunswick Scientific, E.U.A.) a 230 rpm a
35°C durante aproximadamente 2 horas.

6.10.2.5 Ajuste del in6culo para iniciar las pruebas antibacterianas

Para iniciar la prueba de sensibilidad bacteriana se requirid ajustar el inéculo a una
densidad optica (D.O.) de 0.05 para el caso de las cepas CP-145 y CP-470 y una D.O. de
0.04 para la cepa CP-405. Esto se consigui6 inoculando un matraz Erlenmeyer con 10 mL
de Caldo Mueller Hinton (DIFCO) estéril con 5 mL de inoculo tomado de la suspension
bacteriana preparada previamente, homogenizando con micripipeta de 5 mL y un vortex.
Posteriormente, la D.O. inicial se midi6 a una longitud de onda (A) de 600 nm en el
espectrofotometro EPOCH (Biotek, USA). Tanto el medio de cultivo como la resuspension
bacteriana fueron agregados hasta obtener las densidades dpticas (D.O.) de 0.05 (CP-145y
CP-470) y 0.04 (CP-405). Para cuantificar la D.O., se resto el valor de la D.O. del blanco

(Caldo Mueller Hinton ) a la D.O. de la resuspencidon bacteriana.

(DO BLK MH) - (D.O. RB) =D.O. real RB
Donde: D.O.: Densidad Optica; BLK: Blanco; MH: Mueller Hinton; RB: Resuspension bacteriana.

Una vez registrada la D.O. 0.05 y 0.04 dependiendo de la cepa de estudio, se procedié a

evaluar el efecto bacteriostatico de los extractos.

6.10.2.6 Evaluacion del efecto bacteriostatico de los extractos contra Bacillus
subtilis y Escherichia coli

Para realizar esta prueba, se considerd incluir un control positivo (C+) el cual indico el

efecto del solvente sobre el crecimiento bacteriano, un control negativo (C-) que sirvié

para conocer la concentracion bacteriana real (expresada en D.O.) presente en el control

positivo, un control o prueba de esterilidad (PE) el cual mostro la presencia o ausencia de

contaminacién por agentes bioldgicos distintos de la cepa bacteriana de estudio, un blanco

positivo (BLK +) que indicé la concentracién bacteriana sin interferencia de algun factor
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bacteriostéatico o bactericida y un blanco negativo (BLK -) que indicd la concentracion
bacteriana real (expresada en D.O.) presente en el extracto evaluado. Los extractos
evaluados fueron las resuspensiones M1 y M2 obtenidas a partir de la cepa CP-145, las
resuspensiones Al, A2, A3y M2 de la cepa CP-405 y las resuspensiones Al, A2, A3, M1,
M2 y M3 de la cepa CP-470. Esta prueba se inicié al obtener en la resuspension bacteriana
el valor de D.O. de 0.05 para el caso de las cepas CP-145 y CP-470 y una D.O. de 0.04
para la cepa CP-405. Inmediatamente, se procedié a adicionar los reactivos en condiciones
de esterilidad dentro una campana de flujo laminar en el siguiente orden: primero se
agregaron 100 pL de Caldo Mueller Hinton en los pozos de Al a A8 hasta los pozos F1 a
F8 y de H1 a H6. Después se agregaron 130 pL de Caldo Mueller Hinton en los pozos de
GlaG12,de H7 a H12 y de A9 a A12 hasta los pozos F9 a F12. En seguida, se agregaron
30 pL de resuspension bacteriana de los pozos Al a A8 hasta los pozos F1 a F8 y de H1 a
H6. Inmediatamente, 100 pL del solvente [agua, tequila blanco o etanol:agua [80:20]
(v/Vv)] se agregaron en los pozos Al a A4 y de G7 a H7. Por ultimo, se agregaron 100 pL
del extracto en los pozos A5 a A12 (Cuadro 10). Por cada muestra, control y blanco se

realizaron 4 réplicas.

Cuadro 10. Volumenes utilizados de cada solucion para evaluar el efecto bacteriostatico de
los extractos contra Bacillus subtilis y Escherichia coli.

Caldo Resuspensién volumen

Soluciones control Mueller bacteriana Extracto Solvente final
Hinton ajustada (D.O)*

(HL) (HL) (HL) (HL) (HL)
Control positivo del disolvente (C+) 100 <1 D — 100 230
Control negativo del disolvente (C-) 130 100 230
Blanco negativo del extracto (BLK-) 130 10 I — 230
Extracto (E) 100 30 10 D —— 230
Prueba de Esterilidad (PE) Lo N —— 130
Blanco positivo (BLK+) 100 1 D —— 130

*D.0. ajustada a 0.05 (CP-145 y CP-470) y 0.04 (CP-405).

Una vez adicionados los reactivos, los pozos Al a A12 de la microplaca quedaron con un
volumen de 230 pL vy el resto de los pozos con un volumen de 130 pL. En seguida, se
realizaron las diluciones como se indica a continuacion: partiendo de los pozos Al a A8
(mezcla inicial o MI) se tomaron 100 L los cuales se mezclaron tres veces con la ayuda
de una micropipeta multicanal (aspirando y regresando el volumen de la mezcla de

reaccion) y fueron transferidos a los pozos B1-B8 (Dilucién 1 6 D1), se realizd el mismo
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procedimiento hasta los pozos F1-F8, los ultimos 100 pL de los dltimos pozos se
desecharon. De la misma forma se inicid la dilucion para los pozos A9-A12 hasta llegar a
los pozos F9-F12. La ultima serie de diluciones se realiz6 a partir de los pozos G7-H7
hasta los pozos G12-H12, donde los 100 pL de estos ultimos pozos se tomaron y se
desecharon. Una vez finalizadas las diluciones el volumen final en cada uno de los pozos
de toda la microplaca fue de 130 pL. Por cada serie de diluciones se realizd un cambi6 de
set de puntas. A cada extracto se le evaluo el efecto bacteriostatico contra las bacterias de
B. subtilis (CP-145 y CP-470) y E. coli (CP-405) y fue necesario utilizar una microplaca
de 96 pozos para cada una de estas pruebas, en total se realizaron 12 pruebas. La
distribucion de los reactivos en la microplaca de 96 pozos se muestra en la figura 10.

Volumen inicial 230 pL menos 100 pL M1
para iniciar las diluciones
Tomar 100 pL para iniciar la D1
siguiente dilucién :
Tomar 100 pL para iniciar la D2
siguiente dilucion
| D3
Tomar 100 pL para iniciar la ¢
siguiente dilucién D4
Tomar 100 pL para iniciar la
siguiente dilucion : D5

Se desecharon 100 pL

MI D1 D2 D3 D4 D5
VIV AV AV, VI

Q

Se desecharon
100 pL

Volumen inicial 230 pL menos 100 pL
para iniciar las diluciones
dilucién
dilucién
Tomar 100 pL para iniciar la siguiente
dilucién
Tomar 100 pL para iniciar la siguiente
dilucién

Tomar 100 pL para iniciar la siguiente
Tomar 100 pL para iniciar la siguient

Figura 10. Disposicion de la microplaca de 96 pozos para evaluar el efecto bacteriostatico de los extractos.
Al-A4: Control positivo del solvente, mezcla inicial (MI). A5-A8: Extracto (mezcla inicial). A9-A12:
Blanco negativo del extracto (mezcla inicial). B1-F1, B2-F2, B3-F3 y B4-F4: Diluciones 1 a 5 del control
positivo del solvente a partir de Al-A4. B5-F5, B6-F6, B7-F7 y B8-F8: Diluciones 1 a 5 del extracto a
partir de A5-A8. B9-F9, B10-F10, B11-F11 y B12-F12: Diluciones 1 a 5 del blanco negativo del extracto a
partir de A9-Al12. G1-G6: Prueba de esterilidad (Caldo Mueller Hinton). H1-H6: Control de crecimiento.
G7 y HT7: Control negativo del solvente (mezcla inicial). G7-G12 y H7-H12: Diluciones 1 a 5 del control
negativo del solvente a partir de G7 y H7.
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Hechas las diluciones, en condiciones de asepsia, la microplaca se colocd en una cdmara
himeda (recipiente plastico con tapa el cual se limpié con etanol). La camara himeda se
armo de la siguiente manera: a un recipiente plastico se le agregaron 30 mL de agua
destilada estéril, para mantener constante la humedad de los pozos de la microplaca.
Despues, se colocd una tapa de una caja Petri de vidrio sobre la que se sobrepuso la
envoltura plastica en la que venia empaquetada la microplaca, desples se colocd la
microplaca y se tapo el recipiente. La cAmara humeda se incub6 a 35°C. En condiciones de
asepsia y esterilidad se monitore6 el comportamiento bacteriano a las 24 horas y 48 horas
de incubacion para el caso de la cepa CP-145 y CP-470 y sélo a las 24 horas para el caso
de la cepa CP-405. El crecimiento bacteriano se determind midiendo la D.O. en un
espectrofotometro EPOCH (Biotek, USA) a 600 nm (Imtiaj y Lee, 2007).

6.10.2.7 Célculos para conocer la actividad antibacteriana de los extractos y de
los solventes: resultados expresados en unidades de densidad dptica
(D.O))

Las operaciones realizadas para obtener la concentracion real de los extractos de prueba y

de los solventes se muestran a continuacion:

Concentracion bacteriana real en el extracto = (D.O. E) — (D.O. BLK -)

Donde (D.O. E) es el valor de densidad éptica obtenido del extracto de prueba y (D.O. BLK -) es el valor de
densidad 6ptica obtenido del blanco negativo.

Concentracion bacteriana real presente en el solvente = (D.O. C+) — (D.O. C-)
Donde (D.O. C+) es el valor de densidad 6ptica obtenido en el control positivo y (C-) es el valor de densidad

Optica obtenido en el control negativo.

6.10.2.8 Evaluacion del efecto bactericida de los extractos contra Bacillus
subtilis y Escherichia coli

Se prepararon dos cajas Petri con medio de cultivo agar Mueller Hinton para observar por

separado el efecto del extracto y el efecto del solvente. En la primera, se inocularon tres de

las cuatro réplicas de las diluciones Ml, D1, D2, D3, D4 y D5 del extracto y también tres

de las seis réplicas de la prueba de esterilidad (PE) asi como tres muestras de las seis

réplicas del blanco positivo (BLK+). En la segunda caja Petri se sembraron tres de las

cuatro réplicas de las diluciones Ml, D1, D2, D3, D4 y D5 del control positivo del solvente
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(C+). Para evaluar el efecto bactericida, el tamafio de la muestra tomada de cada uno de los
pozos para las cepas CP-145 y CP-470 fue de 10 pL los cuales se tomaron y se depositaron
en forma de gota con la ayuda de una micropipeta. En el caso de la cepa CP-405 se inoculd
por estria el medio (Figura 11). En ambos casos, las cajas fueron incubadas durante 24
horas a 35°C.

MICROPLACA DE 96 POZOS

Evaluacion del efecto bacteriostatico de los extractos
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Evaluacian del efecto bactericida del solvente

CAJAS PETRI CON AGAR MULLER HINTON

Evaluacion del efecto bactericida por estria

Figura 11. Evaluacion del efecto bactericida. Los alfandmeros sombreados representan el pozo de la
microplaca del cual fue tomada la muestra. Los alfanimeros no sombreados muestran la dilucién a la que
pertenecen los alfanimeros sombreados.

6.10.2.9 Concentracion de las microdiluciones los extractos evaluados

Para determinar la concentracion de los extractos obtenidos, por maceracion y mediante
equipo Soxhlet, se definio el tamafio de muestra (basidicarpo peso seco) inicial en gramos
(10 g). En ambos casos fue el mismo tamafio de muestra inicial. Para la obtencion de los

extractos con equipo Soxhlet se cuantifico el volumen final de la extraccion y fue dividido
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en tres partes iguales las cuales fueron concentradas en un rotavapor (HAHNVAPOR,
modelo HS: 2000NS). Una vez concentrados los extractos se resuspendieron en diferentes
solventes. El volumen de resuspension varié de acuerdo a la cepa, para las cepas CP-145y
CP-470 fue de 10 mL y para la cepa CP-405 fue de 100 mL. De cada extracto se tomaron
100 pL iniciales para iniciar la serie de microdiluciones y evaluar el efecto bacteriostético
de los extractos en una microplaca de 96 pozos (Cuadro 11). Los célculos para determinar
la concentracion del extracto en cada pozo se muestran a continuacion. Los resultados se

expresaron en pg/mL.

Cuadro 11. Concentracion final de los extractos después de la resuspension.

Concentracion del extracto después Concentracion del extracto después de

Cepa Extracto . .
de la resuspension la resuspension
CP-145 M1 10 g/10 mL 10,000,000 pg/10,000 Pl
M2 10 g/10 mL 10,000,000 pg/10,000 pL
CP-405 M2 9.206 g/ 100 mL 9,206,350 pg/100,000 pL
Al 3.024 g/ 100 mL 3,024,691.6 ug/100,000 pL
A2 3.024 g/ 100 mL 3,024,691.6 ug/100,000 pL
A3 3.024 g/ 100 mL 3,024,691.6 ug/100,000 pL
CP-470 M1 10 g/10 mL 10,000,000 pg/10,000 pL
M2 10 g/10 mL 10,000,000 pg/10,000 L
M3 10 g/10 mL 10,000,000 pg/10,000 pL
Al 2.993 g/10 mL 2, 993,197.3 /10,000 pL
A2 2.993 g/10 mL 2, 993,197.3 /10,000 pL
A3 2.993 g/10 mL 2, 993,197.3 /10,000 pL

Para conocer la concentracion de cada una de las diluciones realizadas a partir del extracto,
se partié de la concentracion del extracto ya esterilizado a 10 mL (Cuadro 11). De cada

extracto se tomaron 100 pL para evaluar el efecto bacteriostatico (Cuadro 12).

Cuadro 12. Concentracion de la alicuota de 100 L para evaluar el efecto bacteriostatico.

Concentracion

Cepa Extracto
Extracto Alicuota de 100 pL*
CP-145 M1y M2 10,000,000 pg/10,000 pL 100,000 g
CP-405 M2 9,206,350 g/100,000 pL 9,206.35 g
Al, A2y A3 3,024,691.6 11g/100,000 pL 3,024.691 g
CP-470 M1, M2y M3 10,000,000 pg/10,000 pL 100,000 g
Al, A2y A3 2,993,197.3 ug/10,000 pL 29,931.973 pg

*La alicuota de 100 pL fue la primera que se deposit6 en los pozos designados para MI.

Una vez conocida la concentracion depositada en la Ml (Mezcla Inicial) se inicia la

secuencia de operaciones para conocer la concentracion de las siguientes diluciones D1,
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D2, D3, D4 y D5. A continuacion, se ejemplifica el procedimeinto utilizando la

concentracion conocida en 100 pL del extracto A1,A2 y A3 de la cepa CP-470:

pg/100 pL Mg/ mL
230 pL » 29,931.973 g 16,918.072yg —— 130 L
100puL < X <+— 1000 pL
13,013.901 pg/100 pL 130,139 pg/ mL M1

29,931.973 g que hay en 230 pL menos 13,013.901 pg /100 uL (lo que
se transfirié al pozo 2) = 16,918.072 pug (lo que quedd en el pozo 1)

7,355.684 g ——— 130 uL
X <+—— 1000 uL

230 puL » 13,013.901 ug
o0puL < X
5,658.2178 pug/100 L

13,013.901 pg que hay en 230 pL menos 5,658.2178 g /100 pL (lo que
se transfirié al pozo 3) =7,355.684 ug (lo que quedd en el pozo 2)

230 pL » 5,658.2178 ug
100uL < X

56,582.184 pg/ mL D1

3,198.1232 yjg——— 130 pL
X <4— 1000 uL

2,460.0946 pg/100 L

5,658.2178 g que hay en 230 puL menos 2,460.0946 g /100 uL (lo que
se transfirié al pozo 4) =3,198.1232 ug (lo que quedo en el pozo 3)

24,600.947 pg/ mL D2

1,390.4883 ug —— 130 pL
X <+—— 1000 L

230 L > 2,460.0946 Lg
oouL < X
1,069.6063 pig/100 pL

2,460.0946 pg que hay en 230 pL menos 1,069.6063 pg /100 pL (lo que
se transfirié al pozo 5) = 1,390.4883 g (lo que quedd en el pozo 4)

10,696.063 pg/ mL D3

604.5601 i —— 130 uL
X <+—— 1000 L

230 uL > 1,069.6063 pg
mnoouL < X
465.04621 pg/100 pL

1,069.6063 pg que hay en 230 pL menos 465.04621 pg /100 pL (lo que
se transfirié al pozo 6) =604.5601 pg (lo que quedo en el pozo 5)

4,650.4623 pg/ mL D4

230 pL > 465.04621 Pg 262.85221 pg —— 130 L
00puL < X X <+— 1000 uL
202.194 pg/100 pL 2,021.94 pg/ mL D5

465.04621 pg que hay en 230 pL menos 202.194 pg /100 pL (lo que se
desech() =262.85221 ug (lo que quedd en el pozo 6).

6.11 Procesamiento de los datos

Los resultados obtenidos fueron procesados en el programa Office Excel 2007 para la

obtencidn de desviaciones estandar y medias.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1  Caracterizacion morfologica de los basidiocarpos de Ganoderma

Las caracteristicas de los basidiocarpos de las cepas nativas de G. lucidum (CP-145), G.
subamboinense (CP-405) y G. lucidum (CP-470), cultivadas sobre substrato artificial
(formulacion COLPOS-17) se muestran en el cuadro 13. Dentro de las caracteristicas
morfoldgicas se pudo apreciar que el color del pileo difirid en las tres cepas, el color del
himenio fue constante siendo blanquecino en todos los casos, el diametro del pileo varié de
7.3cmab.2 cmy el largo del estipite oscilé de 3.4 cm a 1.8 cm. El estipite en la cepa CP-
145 en algunos casos se presentd largo y de forma circular y en otros casos corto y
aplanado, en la cepa CP-405 el estipite fue demasiado corto y con didmetro circular
definido y en el caso de la cepa CP-470 el estipite también fue muy corto y de forma

aplanada.

Cuadro 13. Morfologia de los basidiocarpos cosechados de las cepas CP-405, CP-470 y
CP-145 empleando la formulacion COLPOS-17.

Pileo Estipite
Tipo
Cepa de ; N Diametro Largo
crecimiento Forma P(l;«:slear:;a Color Textura Himenio Tamafio
(cm) (cm) (cm)
Marr6n Surcada con
degradandose a 20n3s
CP-405  Agregados  Reniforme No color crema concéntricas Blanquecino 7.3 x 49 13 x 1.0 1.8
haszaele'pmge” definidas
Amarillento
degradandose a
CP-470  Agregados  Cornamenta Si color crema Surcada Blanquecino 52 x 70 24 x 12 34
hasta el margen
del pileo
Surcada con
CP-145  Agregados o omamenta Si Anaranjado zonas Blanquecino 7.1 x 54 18 x 17 21

concéntricas
poco definidas

y reniforme

La forma del pileo vari6 en cada cepa, la cepa CP-145 presentd dos morfologias distintas,
la primera mostré pileos en forma de cornamenta (cuerno de ciervo) y la segunda fueron
pileos con forma reniforme (en forma de rifion). El pileo de la cepa CP-405 fue consistente
ya que siempre desarroll6 pileos reniformes y la cepa CP-470 desarroll6 pileos con forma
tipo cornamenta. Las cepas CP-145 y CP-470 presentaron caracteristicas muy similares a
la cepa ASI7024 de G. lucidum cultivada por el método de cultivo en botella sobre aserrin
y reportada por Seo y Kirk (2000), la cual present6 pileos tipo cornamenta. Este tipo de
pileos de acuerdo a (Hemmi y Tanaka, 1936; Shin y La Seo, 1988; Stamets, 1993) se

desarrollan cuando se cultiva bajo condiciones de obsucridad o luz ténue y existe poca
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ventilacion. Las caracteristicas morfologicas del pileo de la cepa CP-405 de G.
subamboinense presentaron morfologia reniforme y zonas concéntricas en sus superficie,
estas caracteristicas también fueron observadas por Seo y Kirk (2000) en la cepa de G.
subamboinense (ATCC52420). La cepa CP-405 difiere con la cepa reportada por
Loguercio-Leite et al., 2009 quienes describen una cepa de G. subamboinense aislada en
Brasil de color rojo obscuro brillante mientras que la cepa CP-405 presentd un color
marron opaco. También Loguercio-Leite et al., 2009 reportaron la presencia de surcos

concentricos los cuales se observaron en la cepa CP-405 (Figura 12).

{l‘.' ' g

A Ry 2P
b, e = e &

CC52420)

G. subamboinense (CP-405) G. subamboinense (AT

G. lucidum (CP-145) A. G. lucidum (ASI17024); B. G. lucidum
Figura 12. Cuadro comparativo de cepas nativas mexicanas de Ganoderma con las obtenidas en otros
paises.

En la figura 13 se muestra la morfologia de los basidiocarpos cosechados asi como el

color del himenio que presentaron.
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Figura 13. Morfologia de los basidiocarpos. Al, B1 y C1 cara anterior de las cepas CP-145, CP-405 y CP-
470, respectivamente. A2, B2 y C2 cara posterior mostrando el himenio.

Otra caracteristica importante que se pudo observar y que no se ha reportado en otros
trabajos de investigacion fue la presencia de una biopelicula formada sobre el micelio en
las unidades de produccion durante el proceso de fructificacion, la cual en las cepas CP-
145 y CP-470 fue color rojiza y se presentd de forma heterogénea abarcando areas grandes
recubriendo aproximadamente el 50% y 70%, respectivamente. La biopelicula formada en
las unidades de produccion de la cepa CP-405 fue de color anaranjada y también se
distribuy6 de forma heterogénea sobre toda la unidad de produccion dejando zonas
expuestas del micelio (Figura 13). Es de gran relevancia profundizar en el conocimiento
de estas biopeliculas, ya que la presencia de color, tipo de color y de su intensidad sugiere

la presencia de compuestos bioactivos con posibles aplicaciones biotecnoldgicas.

7.2 Evaluacién de la fase de produccion a nivel de médulo experimental

Es importante sefialar que los resultados de esta etapa de la investigacion fueron afectados
por la huelga laboral que afectd al Colegio de Postgradudados a principios del mes de
marzo hasta mediados del mes de abril de 2011, razén por la cual se presentan a

continuacién los datos mas relevantes.
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Las eficiencias bioldgicas que se obtuvieron en las tres cepas no fueron mayores a 9%. La
cepa que obtuvo la mayor eficiencia bioldgica (EB%) fue la cepa CP-405 y la que obtuvo
la menor EB% fue la cepa CP-145 (Cuadro 14). Estos resultados son similares a los
reportados por Tello-Salgado (2010) usando la misma formulacién (COLPOS 17) al
obtener eficiencias bioldgicas de entre 3.96% a 8.11% para cepas de Ganoderma.
Asimismo, en varias investigaciones en donde se usaron formulaciones distintas, se han
alcanzado eficiencias bioldgicas de entre 5.75% a 20.85%, como en los casos de Gonzalez-
Matute et al (2002) quienes reportaron eficiencias bioldgicas de 7.6% a 10.0%; Hossain et
al (2009) quienes obtuvieron eficiencias bioldgicas de 5.75% a 11.0%: Kakon et al (2009)
quienes reportaron eficiencias bioldgicas de 5.75% a 13.0% y Erkel (2009) quien logré
eficiencias bioldgicas de 8.33% como minima y de 20.85% como el valor mas grande,
cultivando sobre aserrin de alamo suplementado con salvado de maiz y aserrin de alamo
suplementado con salvado de trigo, respectivamente. Por otra parte, Montiel-Arcos et al
(2002) obtuvieron valores de eficiencias biologicas superiores a los obtenidos en este
trabajo de investigacion siendo estos de 40.3% a 52.6%.

Cuadro 14. Eficiencia biologica, tasa de produccion y periodos de tiempo
registrados en la fase de produccion de las cepas CP-145, CP-470 y CP-405.

TUC* Produccién g/ Produccién
Cepa (Dfas) 677.287gPss o/ KgPss ~ EB™0 TP
CP-145 87 54 79.139 5.747 0.066
CP-405 100 83 122.252 8.758 0.087
CP-470 75 80 118.709 8.363 0.111

TUC= Periodo transcurrido desde la inoculacion de las UP’s hasta la primera cosecha. Ps s=Peso seco
del substrato. EB= Eficiencia bioldgica (%). TP= Tasa de produccion.

El tiempo que requirieron las tres cepas para la obtencidén de la primera cosecha oscilo
entre los 75 dias a los 100 dias (2.5 meses a casi los 3 meses), siendo la cepa CP-470 en la
gue menor tiempo se tuvo que esperar para obtener la primera cosecha. Mientras que la
cepa CP-145 tardd 12 dias mas, en el caso de la cepa CP-405 fue en la que mayor tiempo
se requirid para obtener la primera cosecha. Kakon et al. (2009) reportd 37.25-49.25 dias
para la obtencion de la primera cosecha empleando formulaciones distintas a las
empleadas en este trabajo de investigacién. En cuanto a la tasa de produccion, se obtuvo
un valor de 0.066 para la cepa CP-145 siendo este el mas bajo, mientras que la tasa de

produccién mas alta se logrd con la cepa CP-405 en la que se obtuvo un valor de 0.111
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Estos valores estan por debajo de los obtenidos por Gonzélez-Matute et al (2002) quienes
reportaron valores superiores obteniendo 0.35-0.50 en las tasas de produccion.

Las condiciones de fructificacion que se presentaron en el modulo de produccién fueron
temperaturas maximas de 26°C y minimas de 15°C, con una humedad relativa promedio
de 85% (Figura 14).

18 e VX
e ViN

Temperatura (°C)
=
(5]

0 3 6 9121518212427303336394245485154576063
Periodo de fructificacion (dias)

Humedad relativa (%)

0 3 6 9121518212427303336394245485154576063
Periodo de fructificacion (dias)
Figurald. Condiciones ambientales registradas durante la fructificacion de las cepas CP-145, CP-405 y

CP-470 de Ganoderma. A. Temperaturas maximas (26°C) y minimas (15°C). B. Humedad relativa
(85%).

7.3  Extractos obtenidos del basidiocarpo de dos cepas nativas de Ganoderma

Se obtuvieron 12 extractos a partir del basidiocarpo (peso seco) de las cepas CP-145, CP-
405 y CP-470, de los cuales dos pertenecieron a la cepa CP-145 (M1 y M2), cuatro
correspondieron a la cepa CP-405 (A1, A2, A3 y M2) y seis a la cepa CP-470 (Al, A2,
A3, M1, M2 y M3). Como se mencioné en el apartado 6.10.5.6, primero se realizaron

ensayos preliminares con la cepa CP-405 para estandarizar los protocolos y
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posteriormente, se iniciaron los ensayos finales con la cepa CP-470 y finalmente, con la
cepa CP-145, en esta ultima cepa tomando en cuenta el tiempo Unicamente se consideré la
evaluacion de dos extractos debido a que se presentd una huelga laboral que afecté al

Colegio de Postgraduados.

7.4  Concentracion de polifenoles totales en los extractos

En el presente estudio la concentracion de polifenoles totales fue expresada en mg
equivalentes de acido galico (mg EAG) (Figura 15). Como se mencion6 en el apartado
6.7, los extractos fueron resuspendidos en diferentes solventes (agua destilada estéril,
tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v). El volumen de resuspension fue de 100 mL para
los extractos obtenidos de la cepa CP-405 y de 10 mL para los extractos obtenidos de las
cepas CP-145 y CP-470.
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Figura 15. Curva de calibracion con &cido galico para cuantificar la concentracion de polifenoles totales.

La concentracion de polifenoles totales presente en los extractos resuspendidos en 10 mL
fue mayor a los 70 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco y menor a los 292 mg EAG/g de
basidiocarpo peso seco, mientras que en los extractos resuspendidos en 100 mL fue mayor
a los 0.90 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco y menor a los 4 mg EAG/g de

basidiocarpo peso seco.

7.4.1 Ensayo preliminar: concentracién de polifenoles totales de extractos obtenidos
de la cepa CP-405
Con respecto a los extractos resuspendidos en 100 mL todos presentaron concentraciones

por debajo de los 4 mg EAG/g basidiocarpo peso seco. El extracto M2 presentd una
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concentracion de 0.95 + 0.06 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco. Para el caso de los
extractos Al, A2 y A3 obtenidos empleando equipo Soxhlet el contenido de polifenoles
totales fue de 3.59 + 0.38 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, 3.26 £ 0.42 mg EAG/g de
basidiocarpo peso seco y de 3.37 + 0.16 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco,
respectivamente (Figura 16). Resultados similares fueron obtenidos por Mau et al., 2005 a
y b quienes reportaron que los extractos acuosos obtenidos de Ganoderma tsugae con
respecto a los extractos metandlicos de la misma especie fueron superiores en
concentracion. De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se observé que los
extractos Al, A2 y A3, fueron los que mayor concentracion de polifenoles totales
presentaron en comparacion con el extracto M2. Esto puede deberse a la polaridad del
disiolvente (Chirinang e Intarapichet, 2009).

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 4
100 -

%0 1 359 3.26 3.37 0.95

mg EAG/ g basidiocarpo peso seco

Al A2 A3 M2

Extractos

Figura 16. Concentracion de polifenoles en extractos de Ganoderma subamboinense (CP-405).

7.4.2 Ensayo final: concentracion de polifenoles totales de extractos obtenidos de la
cepa CP-470
De los extractos M1y M2, obtenidos por maceracion del basidiocarpo de la cepa CP-470,
el extracto M1 presentd la mayor concentracion de polifenoles con 162.15 + 10.81 mg
EAG/g de basidiocarpo peso seco y el extracto M2 la menor concentracion con 73.32 £
2.74 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, mientras que el extracto M3 registr6 una
concentracion de 97.71 + 3.05 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco. De los extractos
obtenidos empleando equipo Sohxlet se obtuvo para el extracto Al una concentracion de
polifenoles totales de 229.98 + 11.73 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, para el
extracto A2 fue de 290.06 + 25.74 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco y para el extracto
A3 de 291.95 + 14.09 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco (Figura 17). De lo anterior, se

puede decir que de igual manera que en la cepa CP-145, el extracto M1 de la cepa CP-470
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fue en el que se encontrd la mayor concentracion de polifenoles totales. En el caso de los
extractos Al, A2 y A3 aument6 considerablemente la concentracion con respecto a los
extractos M1, M2 y M3, esto pudo deberse a: a) el método de extraccion, b) la temperatura
de tratamiento y c¢) solvente de extraccion inicial, es decir, los extractos obtenidos por
maceracion se resuspendieron en el mismo solvente en el que fueron extraidos
inicialmente los principios activos, mientras que en el caso de los extractos obtenidos por
soxhlet, provienen de una extraccion acusosa inicial y posteriormente, fueron
resuspendidos en agua, tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v). Aunque los extractos
A2 y A3 fueron resuspenciones de tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v)
respectivamente, provienen de una extraccion acuosa previa con equipo Soxhlet, por lo
que se puede atribuir a esté que se haya encontrado una mayor concentracién de
polifenoles totales en estos extractos. Con lo que respecta a los extractos M2 y M3
registraron las concentraciones mas bajas, por lo que puede suponerse que fue debido a la

polaridad del solvente empleado (Chirinang e Intarapichet, 2009).
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Figura 17. Concentracion de polifenoles en extractos de Ganoderma lucidum (CP-470).

7.4.3 Ensayo final: concentracion de polifenoles totales de extractos obtenidos de la
cepa CP-145

Las concentraciones encontradas en los extractos M1 y M2 obtenidos por maceracion de la

cepa CP-145 fueron de 116.98 + 11.59 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco y de 92.95 +

3.73 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, respectivamente (Figura 18). Los resultados

mostraron que el extracto M1 (macerado acuoso resuspendido en agua) fue el que presentd

una mayor concentracion de polifenoles totales con respecto al extracto M2, teniendo un

rango de diferencia de 24.03 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, lo cual indica que el
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solvente con mayor capacidad de extraccion fue el agua destilada estéril. Puttaraju et al.,
2006 obtuvieron resultados similares con 23 especies diferentes de hongos usando como
solventes agua y metanol, reportando que 21 extractos acuosos presentaron las mayores
concentraciones de polifenoles con respecto a los metandlicos. También Lee et al., 2007
observaron un comportamiento similar al comparar los extractos etan6licos y acuosos de
Hypsizigus marmoreus, resultando los extractos acuosos con una mayor concentracion de

polifenoles totales.
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Figura 18. Concentracion de polifenoles en extractos de Ganoderma lucidum (CP-145).

7.4.4 Comparacion de la concentracion de polifenoles totales entre las cepas CP-405
y CP-470
Las concentraciones mas altas de polifenoles totales en las cepas CP-405 y CP-470 se
encontraron en los extractos obtenidos por Soxhlet (Al, A2 y A3). Para la cepa CP-405
fueron de 3.59 £+ 0.38 mg EAG/g de basidicarpo peso seco, 3.26 = 0.42 mg EAG/g de
basidicarpo peso seco y de 3.37 £ 0.16 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, para los
extractos Al, A2 y A3, respectivamente. Y para la cepa CP-470 las concentraciones fueron
de 229.98 + 11.73 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, 290.06 + 25.74 mg EAG/g de
basidiocarpo peso seco y 291.95 + 14.09 mg EAG/g de basidiocarpo peso seco, para los
extractos Al, A2 y A3, respectivamente (Cuadro 15). De los extractos Al, A2 y A3 se
pudo observar un aumento considerable en la concentracion de polifenoles totales con
respecto a los extractos M1, M2 y M3, esto pudo deberse a: a) el método de extraccion, b)
la temperatura de tratamiento y c) solvente de extraccion de origen, es decir, los extractos
obtenidos por maceracion se resuspendieron en el mismo solvente en el que fueron

extraidos inicialmente los principios activos, mientras que en el caso de los extractos
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obtenidos por soxhlet, provienen de una extraccion acusosa inicial y posteriormente,
fueron resuspendidos en agua, tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v). Estos resultados
son similares a los obtenidos por De Bruijn et al., (2010) quienes obtuvieron la mayor
concentracion de polifenoles totales empleando agua como solvente extractante
comparandolo con etanol, acetona, acetato de etilo y hexano; Puttaraju et al., 2006; Lee et
al., 2007; Mau et al., 2005 a y b, quienes trabajaron con extractos acuosos y metandlicos,
obtuvieron mejores resultados con los primeros. Estos resultados pueden sugerir, que los
extractos acuosos en este caso son mejores para la extraccion de polifenoles totales con
respecto a los etandlicos debido a la polaridad del solvente (Chirinang y Intarapichet,
2009) y afinidad de los extractos por el solvente. También es importante considerar el
volumen de resuspension, ya que al diluir el extracto en un volumen mayor, la
concentracion del mismo baja y por lo tanto, se obtiene una menor concentracion de
polifenoles totales tal como se pudo observar al comparar los extractos Al, A2 y A3 de las
cepas CP-470 y CP-405.

Cuadro 15. Concentracion de polifenoles totales presentes en los extractos obtenidos a
partir del basidiocarpo de las cepas CP-405 y CP-470.

Resuspensién en 10 mL Resuspension en 100 mL
de solvente de solvente
Extracto | CP-470 | CP-405
mg EAG/g basidiocarpo peso seco

Al 229.98 + 11.73 3.59 +£0.38
A2 290.06 + 25.74 3.26 £ 0.42
A3 291.95 + 14.09 3.37£0.16
M1 162.15 +10.81 N/D

M2 73.32+2.74 0.95 £+ 0.06
M3 97.71 £ 3.05 N/D

N/D = no se determino.

7.4.5 Comparacion de la concentracion de polifenoles totales de los extractos
macerados entre las cepas CP-145y CP-470

De los extractos M1 y M2 obtenidos por maceracion de la cepa CP-145 (G. lucidum) y

M1, M2 y M3 de la cepa CP-470 (G. lucidum), el extracto M1 de la cepa CP-470 presentd

una mayor concentracion de polifenoles totales en comparacién con el mismo extracto en

la cepa CP-145, lo cual puede ser atribuido a la especie o a la afinidad que los compuestos

de la especie de la cepa CP-470 tienen por el agua. Para el caso del extracto M2, la cepa de

G. lucidum (CP-145) fue la que mayor concentracién presentd con respecto al mismo
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extracto de la cepa CP-470 de lo cual se puede sugerir el mismo comportamiento que se

explico para el extracto M1 de las mismas cepas (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de la concentracion de polifenoles totales de los extractos macerados entra las
cepas CP-145 y CP-470 de Ganoderma lucidum.

7.5  Cinética de crecimiento de B. subtilis (ATCC6633) y E. coli (ATCC25922)

En la figura 20 y figura 21 se muestran las curvas de crecimiento de las bacterias de
Bacillus subtilis y de Escherichia coli, respectivamente. En éstas se muestra la relacion
entra la densidad dptica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) con respecto

al tiempo de incubacion.
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#
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Figura 20. Cinética de crecimiento de la bacteria Bacillus subtilis ATCC6633 (CPB-9) utilizada para
evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de las cepas CP-145 y CP-470.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de la bacteria Escherichia coli ATCC25922 (CPB-8) utilizada para
evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de la cepa CP-405.

7.6 Evaluacion del efecto bacteriostatico de los extractos

Para realizar este ensayo se efectu6 una prueba preliminar utilizando los extractos
obtenidos a partir del basidiocarpo de la cepa CP-405 contra la cepa bacteriana CPB-8
(Escherichia coli ATCC25922), esto con la finalidad de estandarizar el protocolo para la
evaluacion del efecto bacteriostatico. Posteriormente, se realizaron las pruebas finales con
los extractos obtenidos a partir del basidiocarpo de las cepas CP-145 y CP-470 contra la
cepa bacteriana CPB-9 (Bacillus subtilis ATCC 6633). Para esta prueba se emplearon tres
solventes: agua destilada estéril, tequila blanco y etanol:agua [80:20] (v/v). El monitoreo
del efecto bacteriostatico de los extractos se realizo a las 24 horas y a las 48 horas en
incubacion, en el caso de la cepa CP-145 y CP-470; y a las 24 horas de incubacion en el

caso de la cepa CP-405.

7.6.1 Ensayo preliminar: efecto bacteriostatico de los extractos de CP-405 vs E. coli
La prueba para la cepa CP-405 se monitore6 Unicamente a las 24 horas. Se evalué el efecto

bacteriostatico de los extractos Al, A2, A3y M2 sobre la cepa CPB-8 de Escherichia coli.
7.6.1.1 Efecto bacteriostatico de extractos Al, A2 y A3 de la cepa CP-405 vs E. coli

Los valores de D.O. obtenidos al tiempo 0 (TO) en los extractos Al, A2, A3 y M2

presentaron en todas sus diluciones valores inferiores a 0.1 (Figura 22).

56



2.00 -
1.80
1.60 -
1.40
1.20 |
1.00
0.80 -
0.60 -
0.40 -
0.20 -
0.00 -
-0.20 -

0.01
0.00
0.01
Al M 0.02

Absorbancia a 600 nm
Al

ALl -Q.
Al
AL

BLK + ® 0.08

0|
0|
0

=

=

=)

=)

=)

=)

=

=

=

=)

=)

=)

Con
Con
Con
Con
Con
Con

Extractos

Figura 22. Variacién de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-8
(Escherichia coli) al contacto con los extractos Al (Extracto acuoso resuspendido en agua) A2 (Extracto
acuoso resuspendido en tequila), A3 (Extracto acuoso resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v) y M2
(Macerado en tequila blanco resuspendido en tequila blanco) obtenidos de la cepa CP-405 de G.
subamboinense al tiempo 0 (TO).

A las 24 horas, en todos los extractos Al, A2 y A3 presentaron los valores mas bajos en
las diluciones MI (0.84 + 0.04), Ml (1.23 = 0.02) y en la dilucion MI (0.00 + 0.01),
respectivamente. El valor de D.O. del blanco positivo (BLK+) a las 24 horas para el
extracto Al fue de 1.49 + 0.01 (valor de D.O. superior a los obtenidos usando el extracto
en todas las diluciones), de 1.38 + 0.01 (valor de D.O. superior a los obtenidos usando el
extracto en todas las diluciones) y de 1.36 + 0.02 para el extracto A3 (valor de D.O.
superior a los obtenidos usando el extracto en todas las diluciones). Finalmente, se observé
en las microplacas correspondientes a los extractos Al y A2, que en todas las diluciones
hubo un elevado grado de turbidez mientras que en la microplaca correspondiente al

extracto A3 no se presentd el mismo efecto en la dilucion Ml (Figura 23).
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Figura 23. Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-8
(Escherichia coli) al contacto con los extractos Al (Extracto acuoso resuspendido en agua) A2 (Extracto
acuoso resuspendido en tequila), A3 (Extracto acuoso resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v) y M2
(Macerado en tequila blanco resuspendido en tequila blanco) obtenidos de la cepa CP-405 de G.
subamboinense a las 24 horas de incubacion.
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Por lo anterior, se pudo confirmar que el extracto A3 en la diluciébn MI tuvo efecto
bacteriostatico sobre la cepa bacteriana CPB-8 de Escherichia coli. El extracto M2
presentd el valor mas bajo en la dilucion D2 (1.30 = 0.02) y el valor de D.O. del blanco
positivo (BLK+) fue de 1.53 = 0.01 (valor de D.O. superior a los obtenidos usando el
extracto en todas las diluciones). Finalmente, en la microplaca correspondiente al extracto
M2, se observd que en todas las diluciones que en todas las diluciones hubo un elevado
grado de turbidez. Los agentes antibacterianos presentes en los extractos son
presumiblemente terpenoides, especificamente triterpenos tales como el Ergostano y el
Lanostano, de los cuales se ha reportado el aislamiento de mas de 130 en especies de
hongos Ganodermatales y a los cuales se les confiere accion inhibitoria sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Gao et al., 2005). La inhibicién incluso pudo deberse a
constituyentes tales como la ganomicina, de la cual también se ha demostrado en estudios
in vitro, que poseé actividad antibacterial de amplio espectro contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Sanodiya et al., 2009). Se puede sugerir que el etanol:agua
[80:20] (v/v) influyé en la actividad bacteriostatica ya que en el control del extracto A3 se
observéd el mismo efecto inhibitorio. Por lo tanto se puede atribuir al etanol un efecto

potencializador de la actividad bacteriostatica del extracto.

7.6.2 Ensayo final: efecto bacteriostatico de los extractos de la cepa CP-470 vs B.
subtilis
Se probaron los extractos M1, M2. M3, Al, A2 y A3 para evaluar el efecto bacteriostatico

contra la cepa bacteriana CPB-9 de Bacillus subtilis.

7.6.2.1 Efecto bacteriostatico de los extractos Al, A2 y A3 de la cepa CP-470 vs B.
subtilis

Todos los valores de densidad dptica (D.O.) obtenidos al tiempo 0 (T0) fueron inferiores a

0.1 (Figura 24).
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Figura 24. Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9
(Bacillus subtilis) al contacto con los extractos Al (Extracto acuoso resuspendido en agua) A2 (Extracto
acuoso resuspendido en tequila) y A3 (Extracto acuoso resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v)
obtenidos de la cepa CP-470 de G. lucidum al tiempo 0 (TO).

La prueba a las 24 horas mostré que los extractos Al y A2 presentaron valores de D.O.
superiores a 1.00 en todas las diluciones, siendo los valores mas bajos de 1.42 + 0.01 en la
dilucion D2 (extracto Al) y de 1.34 + 0.01 en la misma dilucion (extracto A2). EI mismo
comportamiento se observo en el extracto A3 en donde los valores de D.O. de las
diluciones fueron superiores a 1.00 a excepcion de la dilucion M, la cual presentd una
D.O. de 0.04 £ 0.01. Los valores de D.O. del blanco positivo (BLK+) fueron para los
extractos Al de 1.62 + 0.00 (valor de D.O. superior al obtenido en todas las diluciones
usando el extracto), de 1.53 + 0.02 para el extracto A2 (valor de D.O. superior a los
obtenidos en todas las diluciones usando el extracto) y de 1.48 + 0.01 para el extracto A3
(valor de D.O. igual al obtenido usando el extracto en la dilucion D3 e inferior a los
obtenidos en las diluciones restantes). A las 48 horas, en los tres extractos se
incrementaron los valores de D.O. en todas las diluciones. Sin embargo, el extracto A3 en
la dilucion MI continué con un valor muy bajo con respecto al resto de las diluciones de
los extractos Al y A2 y de las diluciones D1 a D5 del extracto A3, registrandose 0.07 +
0.01. Los valores de D.O. del blanco positivo (BLK+) fueron para los extractos Al de 1.68
+ 0.01 (valor de D.O. superior a los obtenidos en todas las diluciones usando el extracto),
de 1.66 + 0.01 para el extracto A2 (valor de D.O. superior a los obtenidos en todas las
diluciones usando el extracto) y de 1.65 + 0.01 para el extracto A3 (valor de D.O. igual al

obtenido en la dilucion D3 y superior al resto de las diluciones) (Figura 25).
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Figura 25. Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9
(Bacillus subtilis) al contacto con los extractos Al (Extracto acuoso resuspendido en agua), A2 (Extracto
acuoso resuspendido en tequila) y A3 (Extracto acuoso resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v)
obtenidos de la cepa CP-470 de G. lucidum a las 24 horas y 48 horas de incubacién.

Finalmente, se pudo observar en los pozos de la microplaca correspondientes a los
extractos Al y A2, que en todas las diluciones de ambos extractos se presenté un elevado
grado de turbidez mientras que en el extracto A3 no se observé turbidez en la dilucion Ml
(Figura 26). Por lo que se puede decir que el extracto A3 en la dilucion Ml tuvo actividad
bacteriostatica sobre la cepa bacteriana CPB-9 de Bacillus subtilis. La ausencia de
actividad bacteriostatica en los extractos Al y A2 pudo deberse a la poca afinidad en
términos de polaridad entre los compuestos antibacterianos y el solvente o a la
hidrofobicidad de los compuestos como sugiere Quereshi et al (2010) al reportar que la
mayoria de los compuestos activos antimicrobianos generalmente son insolubles en agua,
por lo tanto es de esperarse que con solventes organicos de baja polaridad se puedan
obtener extractos con mayor actividad antimicrobiana. EI efecto bacteriostatico en el
extracto A3 pudo deberse a que el etanol y la concentracién a la que se administrd
potencializo el efecto bacteriostatico, ya que el etanol es usado como agente desinfectante

en laboratorios y hospitales debido a su capacidad para degradar la capa lipidica que
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compone de la pared celular de la bacteria permitiendo que la bacteria pierda su
permeabilidad habilitando el acceso de los compuestos antibacterianos y permitiendoles
realizar su accién sobre los diferentes componentes celulares. El efecto inhibitorio también
pudo deberse a constituyentes tales como la ganomicina, la cual ha demostrado poseer
actividad antibacterial contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Sanodiya et al.,
2009) o a esteroles tales como el 5a-ergosta-7, 22-dien-3p-ol, 5,8-epidioxi-5a, 8a-ergosta-
6, 22-dien-3p-ol aislados del basidiocarpo de Ganoderma, los cuales inhiben el

crecimiento de una gran cantidad de bacterias (Kuznetsov et al., 2005).

Figura 26. Evaluacién del efecto bacteriostatico del extracto A3 (Extracto acuoso resuspendido en
etanol:agua [80:20] (v/v) de la cepa CP-470 a las 48 horas de incubacién. Los pozos enmarcados muestran
nulo grado de turbidez.

El control del extracto A3, que fue etanol:agua [80:20] (v/v), pudo influir en la actividad
bacteriostatica. Esto se pudo determinar cualitativamente al observar la ausencia de
turbidez en la dilucion MI del control positivo (C+) del extracto A3 en la microplaca. Por
lo cual se puede sugerir que el etanol potencializé el efecto bacteriostatico del extracto.
Quereshi et al. (2010), indicaron la misma tendencia al observar que la mejor actividad

antimicrobiana se obtuvo utilizando como solvente al etanol.

7.6.2.2 Efecto bacteriostatico de los extractos M1, M2 y M3 de la cepa CP-470 vs B.
subtilis

Todos los valores de densidad 6ptica (D.O.) obtenidos al tiempo 0 (TO0), es decir, antes de

la incubacion fueron inferiores a 0.1 a excepcion del extracto M3 en la dilucion Ml en

donde se observé un valor de densidad 6ptica de 0.30 (Figura 27).
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Figura 27. Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9
(Bacillus subtilis) al contacto con los extractos M1 (Macerado acuoso resuspendido en agua), M2
(Macerado en tequila blanco resuspendido en tequila blanco) y M3 (Macerado etanélico [80:20] (v/v)
resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v) obtenidos de la cepa CP-470 de G. lucidum al tiempo 0 (TO0).

Los valores de D.O. méas bajos obtenidos a las 24 horas para los extractos M1, M2 y M3
fueron de 0.62 + 0.05 en la dilucion D5, de 1.04 £0.02 en la dilucion D4 y de -0.03£0.10
en la dilucion MI, respectivamente. Los valores de D.O. del blanco positivo (BLK +)
fueron para los extractos M1 de 0.66 = 0.07 (valor de D.O. inferior a los obtenidos usando
el extracto, a excepcion de la dilucion D5), de 1.26 £+ 0.03 para el extracto M2 (valor de
D.O. superior a los obtenidos empleando el extracto, a excepcion de las diluciones D1 y
D2) y de 1.27 £ 0.03 para el extracto M3 (valor de D.O. superior a los obtenidos usando el
extracto en todas las diluciones). A las 48 horas, se observo que los valores de D.O.
aumentaron en los tres extractos a 0.76 + 0.10 en la dilucion D5 para el extracto M1, a
1.42 + 0.02 en la dilucién D4 para el extracto M2y a 0.17 + 0.03 para el extracto M3 en la
dilucion MI. Los valores de densidad dptica del blanco positivo (BLK +) a las 48 horas
fueron para los extractos M1 de 0.92 + 0.02 (valor de densidad Optica superior a los
obtenidos empleando el extracto), de 1.56 + 0.02 para el extracto M2 (valor de densidad
Optica igual al obtenido en la dilucion D2, superior a los obtenidos en las diluciones D3,
D4 y D5 e inferior a los valores de D.O obtenidos a las diluciones Ml y D1 empleando el
extracto) y de 1.57 = 0.01 para el extracto M3 (valor de densidad Optica superior a los

obtenidos empleando el extracto en todas las diluciones) (Figura 28).
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Figura 28. Variacién de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9
(Bacillus subtilis) al contacto con los extractos M1 (Macerado acuoso resuspendido en agua), M2
(Macerado en tequila blanco resuspendido en tequila blanco) y M3 (Macerado etanélico [80:20] (v/v)
resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v) obtenidos de la cepa CP-470 de G. lucidum a las 24 horas y 48
horas de incubacion.

Finalmente, se observd gue en los pozos de la microplaca correspondientes a los extractos
M1y M2 en las diluciones D5 y D4 respectivamente, un elevado grado de turbidez a pesar
de que registraron valores de D.O. relativamente bajos, mientras que en el extracto M3 no
se observo turbidez en la dilucién Ml (Figura 29), lo que demostr6 que el extracto M3 en
la dilucién MI tuvo actividad bacteriostatica sobre la cepa bacteriana CPB-9 de Bacillus
subtilis. Del mismo modo Russell y Paterson (2006) reportaron que extractos metandlicos
de micelio inhibieron el crecimiento de Bacillus subtilis, confirmando que los extractos
alcoholicos presentan mayor actividad bacteriostatica. La ausencia de actividad
bacteriostatica del extracto M1 puede deberse a la poca afinidad de polaridad entre los
compuestos antibacterianos y el solvente como sugiere Quereshi et al (2010) al reportar
que la mayoria de los compuestos activos antimicrobianos generalmente son insolubles en

agua, por lo tanto es de esperarse que se puedan obtener extractos con mayor actividad
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antimicrobiana a partir de solventes organicos de menor polaridad. La capacidad
inhibitoria en el caso del extracto M3 pudo deberse a que el etanol y la concentracion a la
que se administré potencializd el efecto bacteriostatico, ya que el etanol es usado como
agente desinfectante en laboratorios y hospitales debido a su capacidad para degradar la
capa lipidica que compone de la pared celular de la bacteria permitiendo que la bacteria
pierda su permeabilidad habilitando el acceso de los compuestos antibacterianos y
permitiéndoles realizar su accién sobre los diferentes componentes celulares. El efecto
inhibitorio igualmente pudo deberse a constituyentes tales como la ganomicina, de la cual
también se ha demostrado en estudios in vitro, que poseé actividad antibacterial de amplio
espectro contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Sanodiya et al., 2009).

Figura 29. Evaluacion del efecto bacteriostatico del extracto M3 (Macerado etanélico [80:20] (v/v)
resuspendido en etanol:agua [80:20] (v/v) de la cepa CP-470 a las 48 h de incubacién. Los pozos
enmarcados muestran nulo grado de turbidez.

De acuerdo al comportamiento del control positivo (C +) del extracto M3, se puede sugerir
que el etanol:agua [80:20] (v/v) influyé en la actividad bacteriostatica. Esto se pudo
determinar cualitativemente al observar la ausencia de turbidez en la diluciéon MI del
control positivo (C+). Por lo cual se puede aludir que el etanol potencializo el efecto

bacteriostatico del extracto.

7.6.3 Ensayo final: efecto bacteriostatico de los extractos de CP-145 vs B. subtilis
La prueba para la cepa CP-145 se realiz6 con los extractos M1 y M2. Los valores de
densidad dptica (D.O.) obtenidos al tiempo 0 (TO0), es decir, antes de la incubacion fueron

inferiores a 0.1 (Figura 30).
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Figura 30 Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9 (Bacillus
subtilis) al contacto con los extractos M1 (Macerado acuoso resuspendido en agua) y M2 (Macerado en
tequila blanco resuspendido en tequila blanco) obtenidos de la cepa CP-145 de G. lucidum al tiempo 0 (TO).

A las 24 horas los resultados de D.O. mostraron que el extracto M2 presento los valores
mas bajos en las diluciones MI (mezcla inicial) con 0.12 £ 0.06 y D2 con un valor de 0.17
+ 0.11. En el extracto M1, los valores de D.O. mas bajos fueron de 0.47 + 0.12
correspondiente a la dilucion D5 y de 0.51 = 0.11 en la dilucion D3. En ambos casos, los
valores de D.O. fueron superiores a los obtenidos en el blanco positivo (BLK +) en donde
se obtuvieron valores de 0.45 + 0.09 para el extracto M2 y de 0.65 * 0.16 para el extracto
M1. En el segundo monitoreo realizado a las 48 horas, el extracto M2 en las diluciones Ml
y D2 elevé sus valores de D.O. a 0.48 + 0.08 y 0.50 + 0.09, respectivamente. Sin embargo,
se pudo observar una considerable disminucién en el valor de la D.O. en la dilucion D1 de

este mismo extracto siendo de 0.11 £ 0.07 (Figura 31).
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Figura 31. Variacion de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9 (Bacillus
subtilis) al contacto con los extractos M1 (Macerado acuoso resuspendido en agua) y M2 (Macerado en

tequila blanco resuspendido en tequila blanco) obtenidos de la cepa CP-145 de G. lucidum a las 24 horas de
incubacion.
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En el caso del extracto M1, a las 48 horas también hubo un incremento en el valor de D.O.
en ambas diluciones siendo de 0.71 + 0.11 para la dilucién D5 y de 0.63 + 0.07 para la
dilucién D3. Los valores de D.O. obtenidos a partir del extracto M1 en las diferentes
diluciones fueron inferiores al valor obtenido en su blanco positivo (BLK +), mientras que
el valor de la D.O del blanco positivo (BLK +) del extracto M2 fue de 0.62 + 0.11 cuyo
valor fue inferior con respecto a los valores de D.O obtenidos a partir del extracto M2 en
sus diferentes diluciones (Figura 32).
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Figura 32. Variacién de la densidad poblacional (expresada en D.O) de la cepa bacteriana CPB-9 (Bacillus
subtilis) al contacto con los extractos M1 (Macerado acuoso resuspendido en agua) y M2 (Macerado en
tequila blanco resuspendido en tequila blanco) obtenidos de la cepa CP-145 de G. lucidum a las 48 horas de
incubacion.

Finalmente, se pudo observar en los pozos correspondientes al extracto M2 que las
diluciones MI y D1 no presentaron turbidez (Figura 33) mientras que la dilucion D3 del
extracto M1 a pesar de registrar el valor mas bajo de densidad Optica, si generd un alto
grado de turbidez, por lo que se puede sugerir que el extracto M2 en las diluciones Ml y
D1 tuvo actividad bacteriostatica sobre la cepa bacteriana CPB-9 de Bacillus subtilis. Los
controles de los extractos M1 y M2 que fueron agua destilada estéril y tequila blanco,
respectivamente, no influyeron en la actividad bacteriostatica. Esto se pudo determinar
cualitativemente al observar el alto grado de turbidez generado en todas las diluciones
correspondientes al control positivo (C+) en la microplaca. Lo que demostr6 que el tequila
junto con el extracto potencializo el efecto bacteriostatico. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Russell y Paterson (2006) quienes observaron en siete hongos Indonesios

de la especie Ganoderma, actividad inhibitoria sobre crecimiento de Bacillus subtilis.
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Figura 33. Evaluacién del efecto bacteriostatico del extracto M2 (Macerado en tequila blanco resuspendido
en tequila blanco) de la cepa CP-145 a las 48 h de incubacion. Los pozos enmarcados muestran nulo grado
de turbidez.

La baja actividad bacteriostatica del extracto M1 pudo deberse a la poca afinidad de
polaridad entre los compuestos antibacterianos y el solvente como sugiere Quereshi et al
(2010) al reportar que la mayoria de los compuestos activos antimicrobianos generalmente
son insolubles en agua, por lo tanto es de esperarse que se puedan obtener extractos con
mayor actividad antimicrobiana a partir de solventes organicos de menor polaridad .
También es posible que el grado de alcohol presente en el tequila haya potencializado el
efecto bacteriostatico, ya que el alcohol por si mismo es un agente que degrada la capa
lipidica que compone la pared celular de la bacteria, permitiendo que la bacteria pierda su
permeabilidad habilitando el acceso de los compuestos antibacterianos y permitiéndoles
realizar su accion sobre los diferentes componentes celulares. Los agentes antibacterianos
presentes en los extractos son presumiblemente terpenoides, especificamente triterpenos
tales como el Ergostano y el Lanostano, de los cuales se ha reportado el aislamiento de
maés de 130 en especies de hongos Ganodermatales y a los cuales se les confiere la efectiva
accion inhibitoria sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas (Gao et al., 2005), se
especula que su mecanismo de accion involucra la ruptura de la membrana por los
compuestos lipofilicos (Cowan, 1999). En otros hongos basidiomicetos se han reportado a
los sesquiterpenos y diterpenoides con actividad antimicrobiana y antibacteriana (Brizuela
et al., 1998).

7.6.4 Evaluacion del efecto bacteriostatico de las cepas CP-145, CP-470 y CP-405
Los resultados de la D.O. para el extracto M2 de la cepa CP-145 mostraron que las
diluciones MI y D1 inhibieron el crecimiento de B. subtilis (ATCC 6633). EI mismo

comportamiento se observo en el extracto M3 y A3 de la cepa CP-470 contra B. subtilis en
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las diluciones de MI. Estos resultados son similares a los obtenidos por Barros et al.,
(2007) quienes observaron actividad bacteriostatica contra B. subtilis en extractos
metanolicos a partir de hongos nativos. Por ultimo, el extracto A3 de la cepa 405 presentd
actividad bacteriostatica contra E. coli (ATCC 25922) en la dilucion MI (Cuadro 16),
estos resultados fueron similares a los reportados por Ayodele e ldoko (2011) quienes
reportaron la inhibicion de E. coli con extractos de cuatro hongos comestibles.

Cuadro 16. Evaluacion del efecto bacteriostatico de los extractos obtenidos de las cepas
CP-145, CP-405 y CP-470.

. Concentracion final . L.
Procedencia de Bacillus.  Escherichia.

Cepa Extracto  Dilucion de los extractos en

extracto subtilis Coli
pg/ mL*

CP-405 Macerado M2 Ml 40,027.609 ND NPAB
D1 17,403.308 ND NPAB
D2 7,566.6553 ND NPAB
D3 3,289.8501 ND NPAB
D4 1,430.3696 ND NPAB
D5 621.899984 ND NPAB

CP-405 Soxhlet Al Ml 13,150.833 ND NPAB
D1 5,717.7538 ND NPAB
D2 2,485.9797 ND NPAB
D3 1,080.8607 ND NPAB
D4 469.93946 ND NPAB
D5 204.32149 ND NPAB

CP-405 Soxhlet A2 Ml 13,150.833 ND NPAB
D1 5,717.7538 ND NPAB
D2 2,485.9797 ND NPAB
D3 1,080.8607 ND NPAB
D4 469.93946 ND NPAB
D5 204.32149 ND NPAB

CP-405 Soxhlet A3 Mi 13,150.833 ND PAB
D1 5,717.7538 ND NPAB
D2 2,485.9797 ND NPAB
D3 1,080.8607 ND NPAB
D4 469.93946 ND NPAB
D5 204.32149 ND NPAB

CP-470 Macerado M1 Ml 434,782.61 NPAB ND
D1 189,035.92 NPAB ND
D2 82,189.53 NPAB ND
D3 36,035.58 NPAB ND
D4 15,366.64 NPAB ND
D5 6,681.1484 NPAB ND

CP-470 Macerado M2 Ml 434,782.61 NPAB ND
D1 189,035.92 NPAB ND
D2 82,189.53 NPAB ND
D3 36,035.58 NPAB ND
D4 15,366.64 NPAB ND
D5 6,681.1484 NPAB ND

ND= no se determind; PAB= present0 actividad bacteriostatica; NPAB= no present actividad bacteriostatica.
*Datos calculados como se indica en el apartado 6.10.2.9.
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Continuacion cuadro 16.

Concentracion

Cepa Procedencia de Extracto  Dilucion final de los Bacillus. Escherichia.
extracto extractos en pg/ subtilis coli
mL
CP-470 Macerado M3 Ml 434,782.61 PAB ND
D1 189,035.92 NPAB ND
D2 82,189.53 NPAB ND
D3 36,035.58 NPAB ND
D4 15,366.64 NPAB ND
D5 6,681.1484 NPAB ND
CP-470 Soxhlet Al Ml 130,139.01 NPAB ND
D1 56,582.184 NPAB ND
D2 24,600.947 NPAB ND
D3 10,696.063 NPAB ND
D4 4,650.4623 NPAB ND
D5 2,021.94 NPAB ND
CP-470 Soxhlet A2 Ml 130,139.01 NPAB ND
D1 56,582.184 NPAB ND
D2 24,600.947 NPAB ND
D3 10,696.063 NPAB ND
D4 4,650.4623 NPAB ND
D5 2,021.94 NPAB ND
CP-470 Soxhlet A3 Ml 130,139.01 PAB ND
D1 56,582.184 NPAB ND
D2 24,600.947 NPAB ND
D3 10,696.063 NPAB ND
D4 4,650.4623 NPAB ND
D5 2,021.94 NPAB ND
CP-145 Macerado M1 M 434,782.61 NPAB N/D
D1 189,035.92 NPAB N/D
D2 82,189.53 NPAB N/D
D3 36,035.58 NPAB N/D
D4 15,366.64 NPAB N/D
D5 6,681.1484 NPAB N/D
CP-145 Macerado M2 Ml 434,782.61 PAB ND
D1 189,035.92 PAB ND
D2 82,189.53 NPAB ND
D3 36,035.58 NPAB ND
D4 15,366.64 NPAB ND
D5 6,681.1484 NPAB ND

7.7 Evaluacion del efecto bactericida

Se procedié a iniciar la evaluacion del efecto bactericida tomando muestras de los
extractos y de sus respectivos controles con la finalidad de conocer su efecto de forma
independiente. Estas muestras fueron tomadas de las diluciones de las microplacas en
donde se realizaron las pruebas para evaluar el efecto bacteriostatico. Las muestras se
inocularon en cajas Petri con Agar Muller Hinton (Bioxon). En esta prueba la presencia de
crecimiento bacteriano indic6 un efecto bacteriostatico y la ausencia de crecimiento un
efecto bactericida (Reyes-Estebanez et al., 2008). En la figura 34 se muestran los

resultados obtenidos para las cepas CP-145 y CP-470.
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Cepa Extracto Solvente (C+)

CP-145
VS
CPB-9

CP-470
VS
CPB-9

CP-470
VS
CPB-9

Etanol:agua [80:20] (v/v)
Figura 34. Evaluacion del efecto bactericida para los extractos M2 (CP-145), A3 y M3 (CP-470) a las 24
horas de incubacién. Ambas columnas tanto la del extracto como la del solvente (C+) muestran el efecto
bactericida que se presentd contra la cepa CPB-9 de B. subtilis.

Los resultados de los ensayos preliminares realizados con los extractos de la cepa CP-405
solo el extracto A3 mostré efecto bactericida en la en la dilucién M1 contra la cepa CPB-8
de Escherichia coli mientras que en la caja control de este extracto no se observo el mismo
efecto. Estos resultados sugieren que el etanol extrajo los compuestos bioactivos que
lograron destruir a las bacterias, ya que de haber actuado el etanol de forma independiente
como agente bactericida, en la caja Petri control se hubiera presentado el mismo efecto.
Estos resultados difieren con lo reportado por Zuluaga et al., (2007) quienes obtuvieron
resultados negativos para actividad bactericida utilizando extractos etandlicos de

Ganoderma contra E. coli.
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El extracto A3 perteneciente a la cepa CP-470 presento actividad bactericida contra la cepa
CPB-9 de Bacillus subtilis en la dilucion MI. Sin embargo, el mismo comportamiento se
pudo observar en la caja control del extracto. Estos resultados sugieren que el etanol
posiblemente fue el que logré tal efecto sobre la bacteria, al alterar su permeabilidad
debido a la afectacion de la capa fosfolipidica de la membrana citoplasmatica de la

bacteria al entrar en contacto con el etanol.

Con lo que respecta al extracto M3 obtenido a partir de la cepa CP-470 se pudo observar
actividad bactericida contra la cepa CPB-9 de Bacillus subtilis con la dilucion MI. El
mismo patrén se presentd en la caja control del extracto y aunque se pudo observar restos

de células bacterianas, el crecimiento fue nulo.

Como se pudo observar en la figura 34, la caja Petri con Agar Muller Hinton perteneciente
al extracto M2 de la cepa CP-145, mostro efecto bactericida contra la cepa CPB-9 de
Bacillus subtilis en la diluciones MI y D1 mientras que al realizar la comparacion con la
caja control con las mismas diluciones unicamente se observo un efecto bacteriostatico.
Estos resultados sugieren que el tequila extrajo compuestos bioactivos que lograron
detener de manera irreversible el crecimiento de la bacteria, ya que de haber actuado el
tequila por si solo como agente bactericida, en la caja Petri control se hubiera presentado el

mismo efecto.
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VIII. CONCLUSIONES

De las cepas de Ganoderma estudiadas la més productiva fue la cepa CP-405 con una
eficiencia bioldgica (EB%) de 8.758, seguida de la cepa CP-470 con una EB% de 8.363 y
finalmente la cepa CP-145 con una EB% de 5.747.

La concentracion més alta de polifenoles totales para la cepa CP-145 se encontr6 en el

extracto M1 con 116.98 + 11.59 mg EAG/g basidiocarpo peso seco.

En las cepas CP-405 y CP-470, la concentracion més elevada de polifenoles totales se
hall6 en los extractos Al para la cepa CP-405 con 3.59 +0.38 mg EAG/g basidiocarpo
peso seco y, en los extractos A2 y A3de la cepa CP-470 las concentraciones mas elevadas
fueron de 290.06 +25.74 mg EAG/g basidiocarpo peso seco y 291.95 + 14.09 mg EAG/g

basidiocarpo peso seco, respectivamente.

De las tres cepas evaluadas la cepa CP-470 fue la que mayor concentracion de polifenoles
totales presento cuantificandose en 291.95 + 14.09 mg EAG/g basidiocarpo peso seco para

el extracto A3.

El mejor solvente extractante para obtener la mayor concentracion de polifenoles totales

fue el agua. Y el mejor método de extraccion fue usando el equipo Soxhlet.

La actividad bacteriostatica para la cepa CP-145 se encontré en el extracto M2 en las
diluciones MI presentando una densidad optica de 0.48 £ 0.08 y D1 presentando una
densidad 6ptica de 0.11+ 0.07.

En la cepa CP-470 se determind que los extractos con mayor actividad bacteriostatica
fueron A3 en la dilucion Ml en la que se obtuvo una densidad 6ptica de 0.07 = 0.01 y M3

en la dilucién con una densidad 6ptica de 0.17 £ 0.03.

En la cepa CP-405, el extracto A3 en la dilucién MI fue en donde se observo actividad

bacteriostatica presentandose una densidad éptica de 0.00.+ 0.01.
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El efecto bactericida se pudo observar en el extracto M2 en la dilucion Ml y en la dilucion
D1 de la cepa CP-145, en la cepa CP-470 se presento en los extractos A3 en la dilucion Ml
y M3 en la dilucion MI. Finalmente, en el extracto A3 en la dilucion Ml de la cepa CP-405

se observo también efecto bactericida.

En el caso de las cajas control de los extractos, solo el control del extracto A3 en las
diluciones Ml y D1, mostr6 el mismo comportamiento por lo que se sugiere, en este caso,

que el solvente favorece las condiciones para tal efecto.
El mejor solvente extractante para inhibir el crecimiento bacteriano fue el tequila blanco y
el etanol agua [80:20] (v/v). Los dos métodos de extraccion resultaron efectivos al evaluar

el efecto bacteriostatico y bactericida en las cepas CP-145 y CP-470.

Se observd que entre mayor es la concentracion del extracto, los fenémenos de inhibicion

y muerte de poblacion bacteriana son mas probables.
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IX. ESTRATEGIA PROPUESTA PARA EL APROVECHAMIENTO DE LOS
RECURSOS GENETICOS DE LAS CEPAS DEL HONGO MEDICINAL
GANODERMA

Se propone un paquete tecnoldgico como estrategia para hacer llegar a los productores de
hongos comestibles y pobladores de zonas rurales, el cultivo de las especies del hongo
funcional Ganoderma con las que se trabajaron en esta investigacion y de las cuales se
concluyé mostraban actividad antibacteriana y contenido de polifenoles totales. Este
paquete tecnoldgico busca proporcionar al productor y pobladores de zonas rurales la
informacién necesaria que le guiaran en el cultivo de las especies del hongo Ganoderma.
La finalidad de esta propuesta es mostrar otras opciones de cultivo de hongo y fuentes de
ingreso lo cual permitird en el caso de los productores de hongos comestibles ampliar su
mercado de una produccién de hongo fresco a poder transformarlos a productos con mayor
plusvalia aprovechando las propiedades antibacterianas y antioxidantes encontradas en esta
investigacion. Mientras que a los pobladores de zonas rurales se les proporcionara una

actividad extra-agricola con la cual puedan complementar sus ingresos obtenidos.

Actores de la estrategia

Los actores de la estrategia (figura 35) se mencionan a continuacion:

1. Productores de hongos comestibles y pobladores de zonas rurales a quienes va dirigida
la estrategia.

2. Consumidores de los hongos comestibles fresco 0 como producto procesado derivado
del hongo.

3. Instituciones de investigacion como el Colegio de Postgraduados Campus Puebla que
por medio de sus investigaciones puedan proporcionar a los productores beneficios como:
especies nuevas con posibilidades de explotacién comercial, micelio de calidad que
garantice una produccién segura y asesoramiento en todo lo referente a hongos
comestibles.

4. El Gobierno, que a través de instituciones como SEDESOL, SAGARPA, etc. ofrezcan

apoyos técnicos, financieros y administrativos a los productores de hongos comestibles.
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Figura 35. Mapa conceptual de la aplicacién del paquete tecnoldgico, intervenciones y actores participantes.

PAQUETE TECNOLOGICO
El objetivo del paquete tecnologico es el de poder realizar la transferencia de tecnologia
para la produccion de las especies hongos de las especies Ganoderma. curtissi, G.

subamboinense y G. lucidum.

La semilla para la siembra de las especies se puede conseguir en el Colegio de
Postgraduados campus Puebla en presentaciones de 5 kg y 3 kg, se sugiere que el cultivo
sea en la formulacion COLPOS-17 constituida por 6.43 kg de aserrin de encino, 1.23 kg de
aserrin de Bursera, 1.28 kg de bagazo de cafia de azUcar, 2.72 kg de olote de maiz, 2.97 kg
de salvado de trigo, 450 g de Cal [Ca (OH2)] y 1800 g de yeso (CaS04) y 26 L de agua.

La formulacion presenta un pH de 6.7 y una humedad de 61.6%.

Las instalaciones minimas para el crecimiento de los hongos son 5:
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Area de almacenamiento de los substratos

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 3 m de largo y la altura de 3 m, el area
debe ser semi-cerrada y estar libre de todo tipo de humedades y contaminantes.
Material indispensable:
- Tambos de plastico para almacenar los diferentes ingredientes para elaborar el
substrato.
- Bascula granataria capacidad minima 1 g y méaxima 20 kg
- Tinas de plastico con tapa de 200 litros

- Pala de metal para tomar y combinar los ingredientes

Area de preparacion del sustrato

Las dimensiones pueden ser de 4 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el area
debe de ser cerrada y libre de contaminantes como polvo.
Material indispensable:
- Un extractor de aire colocado en alguna esquina del area en la parte superior.
- Bascula granataria capacidad minima 1 g y maxima 10 Kkg.
- Pala de metal para combinar los ingredientes.
- Tina de plastico de 500 litros.
- Ollas de presion de 21 litros con mandémetro (All american).
- Parrilla con qguemadores.
- Bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A).
- Pinzas de presion metalicas.

- Vaso graduado de 1 litro.

Elaboracion del substrato (las cantidades que se proporcionan de la formula COLPOS-17
proporcionan 12 unidades de produccion con 1,900 g de substrato): Los componentes son
mezclados con la cantidad de agua recomendada en una tina, asegurando la
homogenizacién mediante una pala, posteriormente el sustrato preparado es depositado en
bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A)
cerrando levemente las bolsas con las pinzas de presidbn metalicas, las bolsas con
substratos son esterilizadas mediante ollas de presién por hora y media a 121°C. Una vez
transcurrido el tiempo las bolsas con substrato estéril son enfriadas a temperatura ambiente

durante 24 horas antes de ser utilizadas.
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Area de inoculacién

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el area
debe ser cerrada y libre de cualquier contaminante, corrientes de aire y transito de
personas.
Material indispensable:

- Termosellador electronico (Impulse sealer UL).

- Campana de flujo laminar con norma ISO 9002 (filtro tipo HEPA).

- Dosificador de alcohol etilico.

- Papel absorbente (servilletas).

- Semilla de hongo.

- Tijeras.

- Plumon.

Inoculacion del substrato y formacion de las unidades de produccion: las manos, la parte
superior de la bolsa y las tijeras deben de estar desinfectadas con alcohol etilico antes de
cualquier procedimiento. En una campana de flujo laminar las bolsas con substrato se
abren totalmente retirando las pinzas de presion metalicas. Posteriormente, el substrato es
inoculado con 250 gramos de “semilla” de Ganoderma, dispersando el indculo por todo el
substrato, una vez homogeneizado las bolsas (unidades de produccion) son selladas

mediante un termo-sellador eléctrico y rotuladas.

Area de incubacién

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el area
debe ser cerrada y estar libre de humedad, corrientes de aire bruscas y polvo.
Material indispensable:

- Estantes metéalicos.

- Termdmetro.

La incubacion se debe realizar en un area ventilada hasta que el micelio cubra
completamente al substrato y los primordios sean visibles. Las unidades de produccion no
deben de tener contacto directo con el sol, la iluminacion debe de ser del 50 al 80%. El
area debe permanecer limpia libre de polvo y humedad a temperatura ambiente de entre 15
a 26 °C.
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Area fructificacion

Las dimensiones pueden ser de 4 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el &rea
debe ser cerrada y contener estructuras de metal con diferentes niveles y soportes para
colocar las unidades de produccién. El area de fructificacion debe de estar limpia de lodo y
de unidades de fructificacién contaminadas, también se debe procurar la aireacion continua
a través de extractores, ademas del 50% de iluminacién con una humedad relativa
aproximada del 85%. La humedad puede conseguirse de manera manual con una mochila
fumigadora o automatica, mediante un sistema de nebulizacion y riego automatizado, el
riego por ambos métodos deben ser los necesarios siempre y cuando se mantenga la
humedad. A las unidades de produccion se les retirard la parte superior de la bolsa
exponiendo un 10% del substrato y se colocan sobre los soportes en los diferentes niveles,

hasta que los cuerpos fructiferos alcancen el estadio adulto.
Las caracteristicas favorables en el modulo para la produccién de cuerpos fructiferos

fueron de una temperatura minima de 15 y una maxima de 26 °C y una humedad relativa
de 85% para obtener eficiencias bioldgicas (EB%) de 5.747 a 8.363.
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