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ANALISIS DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y ANTIBACTERIANAS DEL
“HONGO DE ENCINO” (Lentinula boryana) Y DESARROLLO DE UNA ESTRATEGIA
PARA SU APROVECHAMIENTO

Alan Helios Escudero Uribe, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

Los recursos genéticos de hongos comestibles en México constituyen una fuente potencial de
compuestos bioactivos con impacto en la salud humana y el desarrollo social y regional. En esta
investigacion, se analizaron las propiedades funcionales del hongo comestible Lentinula boryana
nativo de México (Veracruz), comparativamente con una cepa de referencia de L. edodes. Las
cepas estudiadas se cultivaron in vitro, asi como en substrato solido estéril a base de aserrin de
encino hasta la obtencion de basidiocarpos. Se realizaron extractos acuosos e hidroalcohdlicos al
20% y 35%, empleando 10 g por muestra de basidiocarpos secos y molidos, asi como de micelio,
deshidratados a 38°C. Se evaluaron las siguientes variables: rendimiento del extracto; contenido
de proteinas y polifenoles totales; actividad antioxidante por las técnicas de DPPH, ABTS, B-
carotenos, ORAC; y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana contra nueve bacterias,
determinando las concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB). El
rendimiento fue mayor en los extractos acuosos, de 316.6 mg/mL y 252.3 mg/mL para L. edodes
y L. boryana, respectivamente. En cambio, los rendimientos de los extractos hidroalcohdlicos de
L. boryana fueron mayores que aquellos de L. edodes. En el contenido de proteinas hubo
diferencias entre los basidiocarpos (1.91 pg/g de hongo seco) y el micelio (0.83 pg/g de hongo
seco). El solvente influyo en el contenido de antioxidantes, siendo mayor en el extracto acuoso
con concentraciones de 3.96 mg EAG/g y 3.49 mg EAG/g de basidocarpo seco de L. edodes y L.
boryana, respectivamente. En los extractos hidroalcohdlicos al 35% de los basidiocarpos se
obtuvieron las siguientes propiedades antioxidantes para L. boryana y L. edodes,
respectivamente: 1.39 mg EAG/g y 0.96 mg EAG/g (Folin-Ciocalteau); 0.45 mg/mL y 0.70
mg/mL (CI 50%, DPPH); 0.52 mg/mL y 2.82 mg/mL (CI 50%, ABTS); 0.083 mg/mL y 0.101
mg/mL (Cl 50%, B-carotenos); y 15.74 mmoltrolox/g y 16.69 mmoltrolox/g de hongo seco
(ORAC). Con respecto a las propiedades antibacterianas, se encontraron diferentes actividades
contra todas las cepas estudiadas dependiendo del tipo de extracto y la especie. Las propiedades
bacteriostaticas (1.38 mg/mL) y bactericidas (44.27 mg/mL) mas efectivas de L. boryana se
obtuvieron con el extracto hidroalcohdlico al 35%, seguidas por el extracto hidroalcohdlico al
20% (8.65-138.33 mg/mL) y el extracto acuoso (15.77-126.17 mg/mL), respectivamente. La cepa
CPB-13 de Pseudomonas aeruginosa no mostro susceptibilidad a los extractos acuosos de L.
boryana, aunque fue susceptible a aquellos de L. edodes en altas concentraciones. En general,
los extractos hidroalcohdlicos al 35% de los basidiocarpos tuvieron mayor efecto antibacteriano
que aquellos extractos del micelio de L. boryana y L. edodes. Se propone una estrategia de
desarrollo para los productores de hongos comestibles, funcionales y medicinales con el objetivo
de promover la agregacion de valor con base en las propiedades funcionales estudiadas.

Palabras clave: actividad antibacteriana, Lentinula boryana, Lentinula edodes, antioxidantes.



ANALYSIS OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL PROPERTIES FROM THE OAK
MUSHROOM (Lentinula boryana) AND DEVELOPMENT OF A STRATEGY FOR ITS
MANAGEMENT

Alan Helios Escudero Uribe, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

Mushroom genetic resources from Mexico represent a potential supply of bioactive compounds
having impact on human health, social and regional development. In this study, the functional
properties of the edible mushroom Lentinula boryana, native from Mexico (Veracruz), were analyzed
in comparison with a reference strain of L. edodes. Studied strains were grown in vitro, as well as on
sterile solid substrate containing oak sawdust for the production of basidiocarps in a mushroom
growing chamber. Aqueous and hydroalcoholic (20%, 35%) extracts were obtained from of
basidiocarps and mycelium, dried at 38°C and ground (10 g). The following variables were assessed:
extract yield; content of protein and total polyphenols; antioxidant activity by DPPH, ABTS, B-
Carotenes, and ORAC protocols; and bacterial susceptibility assays against nine strains assessing the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC).
Greater yield was recorded in aqueous extracts of L. edodes (316.6 mg/mL) and L. boryana (252.3
mg/mL). The hydroalcoholic extracts of L. boryana were greater those from L. edodes. Protein
content showed differences according to basidiocarps (1.91 pg/g dried sample) and mycelium (0.83
pg/g of dried sample). Antioxidant content was influenced by the solvent, aqueous extracts showed
3.96 mg GAE/g and 3.49 mg GAE/g of dried mushrooms from L. edodes and L. boryana, respectively.
The following antioxidant properties were recorded in 35% hydroalcoholic extracts from L. boryana
and L. edodes, respectively: 1.39 mg EAG/g and 0.96 mg EAG/g (Folin-Ciocalteau); 0.45
mg/mL and 0.70 mg/mL (IC 50%, DPPH); 0.52 mg/mL and 2.82 mg/mL (IC 50%, ABTS);
0.083 mg/mL and 0.101 mg/mL (IC 50%, B-carotenes); and 15.74 mmoltrolox/g and 16.69
mmoltrolox/g dried sample (ORAC). The antibacterial activity was different against all strains
depending on the type of extract and mushroom species. The most effective bacteriostatic (1.38
mg/mL) and bactericidal (44.27 mg/mL) activity from L. boryana was recorded on 35%
hydroalcoholic extracts, followed by 20% hydroalcoholic (8.65-138.33 mg/mL) and aqueous
(15.77-126.17 mg/mL) extracts, respectively. The strain CPB-13 of Pseudomonas aeruginosa
did not show any susceptibility to aqueous extracts of L. boryana, although it was susceptible
to those from L. edodes at high concentrations. In general, 35% hydroalcoholic extracts of
basidiocarps had greater antibacterial effect than those extracted from the mycelium of L.
boryana and L. edodes. A strategy of development is proposed for growers of edible, functional
and medicinal fungi in order to promote new added value products based on functional properties
studied.

Key words: antibacterial activity, antioxidants, Lentinula boryana, Lentinula edodes.
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I. INTRODUCCION

La salud es uno de los principales problemas en nuestro pais con enfermedades como la
diabetes, la hipertension y el colesterol que limitan para una buena calidad de vida. En los
paises de China y Japon a los hongos de la especie Lentinula se les atribuyen propiedades
medicinales y el fortalecer el sistema inmune, se han utilizado para desarrollar alimentos
funcionales diversos, tales como platillos, concentrados, extractos, aderezos entre otros,
utilizando el micelio o cuerpos fructiferos en fresco o deshidratado. En México el hongo
Lentinula boryana crece de manera silvestre y en produccion intensiva por algunos pocos
productores. Los extractos son una alternativa para dar un valor agregado a los hongos,
aumentar la vida de anaquel y que se encuentre disponible para las personas que quieren
consumir hongos por sus propiedades benéficas a su salud sin cambiar el sabor de los

alimentos.

Con este proyecto se abrieron dos lineas de investigacion en el laboratorio de
biotecnologia de hongos comestibles medicinales y funcionales. La primera linea se basé en
la generacion de extractos de hongos con concentraciones conocidas. Esto generd la
posibilidad de analizar las propiedades funcionales de los hongos en estudio. La segunda
linea se baso en el manejo de bacterias de interés clinico, optimizando el ajuste en la
concentracion de las bacterias por mililitro; con el método desarrollado se puede determinar
y ajustar la concentracion de cada cepa de las bacterias en tiempo real con una alta
reproducibilidad, con la ventaja de obtener una concentracion mas exacta y rapida que con

el método establecido por McFarland.

En este estudio se determind el rendimiento de los extractos de micelio y de
basidiocarpos obtenidos en diferentes solventes (agua y soluciones hidroalcohélicas al 20%
y 35%), se determinaron las propiedades antioxidantes por los métodos de Folin-Ciocalteau,
DPPH, ABTS, B-Carotenos y ORAC, la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra nueve cepas de bacterias de interés clinico. Finalmente, se presenta una
estrategia para su aprovechamiento desde pequefios hasta grandes productores de hongos

comestibles.
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2.1 Relevancia de los recursos genéticos para el desarrollo

En el Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB) celebrado en Rio de Janeiro, Brasil,
por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en 1992, se definié como "material
genético” a todo material de origen vegetal, animal o microbiano que contiene propiedades
funcionales y que éstas son transmitidas por herencia. Por "recursos genéticos” se entiende
como el material bioldgico descrito anteriormente, con valor real o potencial para satisfacer
las necesidades alimentarias, de salud y de otra naturaleza de la poblacion mundial en
crecimiento (ONU, 1992). Es esencial el acceso a los recursos genéticos, las tecnologias y la
participacion de la poblacién en el uso responsable de los recursos naturales; asi como
también la investigacion de tecnologias que permitan conocer y aprovechar sus propiedades
benéficas para incrementar el conocimiento cientifico, su comprension y el desarrollo de

productos comerciales.

2.2 Generalidades de los hongos

En la naturaleza, los hongos constituyen un reino independiente al de las plantas y los
animales, esto les confiere propiedades Unicas y diferentes a las aportadas por otros
alimentos. Algunos de ellos, debido a sus propiedades nutricionales y medicinales son
clasificados como alimentos funcionales, los cuales promueven la salud del ser humano. Se
estima que en el planeta hay 140,000 especies de hongos, de las cuales se conocen 22,000
especies (Stamets, 1993; Ulrike et al., 2005).

Se calcula que hay 100,000 variedades de hongos, cada una con sus propias caracteristicas
distintivas, respecto al tamafio, forma, color, textura y compuestos, lo que les da la
caracteristica de ser comestibles, funcionales, psicotropicos o venenosos (Mueller, 2007).
Las propiedades medicinales de los hongos comestibles, asi como sus efectos benéficos en
la salud humana, han sido reconocidas durante méas de 2,000 afios por diversas culturas en
todos los continentes. En las Ultimas décadas, los extractos obtenidos a partir de hongos son
ampliamente comercializados como nutracéuticos (Zhang et al., 2007). Estos productos se
encuentran en el mercado como concentrados o suplementos nutricionales, dietéticos o para

mantener y mejorar la salud a través del fortalecimiento del sistema inmune y nervioso.



2.3 Biotecnologia de los hongos comestibles

La biotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que se basa en la obtencidn de bienes y
servicios utilizando los procesos bioldgicos y el conocimiento sobre las propiedades de los
seres vivos. La biotecnologia aplicada a los alimentos no sélo tiene como finalidad aumentar
la produccion, mejorar o modificar la funcionalidad, sino también atender la demanda de los
consumidores para productos mas seguros, frescos, y de mejor sabor (Martinez-Carrera, et
al., 2010). El uso de la biotecnologia para el desarrollo de variedades promueve beneficios
inmensos, los cuales se relacionan con la sustentabilidad implicando una mayor produccion
de alimentos, con mayor calidad y valor nutricional, lo que influye en el futuro desempefio
econdmico de los paises y en la condicidn nutricional de sus poblaciones (Drechsler-Santos
etal., 2012).

2.4 Propiedades funcionales y medicinales de los hongos comestibles

El sabor caracteristico de los hongos se debe a los compuestos que contiene. Dentro de los
Compuestos Organicos Volatiles (COV’s) se encuentran los aromaticos, dentro de los
Orgénicos No Volatiles (CONV’s) se encuentran los aminoacidos libres y aziicares solubles.
Los hongos sintetizan aminoacidos esenciales, que no pueden ser sintetizados por el cuerpo,
por lo que tienen que ser suministrados en la dieta. Entre ellos se encuentran: arginina, valina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina y triptéfano. Dentro de
los carbohidratos encontramos la ribosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa, glucosa,
sucrosa Y trealosa. EI hongo L. edodes tiene 5.28 mg/g de aminoacidos esenciales y 15.68
mg/g de &cido glutdmico, asimismo se identificd que en L. edodes no se encuentra el
triptéfano; en el hongo Pleurotus ostreatus se encontrd una alta concentracion de
aminoacidos esenciales 19.25 mg/g (Aminuddin et al., 2007; Steinmetz y Potter, 1991).
Dentro de los beneficios que aportan los hongos a la salud humana, se encuentra la
estimulacion al sistema inmune y al sistema nervioso. En este grupo de compuestos podemos
encontrar antioxidantes, los cuales son una serie de compuestos con estructura quimica
variada, que actian a través de diferentes mecanismos, siendo de sus principales
caracteristicas su alta afinidad con los radicales libres (Pokorny et al., 2003; Chen, 2008;
Solan, 2008).



2.5 Compuestos bioactivos de los hongos funcionales y medicinales

Debido a la importancia de los prebioticos en la salud, estudios recientes han encontrado
otras fuentes potenciales de obtencion de los mismos. Los hongos tienen un alto potencial
como prebioticos, ya que contienen hidrocarburos como quitina, hemicelulosa, a y B
glucanos, mananos, xilanos y galactanos. La quitina es un polisacarido insoluble en agua y
se encuentra entre el 80 y 90% del material seco de la pared celular del hongo; son
indigeribles por el humano y juega el rol de fibra dietética (Yuichi et al., 2012). Hay varios
registros en los cuales el extracto de los hongos P. ostreatus y P. eryngii, estimulan el
crecimiento de probidticos como Lactobacillus spp. (4 cepas), Bifido bacterium spp. (3
cepas), Enterococcus faecium (2 cepas) (Synytsya et al. 2009; Aida et al., 2009).

2.5.1 Clasificacion

Algunos de los principales compuestos activos con propiedades benéficas para la salud que
han sidoextraidos de los hongos se muestran en la cuadro 1 (Georges, 2007).

Cuadro 1. Compuestos bioactivos y propiedades de los hongos en relacién a la salud humana.

Shiitake (Lentinula edodes)

. Compuestos activos: B-D glucano "Lentinan", galacto glucommanano, hetero glucano proteina
"LEM", eritadenina, péptidos alpha-mannan "KS-2", glycoproteina, ergosterol (Provitamina D2)
° Caracteristicas medicinales: Estimula el sistema inmunoldgico y aumenta las defensas,

preventivo contra el desarrollo de tumores, incrementa la produccion de glébulos blancos normales,
tiene efectos anti virales; trata y previene la formacion de cancer; trata efectivamente el sindrome de
fatiga crénica.

Reishi (Ganoderma lucidum)

o Compuestos  activos:  B-glucanos,  hetero-p-glucanos, B(1-6)  glucoronoglucano,
mannogalactoglucano, ganoderans, ganoderico, acidos-triterpenos ganodericos y proteinas ling zhi-8
o Caracteristicas medicinales: aumenta y activa el sistema inmunoldgico, activa el sistema

cardiovascular/respiratorio, aumenta la produccion de defensas naturales, células “T” y los agentes
para eliminar tumores. Como agente antitumoral: incrementa de 5 a 29 veces el factor de eliminacion
de tumores, estimula los linfocitos “T”, es un fuerte inhibidor del crecimiento de las células de
leucemia, es antioxidante, incrementa la produccién de 6xido nitrico a la vez que disminuye otros
radicales libres. Es un anti inflamatorio utilizado en el tratamiento de artritis, es un tratamiento efectivo
contra la aterosclerosis, como tratamiento para la inflamacién del cerebro y como tratamiento de
cirrosis por hepatitis.

Maitake (Grifola frondosa)

. Compuestos activos: beta glucanos, 1-6 B-glucano (grifolan), 1-4 B-D glucanos, 1-3 B-D
glucanos, manogalactoglucano, mannoxyloglucano- N-cetylgalactosamina con lectina ("GFL")
especifica.

. Caracteristicas medicinales: anti tumoral (especialmente pecho, préstata, y cncer colorectal),
antiviral (normalmente son sujetos de investigacion en el tratamiento de SIDA), activador del sistema
inmunolégico, anti Candida spp., regula la presion y azlcar de la sangre, reduce el colesterol y es
benéfico para pulmones.




Phellinus (Phellinus linteus)

° Compuestos activos: polisacaridos-ergosterol, provitamina D2- ciclofenil,
heteroglicopéptidos.
o Caracteristicas medicinales: anti bacteriano, anti inflamatorio, antitumoral y antiviral

Si se profundiza en el analisis de los compuestos bioactivos, se observa que cada hongo tiene
una gran diversidad de compuestos. Es importante destacar que en muchos casos, el efecto
bioldgico se consigue ingiriendo una gran cantidad de hongo. Una alternativa para poder
ingerir la cantidad requerida es el purificar o aumentar la concentracion del o los compuestos

activos; en el cuadro 2 se muestran algunos de los grupos funcionales que se han purificado.

Cuadro 2. Efectos a la salud humana de algunos grupos funcionales.

Compuesto Efecto
Lectinas Mitogénico
Polisacaridos Antifibrético

Antiherpético
Antiinflamatorio
Hepatoprotectivo
Hipoglicémico
Inmunomodulador
Antitumoral
Antioxidante

Terpenoides Antibacterial
Antiinflamatorio
Antioxidante
Antiviral
Citotoxico
Hipotensivo

LZ-8 Inmunomodulador
Inmunosupresor

2.5.2 Extraccion

2.5.2.1 Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra es un factor determinante en la recuperacion de los compuestos
activos. Si la muestra se deshidrata, cuando se agrega el solvente, éste entrara en las células
y favorecera la extraccion de los compuestos. Si la célula se rompe por algin proceso fisico
como es el molido, también favorece la extraccién al no estar la pared celular como barrera
fisica. No obstante, el proceso de molido calienta la muestra, lo cual hace que algunos
compuestos termolabiles pudieran ser degradados. En un estudio para comprobar el efecto
de la temperatura en el proceso de molido de muestras para la recuperacion de aceites
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esenciales, se sefiala que un proceso de molido en frio con nitrégeno liquido o didxido de
carbono liquido tiene una recuperacion de compuestos del 25% mas que sin enfriamiento
(Sharapin, 2000; Pal et al., 2008).

2.5.2.2 Maceracion

Es el método de extraccion mas simple, consiste en moler el producto a extraer, poniéndolo
en recipientes fijos como vitroleros o garrafones, inmersos con el solvente (agua, etanol
potable, tequila o cofiac). El almacenamiento suele ser de 8 a 72 h, en el caso de algunas
empresas farmacéuticas como Propulsora de Homeopatia, S.A. de C.V. (Similia). El tiempo
de extraccion es de hasta 3 meses, y se recupera el extracto por decantacion, se filtra y prensa,
repitiendo el paso anterior usualmente hasta tres veces.

2.5.2.3 Seleccion del solvente

Antes de iniciar un proceso de extraccion, se debe definir la selectividad, polaridad o
constante dieléctrica del solvente a utilizar en el proceso. Dependiendo del propdsito al que
se destine, se puede obtener un extracto que contenga la mayor parte de los compuestos
activos, 0 un extracto que contenga exclusivamente los constituyentes quimicos con una
determinada caracteristica. En el primer caso que son extractos generales, se utiliza un
solvente polar o de constante dieléctrica alta, en el segundo caso, para compuestos selectivos,
se emplea un solvente selectivo 0 mezcla de ellos, con una constante dieléctrica menor. En
el Cuadro 3, se observa la constante dieléctrica de varios solventes.

Cuadro 3. Constante dieléctrica de los solventes mas utilizados en extracciones.

Solvente Constante dieléctrica (25°C)  Solvente Constante dieléctrica (25°C)
Hexano 1.89 Diclorometano 9.14
Ciclohexano 2.02 Piridina 12.3
Tetracloruro de carbono 2.24 2-butanol 15.8
Benceno 2.28 1-butanol 17.8
Acetonitrilo 3.88 1-propanol 18.3
Eter etilico 4.34 Acetona 20.7
Cloroformo 4.87 Etanol 24.3
Acetato de etilo 6.02 Metanol 33.6
Acido acético 6.15 Glicerina 43.0
Tetrahidrofurano 7.58 Agua 78.3

(Sharapin, 2000).
La capacidad dieléctrica o polaridad de una mezcla de solventes puede ser calculada. La

constante dieléctrica del sistema depende de la constante de cada uno de los solventes y de
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su respectivo porcentaje en la mezcla, se puede calcular la constante dieléctrica (¢) del
sistema a través de la formula:

CAX WA+ ¢Bx%B+... ¢nx%n
100
En nuestro estudio las constantes dieléctricas de los solventes fueron:

Agua: 78.3

Hidroalcohdlico al 20%

¢ del sistema =

78.3x80+ 60x 20
¢ del sistema = 100 = 74.64

Hidroalcohdlico al 35%

_ 78.3x65 + 60 x 35
¢ del sistema = 100 = 71.89

Se han realizado pruebas de antioxidantes de L. edodes en diferentes extractos: éter de
petrdleo, acetato de etilo, agua y en metanol por diferentes métodos (Hardborne, 1984). Los
extractos se obtuvieron por soxhlet a tres horas de reflujo a temperatura de ebullicion, se
evaporo el solvente en rotavapor y se llevo a sequedad por liofilizacion. Los dos primeros
solventes tuvieron un rendimiento menor del 4% por lo que no se analizaron, los extractos
en agua y metanol con rendimiento del 16 y 33 % respectivamente, se analizaron por el
método de cuantificacion de radicales atrapados por el 1,1-difenil-2-picrilhydrazil (DPPH) y
por determinacion de polifenoles totales con la reaccion de Folin y Ciocalteau y expresado
como equivalentes de acido galico (EAG) (Singleton et al., 1965; Cheung et al., 2003;
Soriano-Santos et al., 2006). En pruebas realizadas en L. edodes para determinar el efecto de
la temperatura y el tiempo de extraccion, se calentd el extracto acuoso a 100 y 121°C por 15
y 30 minutos. Se hicieron las determinaciones por (DDPH) y por determinacion de
polifenoles totales con la reaccion de Folin-Ciocalteau y expresado como equivalentes de
acido galico (EAG) (Choi et al., 2006). En pruebas para determinar el método de secado de
los carpoforos, se comparé entre secado al sol, microondas, liofilizado y horno. El mejor
método de secado fue la liofilizacion. Los métodos de extraccion que presentaron mejores
condiciones fueron en maceracion a 90°C con solvente etanol al 40% y tiempo de extraccion
de 2 horas (Zuofa et al., 2009).



2.5.2.4 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Una extraccion de compuestos bioactivos involucra dos fendmenos fisicos: difusion a través
de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las paredes se han
roto. Los métodos para extraer son los siguientes:

Métodos tradicionales

Extraccion por solventes: se basan principalmente en la seleccion de solventes que pueden
ser soluciones hidrosolubles o alcohdlicas, temperatura o agitacion con el fin de incrementar
la solubilidad de los materiales y la tasa de transferencia de masas. EI mas usado es el método
por Maceracion: consiste en remojar la muestra, debidamente fragmentada, hasta que el
solvente penetre en la primera estructura celular ablandando y disolviendo las partes solubles.
El recipiente a utilizar debe ser hermético y resistir la accion de los solventes utilizados. Se
colocan el material y solvente, dejandolos reposar tapados durante un periodo de 2 a 14 dias.
Posteriormente, se filtra el solvente que contiene los compuestos de interés, y se prensa el
residuo sélido. En el caso de que la extraccidn no haya sido completa se repite la operacion.
Soxhlet: un tipo de material de vidrio utilizado para la extraccion de compuestos,
generalmente de naturaleza lipidica, contenidos en un sélido, por medio de un solvente afin.
Destilacion. Es la operacion de separar, mediante calor, los diferentes componentes liquidos
de una mezcla aprovechando las diferencias de volatilidades de los compuestos por separar.
Métodos no tradicionales

Los métodos de extraccién mas modernos se basan en la mejora de la eficiencia de los
métodos tradicionales por accion fisica sobre el medio. Por ejemplo la irradiacion de
microondas causa movimiento de moléculas por migracién de iones y rotacion de dipolo que
contribuyen a una rapida transferencia de energia al solvente y materia vegetal (Extraccion
asistida por microonda). Fluido supercritico que es cualquier sustancia a una temperatura y
presidn sobre punto critico termodindmico. Tiene una habilidad Unica para difundirse a través
de los s6lidos como una gas y de disolver materiales como un liquido, generando un solvente
de baja viscosidad, altas tasas de difusion y sin tension superficial (Extraccion por fluidos
supercriticos).

En la extraccion eléctrica se aplican descargas eléctricas a la mezcla de extraccion hasta un

25% al formarse burbujas de cavitacion. La extraccion que utiliza sonidos de alta frecuencia,



con el fin de desprender el compuesto buscado del material vegetal se llama extraccion
asistida por ultrasonido.

2.6 El género Lentinula

En el género Lentinula se encuentran 7 especies, 3 especies originarias de Asia: L. edodes
(Berk y Mont), L. lateritia (Berk.) Pegler, y L. novaezelandiae (Stev.) Pegler y 4 especies
originarias de América: L. boryana (Berk. & Mont.) Pegler, L. guarapiensis (Speg.) Pegler,
L. raphanica (Murrill) (Mata & R.H. Petersen) y L. aciculospora (Mata & R.H. Petersen)
(Pegler, 1975).

El género Lentinula se habia clasificado antes de 1975 como parte del género Lentinus, y fue
Pegler quien diferencid a Lentinula boryana al analizar la estructura hifal. La especie de L.
boryana es mucho mas préxima a L. edodes en cuanto a su estructura, pero
macroscopicamente estas dos especies son diferentes y ampliamente separadas por su
geografia; ubicandose L. edodes en el continente asiatico y L. boryana en el continente
americano en un clima intertropical. Dentro de las similitudes se encuentra el que ambos son
comestibles, crecen en ramas, tocones y arboles caidos de Quercus (Pegler, 1975).

L. edodes fue la primera cepa en ser clasificada y es la mas estudiada de todas (Fig. 1), es
conocida como shiitake, proviene del japonés shii (arbol) y take (hongo) y Lentinula
aciculospora es la ultima en haber sido clasificada en el 2000. El shiitake es considerado un
excelente alimento funcional que proporciona beneficios a la salud y ayuda a prevenir o
aliviar enfermedades si se consume regularmente dentro de la dieta (Martinez-Carrera et al.,
2004). Sus propiedades medicinales se han popularizado y comercializado en suplementos
alimenticios para reducir la hipertension y tratar enfermedades cardiovasculares, diabetes,
cancer, Yy artritis. Datos epidemioldgicos desarrollados en Japén indicaron que el consumo
de hongos comestibles esta asociado a tasas inferiores de muerte por cancer (Zhang et al.,
2007).

Lentinula boryana es un hongo que tiene estudios en su clasificacion (Pegler, 1975),
morfologia, micromorfologia (Mata, 2000) y ADN, pero a diferencia de L. edodes no se han
realizado estudios en sus propiedades funcionales como antioxidantes ni efectos bactericidas

entre otros.
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Figura 1. Hongo shiitake [L. edodes (Berk.) Singer]. a: cuerpo fructifero, b: esporas, c: basidios, d)
quelocistidio, e) elementos de la cuticula pileal (Solomon, 2005).

2.7 Efecto de los antioxidantes

El sol probé de energia necesaria para la vida en la tierra, pero también emite radiaciones a,
By v, asi como rayos-x, luz ultravioleta, visible e infraroja y microondas. Relativo al estrés
foto oxidativo y enfermedades relacionadas a la exposicion del sol, la radiacion UV vy visible
juega un papel muy importante, incluye la longitud de onda de 280 a 750 nm, normalmente
la atmosfera retiene el 96% de esta radiacion y menos del 4% toca la superficie de la tierra
pero como la capa de ozono se esta adelgazando, cada dia es mayor la exposicion a los rayos
UV lo que promueve reacciones quimicas en biomoléculas relevantes y genera procesos con
oxigeno reactivo en tejidos de la piel. La modificacion de moléculas importantes por
reacciones foto oxidativas ha sido asociado a procesos patologicos en el desarrollo de varias
enfermedades en los tejidos de la piel, incluyendo yagas, eritemas y cancer (Pokorny et al.,
2003 y Kitzberger et al., 2007), carcinogénesis y artritis reumatoide (Mujic et al., 2010). Hay
evidencias de que los antioxidantes consumidos en la dieta como son los carotenoides,

tocoferol y ascorbatos entre otros si presentan una proteccion contra las reacciones foto
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oxidativas. Los carotenoides y tocoferoles son eficientes para quelatar los radicales peroxilos
(Pokorny et al., 2003).

2.8 Bacterias de interés clinico

Se han realizado algunos experimentos antibacterianos con micelio de L. edodes (Hearst et
al., 2009; Hirasawa et al., 1999) y solo un trabajo reportado con micelio de L. boryana (De
Carvalho et al., 2007) para determinar el efecto bacteriostatico o bactericida sobre cepas con
relevancia clinica Gram positivas, como son: B. subtilis, S. aureus, S. agalactiae, L.
monocytogenes y las Gram negativas: E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, Stenotrophomona,
entre otros. Existen referencias de trabajos realizados con L. boryana y L. edodes donde se
resalta la importancia de realizar estudios con las cepas de bacterias que permitan validar los
resultados asi como conocer los alcances del micelio de L. boryana sobre las bacterias y de
lo méas importante es el determinar el efecto antimicrobiano de los cuerpos fructiferos de los

cuales para L. boryana no se tiene registro.

2.9 Mecanismos de inhibicion de los extractos de hongos contra bacterias

Los estudios existentes se enfocan en las diferentes rutas de los compuestos presentes en los
extractos para la inhibicion de la reproduccion de virus en las células. Las rutas son llevadas
a cabo por inhibidores de la entrada viral, de la sintesis de ARN, de la proteasa viral NS3, de
la maduracidn e inhibidores a nivel de la expresion génica (Talarico, 2008).

Otros compuestos presentes son los polisacaridos naturales y sintetizados con derivados
sulfatados, los cuales han sido estudiados ampliamente, debido a su efecto bioactivo.

Los compuestos B-glucanos presentes en los extractos, siguen el mecanismo de accion
antiviral en la actividad enzimatica celular; esto puede deberse a la disminucion de los
metabolitos producidos en la célula infectada; debido a esta actividad enzimatica, se
incrementa la demanda de la sintesis del RNA y DNA en las células infectadas, evitando la
ruta metabdlica para la produccion de nucle6tidos virales (Streeter et al., 1973).

Los compuestos con azufre y/o fosforo en los extractos tienen actividad bioldgica antiviral
(Wang et al., 2010), y antibacteriana (Fermor et al., 1981) por su efecto en la lisis de la pared
celular debido al aumento en la presion osmética y aprovechando la propiedad de que las

bacterias tienen una pared débil denominada imperfecta (Yukawa et al., 2012).
11



2.10 Productos funcionales y medicinales a base de hongos

En el mercado mexicano existen productores que le dan valor agregado a sus cultivos,
pudiendo utilizar los hongos que por sobreproduccion no pudieron acomodar en el mercado,
tienen un tamafio pequefio o sufrieron algun defecto fisico durante la manipulacion (ruptura).
Sin embargo, el nimero de productores que han implementado algun proceso es minimo, en
comparacion a los productores que pueden aprovechar esta ventaja en sus cultivos incluyendo
a los que dia a dia se integran en el cultivo de los hongos.

El hongo L. edodes es utilizado en la industria cosmética para activar las células de
Langerhans con efecto benéfico en pieles sensibles y atdpicas. EI compuestol,6 -1,3
betaglucano presente en el hongo es hidratante y estimulante de las sintesis de colageno.
También se utiliza en cosméticos para pieles infantiles, despigmentadores y para cuidado
diario de la piel (Costa, 2009). Recientemente se ha enfocado la atencion en los metabolitos
secundarios producidos por los hongos, principalmente por L. edodes con crecimiento en
medio de cultivo liquido enrriquecidos con nutrientes en fermentadores de laboratorio
(Nikitina et al., 2007).

El lentinan, es un compuesto producido por L. edodes (shiitake) y es el que tiene el mayor
nimero de evidencias clinicas con actividad antitumoral (Zhong et al., 2012). Los
polisacéridos de los hongos no atacan a las células del cancer directamente, su medio de
accion es por activar la respuesta inmune de la persona, estimulando las células B y T,
estimulando la respuesta del sistema inmune macrofago-dependiente. La accién inmuno
moduladora de los polisacaridos de los hongos es principalmente por la profilaxis, prevencion
de metastasis y como co-tratamiento con la quimioterapia (Nikitina et al., 2007). En el cultivo
de micelio de L. edodes en medio liquido, inoculado con el hongo Aspergillus parasiticus, se

observo la inhibicion de aflotoxinas (Nikitina et al., 2007).
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I1l. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Valor nutricional de Lentinula

El shiitake (Lentinula edodes), esta ganando popularidad a través de productos nutricionales
y medicinales en Asia, Europa y América. El valor nutricional de los hongos se encuentra
conformado por la presencia del 19 al 35% de proteina en base seca. Contienen aminoacidos
esenciales como: lisina, triptéfano, leucina, vitaminas, minerales, entre 4 y 20% de fibra y
poco contenido de grasa. Su contenido de carbohidratos oscila entre el 58 al 60% del peso
seco (Chang y Buswell, 1997). El shiitake es conocido tradicionalmente por ser un hongo
comestible de alto valor nutritivo, ya sea en fresco o deshidratado. Sus principales
compuestos son: agua (88-92%), proteinas (20-23%), lipidos (3-4%), carbohidratos (58-
60%), fibra (9-10%), vitaminas, minerales y cenizas (4-5%). Cabe destacar que la cantidad
de nutrientes y compuestos activos difieren entre cepas y son afectadas por el sustrato,
condiciones de fructificacion y métodos de cultivo. Entre las vitaminas que contienen los
hongos se encuentran: provitamina D2, ergosterol 325 mg/g de hongo seco, el cual bajo la
luz UV y calor, es precursor de la vitamina D2. También contiene vitaminas del complejo B,
incluyendo B1, B2, B12 y acido pantoténico (Bisen et al., 2010).

Entre los minerales presentes en el hongo seco (mg/g) se encuentran: Fe, 2.36; Mn, 1.2; K,
15.1; Ca, 22; Mg, 44-78; Cd, 0.96; Cu, 89.1; P, 281; Zn, 282; Sr, 164; Br, 11.4; Ge, 3 y Ni,
52.5 todos en (mg/g). Este contenido nutrimental los hace una excelente materia prima para
la obtencion de suplementos alimenticios, medicamentos y diversos tipos de productos Utiles
al hombre (Solomon, 2005).

3.2 Lentinula como fuente potencial de biomoléculas

Debido a la importancia de los prebioticos en la salud, estudios recientes han encontrado la
necesidad de buscar en otras fuentes potenciales. Los hongos tienen un alto potencial como
prebioticos, ya que contienen hidrocarburos como quitina, hemicelulosa, o y B glucanos,
mananos, xilanos y galactanos. La quitina es un polisacarido insoluble en agua y se encuentra
entre el 80 y 90% del material seco de la pared celular del hongo; son indigeribles por el
humano y juega el rol de fibra dietética (Yuichi et al., 2012). Hay varios registros en los

cuales el extracto de los hongos P. ostreatus y P. eryngii, estimulan el crecimiento de
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probidticos como Lactobacillus spp. (4 cepas), Bifido bacterium spp. (3 cepas), Enterococcus
faecium (2 cepas) (Synytsya et al. 2009; Aida et al., 2009).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios que se pueden encontrar en los hongos comestibles y que
presentan un efecto potencial en la salud humana son: terpenos, acetilenos, glicolipidos,
policetonas, nucleodsidos, sales de diazonio (Brizuela et al., 1998), como se muestra en el
cuadro 4 (Ulrique et al., 2005) y algunos de estos metabolitos tienen efectos antioxidantes y
antimicrobianos (Costa de Oliveira, 2009).

Cuadro 4. Hongos con substancias inmunomoduladoras.

Nombre Nombre comdn | Inmunomodulador Estructura del inmunomodulador

cientifico

L. edodes Shiitake Lentinan, KS-2. (1-3)-B-D- glucano con cadenas
LEM laterales de (1-6)-B-D-glucosilicos

G. lucidum Reishi, Ling Zhi | GLP (Al), Ganopaly, | B-D-Glucan, heteropolisacaridos,
Ganoderans Glicoproteinas

G. frondosa Maitake, gallina | Fraccion MD (1-6)-B-D- glucano con cadenas

de la madera laterales de (1-6)-B-D

Terpenos y esteroides en hongos comestibles

El término terpeno se refiere a un grupo de sustancias que se biosintetizan siguiendo la
llamada “regla de isopreno”, disefiada por Wallach en 1866. Pueden clasificarse como
monoterpenos (C 10), sesquiterpenos (C 15), diterpenos (C 20) triterpenos (C 30) y
tetraterpernos (C 40), segun el nimero de unidades de isopreno que los forman (Connolly y
Hill, 1991; Herrmann, 2010).

Los monoterpenos constituyen un importante grupo de hidrocarburos, alcoholes y cetonas,
que son los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales obtenidos de hojas, raices,
corteza y flores de diversas plantas. Pueden presentarse como compuestos aciclicos,
monociclicos y policiclicos (Herrmann, 2010).

Polisacaridos y polisacaropéptidos en hongos comestibles

Los glucanos son polimeros de la D-glucopiranosa (D-Glcp). Constituyen una parte
obligatoria de la pared celular en el micelio y el cuerpo fructifero de los micro y
macromicetes. En la figura 2 se muestra la estructura basica de algunos glucanos comunes,

que a pesar de la simplicidad de su composicién, generan una gran diversidad de compuestos
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debido a su configuracion que incluye: la ramificacion de la cadena, repeticion de las
unidades de monosacéaridos y la posicion de enlace del glucano o grupo funcional en la
cadena ramificada. Cuando se une por enlace covalente con péptidos, forma los
polisacaropéptidos que son solubles en agua y con gran potencial industrial y de importancia
médica (Andriy y Miroslav, 2013).

n

Figura 2. Estructura de glucanos de hongos: a, b y ¢: a-D-glucano, fy g: f-D-glucano, d y h: enlaces
mixtos, e: ramificados de a-D-glucano, iy j: ramificados de 3-D-glucano.

3.3 Propiedades antioxidantes de Lentinula

Se han realizado pruebas de antioxidantes de Lentinula edodes en diferentes extractos: éter
de petrdleo, acetato de etilo, agua y en metanol por diferentes métodos (Hardborne, 1984).
Los extractos se obtuvieron por soxhlet a tres horas de reflujo a temperatura de ebullicion, se
evaporé el solvente en rotavapor y se llevo a sequedad por liofilizacion. Los dos primeros
solventes tuvieron un rendimiento menor del 4% por lo que no se analizaron, los extractos
en agua y metanol con rendimiento del 16 y 33 % respectivamente, se analizaron por el

método de cuantificacion de radicales atrapados por el 1,1-difenil-2-picrilhydrazil (DPPH) y
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por determinacién de polifenoles totales con la reaccién de Folin y Ciocalteau y expresado
como equivalentes de acido galico (EAG) (Singleton et al., 1965, Cheung et al., 2003 y
Soriano-Santos et al., 2006).

En pruebas realizadas en L. edodes para determinar el efecto de la temperatura y el tiempo
de extraccion, se calento el extracto acuoso a 100 y 121°C por 15 y 30 minutos. Se hicieron
las determinaciones por (DDPH) y por determinacion de polifenoles totales con la reaccion
de Folin-Ciocalteau y expresado como equivalentes de &cido gélico (EAG) (Choi et al.,
2006). En pruebas para determinar el método de secado de los carpéforos, se comparo entre
secado al sol, microondas, liofilizado y horno. EI mejor método de secado fue la liofilizacion.
Los métodos de extraccion que presentaron mejores condiciones fueron en maceracion a

90°C con solvente etanol al 40% y tiempo de extraccion de 2 horas (Zuofa et al., 2009).

3.4 Contenido de proteinas en Lentinula

Las proteinas son biomoleculas formadas basicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrdgeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos de proteinas, fosforo, hierro,
magnesio y cobre entre otros elementos. Practicamente todos los procesos bioldgicos
dependen de su presencia y/o actividad. Son proteinas casi todas las enzimas, catalizadores
de reacciones metabolicas de las células. Existen diferentes métodos para su cuantificacién
los cuales pueden ir de métodos fisicos hasta los quimicos. Dentro de los fisicos podemos
encontrar la absorbancia del enlace peptidico a 190 nm, se basa en la propiedad que tiene el
enlace peptidico de absorber a esa longitud de onda. Otro método fisico es la absorbancia de
los aminoacidos aromaticos a 280 nm, su principal limitacion es que no todas las proteinas
tienen la misma proporcion de estos aminoacidos, lo que le resta exactitud.

Dentro de los métodos quimicos tenemos la reaccion de Kjeldahl, considerado histéricamente
como el método referencial. Otro método que se debe de tomar en cuenta es el método de
Lowry, que se basa en la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteau provocada por el
complejo unién peptidico-Cu?* en medio alcalino con la participacion de restos fendlicos
(tirosilos).

Finalmente, encontramos que el método de Bradford es una técnica sensible que consiste en
la medicion del cambio en el espectro visible de un colorante (Coomasie Blue G-250) cuando

éste se une a las proteinas (lectura a 595 nm). Esta union se realiza a través de grupos
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ionizados y se comprueba proporcionalidad con la concentracion de proteinas contenidas en

la muestra. Para construir la curva de calibracion se requiere contar con una solucion testigo

de proteina de concentracion conocida (generalmente se utiliza albumina sérica bovina

(BSA)). Se preparan por lo menos 4 tubos testigos con distintas cantidades de proteinas (T1,

T2, T3y T4) y otro tubo denominado blanco (agua). En forma simultanea, se procesan las

muestras a determinar.

3.5 Productos a base de hongos con valor agregado

En el mercado mexicano existen productores que le dan valor agregado a sus cultivos, sin

embargo, el numero de productores que han implementado algin proceso es minimo, en

comparacion a los productores que pueden aprovechar esta ventaja en sus cultivos y que dia

a dia siguen adoptando el cultivo de los hongos.

Cuadro 5. Productos comercializados de hongos y sus principales caracteristicas.

Nombre de la empresa:

Irlany-D

Nombre del producto:

Extractor R4

Hongos como ingredientes:

Agaricus, Coriolus, Reishi, Shiitake, Plantas mexicanas

Funcionalidad:

Anticancerigeno y estimulador inmunoldgico

Precio:

$380

Presentacion:

Gotero 60 ml

Localidad de la empresa:

Monterrey, N.L.

Nombre de la empresa: Pilz
Nombre del producto: Hongo Michoacano
Hongos como ingredientes: Reishi

Funcionalidad:

Antioxidante, antibacteriano, antiviral, moderador del az(car en
la sangre, potenciador inmunolégico

Localidad de la empresa:

HongoMex® A.P.# 6, Cerro del Fortin, Calle Maria Sabina,
Huautla de Jiménez, C.P. 68507 Michoacan. México
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Nombre de la empresa: Oishii Take

Nombre del producto: Condimentos y especias varias
Hongos como ingredientes: Shiitake

Funcionalidad: Potenciador inmunoldgico
Localidad de la empresa: Chipilo, Puebla

Nombre de la empresa: Setas

Nombre del producto: Pomada, jabon

Hongos como ingredientes: Pleurotus

Funcionalidad: antioxidante, antibacteriano
Localidad de la empresa: Puebla

El hongo L. edodes es utilizado en la industria cosmética para activar las células de
Langerhans con efecto benéfico en pieles sensibles y atopicas. EI compuestol, 6 -1,3 p-
glucano presente en el hongo es hidratante y estimulante de las sintesis de colageno. También
se utiliza en cosmeéticos para pieles infantiles, despigmentadores y para cuidado diario de la
piel (Costa, 2009).

Recientemente se ha enfocado la atencidn en los metabolitos secundarios producidos por los
hongos, principalmente por L. edodes. La produccion de L. edodes se ha modernizado con
técnicas de cultivo cada vez mejores, pero la mas estable en cuanto a la calidad de los
nutrientes es por el crecimiento en medio de cultivo liquido en fermentadores de laboratorio
(Nikitina et al., 2007). El lentinan, es un compuesto producido por L. edodes (shiitake) y es
el que tiene el mayor nimero de evidencias clinicas con actividad antitumoral (Zhong et al.,
2012). Los polisacaridos de los hongos no atacan a las células del cancer directamente, su
medio de accion es por activar la respuesta inmune de la persona, estimulando las células B
y T, estimulando la respuesta del sistema inmune macrofago-dependiente. La accion inmuno
moduladora de los polisacaridos de los hongos es principalmente por la profilaxis, prevencion
de metastasis y como co-tratamiento con la quimioterapia (Nikitina et al., 2007). En el cultivo
de micelio de L. edodes en medio liquido, inoculado con el hongo Aspergillus parasiticus, se
observa la inhibicion de aflotoxinas (Nikitina et al., 2007).
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3.6 Produccion de biomasa de Lentinula boryana y L. edodes

El micelio crece en medio de cultivo PDA a temperaturas de 20 a 28°C,enpH de 3.8a 7.2y
no precisamente requiere de una fuente externa de nitrégeno, aunque si le favorece el
enriquecer el medio de cultivo con extracto de malta al 0.5%, en el estudio de Faria, 2003 se
observa que L. edodes normalmente crece mas rapido que boryana, aunque de 20 a 22 °C
boryana presenta un mejor crecimiento; el pH no muestra ningun efecto en el crecimiento
para ninguna de las dos especies y finalmente el enriquecer el medio de cultivo tuvo su

principal aportacion con malta al 0.5%.

3.7 Estudios de las propiedades funcionales del hongo Lentinula

Se han realizado estudios del micelio de Lentinula edodes (LEM) sobre ratones y estos han
probado eficacia en melanoma subcutaneo en células T mediante la inmunosupresion
mediada por Treg y reduccién de cancer de colon (Tanaka et al., 2012). Esta registrado que
ayuda contra enfermedades hepaticas (Yukawa et al., 2012; Mizoguchi y Yamamoto, 1985),
el extracto del micelio de L. edodes tiene efecto antitumoral (Zhong et al., 2012). El extracto
de la piel (color café) del pileo de L. boryana se ha estudiado por tener tyrosinasa y L-dopa,
gue son compuestos contra el tratamiento del mal de Parkinson (Faria et al., 2007; Halaouli
et al., 2005). En animales mayores se ha estudiado el efecto del hongo sobre la flora
bacteriana (Van et al., 2003).

En la determinacion de la actividad antioxidante se hacen pruebas en diferentes
concentraciones para determinar la concentracion requerida de muestra para inhibir un efecto
al 50% (IC 50%), cabe destacar que entre menor sea la cantidad de material requerido para
alcanzar el 50% de efecto, la muestra es mas eficiente. Para determinar la magnitud de la
actividad antioxidante, Lee et al., (2008) reportd que todo extracto que tenga efecto
antioxidante (IC 50%) con una concentracion menor a 10 mg/mL es considerado un
antioxidante efectivo. Por sus propiedades antioxidantes se han realizado estudios en
extractos etanolicos de los basidiocarpos de Lentinula edodes por la técnica de DPPH
determinando que L. edodes tiene un efecto de inhibicion al 50% (IC 50%) con 0.198 mg/mL
(Mujic et al., 2010) y 0.283 mg/mL (Sushila et al., 2014) a lo que en base a lo establecido

por Lee, los autores consideraron una actividad antioxidante muy alta.
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3.8 Propiedades antimicrobianas de Lentinula

El hongo Lentinula edodes (shiitake) contiene compuestos sulfatados derivados del lentinan,
estos compuestos presentan un efecto antibacteriano y antiviral contra el virus de la
bronquitis aviar. La sustitucion del compuesto sulfatado, presenta una relacién directa del
efecto de inhibicidn viral, respecto al peso de la molécula en sustitucion (Wang et al., 2010;
Rojas 2012).

Mecanismos de inhibicién de los extractos de hongos contra bacterias

Los estudios existentes se enfocan en las diferentes rutas de los compuestos presentes en los
extractos para la inhibicion de la reproduccion de virus en las células. Las rutas son llevadas
a cabo por inhibidores de la entrada viral, de la sintesis de ARN, de la proteasa viral NS3, de
la maduracidn e inhibidores a nivel de la expresion genica (Talarico, 2008).

Otros compuestos presentes son los polisacaridos naturales y sintetizados con derivados
sulfatados, los cuales han sido estudiados ampliamente, debido a su efecto bioactivo.

Los compuestos B-glucanos presentes en los extractos, activan el mecanismo de accion
antiviral enzimatica celular; esto puede deberse a la disminucion de los metabolitos
producidos en la célula infectada. Debido a esta actividad enzimatica, se incrementa la
demanda de la sintesis del RNA y DNA en las células infectadas, evitando la ruta metabolica
para la produccién de nucle6tidos virales (Streeter et al., 1973).

Los compuestos con azufre y/o fésforo son de los métodos mas comunes y eficientes con
actividad bioldgica antiviral (Wang et al., 2010) y antibacteriana (Fermor et al., 1981) por su
efecto en la lisis de la pared celular debido al aumento en la presion osmética y aprovechando
la propiedad de que las bacterias tienen una pared débil denominada imperfecta (Yukawa et
al., 2012).

3.9 Estudios in vitro con bacterias de interés clinico

Se han realizado algunos experimentos antibacterianos con micelio de L. edodes (Hearst et
al., 2009; Hirasawa et al., 1999) y solo un trabajo reportado con micelio de L. boryana (De
Carvalho et al., 2007) para determinar el efecto bacteriostatico o bactericida sobre cepas con
relevancia clinica Gram positivas, como son: B. subtilis, S. aureus, S. agalactiae, L.
monocytogenes y las Gram negativas: E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, Stenotrophomona,

entre otros. Existen referencias de trabajos realizados con L. boryana y L. edodes donde se
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resalta la importancia de realizar estudios con las cepas de bacterias que permitan validar los
resultados asi como conocer los alcances del micelio de L. boryana sobre las bacterias y de
lo més importante es el determinar el efecto antimicrobiano de los cuerpos fructiferos de los

cuales para L. boryana no se tiene registro.

3.10 El cultivo de Lentinula en México

Por parte de pequefios y medianos productores de hongos comestibles ubicados en diversos
estados de la repUblica ha habido intentos intermitentes por cultivar Lentinula edodes, sin
embargo a la fecha no se ha logrado consolidar su produccidn comercial y consistente a gran
escala, en parte debido a la falta de investigaciones de corte basico y aplicado para adaptar
los métodos tradicionales 0 modernos de cultivo a las condiciones locales, asi como a la falta
de una estratégia que considere el desarrollo de un paquete tecnoldgico integral que considere
entre otros aspectos el biotecnoldgico y el comercial, de forma que permita la inversion
empresarial y la concientizacién del mercado consumidor en el cual se destaquen sus
propiedades funcionales y medicinales, teniendo como consecuencia positiva el poder
disfrutar de una mejor calidad de vida (Sobal et al., 2010). En la figura 3 se muestran unos

ejemplares de las unidades de produccion de Lentinula en su primer etapa de fructificacion.

Figura 3. Hongos cultivados en unidades de produccion en aserrin de encino suplementados con otras
maderas; en el mddulo experimental del Colegio de Postgraduados. a) CP-519 Lentinula boryana, b)
CP-7 Lentinula edodes.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Uno de los principales problemas de los productores de hongos comestibles es la falta del
desarrollo de una estrategia que permita su maximo aprovechamiento y agregacion de valor.
Asimismo, no existen estudios que determinen las propiedades funcionales de Lentinula
boryana, conocido como “hongo de encino” por las comunidades rurales, el cual constituye
un recurso genético importante nativo de México.

En la actualidad unos pocos productores recurren a darle un valor agregado a sus
hongos comestibles haciendo extractos con equipos que eventualmente les pueden prestar
algunas universidades. Sin embargo, no les es posible producir un extracto de buena calidad
en las cantidades que les exige el mercado.

En la presente investigacion se ofrece una alternativa que consiste en estandarizar un
método sencillo de elaboracion de extractos de L. boryana en forma accesible para los
productores de hongos comestibles, generando evidencia cientifica sobre sus propiedades
funcionales y medicinales. Se tom6 como referencia L. edodes, especie filogenéticamente
cercana y muy apreciada en el sureste asidtico por sus propiedades medicinales,
anticancerigenas, antidiabéticas, y anticolesterolémicas, entre otras. Se realiz6 un anélisis del
extracto con diferentes solventes y se estudiaron algunas de sus propiedades funcionales
(antioxidantes, antibacterianas), especificamente el rendimiento, el contenido de proteinas y
polifenoles totales, asi como las pruebas de susceptibilidad contra nueve bacterias de interés
clinico. Los solventes analizados fueron agua, alcohol al 20% y 35% v/v. Se realizaron
pruebas de cuantificacion de antioxidantes presentes en los extractos con diferentes técnicas
y se realizo la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion

Minima Bactericida.
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V. HIPOTESIS

Los extractos del hongo comestible nativo de la especie Lentinula boryana tienen
propiedades funcionales diferentes de aquellas obtenidas en L. edodes, basadas en la
determinacion de antioxidantes y propiedades antibacterianas en diferentes solventes.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar las propiedades antioxidantes y antibacterianas de diferentes extractos de Lentinula
boryana, importante recurso genético de los bosques de niebla de México, en forma
comparativa con una cepa comercial de L. edodes, a fin de generar un método estandarizado
para la obtencién del extracto y con éste una estrategia que permita su aprovechamiento por
productores de hongos comestibles.

6.2 Objetivos particulares

1) Determinar a través de diferentes protocolos las propiedades antioxidantes de los extractos
de L. boryana y L. edodes obtenidos por diferentes solventes.

2) Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) de los extractos estudiados de L. boryana y L. edodes, en relacién con
nueve cepas bacterianas de interés clinico.

3) Desarrollar una estrategia para que los productores de hongos comestibles puedan darle
un valor agregado a los hongos que cultivan, mediante la elaboracion de extractos,

manteniendo las propiedades funcionales estudiadas.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Metodologia general del proyecto

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio y médulo experimental del
area de biotecnologia de hongos comestibles, medicinales y funcionales, del Colegio de

Postgraduados Campus Puebla. El diagrama general de trabajo se muestra en la figura 4.

Seleccidn de cepas
de Lentinula

41;
Mantenimiento
de las cepas
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Cosecha

|

—1
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ﬂ

Estrategia de transferencia de la
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Figura 4. Metodologia general de la investigacion seguida en este trabajo.
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7.2 Material biologico

7.2.1 Cepas de hongos comestibles y bacterias estudiadas

El material bioldgico utilizado es parte del Centro de Recursos Genéticos de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHCFyM) del Colegio de Postgraduados,
Campus Puebla. En los cuadros 6 y 7 se enlista el material biologico utilizado.

Cuadro 6. Cepas del género Lentinula utilizadas en el estudio.

Registro Género y especie Procedencia
CP-7 Lentinula edodes (Berk.) Hong Kong, China
CP-519 Lentinula boryana (Berk. & Mont. Pegler) Veracruz, México

Las bacterias utilizadas fueron adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC)
Manassas, VA, E.U.A. y por convenio con la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

(BUAP), como se detalla en el cuadro 7.

Cuadro 7. Cepas de bacterias utilizadas en el estudio.

Registro Especie Gram Procedencia
CPB-1 iﬂﬁ"?&?g‘ﬂéaptzggg(ggrg‘j‘:ﬁma”” and Edwards) Le " | Donacién Cs. Qs. BUAP
CPB-4 |Streptococcus agalactiae Lehmann and Neumann + Donacion Cs. Qs. BUAP
CPB-6 |Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula l Donacién Cs. Qs. BUAP
CPB-7 |Stenotrophomona (Hugh) Palleroni and Bradbury } Donacion Cs. Qs. BUAP
CPB-8 |[Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers l ATCC 25922
CPB-9 [Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn + ATCC 6633
CPB-10 [Staphylococcus aureus Rosenbach + ATCC 25923
CPB-11 |Listeria monocytogenes (Murray et al.) Pirie + ATCC 19111
CPB-13 |Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula l ATCC 27853

7.2.2 Obtencion de biomasa de Lentinula boryana y L. edodes en medios de cultivo
liquido y dos condiciones de incubacion

Obtencion de biomasa en medio agar
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Para obtener el micelio de las cepas CP-519 L. boryana y CP-7 L. edodes se cultivaron
inicialmente en medio PDA en cajas de Petri de 60 x 100. Se incubaron en obscuridad a
temperatura ambiente (22°C) por aproximadamente de 25 a 30 dias, dependiendo de la
velocidad de crecimiento de la cepa. Posteriormente el micelio se fraccion6 en indculos de
0.5 cm de diametro y con ayuda de una aguja de diseccidn se separd el micelio del agar
semisolido para su uso en el cultivo de biomasa micelial en medio liquido PDB. Estos
indculos también se utilizaron para su propagacion en trigo, para posteriormente usarlos
como semilla para inocular el substrato sélido a base de aserrin, formulacion Colpos-17
(Anexo II).

Obtencion de biomasa micelial en medio liquido

Para obtener el micelio de las cepas estudiadas, se cultivaron a partir del micelio desarrollado
en medio PDA en cajas de Petri. Se utilizé el medio de cultivo liquido PDB en frascos de
100 ml con volumen de 20 ml de medio cada uno y se agregaron 5 circulos de 0.5 cm de
diametro cada uno en dos diferentes modalidades 1) en in6culos como se encuentran los
discos y 2) homogenizado por 3 segundos para que se dispersen las hifas. Se incubaron a
temperatura ambiente (22°C), por aproximadamente de 25 a 30 dias en una repisa sin
agitacion y otros en una incubadora con agitacion, el tiempo de incubacién dependi6 de la
velocidad de crecimiento de la cepa.

7.2.3 Caracterizacion de la biomasa

Para la caracterizacion del micelio se utiliz6 un microscopio estereoscopico marca Zeiss, con
el objetivo de encontrar y medir las estructuras caracteristicas del micelio de los hongos
basidiomicetos (fibulas). La medicion se llevd a cabo con ayuda de la reglilla del
microscopio.

7.2.4 Produccién de basidiocarpos de Lentinula boryana y L. edodes en substrato sélido
estéril

En el caso de los hongos L. boryana y L. edodes CP-519 y CP-7, respectivamente, se
resembraron las cepas en medio PDA en cajas de Petri. Posteriormente el micelio se paso a
frascos con 200 g de trigo cosido y estéril con cal y yeso (Anexo Il1). Una vez que el micelio
invadié todo el trigo, se mezcld con el substrato sélido a base de aserrin en bolsas de 3 kg
con la formulacion Colpos-17 (Anexo 11). Las bolsas inoculadas se incubaron por un tiempo

de 3 a 3.5 meses, hasta la formacion de una costra color café. Las Unidades de Produccién
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(UP) se indujeron por medio de un chogue térmico sumergiéndolos en agua fria por 8 horas.
Las UP se cultivaron en el modulo de produccion experimental por un periodo de 3 hasta 6
meses. EI mdédulo de produccion se mantuvo en condiciones controladas de ventilacion,
temperatura promedio de 21°C y humedad relativa del 73%, con 2 é 3 riegos al dia.
Aproximadamente a los 23 dias del choque térmico se realizd el primer corte de
basidiocarpos, el riego se mantuvo por tres semanas y se indujeron nuevamente con un
segundo choque térmico. Se realiz6 un segundo corte un mes después de la induccién y se
repitio el proceso para obtener una tercera cosecha.

7.2.5 Cosecha y caracterizacion de los basidiocarpos

Una vez que se desarrollaron los cuerpos fructiferos y antes de su esporulacién, se realizo el

primer corte y al momento se caracterizaron por tamafio y peso (Fig. 5).

Figura 5. Clasificacion del material bioldgico en estudio; G1 menores de 3cm, G2de 3.1a7cmy
G3 mayores de 7 cm.

La clasificacion de los hongos se basé en la guia del Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles, Medicinales y Funcionales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. Para
la cepa CP-7 Lentinula edodes la clasificacion fue con base en el peso: menores de 3 g (G1),

de 3.1 a 7 g (G2) y mayores de 7.1 g (G3). Para la cepa CP-519 Lentinula boryana la
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clasificacion fue por tamafio: menores de 3 cm (G1), de 3.1 a7 cm (G2) y mayores de 7 cm
(G3). También se registré el nimero de hongos cortados y peso del total cosechado por cada
grupo “G” de cada bloque; finalmente se midio el largo y ancho del pileo y del estipite.
7.2.6 Preparacion de las muestras

Los basidiocarpos se rebanaron en cortes de 3 mm de espesor y se deshidrataron en horno de
secado a una temperatura menor de 40°C para evitar cualquier degradacion de compuestos
activos termolabiles. Posteriormente, se guardaron en bolsas de poliuretano de alta densidad
selladas con la menor cantidad de aire posible y se almacenaron a -26°C hasta su uso. A partir
del hongo seco, se colocaron 3.5 g en un vaso de licuadora (marca Osterizer), la muestra se
molié en seco, con 2 pulsos de 10 s cada uno para evitar que se caliente la muestra. Se
colocaron 10 g del hongo molido en bolsas plésticas selladas y se almacenaron a -26°C hasta
su uso (Fig. 6A). Para su uso, el hongo molido se trasvasé a sobres de papel filtro poro medio

de 6.5 cm x 9.0 cm con las orillas cosidas con hilo blanco marca Seralon (Fig. 6B).

7.3 Maceracion de las muestras en diferentes solventes

En un matraz de 500 ml con boca ancha, se colocé un sobre de papel filtro con la muestra de
hongo a extraer y 150 ml del solvente (agua; hidroalcohdlico al 20%, o hidroalcohdlico al
35%), esto se realiz6 por triplicado (Fig. 6C). La muestra se dejo reposar por 24 horas, con
uso de guantes, se exprimio el sobre con el extracto hasta obtener un peso humedo
aproximado de 20 g. El solvente se filtré con papel filtro de poro medio (Fig. 6D).

7.3.1 Concentracion de los macerados para la obtencion de los extractos

El macerado se concentrd en un rotavapor marca Hanshin (Fig. 6E) a presion reducida y
temperatura de 38°C y 90 rpm hasta obtener un peso aproximado de 7 g, con un volumen
menor de 10 ml (Fig. 6F), se aforé a 10 ml con el mismo tipo solvente (nuevo), el cual
también se utiliz6 para el lavado del matraz en el que se concentro el extracto.

7.3.2 Obtencion de los extractos

Las muestras maceradas de cada uno de los hongos Lentinula en cada uno de los diferentes
solventes, cuando fueron concentradas en el rotavapor y aforadas en un matraz volumétrico

a 10 mL, recibieron el nombre de “extracto”.
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7.4 Esterilizacion de los extractos
El extracto se esterilizo por microfiltracion con acrodiscos de 0.45um (Fig. 6G) colectandose

directamente en tubos eppendorf de 2 ml nuevos y estériles (Fig. 6H), en condiciones de

esterilidad en campana de flujo laminar; se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Figura 6. Procesamiento del hongo. A) Molido, B) Sobre de papel filtro con 10 g de hongo, C) Matraz
de 500 mL con 150 mL de solvente y el sobre totalmente inmerso, D) Filtrado, E) Evaporacion del
solvente en rotavapor, F) Aforado en matraz de 10 mL, G) Esterilizado por filtracion en acrodisco
0.45 mmy H) Almacenamiento en eppendorf a 4°C.

En el diagrama de flujo (Fig. 7), se describen los pasos para la obtencién de los extractos de
Lentinula en los diferentes solventes.
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Figura 7. Se describen los pasos para la obtencién de los extractos de Lentinula en los diferentes
solventes. SH= Solucion hidroalcohdlica.

7.4.1 Densidad del extracto
Para obtener la densidad de los extractos se tomo en cuenta que por su definicion, la densidad
es la relacién del peso de la muestra en un volumen determinado.

peso de la muestra

Densidad =
volumen de la muestra

Con apoyo de una micropipeta de 1 ml (marca Thermo Scientific, Finnpipette) se registro el
peso de 0.5 mL de extracto en una balanza analitica (marca Ohaus). Para llevar las unidades
a 1 mL, el peso promedio de cinco muestras (n=5) se dividio entre el volumen utilizado en
cada muestra 0.5.

7.4.2 Rendimiento de los extractos

De los extractos obtenidos por los diferentes solventes y con apoyo de una micropipeta de 1
ml (marca Thermo Scientific, Finnpipette) se pusieron 0.5 mL en cajas de Petri previamente

pesadas (n=5). Se evapor0 el disolvente a temperatura de 38°C hasta sequedad y peso
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constante, siendo el rendimiento la relacion del peso residual sobre el volumen del extracto

que se llevé a sequedad multiplicado por 100.

o peso de la muestra seca
Rendimiento % = X 100
volumen de la muestra

7.5 Determinacion de proteinas en los extractos

Se prepard una solucion Stock de Albumina de Suero Bovino (BSA) con concentracion (1
mg/mL) en un tubo eppendorf de 2 mL, se pesé 1 mg de albimina de suero bovino en 1 mL
de agua destilada y se agit6 en vortex por 1 minuto. Se preparé la curva de calibracion con
concentraciones conocidas (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pug/mL) (cuadro 8), La muestra a
analizar también se diluyo en las mismas concentraciones que el BSA (cuadro 8, Fig. 8).
Distribucion en la microplaca: La curva de calibracion se dispuso en las tres primeras
columnas. A partir de las siguientes columnas se agregaron las muestras con réplicas (n=3).
En cada pozo de la microplaca se colocaron 80 pl de muestra a analizar o curva de
calibracion, se agregaron 20 ul de colorante (Bio-Rad protein stains), se homogeniz6 cada
muestra, por lo cual fue necesario utilizar puntas nuevas en cada muestra. En caso de haber
burbujas hay que eliminarlas con ayuda de un alfiler metalico. Se dejaron reaccionar durante
30 minutos en oscuridad previo a su lectura en el espectrofotdémetro “EPOCH” a la longitud
de onda de 595 nm. El espectrofotoémetro UV (EPOCH) cuenta con el “protocolo protein
stains” integrado, por lo cual en automatico analizé y genero el valor de la concentracion
correspondiente a cada muestra en forma directa.

Cuadro 8. Cantidades y concentracion de la curva de calibracion utilizando suero de albumina
bovina.

Solucién Estandar Solucion Stock (mg/mL) H,O (mL)
(Hg/mL) (mg/mL) (mL) () (mL) (D)
10 0.01 0.001 10 0.990 990
20 0.02 0.002 20 0.980 980
40 0.04 0.004 40 0.960 960
60 0.06 0.006 60 0.940 940
80 0.08 0.008 80 0.920 920
100 0.1 0.01 100 0.900 900
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Preparar una solucion estandar de
BSA (1 mg/mL)
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Figura 8. Diagrama de la metodologia para la determinacion de proteinas.

7.6 Determinacion de los polifenoles totales en los extractos

Reactivos para la determinacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de los polifenoles totales como equivalentes de acido galico, se
prepararon los siguientes reactivos.

Solucion saturada de carbonato de sodio. Se disolvieron 7.5 g de carbonato de sodio en 100
ml de agua destilada. Para inducir a la precipitacion se agregaron 0.3 g de carbonato de sodio
y se colocd en refrigeracién durante una hora.

Folin-Ciocalteau. En un matraz volumétrico de 10 ml se puso 1 mL del reactivo Folin-
Ciocalteau y se aforo con agua.

Solucién stock de &acido galico a 1000 mg/L. Se pesaron 0.010050 g de &cido galico y se

disolvié en 1 ml de etanol para ayudar a su disolucion, se aforé a 10 ml con agua destilada.
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Para evaluar en forma cuantitativa la concentracion de polifenoles totales como equivalente
del &cido galico, se hizo una curva de calibracion para cada uno de los extractos por los
diversos solventes. En matraces aforados de 10 mL y envueltos con papel aluminio para
evitar la luz, se pusieron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mL de la solucion stock de &cido gélico a
1000 mg/L y se aforaron con agua destilada. Dichas soluciones tuvieron una concentracion
de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 mg/L, respectivamente (cuadro 9).

Cuadro 9. Concentraciones de acido galico (ug/mL) en la curva de calibracion de polifenoles
totales.

Concentracion 0 25 50 100 150 200 mg/L
Acido galico sol. stock 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 ml
Agua destilada 10 9.75 95 9.0 8.5 8.0 ml

Procedimiento

En una microplaca de 96 pozos (Fig. 10), se pusieron en orden consecutivo 100 uL de
reactivo Folin-Ciocalteau, se agregaron 20 uL de extracto y 75 pL de solucion saturada de
carbonato de sodio, las réplicas se consideraron en pozos por triplicado. La placa se incub6
a temperatura ambiente y en obscuridad por 2 horas, el blanco de la muestra se obtiene
adicionando los 20 pL del extracto después de transcurridas las dos horas de incubacion en
la obscuridad, justo antes de hacer la lectura. Al término del tiempo de incubacién, se leyo la
placa en un espectrofotometro de microplacas (EPOCH) a una longitud de onda de 740 nm.

Es importante el seguir la secuencia que se observa en el diagrama de la figura 9.
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Figura 9. Diagrama de la metodologia para la determinacion de polifenoles totales en microplacas.
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igura 1‘0. Distribucion de las muestras en la microplaca de 96 pozos para su lectura de D.O. en la
determinacion de polifenoles totales. 0 a 200: Curva de calibracién en ug/mL, M: extracto, B: blanco
correspondiente a la muestra de analisis en el mismo renglon.
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7.6.1 Cuantificacion de polifenoles totales como equivalentes de acido galico
La ecuacion para el calculo de polifenoles totales se determino en el programa de computo
Excel, en base a los datos graficados de la curva de calibracidn representada con la siguiente
ecuacion: En donde “X” son microgramos de equivalente de acido galico por mililitro de
extracto y “Y” es la densidad optica. La R? de la ecuacion fue de 0.9977.

Y =0.0095 X + 0.0986

7.7 Determinacion de la actividad antioxidante por el reactivo 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH)

Preparacion de la muestra

A partir de los extractos en sus diferentes solventes de las soluciones stock, en el programa
en Excel “Diluciones”, se determinaron las respectivas alicuotas, necesarias para preparar
concentraciones de 1000, 500, 250, 100, 50, 10 y 0 pg/mL de los extractos.

Preparacién de los estandares

A partir de una solucion stock de cada estandar en el programa Excel archivo “DPPH
Original” se hicieron diluciones para determinar las curvas de concentracion siendo las
mostradas en el cuadro 10.

Cuadro 10. Concentracion de la muestra y estandares para la determinacion de la actividad
antioxidante con el reactivo DPPH.

Muestra (ug/mL) BHA BHT a-tocoferol Ac. ascorbico
i (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)
0 0 0 0 0
10 0.25 0.25 0.25 0.25
50 0.5 0.5 0.5 0.5
100 0.75 0.75 0.75 0.75
250 1 1 1 1
500 5 5 5 5
1000 10 10 10 15
2000 25 25 25 40

Preparacion de la solucion de DPPH

La solucion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) (0.4 mM) en metanol
grado analitico se preparé en un matraz completamente cubierto con papel aluminio. El
volumen a preparar depende de la cantidad de muestras a evaluar (4 mL por microplaca de
96 pozos).
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El peso molecular del DPPH es de 394.32 g/L

Para preparar 10 mL en concentracion 0.4 mM se requiere de 0.0015773 g de 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH).

Preparacion de la microplaca

Se hicieron réplicas por columnas (n=3); se pusieron 160 pL del extracto en sus diferentes
concentraciones y 40 uL de la solucion de DPPH (0.4mM); se incubaron en obscuridad por
30 minutos; se reventaron las burbujas y se leyé en el espectrofotometro Epoch a la longitud
de onda de 517nm como se muestra en el diagrama de la figura 11.

Calculos

A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad antioxidante

con la ecuacién que se presenta en la siguiente ecuacion (Murillo et al., 2007)

AControl(—) - Aextracto

X100

Actividad Antioxidante (%) = X
control

Acontrol (-): Absorbancia del DPPH (solo) al tiempo 0.
Aextracto: Absorbancia de los extractos.

Criterios para el 1C50

El IC50 esta definido como la cantidad de antioxidante al disminuir la concentracion inicial
de DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el porcentaje de inhibicién contra la
concentracion del extracto (Deng et al., 2011).

En otros trabajos se reportaron criterios de seleccidn para extractos vegetales con base en el
IC50; considerando de alto potencial antioxidante aquellos con concentraciones menores a
30 pg/mL, con moderado potencial ubicados en un rango entre 30 ug/mL y 100 pug/mL y de
bajo potencial antioxidante aquellos con un IC50 por encima de 100 ug/mL (Ramos et al.,
2003).

36



Solucién DPPH
0.00157g de DPPH en
10 mL de metanol

=

Antioxidantes por
DPPH

160 mL de muestra
0 estandar

40 mL de solucién
DPPH

Incubar 30 minutos

Lectura en

espectrofotémetro a

517 nm

Figura 11. Determinacion de la actividad antioxidante por el reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

(DPPH).

7.8 Determinacion de la actividad antioxidante con el reactivo “acido 2,2’-azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico” (ABTYS)

Preparacién de la muestra y de los estandares

A partir de los extractos obtenidos se tomaron alicuotas para preparar concentraciones de 0,

1,2, 3,4,5, 10 y 25 pg/mL basados en el rendimiento de cada extracto. Los datos de los

rendimientos se pasaron en el programa Excel archivo DPPH Original para determinar las

curvas de concentracion, mostradas en el cuadro 11.

Cuadro 11. Concentracion de la muestra y estandares para la determinacion de la actividad
antioxidante con el reactivo ABTS.

Muestra (ug/mL) BHA (ug/mL) BHT (ug/mL) a-tocoferol Ac. ascorbico
(ng/mL) (ng/mL)

0 0 0 0 0

1 5 5 5 5

2 10 10 10 10

3 20 20 20 20

4 40 40 40 40

5 60 60 60 60

10 80 80 80 80
25 100 100 100 100
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Generacion del radical cation ABTSe+

La solucion del radical cation ABTSe+ solo es estable durante maximo dos dias; por tal razon
se preparé el volumen para el experimento programado para cada dia; en un matraz
completamente cubierto con papel aluminio se pesé 77.6 mg del reactivo ABTS, se
adicionaron 20 mL de agua destilada para obtener una concentracion de 7 mM en solucién
acuosa; se pesaron 13.2 mg de persulfato de potasio (2.45 mM), para hacerlo reaccionar, se
homogenizo6 en un equipo vortex y se almacend a temperatura ambiente de 12 a 16 horas
antes de usarse, leyendo a una longitud de onda de 734 nm, se ajusté la absorbancia a 0.7 +
(0.02) diluyendo con etanol grado analitico al 99%. El protocolo para la preparacion de la
solucion de ABTSe+ se describe en las Figs. 12 y 13 (Re et al., 1999).

Pesar 77.6 mg del reactivo ABTS y Pesar 13.2 mg de persulfato de
adicionar 20 mL de agua destilada para potasio (2.45 mM) y hacerlo
obtener una concentracion de 7 mM en reaccionar en un frasco &mbar
solucion acuosa. con la solucion de ABTSe+.
Homogenizar y cubrir con
L papel aluminio. —

\4

4 R
La solucion se incub6 entre 12-14 horas a

temperatura ambiente antes de su uso y se
almaceno a temperatura ambiente.

4 )
La solucion de ABTS«+ se diluy6 en metanol
absoluto hasta obtener una absorbancia
de 0.7 £ (0.02) a 732 nm.

- J

Figura 12. Protocolo para la generacion del radical cation ABTSe+.

El blanco de los extractos se prepar6 a partir de 50 pL del extracto y 1450 uL de la mezcla
de agua y etanol (1:2). Esta solucién fue medida a una longitud de onda de 732 nm (Mathew
et al., 2005).
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Se adicionaron 50 pL de la solucion de Se transfiri6 1450 puL de la solucion de

extracto a las concentraciones de ABTSe+ preparada y diluida
10, 50, 100, 250 y 500 pg/mL a 3 previamente (Fig. 12) a los tubos
tubos de ensayo que contienen el extracto a evaluar.

Se homogenizo la muestra y se dejo
reaccionar durante 30 minutos
L en la oscuridad. )
( - -7 7 \
Se midio en el espectrofotometro
a 734 nm.
. J

Figura 13. Ensayo y determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTSe+.

Preparacion de la microplaca

Se ponen 50 uL del extracto en sus diferentes concentraciones en tubos con 1450 uL de la
solucion de ABTS; se hacen réplicas por columnas (n=3) de 200 uL de extracto en la
microplaca; se incuba en obscuridad por 30 minutos; se revientan las burbujas si es que hay
en los pozos; se lee en el espectrofotometro a 734 nm.

7.9 Cuantificacion de p-carotenos

La determinacion de B-carotenos se realizé por el método de blanqueamiento por lectura de
la densidad Optica con apoyo de un espectrofotdmetro haciendo la prueba de p-caroteno
linoleico con ligeras modificaciones (Prieto et al., 2012). En un matraz se pusieron 4 mg de
B-caroteno, 0.5 mL de &cido linoleico, 4 g de Tween 80 y 20 mL de cloroformo, la suspension
se agitd vigorosamente durante un minuto en un equipo vortex y se removioé el cloroformo
en rotavapor con vacio a 40°C por un tiempo de 15 minutos. El residuo aceitoso se dividio
en alicuotas de 1 mL en tubos de 40 mL, los cuales se mantuvieron a -28°C hasta su uso.
Para su uso, se adicionan 30 mL de buffer Briton (en concentracion de 100 mM, pH de 6.5
en agua “mili-Q” previamente calentada a 45°C) (Fig. 14). El reactivo de un tubo alcanz6
para las muestras de una microplaca de 96 pozos.

La reaccion se realizé con 35 pL de extracto con concentraciones que fueron de 0 a 5.0 mg/uL

y 165 pL del reactivo, se midié la absorbancia en diferentes tiempos (10, 20, 30, 60, 90 y
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120), siendo el éptimo a 120 min, se ley6 la microplaca a 517 nm. El contenido de B-

carotenos se determiné con la siguiente ecuacion:

D.O. al tiempo t0
D.O. al tiempo t120

X 100

Contenido de B-carotenos =

La concentracion con actividad antioxidante al 50% (EC50) que tiene cada extracto fue
calculada por interpolacion de la grafica de porcentajes de P-carotenos contra la
concentracion del extracto (Vaz et al., 2011). Se realizaron corridas a diferentes
concentraciones de diferentes estandares [BHA (0.0-25.0 ug/mL), BHT (0.0-25.0 ug/mL), a-
tocopherol (0.0-25.0 pg/mL) y acido ascorbico (0.0- 40.0 pg/mL)] para comparar la actividad

antioxidante de las muestras respecto a los estandares.

Determinacién de B-carotenos

Pesar 4 mg de B-caroteno, 0.5 mL de ac.
linoleico, 4 g de Tween 80y 20 mL de
cloroformo

|

Agitar vigorosamente
1 minuto en vortex

Se evapora el cloroformo en rotavapor
por 15 minutos

Dividir el aceite remanente (alicuotas de 1
mL) en tubos de 40 mL l Se puede almacenar a -28°C
1

Adicionar 30 mL de bufer Briton
(a 45°C)
|

[ En microplaca ]

35 puL de extracto y 165 ulL del reactivo

tiempo Oy a las 2 horas
|

Leer en espectrofotdmetro a 517 nm el ]

Sustituir en la ecuacion ]

\

Figura 14. Diagrama de la metodologia para la determinacidn de los B-carotenos.
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7.10 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ORAC
El andlisis de las muestras se determinaron por las técnicas establecidas por Huang et al.,
(2002).

7.11 Prueba de susceptibilidad bacteriana de los extractos de CP-519 Lentinula boryana
y CP-7 L. edodes sobre nueve cepas de bacterias de interés clinico

Se prepar6 medio agar Mueller Hinton marca BD Bioxon, disolviendo 38 g en 1 litro de agua
destilada a temperatura de ebullicion durante 3 a 5 minutos en un horno de microondas
(SHARP, Carousel). Una vez disuelto el medio, se esterilizé en una olla de presion (ALL
AMERICAN) durante 20 minutos a 121 °C, posteriormente se vacio el medio en cajas de
Petri de 60 x 15 mm y se dejaron solidificar. Se preparé medio de cultivo liquido Mueller
Hinton marca Difco, disolviendo 21 g en agua destilada, se hirvié de 3 a 5 minutos en un
horno de microondas. Se vertieron 20 mL del medio en matraces Erlenmeyer con tapa de
rosca de 125 mL y se esterilizaron bajo las mismas condiciones que el medio de agar.
7.11.1 Curva poblacional con correlacion a su densidad optica

A partir de una caja con el cultivo reciente de la bacteria en estudio incubada en Mueller
Hinton agar se tomd una asada y se colocé en un matraz con medio Mueller Hinton liquido.
La bacteria se incubd en agitacién a 35.5°C con 120 rpm durante 12 horas, a este tiempo el
medio de cultivo se observd turbio. De esta solucion se vertieron 100 ul en tres matraces con
20 ml de medio de cultivo liquido de Mueller Hinton. A partir de ese momento y cada hora
(exacta), se tomaron muestras por triplicado para contar las bacterias en la camara de
Neubauer y otras muestras por triplicado para leer la densidad éptica (D.O.) en un
espectrofotometro marca Epoch de Biotek a una longitud de onda de 600 nm. Los valores de
las dos cinéticas a 12 horas se graficaron en el programa Excel y se obtuvo la ecuacion de
tercer orden correspondiente de cada curva. De cada bacteria se obtuvieron dos curvas
respecto al tiempo, una de Densidad Optica (D.0.) y otra de concentracion poblacional de
bacterias por cada ml (bacterias/mL) obtenida por conteo en la cdmara de Neubauer. Para
poder relacionar una curva con la otra, se requirié despejar la variable “X” de la ecuacion de
la curva de la D.O. Para que ese valor pueda ser utilizado como el valor de “X”, en la ecuacion
de la curva de la cinética del conteo bacteriano en la camara de Neubauer, obteniendo en “Y”

el valor de la concentracion de bacterias/ml correspondiente al valor en “Y” de lectura de la
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D.O. obtenido de la muestra en estudio. Para poder despejar la variable “X” de la ecuacion
de la curva de la cinética de la D.O., se utiliz6 el método de resolucion numérica de
ecuaciones diferenciales de tercer orden de “Runge-Kutta”. Para el procesamiento de las
ecuaciones se realizé una hoja dindmica en Excel con nombre “Célculo de bacterias”, en la
cual se selecciond la bacteria en estudio.
7.11.2 Obtencion del indculo bacteriano
De un cultivo fresco desarrollado previamente por 24 horas a 35.5 °C de cada una de las
bacterias en estudio, se tomo una asada y se sembraron matraces Erlenmeyer de 125 mL con
20 mL de medio de cultivo liquido estéril Mueller Hinton, los matraces se incubaron a 35.5
°C en una incubadora orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) por 24 horas a 120
revoluciones por minuto, este matraz se rotuld con el nombre “Matraz semilla”. De ese
“Matraz semilla” se tomaron 100 uL con una micropipeta (Finnpippete) y se colocaron en
una microplaca que se leyo en un espectrofotometro (Epoch, BIOTEX Instruments) a una
longitud de onda de 600 nm, con ésas lecturas se genero el valor promedio que fue procesado
en un programa desarrollado en Excel, obteniendo el resultado en una tabla y en una grafica,
mostrando la concentracion de bacterias/mL cultivadas en el matraz “semilla”. Conocida la
concentracion del matraz semilla se pudo determinar con la siguiente ecuacion, la alicuota
requerida para tener una concentracion de 1 x 108 bacterias/ml en el matraz 1.
Concentracion 1 x Volumen 1 = Concentracion 2 x Volumen 2

Concentracion 2 x Volumen 2

Volumen1 = —
Concentracion 1

Para confirmar dicha concentracion poblacional de las bacterias, se determiné el volumen a
transferir del matraz 1 (4 pL) al matraz 2, de este Gltimo se sembraron 50 uL en cajas de Petri
con medio de cultivo Agar Mueller Hinton para confirmar una poblacion de 50 Unidades
Formadoras de Colonias (Fig. 15). Con dicho rango se confirma que el matraz 1 puede usarse

como indculo para los bioensayos.
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Cultivo de 12 horas Matraz semilla Matraz 1 Matraz 2

Concentracion Concentracion Concentracion
desconocida 1 x 108 bact/ml 1 x 10* bact/ml

; 22 2000NSBOC Yo

LS040 4

et e 20D
P EOOCOEOOCT.

Microplaca Caja que verifica la
concentracion y pureza

Figura 15. Ajuste de la cantidad de las bacterias a una concentracion de 1x108 bact./mL para el disefio
experimental y, de 1x10* bact./mL para verificar el indculo con 50 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) en cajas de Petri con medio de cultivo Agar Mueller Hinton.

7.11.3 Arreglo del bioensayo en la microplaca

Todos los ensayos se realizaron en microplacas transparentes de 96 pozos con fondo redondo
(Corning) siguiendo el protocolo del Clinical and Laboratory Standards Institute (2006). A
todos los pozos de la microplaca se le agregaron 100 uL de agar liquido estéril Mueller
Hinton. Con el fin de poder probar el efecto del suplemento alimenticio como agente
antibacteriano (tratamiento), se establecieron controles positivos y negativos para la bacteria,
el solvente y el extracto del hongo (tratamiento). El control positivo de la bacteria también
Ilamado control de crecimiento bacteriano, muestra la viabilidad de la bacteria en estudio. El
control positivo del solvente muestra el efecto del solvente sobre el crecimiento de la bacteria
(Fig. 16). El blanco positivo del tratamiento, es el tratamiento sin la bacteria, cuyo valor de
D.O. se resta a la lectura del tratamiento por el tono propio del extracto. El control de

esterilidad comprueba que no hubo contaminacion durante la prueba. El control negativo del
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solvente determind el valor de la D.O. que tiene el solvente el cual se resto6 al control positivo
del solvente para cada dilucién en estudio. El tratamiento (suplemento alimenticio) demostro

la actividad antibacteriana sobre la bacteria (Fig. 16).

Control positivo del solvente Tratamiento Blanco positivo del tratamiento
(Solvente + bacteria) (Extracto + bacteria) (Medio MH + Extracto)

Nivel de dilucion

Control positivo de la bacteria Control negativo del solvente
(Medio MH + bacteria) (Medio MH + Solvente)

Figura 16. Distribuciéon de las microdiluciones en la microplaca para la prueba de susceptibilidad
bacteriana.

7.11.4 Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de Lentinula
boryana CP-519 y L. edodes CP-7 sobre el crecimiento de nueve bacterias de interés
clinico

La figura 17 muestra la adaptacion de la microplaca en este estudio y estuvo basada en la
propuesta hecha por Wiegand et al. (2008). En ella se notan los colores que presentan las
diluciones de los controles del solvente, del medio de cultivo y del extracto (tratamiento).
Después de realizada la distribucién se procedié a inocular la microplaca con 2 pL de in6culo

bacteriano (B), segun se indica en la figura 17. EI volumen final de cada pozo fue de 102 L.
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Figura 17. Especificaciones de la inoculacion de la bacteria en estudio para realizar la prueba de
susceptibilidad bacteriana en esta investigacion.

El cuadro 12, describe la microplaca basada en el rétulo de la placa para relacionar las
lecturas con los resultados y poder procesarlas en la base de datos.

Cuadro 12. Distribucion de la prueba de susceptibilidad bacteriana usando extracto de hongo como
agente antimicrobiano. Toda la placa contenia 100 pL de medio de cultivo estéril Mueller Hinton (MH).

Descripcion Microdiluciones (soluciones) Ubicacion (pozos)
Control positivo del solvente solvente + 2 pL de in6culo bacteriano Al-G4

Tratamiento extracto + 2 pL de indculo bacteriano A5-F8 y G5-G6
Blanco positivo del tratamiento extracto A9-F11

Control de esterilidad MH Al2-F12

Control positivo de la bacteria MH + 2 pL de solucion bacteriana H1-H6

Control negativo del solvente solvente G7-G12 y H7-H12

La concentracion del extracto (tratamiento) en cada microdilucion esta representada en la
figura 18. Se mezcld cada pozo, se tomaron 100 pL de ese pozo y se transfirieron a la
siguiente fila y asi sucesivamente, hasta el tltimo pozo de cada tratamiento. Los ltimos 100

pL de cada pozo se eliminaron.
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100 plL de MH
100 pl de solvente o extracto

CNCNCONCONCONEONON

50 Desechar
25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78
Fila A B C D E F G
Figura 18. Vista longitudinal de la forma en que se realizé la microdilucion de los extractos en
la microplaca. El valor que estéa indicado dentro de cada pozo representa el volumen del extracto
en cada nivel o fila de la microplaca, el pozo subsecuente tiene el 50% de la concentracion. El

volumen total de cada pozo fue de 100 L.

Una vez terminada las microdiluciones, la microplaca se colocé en una caja semi hermética
para evitar la evaporacion de las soluciones durante la incubacién de la microplaca,
simulando una camara humeda usando agua destilada estéril (Fig. 19a) y se incubd en una
incubadora (Biometra, modelo OV5) a 35.5 °C (Fig. 19b). Despues de 24 horas se leyo la
microplaca en el espectrofotémetro (Epoch, BIOTEK Instruments) a una longitud de onda
de 600 nm. Los valores de densidad optica de cada dilucion se tomaron en cuenta para

calcular el efecto del extracto sobre las bacterias en estudio.

Figura 19. Forma en que se colocé la microplaca para evitar la pérdida de humedad (a) e
incubadora donde se colocd la microplaca durante 24 horas (b).

Para comprobar el efecto bactericida o el efecto bacteriostatico del extracto en cada solvente,
se tomaron muestras de los pozos que contenian las microdiluciones del tratamiento
(indicadas como D1 al D7) y ubicadas en los pozos 5A, 6A y 7A al 5G, 6G y 7F, el control
de esterilidad (CE) tomada de los pozos 12A al 12F, el control de crecimiento (CC) de la
bacteria en estudio, tomado de los pozos 1H al 6H y, del extracto estéril tomado de los pozos
9A al 11A (Fig. 16).
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7.11.5 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de Lentinula

boryanay L. edodes sobre el crecimiento de nueve bacterias de interés clinico

Para comprobar la actividad bactericida de los diferentes extractos probados en cada una de
las bacterias, se disefid una caja de Petri con medio de cultivo agar Mueller Hinton (Fig. 20).
Después de leer en el espectrofotdmetro la placa de la prueba de susceptibilidad bacteriana
(24 horas de incubacién), se sembraron tres puntos con 1.0 pL de cada una de las
microdiluciones de la placa, la caja de Petri se incubd por 24 horas. Se comprobé la
concentracion minima inhibitoria cuando el extracto mata la bacteria después de 24 horas de
incubacion de la caja de Petri. Se establecié como actividad bactericida la concentracion del
extracto que mata el crecimiento bacteriano a las 48 horas de realizada la prueba de
susceptibilidad antibacteriana.

Basada en el mismo principio que la CMI, se definié como actividad bacteriostatica a la
concentracion del suplemento alimenticio que inhibid el crecimiento de las bacterias a las 24
horas de incubacién de la caja de Petri, pero permite el crecimiento de las bacterias a las 48

horas de realizada la prueba de susceptibilidad bacteriana.

Figura 20. Modo de inoculacién de la caja de Petri con agar Mueller Hinton para determinar la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de los
extractos de Lentinula boryanay L. edodes en los diferentes solventes en estudio, sembrado con la
cepa bacteriana en estudio. C.E.= Control de esterilidad. C.C.= Control de crecimiento bacteriano
(Blanco positivo de la bacteria). B.P.T= Blanco positivo del tratamiento.
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7.12 Analisis matematico y estadistico

La estadistica es un conjunto de técnicas para la recoleccion, manejo, descripcion y analisis
de informacién, de manera que las conclusiones obtenidas de ella tengan un grado de
confiabilidad especificado.

Regresion: Es una herramienta que conjunta técnicas para construir y evaluar modelos que
describen la relacion entre variables independientes, y para formular inferencias basadas en
modelos. Al andlisis estadistico que resulta de aplicarlas se le denomina andlisis de
regresion.

El analisis de regresion permite estudiar la influencia de una variable (regresion lineal simple)
0 mas variables independientes (regresion multiple) sobre las variables dependientes.
Disefio experimental

Sean X1, ..., Xny Y1, ..., Yn dos muestras aleatorias independientes de poblaciones cuyos
modelos probabilisticos tienen como medianas a Mx y My. Para probar cualquiera de los
siguientes juegos de hipotesis:

a) Ho: Mx = My en oposicion a Ha : Mx # My,
b) Ho: Mx <My en oposiciéon a Ha : Mx > My,
c) Ho: Mx > My en oposicion a Ha : Mx < My,

Se utiliza la estadistica:

ro= Y Rery -2 D

Donde R(Xi) es el rango que corresponde a Xi en el ordenamiento de la observacion 1 a la
observacion n

Disefio completamente al azar

En el presente estudio se siguié un disefio experimental completamente al azar con un
factorial de 3x7 asumiendo igualdad de condiciones en la microplaca e incubadora.

Analisis estadistico (SAS)

En todos los experimentos los cultivos se realizaron por triplicado y los resultados se
analizaron mediante un disefio experimental completamente al azar y se evaluaron mediante
un andlisis de varianza (ANOVA), se les aplico la prueba de Tukey (a= 0.05), todos los
analisis se realizaron con el programa SAS 9.4.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Produccion de biomasa en medio liquido PDB, EMB y CYM de Lentinula boryana
CP-519y L. edodes CP-7 cultivado en condiciones estaticas y de agitacion

Con base en la produccién de micelio en medio liquido, se realiz6 una caracterizacion y
comparacion de los micelios y medios de cultivo entre las cepas Lentinula edodes (CP-7 y
CP-492) y L. boryana (CP-494 y CP-519) a los 46 dias de su cultivo. Con un inoculo
correspondiente de cada cepa, se tomaron 5 nlcleos de 5mm de didmetro o su equivalente
para el proceso de homogenizacion, se colocaron en 75 ml de medio liquido nutritivo PDB,
EMB y CYM. Los testigos de los medios de cultivo EMB, PDB y CYM (Fig. 21); tuvieron
coloracion amarillo claro cristalino, correspondiendo a la Tabla de Pantone con los siguientes
cddigos: EMB, Pantone 607-c; PDB, Pantone 124-c y CYM, Pantone 609-c.

Para la descripcion de los tratamientos se tomaron en cuenta las siguientes abreviaturas: H:
Homogenizacion; I: Nucleos de 50 mm de didmetro; S: Superficie; IN: Inmerso; P: Pared,;
D1: Densidad baja; D2: Densidad media; D3: Densidad alta.

Figura 21: Control de los medios de cultivo liquidos.
En cuanto a los tratamientos, para la cepa L. edodes CP-7 en medio PDB por nicleos o
inéculos (1) (Fig. 22) se form6 micelio blanco con coloraciones cafés. EI micelio cubri6 el

100% de la superficie y fue tan denso que inclinando el frasco no se observé paso o
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movimiento del medio de cultivo liquido. Las coloraciones cafés se presentaron en las 4
repeticiones y cubrieron del 5 al 30% de la superficie. EI micelio crecid sobre las paredes del
frasco con una densidad media a una altura promedio de 2 cm. Por debajo de la superficie, el
micelio del fondo se fusiono al micelio desarrollado en la base del frasco, con densidad baja
(pelusas). El medio de cultivo se observé con viscosidad ligera, con color Pantone 124-c
Para la cepa L. edodes CP-7 en PDB por homogenizacion (H) (Fig. 22) se formo el micelio
color blanco, el micelio cubrié el 100% de la superficie con una densidad escasa con
pequefias unidades formadoras de colonia. EI micelio creci6 sobre las paredes a una altura
promedio de 1.5 cm con una densidad escasa. EI micelio que crecidé por debajo de la
superficie cubrio del 80 al 100% del volumen del medio de cultivo. El desarrollo se observo
con una conformacion algodonosa poco densa y con crecimiento tanto de la superficie hacia
abajo como de la base del frasco hacia arriba. También se observo un segmento del medio de
cultivo sin micelio, a la mitad de la altura del medio de cultivo.

Para la cepa L. edodes CP-7 en EMB por nucleos o inéculos (1) (Fig. 22) se formé micelio
blanco, el micelio de la superficie cubrié el 100%, con una densidad escasa con pequefias
unidades formadoras de colonia. EI micelio crecio sobre las paredes a una altura promedio
de 1.5 cm con una densidad escasa. El micelio que crecio por debajo de la superficie cubrio
del 60 al 80% el volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa y con
crecimiento de la superficie al fondo del frasco, sin mostrar crecimiento del fondo del frasco
hacia la superficie.

Para la cepa L. edodes CP-7 inoculado en EMB por homogenizacién (H) (Fig. 22) se formé
micelio blanco, el micelio de la superficie cubri6 el 100%, con una densidad escasa con
pequefias unidades formadoras de colonia. EI micelio creci6 sobre las paredes a una altura
promedio de 1.5 cm con una densidad escasa. EI micelio que crecidé por debajo de la
superficie cubrio del 80 al 90% el volumen del medio de cultivo, en conformacién
algodonosa y con crecimiento de la superficie al fondo del frasco. Se desarrollé de la base
del frasco hacia arriba, mostrandose una ventana de medio sin micelio a la mitad de la altura
del medio de cultivo.

Para la cepa L. edodes CP-7 inoculado en CYM por nucleos o indculos (1) (Fig. 22) se formé
micelio blanco con coloraciones cafés, el micelio cubrié la superficie al 100%, con una

densidad variable entre las réplicas, siendo méas denso en la repeticion 1 y escasa en la
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repeticion 5. Las coloraciones cafés se presentaron en 3 repeticiones y cubrieron del 15 al
35% de la superficie. EI micelio crecio sobre las paredes a una altura promedio de 1.5 cm
con una densidad media. EI micelio que creci6 por debajo de la superficie cubrid del 70 al
90% el volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa y con crecimiento de la
superficie al fondo del frasco. No se observé crecimiento del fondo del frasco hacia la
superficie. EI medio de cultivo varié en la tonalidad, siendo un café mas intenso para la
repeticion 1, los colores extremos variaron del Pantone 124-c al Pantone 121-c.

Para la cepa L. edodes CP-7 inoculada en CYM por homogenizacion (H) (Fig. 22) se formé
un micelio blanco, el micelio de la superficie cubrié al 100%, con una densidad media. El
micelio crecio sobre las paredes a una altura promedio de 1.5 cm con una densidad muy
escasa. El micelio que crecid por debajo de la superficie cubrié del 50 al 70% el volumen del
medio de cultivo, en conformacién algodonosa y con crecimiento de la superficie al fondo
del frasco, y de la base del frasco hacia arriba. Los colores del medio son Pantone 151-c a
excepcion de la repeticion 2 que tiene color Pantone 1225-c.

Con base en la caracterizacion de los tratamientos para la cepa L. edodes CP-7, (Fig. 22) en
la comparacion de los tratamientos evaluados se observo que el tratamiento que visualmente
tuvo un desarrollo micelial mas denso y vigoroso fue en medio de cultivo PDB, inoculado

por nucleos de 5mm de diametro (Fig. 22).
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Figura 22. Cultivo de micelio de CP-7 Lentinula edodes en medio liquido, H: inoculado por
homogenizacion con rotor, I: inoculado con 5 discos de 0.5 cm de didmetro.
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Para la cepa L. edodes CP-492 (Fig. 23) inoculada en PDB por nucleos (1), se formé micelio
blanco con coloraciones cafés, el micelio cubrio el 100% de la superficie y fue muy denso.
Las coloraciones cafés cubrieron del 5 al 15% de la superficie. El micelio crecid sobre las
paredes de los frascos con una densidad escasa a una altura promedio de 3 mm. Por debajo
de la superficie, el micelio crecié pegado al micelio de la superficie, en forma densa y menos
abundante en la base del frasco, con densidad baja (pelusas). EI medio de cultivo se observo
con viscosidad ligera, con color Pantone 159-c.

Para la cepa L. edodes CP-492 (Fig. 23) inoculada en PDB por homogeneizacion (H), tuvo
un crecimiento uniforme, con micelio blanco, el micelio superficial cubrié del 80 al 90% con
densidad alta, iniciado su crecimiento con unidades formadoras de colonia. EI micelio crecio
sobre las paredes a una altura promedio de 0.5 cm con una densidad escasa. El micelio que
crecio por debajo de la superficie cubrio el 20% del volumen del medio de cultivo. Su
desarrollo se observo en conformacion algodonosa poco densa y con crecimiento tanto de la
superficie hacia abajo como en la base del frasco, mostrandose la mayor parte del medio sin
micelio. El color del medio de cultivo fue Pantone 173-c.

Para la cepa L. edodes CP-492 (Fig. 23) inoculado en EMB por nucleos (1), se formé micelio
blanco, el micelio de la superficie cubri6 el 50%, con una densidad alta. EI micelio crecio
sobre las paredes a una altura promedio de 0.3 cm con una densidad escasa. El micelio que
crecié por debajo de la superficie cubrid el 40% del volumen del medio de cultivo, en
conformacién algodonosa y con crecimiento de la superficie al fondo del frasco, y en forma
de nucleos en el fondo del frasco. El color del medio de cultivo fue Pantone 124-c.

Para la cepa L. edodes CP-492 inoculado en EMB por homogenizacion (H) (Fig. 23) se formé
micelio blanco, el micelio de la superficie cubrié del 45 al 95% de la superficie, con una
densidad alta. EI micelio crecié sobre las paredes a una altura promedio de 0.2 cm con una
densidad escasa. El micelio que creci6 por debajo de la superficie cubri6 del 40 al 60% del
volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa y con crecimiento de la
superficie al fondo del frasco, y en forma de pequefios ndcleos en el fondo del frasco. El color
del medio de cultivo fue Pantone 156-c.

Para la cepa L. edodes CP-492 inoculado en CYM por nucleos (1) (Fig. 23) se formd micelio
café claro, el micelio cubri6 el 50% de la superficie, con una densidad alta. EI micelio inici6

el crecimiento sobre las paredes, con una densidad escasa. EI micelio que crecid por debajo
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de la superficie cubrid el 35% del volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa
y con crecimiento de la superficie al fondo del frasco, y en forma de nucleos en el fondo del
frasco. El color del medio de cultivo fue Pantone 131-c.

Parala cepa L. edodes CP-492 inoculado en CYM por homogenizacion (H) (Fig. 23) se formo
micelio blanco y café claro, el micelio de la superficie cubri6 del 30 al 55%, con una densidad
alta. EI micelio no crecio sobre las paredes. EI micelio que crecio por debajo de la superficie
cubrid del 70 al 80% del volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa y con
crecimiento de la superficie al fondo del frasco, y en forma similar en el fondo del frasco. El
color del medio de cultivo fue Pantone 1817-c. Las repeticiones 3 y 4 presentaron
contaminacion por bacterias en los primeros dias del experimento.

Con base en la caracterizacion de los tratamientos para la cepa L. edodes CP-492, (Fig. 23)
en la comparacion de los tratamientos evaluados se observd que el tratamiento que
visualmente tuvo un crecimiento micelial mas denso y vigoroso fue en medio de cultivo
CYM por homogenizacion y casi igual en PDB, inoculado por ndcleos de 5mm de diametro,

con un color Pantone 1817-c (café obscuro rojizo).
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Figura 23. Cultivo de micelio de CP-492 Lentinula edodes en medio liquido, H: inoculado por
homogenizacion con rotor, I: inoculado con 5 discos de 0.5 cm de didmetro.

Para la cepa L. boryana CP-494 inoculado en PDB por nucleos () (Fig. 24) se formo6 micelio
blanco con coloraciones café claro, el micelio cubrié del 50 al 80% de la superficie. Las
coloraciones cafés se presentaron en todas las repeticiones y se observaron en el 50% de la
superficie. El micelio crecio sobre las paredes del frasco con una densidad media a una altura
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promedio de 0.5 cm. Por debajo de la superficie, el micelio crecié pegado al micelio de la
superficie, en forma densa y minoritariamente en la base del frasco y con densidad baja en
forma de pelusas. EI medio de cultivo tuvo color Pantone 152-c

Para la cepa L. boryana CP-494 inoculada en PDB por homogeneizacion (H) (Fig. 24) se
formd micelio blanco, el micelio superficial cubrio del 15 al 30% con una densidad alta, con
formaciones del tipo primordio de 0.5 cm de diametro con 0.3 cm de altura; se presentd una
formacion de primordio por frasco en tres repeticiones. EI micelio no crecio sobre las
paredes. El micelio que crecio por debajo de la superficie cubrio el 20% del volumen del
medio de cultivo, con formacion de pequefios nacleos en la base del frasco, mostrandose la
mayor parte del medio sin micelio. El color del medio de cultivo fue Pantone 136-c.

Para la cepa L. boryana CP-494 inoculada en EMB por nucleos (1) (Fig. 24) se formo micelio
blanco con coloraciones café claro. El micelio cubri6 del 30 al 50% de la superficie, con
formaciones del tipo primordio de 0.3 cm de didmetro con 0.2 cm de altura, los cuales se
presentaron en tres repeticiones. Las coloraciones cafés se presentaron en todas las
repeticiones y cubrieron el 15% de la superficie. EI micelio no crecio sobre las paredes del
frasco. Por debajo de la superficie, el micelio crecié pegado al micelio de la superficie, en
forma densa y minoritariamente en la base del frasco y con densidad baja. EI medio de cultivo
tuvo color Pantone 7401-c.

Para la cepa L. boryana CP-494 inoculado en EMB por homogeneizacién (H) (Fig. 24) se
formo micelio blanco, el micelio superficial cubri6 del 10 al 15% con una densidad alta, con
formaciones del tipo primordio de 0.7 a 1.2 cm de diametro con 0.5 cm de altura. Se presento
una formacién tipo primordio por frasco en cuatro repeticiones. EI micelio no crecié sobre
las paredes. EI micelio que crecié por debajo de la superficie cubrio el 30% del volumen del
medio de cultivo, en conformacién de pequefios ndcleos en la base del frasco, mostrandose
la mayor parte del medio sin micelio. El color del medio de cultivo es Pantone 7401-c.

Para la cepa L. boryana CP-494 inoculada en CYM por nucleos () (Fig. 24) se formé micelio
blanco con coloraciones café claro, el micelio cubrio el 50% de la superficie. Las
coloraciones cafés se presentaron en cuatro repeticiones y cubrieron del 50 al 70% de la
superficie. EI micelio crecid sobre las paredes del frasco, con una densidad media a una altura
promedio de 0.4 cm. Por debajo de la superficie, el micelio crecié pegado al micelio de la

superficie, en forma densa y en la base del frasco, con densidad baja. EI medio de cultivo
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tuvo color Pantone 124-c. Para la cepa L. boryana CP-494 inoculada en CYM por
homogeneizacion (H) (Fig. 24) se formo micelio blanco, el micelio superficial cubrio del 10
al 25% con una densidad alta. Se observaron formaciones del tipo primordio de 0.5y 1.4 cm
de didmetro y con 0.5 y 0.8 cm de altura, se present6 una formacién de primordio por frasco
en dos repeticiones. EI micelio no crecié sobre las paredes. EI micelio que crecio por debajo
de la superficie cubrio el 50% del volumen del medio de cultivo, en conformacion de
pequefios nucleos en la base del frasco. El color del medio de cultivo fue Pantone 461-c. La
réplica 5 se contamin6 con el moho Trichoderma en el micelio superficial.

Con base en la caracterizacion de los tratamientos para la cepa L. boryana CP-494, (Fig. 24)
en la comparacion de los tratamientos evaluados se observd que el tratamiento que
visualmente tuvo un crecimiento micelial méas denso y vigoroso fue en medio de cultivo
CYM, inoculado por nucleos de 5mm de diametro y casi igual en PDB, inoculado por nicleos

de 5mm de diametro, con un color Pantone 1817-c (café rojizo).
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Figura 24. Cultivo de micelio de CP-494 Lentinula edodes en medio liquido, H: inoculado por
homogenizacion con rotor, I: inoculado con 5 discos de 0.5 cm de didmetro.

Para la cepa L. boryana CP-519 en PDB por nucleos (1) (Fig. 25) se form6 micelio blanco,
ligeramente color crema. EI micelio cubrié del 40 al 60% de la superficie, las coloraciones
cafés se presentaron en dos repeticiones. El micelio creci6 sobre las paredes del frasco con
una densidad baja, a una altura promedio de 0.4 cm. Por debajo de la superficie, cubri6 el
20% del volumen el micelio creci6 adherido al micelio de la superficie, en forma densa y
minoritariamente en la base del frasco, con densidad baja en forma de pelusas. El medio de
cultivo tuvo color Pantone 124-c.
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Para la cepa L. boryana CP-519 inoculada en PDB por homogeneizacion (H) (Fig. 25) se
formd micelio blanco, el micelio superficial cubrio del 25 al 50% con una densidad alta y en
forma de pequefios nucleos. El micelio crecio sobre las paredes del frasco con una densidad
media a una altura promedio de 0.5 cm. El micelio que crecié por debajo de la superficie
cubrio el 30% del volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa en la base del
frasco. El color del medio de cultivo fue Pantone 136-c.

Para la cepa L. boryana CP-519 inoculada en EMB por nucleos (1) (Fig. 25) se form6 micelio
color blanco. El micelio cubri6 del 30 al 40% de la superficie con coloraciones cafés, las
cuales se presentaron en dos repeticiones y cubrieron el 10% de la superficie. EI micelio
crecio sobre las paredes del frasco con una densidad baja, a una altura promedio de 0.4 cm.
Por debajo de la superficie, el micelio crecio pegado al micelio de la superficie, en forma
algodonosa y minoritariamente en la base del frasco, con densidad baja en forma de pelusas.
El medio de cultivo tuvo color Pantone 461-c.

Para la cepa L. boryana CP-519 inoculada en EMB por homogeneizacion (H) (Fig. 25) se
formd micelio color blanco. EI micelio superficial cubrié del 20 al 35% con una densidad
alta y en forma de pequefios nucleos. El micelio crecid sobre las paredes del frasco con una
densidad baja, a una altura promedio de 0.6 cm. El micelio que crecié por debajo de la
superficie cubrio el 40% del volumen del medio de cultivo, en conformacion algodonosa en
la base del frasco. El color del medio de cultivo fue Pantone 461-c.

Para la cepa L. boryana CP-519 inoculada en CYM por nucleos (1) (Fig. 25) se formo micelio
color blanco. EI micelio cubrié del 60 al 95% de la superficie con coloraciones cafés, las
cuales se presentaron en todas las repeticiones. EI micelio crecid sobre las paredes del frasco
con una densidad baja, a una altura promedio de 0.4 cm. Por debajo de la superficie, cubrieron
del 50 al 95% del volumen, el micelio crecié pegado al micelio de la superficie, en forma
algodonosa y minoritariamente en la base del frasco, con densidad baja en forma de pelusas.
El medio de cultivo tuvo color Pantone 131-c.

Para la cepa L. boryana CP-519 inoculada en CYM por homogeneizacion (H) (Fig. 25) se
formo6 micelio color blanco. EI micelio superficial cubrio del 15 al 40% con una densidad
alta y en forma de nucleos. EI micelio no crecié sobre las paredes del frasco. EI micelio que

crecio por debajo de la superficie cubrié el 50% del volumen del medio de cultivo, en
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conformacién algodonosa, mayoritariamente en la base del frasco. El color del medio de

cultivo fue Pantone 141-c.
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Figura 25. Cultivo de micelio de CP-519 Lentinula boryana en medio liquido, H: inoculado por
homogenizacion con rotor, I: inoculado con 5 discos de 0.5 cm de didmetro.

Observaciones generales

En todos los tratamientos de todas las cepas y en todos los medios de cultivo, se observo la
formacion de micelio en la superficie, en rangos del 10% como en la cepa CP-519 en CYM
por homogeneizacion hasta el 100% con densidad muy alta como en la cepa CP-7 en PDB.
Se observo el micelio sumergido en un 5% para la cepa CP-519 en CYM inoculada por
nucleacion y hasta un 95% para el caso de la cepa CP-7 en PDB inoculada por
homogenizacién. EI medio de cultivo que tuvo mayor coloracién fue el de la cepa CP-492 en
CYM por homogenizacion con un color café obscuro rojizo Pantone 1817-c y el de menor
color sin considerar los testigos fue el de la cepa CP-519 en EMB por nucleacion, con color
amarillo muy claro Pantone 726-c. Los hongos se estudiaron respecto a su produccion
micelial cultivandolos en diferentes solventes (CYM, PDB y EMB) y diferentes condiciones
del indculo inicial (ntcleos de 0.5 cm de diametro y homogeneizacion) y condiciones de

incubacidn (estético y en agitacion) los resultados se presentan en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Produccion de biomasa en matraces con diferentes medios de cultivo (CYM, PDB y
EMB) inoculando con micelio de 0.5 cm de diametro (I) u homogenizado (H), en condiciones de

agitacion o estético.

Biomasa producida

Biomasa producida en

Registro Muestra estatico (mg/mL) agitacion (mg/mL)
CP-519 CYM I 2.76 3.8364
CP-7 CYM I 2.62 3.013
CP-519 CYMH 25 2.95
CP-519 PDB H 2.46 3.3702
CP-7 PDB I 0.23 0.2875
CP-519 PDB | 1.85 2.183
CP-7 CYMH 1.77 2.2302
CP-7 EMB I 15 1.92
CP-519 EMB I 1.45 1.856
CP-7 PDB H 0.94 1.1374
CP-519 EMBH 0.87 1.0962
CP-7 EMBH 0.6 0.738
CYM, PDB y EMB (Medios de cultivo liquidos). I= Inéculo de 05 cm de radio.

H= Inéculo homogeneizado por 5 s.

La produccién de biomasa de los experimentos en agitacion tuvo de un 15 a un 39% mas

que los experimentos estaticos.

Produccidon de micelio en medio liquido de Lentinula boryana y L. edodes comparando entre

los tratamientos: estatico y agitacion a 120 rpm

A partir de los cultivos de micelio de las cepas de Lentinula boryana CP-494 y L. edodes CP-

7 en medio liquido CYM, se comparéd su produccién de biomasa micelial entre los

tratamientos: estatico y en agitacion a 120 rpm en 50 ml de medio de cultivo CYM. Se obtuvo

un 20% mas de produccién en el tratamiento con agitacién a 120 rpm (Cuadro 14).

Cuadro 14. Produccion micelial en tratamiento estatico y agitacion a 120 rpm en 50 mL de medio de

cultivo.
Registro Estatico (mg/frasco) 120 g?r:t?rﬂg/q‘r?asco) rpm/estatico (%)
CP-7 510 610 19.01
CP-494 400 480 20.84
CP-519 552 654.67 18.60
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Cuadro 15. Incubacion de las cepas de Lentinula en 75 mL de medio liquido CYM para la produccién
de biomasa micelial.

_ o Dias de Peso Rend. Prom. Peso Renq. Prom.
Registro Codigo | . L fresco deshidratado
incubacion | fresco seco
(mg/mL) (mg/mL)

L. boryana CP-491 22 117.62 47.59 11.15 2.72
L. boryana CP-494 22 147.82 50.91 15.54 3.53
L. boryana CP-519 26 169.43 58.32 9.29 2.51
L. edodes CP-7 22 84.11 28.31 5.30 1.63
L. edodes CP-351 26 55.43 23.68 3.90 2.49
L. edodes CP-580 22 101.96 33.62 8.00 1.90

Se analizaron los rendimientos de produccion con diferentes voliumenes del medio de cultivo
(50 y 75 mL) siendo el éptimo en 50 mL (Cuadro 15). En los experimentos con volumenes

mayores se presentd medio de cultivo al centro del frasco sin presencia de micelio.

8.2 Caracterizacion macroscépica y microscopica de la biomasa

A partir de un promedio de 5 bolsas de produccion (40 x 60 cm, de 3 kg) con substrato de
aserrin inoculadas con L. boryana, con 20 dias de incubacion, se determiné una
caracterizacion macroscépica del micelio. Se determind un crecimiento micelial del 100%,
con textura lanosa, presencia de micelio aéreo, densidad micelial regular, hifas no erguidas
y de color blanco. (Con base en la clasificacion micelial de hongos comestibles del
Laboratorio del CREGENH). Con ayuda de un microscopio Optico marca Zeiss, se
observaron las estructuras microscopicas caracteristicas del micelio de los hongos
comestibles. Se detect6 la presencia de fibulas de manera abundante, asi como micelio
septado tipo monomitico de 2 um de ancho, con un largo de la hifa de 34 p, fibulas de 3 p x

2. La estructura representativa se muestra en la figura 26.

e _q:\zp - Fibula
e D__LZ]J.

i 34p i

Figura 26. Esquema de micelio con aumento 40X.
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8.3. Produccion y caracterizacion de basidiocarpos de Lentinula boryana CP-519 y L.
edodes CP-7

La incubacidn de las unidades de produccién, desde la inoculacién en substrato sélido hasta
la Gltima cosecha, presentd la formacion de una costra café en la superficie. Los tiempos de
la aparicion de primordios, la induccion térmica y las fructificaciones se muestran en el
cuadro 16.

Cuadro 16. Ciclo de las unidades de produccién desde su inoculacién en substrato sélido hasta la
Gltima fructificacion.

Muestra Registro Costr’a café |Ala infjuccién Ala 1a, Ala L]Itinja
(dias) (dias) cosecha (dias) | cosecha (dias)
L. boryana CP-491 78 190 232 275
L. boryana CP-494 82 176 211 245
L. boryana CP-519 85 168 180 235
L. edodes CP-7 63 130 142 268
L. edodes CP-351 73 84 97 155
L. edodes CP-580 83 124 127 157

La produccién de la biomasa deshidratada de los hongos cultivados en el modulo
experimental de produccion del Colegio de Postgraduados en condiciones controladas de

humedad y ventilacion se muestra en el cuadro 17.

Cuadro 17. Biomasa deshidratada promedio de los basidiocarpos de Lentinula boryana y L. edodes.

. Biomasa
. UP UP UP Biomasa . Humedad

Registro Muestra elaboradas | contaminadas | fructificadas | fresca (Q) deshl(% r)atada (%)
(CP-491) | L. boryana 33 22 5 510.04 55.85 89.05
(CP-494) | L. boryana 34 9 21 1527.17 224.80 85.28
(CP-519) | L. boryana 20 7 10 2250.29 284.74 87.35

(CP-7) L. edodes 188 62 13 6,563.3 783 88.07
(CP-351) | L.edodes 91 13 10 3,878.67 633 83.68
(CP-580) | L.edodes 62 10 10 2,453.59 304 87.61

UP: unidad de produccion.
Caracterizacion de los basidiocarpos
Una vez obtenidos los basidiocarpos de L. boryana y L. edodes, se caracterizaron segun su

morfologia de pileo y estipite (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Caracterizacion morfolégica de basidiocarpos de Lentinula boryana y L. edodes.

Pileo L(.Cb;_rgfg)a L.((e:zgc_);i;a S Estipite L. boryana | L.edodes
Didmetro (cm) 140x11.9 11.5x11.0 Diametro (cm) 1.0x1.9 4.5
Grosor (cm) 5.4 4.6 Largo (cm) 6.5 1.2
Forma Semicircular Semicircular Peso 48/ 33 54/37

Méaximo/promed
io
Textura Escamosa Escamosa Textura Fibrosa Fibrosa
Consistencia Blanda Blanda Color Pantone Pantone
730 C 727C
Color Pantone 727C | Pantone 724C Tipo de bulbo Oblicuo Oblicuo

Para Lentinula boryana se realiz6 una clasificacion por tamafio de los hongos frescos, se
determinaron las clases del tamafio del hongo con el siguiente criterio: <3 cm (G1); >3 cm
y <7 cm (G2); > 7cm (G3). Los porcentajes de produccion por la clasificacion de tamaio
fueron: G1 = 12.5%; G2 = 40.0% y G3 = 47.5%. El pileo més chico registrado fue de 2.3 x
2.5 cm, y el més grande fue de 13.9 x 14.4 cm, el promedio y moda fue de 7.0 x 7.2 cm. El
pileo mas chico registrado pesé 1.1 g y el mas grande peso6 27.9 g, el promedio fue de 4.6 g.
Para Lentinula edodes se realizd una clasificacion por tamafio de los hongos frescos, se
determinaron las clases del tamarfio del hongo con el siguiente criterio: <3 g (G1); >3 gy <
7 g (G2); > 7g (G3). Los porcentajes de produccion por la clasificacion de tamafio fueron:
G1=9.7%; G2 = 38.0% y G3 = 52.3%. El pileo mas chico registrado fue de 2.7 x 2.8 cm, y
el mas grande fue de 15.2 x 15.9 cm, el promedio fue de 7.2 x 7.6 cm. El pileo mas chico

registrado peso 2 g y el méas grande pesé 48 g, el promedio fue de 27.6 g.

8.4 Produccidén de extractos de Lentinula boryana y L. edodes por maceracion con los
solventes: agua y solucion hidroalcohdlicos al 20% y 35%

Una vez obtenidos cada uno de los macerados por 24 horas de 10 g de hongo deshidratado
en los solventes agua e hidroalcohdlicos al 20% y 35%, se filtraron con papel filtro de poro
tamario medio. Los extractos se concentraron a menos de 10 ml y se aforaron a 10 ml con el
mismo solvente con el que se extrajeron, se esterilizd por microfiltracién, se tomaron
muestras para su caracterizacion y el resto se guardd a 4°C hasta su uso. EI volumen obtenido
después de esterilizar por microfiltracion fue de 9 mL para los hidroalcoolicos y 8 mL para
los de agua.

61



8.4.1 Caracterizacion de los diferentes extractos de Lentinula boryana CP-519 y L.
edodes CP-7

8.4.2 Densidad, peso residual y rendimiento de los extractos de hongos

Se midié el volumen por cuadruplicado (0.5 ml), se pes6 en una caja de Petri y se llevo a
sequedad (38°C) por 3 dias, hasta obtener un peso constate, obteniendo los resultados de
densidad, peso residual y rendimiento. La densidad se obtuvo de dividir el promedio del peso
de las muestras (n=4) sobre el volumen de la misma (0.5 ml). El peso residual se obtuvo de
llevar 0.5 ml (n=4) del extracto del hongo a peso seco (constante) a 38°C. El rendimiento de
los extractos de hongo fue obtenido de dividir el peso seco (constante) a 38°C del extracto
de hongos sobre el volumen de la muestra y el resultado multiplicado por 100, como se

muestra en la siguiente ecuacion y su resultado en el cuadro 19.

peso residual promedio

X 100

Rendimiento (%) =
( A)) volumen de la muestra

Cuadro 19. Densidad, peso residual y rendimiento de los extractos de hongos Lentinula boryana
(CP-519) y L. edodes (CP-7) en los diferentes solventes.

Registro Solvente Densidad (g/mL) | Peso residual (g/mL) Rendimiento (%)
CP-519 Agua 1.12 0.2523 25.23
CP-519 | Agua : alcohol 20% 1.09 0.2766 27.66
CP-519 | Agua: alcohol 35% 1.05 0.1770 17.7
CP-7 Agua 1.15 0.3166 31.66
CP-7 Agua : alcohol 20% 1.16 0.2617 26.17
CP-7 Agua : alcohol 35% 1.06 0.1668 16.68
Réplicas= 4.

En la figura 27 se muestran los rendimientos de los extractos obtenidos.
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Figura 27. Rendimiento de los extractos de Lentinula edodes CP-7, L. boryana CP-519, acuoso
(M1), hidroalcohdlico 35% (M2), hidroalcohélico 20% (M3), a y b son grupos estadisticamente
diferentes, Tukey 0.05 (n=4).

El rendimiento del extracto de Lentinula edodes CP-7 por maceracion en agua fue del
42.46%, hidroalcohdlico al 20% del 35.62% e hidroalcohdlico al 35% del 21.91% en peso;
para el extracto de L. boryana CP-519, el rendimiento en agua fue del 35.21%%,
hidroalcohdlico al 20% del 39.44% e hidroalcohdlico al 35% del 25.35% en peso, como se

muestra en la figura 27.

8.4.3 Contenido de proteinas
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Figura 28. Determinacion de proteinas, en donde se muestra que los basidiocarpos tienen el doble
que el micelio y que estadisticamente ambas especies tienen la misma concentracion. Se utiliz6
analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de Tukey a=0.05 (n = 3).
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8.4.4 Contenido de polifenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales en Lentinula boryana y L. edodes como

equivalentes de &cido galico, se corrieron inicialmente las curvas de calibracion de acido

gélico, siendo las que se muestran en la figura 29, con concentraciones de 0 a 200 mg/L.
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Figura 29. Curva de calibracién del acido galico para a: Lentinula boryana y b: L. edodes (n=4).

8.4.5 Cuantificacion de polifenoles totales como equivalentes de acido galico de los

basidiocarpos en diferentes solventes

Los polifenoles totales obtenidos del extracto por maceracion de L. boryanay L. edodes son

equivalentes a los mg de acido galico (EAG) por gramo de hongo seco Yy sus resultados se

muestran en la figura 30.
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Figura 30. Polifenoles totales de Lentinula boryana CP-519 y L. edodes CP-7, obtenidos por
maceracion en los extractos, acuoso (M1), hidroalcoh6lico 35% (M2), hidroalcohélico 20% (M3),
ay b son grupos estadisticamente diferentes, Tukey 0.05 (n=4).

Para determinar si existen diferencias significativas en los extractos de los hongos L. boryana
y L. edodes en cuerpos fructiferos y entre los solventes, se realiz6 un anélisis de varianza con
un sentido de clasificacion dando como resultado un valor de F = 366.12 y una significancia
de <0.0001 lo que determina que si existen diferencias significativas entre los extractos. Con
el fin de determinar que extractos son diferentes, se realizo la prueba de separacion de medias
de Tukey observandose que el extracto del basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia
en los tres solventes, siendo el extracto en agua el mas importante, el extracto de L. edodes
tiene indepentiente el extracto acuoso y en otro grupo los extractos hidroalcohoélicos.

El valor més alto de polifenoles totales de Lentinula edodes CP-7 fue de 3.96+0.05 y
Lentinula boryana CP-519 con 3.49+0.21 mg EAG/g de hongo seco en el extracto acuoso y
de 2.08+0.07 y 1.39+0.12 mg EAG/g de hongo seco en los extractos hidroalcohélicos (20%)
e hidroalcoholicos (35%) respectivamente, estos dos UGltimos extractos tuvieron una
concentracion de polifenoles totales mayor que sus respectivos de L. edodes.

8.4.5.1 Cuantificacion de polifenoles totales como equivalentes de acido galico para los
extractos hidroalcohdlicos al 35% de los basidiocarpos y micelio de los hongos L.

boryanay L. edodes.
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Figura 31. Determinacion de equivalentes de &cido galico de los extractos de micelio y basidiocarpo

de L. boryanay L. edodes. B: basidiocarpo; M: micelio; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo
con la prueba de Tukey a una a<0.05.

Esta prueba tuvo una F = 279.74 y una significancia de <0.0001 lo que determina que si
existen diferencias significativas entre los extractos. Con el fin de determinar que extractos
son diferentes, se realizo la prueba de separacion de medias de Tukey observandose que el
extracto del basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia del extracto de basidiocarpo de
L. edodes CP-7 y como un grupo aparte se encuentran los extractos del micelio.

Cabe destacar que los extractos de basidiocarpo se hicieron por separado entre las dos
pruebas y estos presentan valores muy similares para cada cepa.

8.4.6 Cuantificacion de la actividad antioxidante por DPPH

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos al 35%
por DPPH, se realiz6 utilizando el reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo. Los resultados se

muestran en las figuras 32 y 33.
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Figura 32. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de micelio y basidiocarpo de
L. boryana y L. edodes con los controles de referencia. AA: Actividad antioxidante; B: basidiocarpo; M:
micelio; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una a<0.05.

Para determinar si existen diferencias significativas en los extractos de los hongos L. boryana
y L. edodes en cuerpos fructiferos y en micelio se realiz6 un analisis de varianza con un

sentido de clasificacion dando como resultado un valor de F = 292.21 y una significancia de
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<0.0001 lo que determina que si existen diferencias significativas entre los extractos. Con el
fin de determinar que extractos son diferentes, se realizo la prueba de separacion de medias
de Tukey observandose que el extracto del basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia
de los extractos del basidiocarpo de L. edodes y los extractos del micelio componen otro
grupo diferente.

La actividad antioxidante alcanzada por los extractos de los basidiocarpos fueron muy
cercanas a las de los controles, pero la concentracion requerida para obtener la EC50% fue
mucho mayor que los controles, siendo para estos ultimos de 20 mg/mL. En el caso de los
extractos hidroalcohdlicos al 35% de basidiocarpos de L. boryana y L. edodes se requirieron
de 451 y 706 mg/mL respectivamente, para el caso del micelio, no se pudo determinar por

requerirse una concentracion muy elevada (figuras 30a 'y 30b).
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Figura 33. Determinacion de antioxidantes por DPPH de los extractos de basidiocarpo de Lentinula
boryana CP-519 y L. edodes CP-7 en solvente hidroalcohélico al 35%. Los datos fueron calculados
por andlisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey con a=0.05 (n=3). IC 50%: Concentracion de
inhibicién al 50%; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a un
0<0.05.

El anélisis de varianza con un sentido de clasificacion dié como resultado un valor de F =
13.15 y una significancia de <0.0222 lo que determina que si existen diferencias
significativas entre los extractos. Con el fin de determinar que extractos son diferentes, se
realizd la prueba de separacion de medias de Tukey observandose que el extracto del
basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia de los extractos del basidiocarpo de L.

edodes y los extractos del micelio componen otro grupo diferente.
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8.4.7 Cuantificacion de la actividad antioxidante por ABTS
Para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos al 35%
por ABTS, se realizd utilizando el reactivo 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 34 y 35.
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Actividad antioxidante (%)

CP-519B CP-7B CP-519 M CP-7M

CP-519 B | 93.12+0.64 a BHA 193.12+0.64d
CP-7B |70.20£8.87 b| Ac.Asc. |70.20+8.87 e
CP-519 M | 65.73+7.61 b | a-tocoferol | 65.73+7.61 b

CP-7M |35.15+4.45d BHT 35.15+4.45 ¢
Figura 34. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de micelio y basidiocarpo de
L. boryana y L. edodes con los controles de referencia. AA: Actividad antioxidante; B: basidiocarpo; M:
micelio; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una a<0.05.

Para determinar si existen diferencias significativas en los extractos de los hongos L. boryana
y L. edodes en cuerpos fructiferos y en micelio se realiz6 un andlisis de varianza con un
sentido de clasificacion dando como resultado un valor de F = 41.23 y una significancia de
<0.0001 lo que determina que si existen diferencias significativas entre los extractos. Con el
fin de determinar que extractos son diferentes, se realizd la prueba de separacion de medias
de Tukey observandose que el extracto del basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia
de los extractos del basidiocarpo de L. edodes y micelio de L boryana quienes componen
otro grupo diferente al extracto del micelio de L. edodes, siendo éste ultimo el que presento

la menor actividad antioxidante.
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Figura 35. Determinacion de antioxidantes por ABTS de los extractos de basidiocarpo de Lentinula
boryana CP-519 y L. edodes CP-7 en solvente hidroalcohdlico al 35%. Los datos fueron calculados

por analisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey con a=0.05 y (n=3). IC 50%: Concentracién de
inhibicion al 50%; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a un a<0.05.

Para determinar si existen diferencias significativas en los extractos de los hongos L. boryana
y L. edodes en cuerpos fructiferos y en micelio se realiz6 un analisis de varianza con un
sentido de clasificacion dando como resultado un valor de F = 42.24 y una significancia de
<0.0001 lo que determina que si existen diferencias significativas entre los extractos. Con el
fin de determinar que extractos son diferentes, se realizd la prueba de separacion de medias
de Tukey observandose que el extracto del basidiocarpo de L. boryana CP-519 se diferencia
de los extractos del basidiocarpo de L. edodes y micelio de L

boryana quienes componen otro grupo diferente al extracto del micelio de L. edodes, siendo
éste ultimo el que presentd la menor actividad antioxidante.En el caso de la determinacion
de la actividad antioxidante se observo que los extractos hidroalcohdlicos al 35% de la cepa
L. boryana CP-519 fue la que tuvo una actividad antioxidante méas alta en comparacion con
las otras cepas, incluyendo los controles (Fig. 34). Esto se debe a que la concentracion de
antioxidantes (1C 50%) en el basidiocarpo de la cepa CP-519 fue mayor que la encontrada en
la cepa CP-7(Fig. 35).

Para la determinacion de la actividad antioxidante en el micelio de la cepa CP-519 se observo

una actividad similar que el extracto del basidiocarpo de L. edodes CP-7, siendo
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estadisitcamente iguales (Fig. 34). En el caso de la concentracion de antioxidantes (1C 50%)
del micelio de la cepa de L. edodes CP-7 tuvo el doble que el observado en la cepa CP-519
(Fig. 35).

8.4.8 Cuantificacion de la actividad antioxidante por B-carotenos

En el caso de la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos
al 35% por B-carotenos, se observo que todas las muestras evaluadas tuvieron un porcentaje
de actividad entre un 76 y 84%. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 36 y 37.
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Actividad antioxidante (%)

CP-519M CP-7M

Muestra AA(%) Muestra AA(%)
CP-519B | 84.19+1.46 a BHA 96.89+0.36 a

CP-7B | 76.61+0.47b | Ac. Asc. |74.22+0.5 d
CP-519 M | 79.47+0.56 ab | a-tocoferol [ 99.30+0.58 a

CP-7M |[79.29+3.55 ab BHT 98.26x+0.29 a
Figura 36. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de micelio y basidiocarpo de
L. boryana y L. edodes con los controles de referencia. AA: Actividad antioxidante; B: basidiocarpo; M:
micelio; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una 0<0.05.

Se observa que todos tienen una alta actividad antioxidante a través del tiempo con una F=1.99 y una
significancia de 0.1936, por lo que no existe una diferencia en ninguno de los tratamientos, destacando
gue todos son altos.
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Figura 37. Determinacion de antioxidantes por (-carotenos de los extractos de basidiocarpo de
Lentinula boryana CP-519 y L. edodes CP-7 en solvente hidroalcohdlico al 35%. Célculos por
analisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey con a=0.05 (n=3). IC 50%: Concentracion de
inhibicion al 50%; *Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a un
0<0.05.

En la determinacion de antioxidantes por b-carotenos, se observo que los extractos de los
basidiocarpos tuvieron una concentracion siete veces mayor que el micelio correspondiente
(Fig. 37) lo que corresponde a una F=111.36 y una significancia de <0.0001 lo que determina
que si existen diferencias significativas entre los extractos. Con el fin de determinar que
extractos son diferentes, se realiz0 la prueba de separacion de medias de Tukey observandose
que los extracto del basidiocarpo se diferencian de los extractos del micelio, teniendo mejores
caracteristicas el basidiocarpo, entre los extractos de micelio si se obtuvieron diferencias

siendo mejor el de L. boryana.
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8.4.9 Determinacion de antioxidantes por la Capacidad de absorbancia del radical
oxigeno (ORAC)
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Figura 38. Determinacion de antioxidantes por ORAC de los extractos de basidiocarpo de Lentinula
boryana CP-519 y L. edodes CP-7 en solvente hidroalcohélico al 35%. Los datos fueron calculados

por analisis de varianza (ANOVA), prueba de Tukey con a=0.05 y (n=3). *Medias con la misma letra
son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a un a<0.05.

Para determinar si existen diferencias significativas en los extractos de los hongos de L.
boryana y de L. edodes en cuerpos fructiferos y en micelio se realiz6 un analisis de varianza
con un sentido de clasificacion dando como resultado un valor de F = 32.06 y una
significancia de <0.0001 lo que determina que si existen diferencias significativas entre los
extractos. Con el fin de determinar que extractos son diferentes, se realizé la prueba de
separacion de medias de Tukey observandose que los extractos de los basidiocarpos se
diferencian de los extractos del micelio; en esta técnica se observa que no existe diferencia
entre ninguno de los hongos en estudio, ni en basidiocarpos ni en micelio.

En la determinacion de antioxidantes por la técnica del radical oxigeno ORAC, se observo
que los extractos de los basidiocarpos tuvieron una concentracion siete veces mayor que su
micelio correspondiente (Fig. 38), observandose la misma tendencia que en la determinacion

por B-carotenos.
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Cuadro 20. Muestra el contenido de antioxidantes por las diferentes técnicas en extractos
hidroalcohdlicos al 35% de las cepas CP-519 de Lentinula boryana y CP-7 de Lentinula edodes.

i 9 0 i
g s [l OPICS0% | AGTS C 4 [ i | o o
CP-519 B 123.13+1.96a | 451.46+66.09 b 0.52+0 e 108.51+11.51 b | 15742+1216 a
CP-519 M 14.99+6.51 c 13.89£3.19b | 536.31+34.35a 2258+251 b
CP-7 B 13.79+2.68 b 645.3£64.76 a 5.4+0.18 d 137.18+17.33b | 16694+191 a
CP-7 M 94.28+1.74 ¢ 2.82+0.01 ¢ 801.2+102.37a | 1920+50.5b
BHA 15.93+0.94 d 6.89+0.18 ¢ 0.57+0.02 ¢
BHT 26.43+6.93 ¢ 4.92+0.08c 0.55+0.00 ¢
AA 17.81+0.85d 22.57+0.86 a 0.78+0.03 ¢
a-t 4.83+0.08 d 6.36+0.09 ¢ 0.56+0.01 c

B: basidiocarpo. M: micelio. AA: acido ascérbico. o-t: a-tocoferol. IC 50%: Concentracién de inhibicion al
50%. Ghs: gramos de hongo seco.*Medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a

una 0<0.05.

Haciedo una correlacion de Pearson entre las diferentes técnicas para determinar la actividad
y concentracion de antioxidantes en los diferentes extractos hidroalcohdlicos al 35% (cuadro
20), se observd que la correlacion entre las técnicas es mayor del 90% con una F<0.0001, lo
cual da el soporte para el contraste de la hipotesis en la cual se determina que si existe
diferencia entre los extractos debido a su naturaleza entre micelio y basidiocarpo, entre cepas

de L. boryana y L. edodes en los extractos hidroalcohdlicos al 35%.

8.5 Prueba de susceptibilidad bacteriana de los extractos de L. boryana CP-519 y L.
edodes CP-7 sobre nueve cepas de bacterias de interés clinico

8.5.1 Concentracion de los extractos de L. boryana y L. edodes en las diferentes
diluciones en la microplaca

El extracto de 10 g de hongo seco se concentrd y se aford a 10 mL, con los solventes de agua
y soluciones hidroalcoholicas al 20% y 35%, en una concentracion inicial de un gramo de
hongo seco por mililitro (1 ghs/mL), esto se llevé a cabo por triplicado para cada solvente.
El nivel de dilucion, el volumen y la concentracion del extracto correspondiente a cada nivel

de dilucidn en la microplaca para L. boryana y L. edodes se muestra en los Cuadros 21y 22.
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Cuadro 21. Concentracion del extracto de Lentinula boryana CP-519 en las diferentes

microdiluciones en la microplaca.

Dilucién Extracto (ul) Acuoso Hidroalcoholico | Hidroalcohdlico

(mg/mL) | al 20% (mg/mL) | al 35% (mg/mL)
D1 50 126.17 138.33 88.53
D2 25 63.08 69.17 44.27
D3 125 31.54 34.58 22.13
D4 6.25 15.77 17.29 11.07
D5 3.125 7.89 8.65 5.53
D6 1.563 3.94 4.32 2.77
D7 0.781 1.97 2.16 1.38
D8 0.391 0.99 1.08 0.69
D9 0.195 0.49 0.54 0.35
D10 0.098 0.25 0.27 0.17
D11 0.049 0.12 0.14 0.09
D12 0.024 0.06 0.07 0.04

Cuadro 22. Concentracion del extracto de Lentinula edodes CP-7 en las diferentes microdiluciones

en la microplaca.

Dilucion | Extracto (uL) ACUOSO | idroalcohslico | Hidroalcohélico

(mg/mL) | al 20% (mg/mL) | al 35% (mg/mL)
D1 50 158.30 130.85 83.40
D2 25 79.15 65.43 41.70
D3 12.5 39.58 32.71 20.85
D4 6.25 19.79 16.36 10.43
D5 3.125 9.89 8.18 521
D6 1.563 4.95 4.09 2.61
D7 0.781 2.47 2.04 1.30
D8 0.391 1.24 1.02 0.65
D9 0.195 0.62 0.51 0.33
D10 0.098 0.31 0.26 0.16
D11 0.049 0.15 0.13 0.08
D12 0.024 0.08 0.06 0.04
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8.5.2 Bioensayo con la cepa CPB-1de Salmonella typhi

Figura 39. Cultivo de Salmonella typhi CPB-1 por microdilucién en medio de cultivo Mueller Hinton
a las 24 horas.

Figura 40. Imagen de las UFC de Salmonella typhi CPB-1 al microscopio a las 24 horas de
incubacion.

En las figuras 39 y 40 se muestran las cajas del crecimiento de colonias de Salmonella typhi,
después de diluir 2 x 10° veces el nimero de bacterias. Esta prueba verifica el nimero de
bacterias inoculadas en cada pozo del experimento en la microplaca, siendo el
correspondiente de multiplicar el nimero de UFC de la caja de Petri por 200, siendo para
este caso de 0.88+0.06 x 10* bacterias/pozo. A su vez, este procedimiento permite validar la
muestra bacteriana al identificarse el crecimiento de un solo tipo de colonia en el medio de
cultivo y la caracterizacion de la misma (Fig. 40).

Se observaron las siguientes caracteristicas morfoldgicas:

Forma Borde Elevacion Textura Color

Circular Entero Convexa Viscosa Blanco opaco
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8.5.2.1 Confirmacion del inéculo

En la figura 41 se observa la relacion entre la curva de crecimiento de Salmonella typhi CPB-
1 determinada por la Densidad Optica (D.O.) y la curva de crecimiento determinada por
conteo en el microscopio en cAmara de Neubauer en nimero de bacterias/ml. La D. O. esta
representada en la ecuacion de tercer orden de la esquina superior izquierda, y el conteo de
bacterias estd representado en la ecuacion de tercer orden del lado superior derecho. La
relacion entre las dos curvas tiene una R? final de 0.9779 al utilizar una ecuacién como

dependiente de la otra.

y = 0.0003x3- 0.017x2+ 0.271x+ 0.1465 y = -2E+07x3 + 3E+08x? + 5E+08x + 4E+08
R? =0.9962 R?=0.9817
—4—D.0. ——Bact./ml
1.8
16 - 1.60E+10
14 1.40E+10
- 1.20E+10 —
1.2 =
g 1 - 1.00E+10 "%-
8 0.8 / - 8.00E+09 F:_,J
0.6 - 6.00E+09 ©
0.4 ol - 4.00E+09 ©
0.2 ff - 2.00E+09
0 0.00E+00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas

Figura 41. Cinética de Salmonella typhi CPB-1, determinada por lectura de D.O. a 600 nm y UFC
por conteo al microscopio en camara de Neubauer (n=6). La concentracién maxima calculada por
interpolacion en la cinética de S. typhi fue de 1.57 x 10'° bacterias/ml.

8.5.2.2 Efecto de los extractos de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana sobre la bacteria Salmonella typhi CPB-1 a una
concentracion constante de 0.88 x 10* bacterias/ml (Fig. 40), se observé por medio de la
lectura de la D.O. de cada muestra (Fig. 42). Se realiz6 su resiembra en medio sélido que se
presenta en la figura 43. Este disefio experimental nos permitié determinar el efecto de
crecimiento o la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima

Bactericida (CMB), las cuales se muestran en el cuadro 23.

76



(UFC/mL)

- s D
o
m
+
o
o

Crec
()]
%
7

1ano

#1Tx
ECPS
oCcCcB

to bacter

imien

A Tx
=2CPS
oCccCB

AAaaAaaaaaaaaaan
o
m
+
@]
()]

TR Db
AN NN NN,
AR

AN RN RN

Z
g
Z
Z
~
Z
Z
Z
Z
Z
Z

o
] QA <2
1 2 ~ . . ] . S
b) RS 27w at

OE+11
.OE+10
.OE+09
.OE+08
.OE+07 5
.OE+06
.OE+05
.OE+04
.OE+03
.OE+02
.OE+01
.OE+00

1

Crecimiento bacteriano (UFC/mL)
)
¢
A

EA Tx
=CPS
oCccB

O UL (L U L UL UL WS L W

TWNNNNNMNNR

’é
?
e
z
Z

1

c:‘ 88.5344.2722.1311.075.53 2.77 1.38 CCB
\/ Concentraciéon del extracto (mg/mL)

Crecimiento bacteriano (UFC/mL)

Figura 42. Efecto bacteriostatico del extracto de L. boryana sobre Salmonella typhi CPB-1,
a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcoholico 35% (M3). Tx: tratamiento, CPS:
control positivo del solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 43. Determinacion del efecto bactericida de L. boryana como la inhibicion del crecimiento
de S. typhi CPB-1 a las 48 horas del experimento. a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c:
hidroalcoholico 35%.

En la figura 42 se observa el efecto bacteriostatico del extracto de L. boryana sobre
Salmonella typhi CPB-1y en la figura 43 se observa el efecto bactericida. Cuando se extrae
con agua (figuras 42a y 43a), existe un efecto inhibitorio a las 24 horas, pero no presento
efecto bactericida con dosis de 126.17 mg/ml, el agua fue el solvente que present6 el menor
efecto contra esta bacteria pero mayor propiedad antioxidante. En el caso de las figuras 42c
y 43c, el extracto hidroalcohdlico al 35%, mostré que tuvo un efecto bacteriostatico en la

dilucién (D4) y un efecto bactericida en la dilucion D3 con dosis de 11.07 y 22.13 mg/ml
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respectivamente. Este solvente es el que presento el principal efecto contra esta bacteria. En
el caso de las Figuras 42b y 43b, el extracto hidroalcohdlico al 20% tuvo un efecto
bacteriostatico en D2 con dosis de 69.17 mg/ml y un efecto bactericida en D1 con dosis de
138.33 mg.

8.5.2.3Efecto de los Extractos de Lentinula edodes CP-7
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Figura 44. Efecto bacteriostatico del extracto de L. edodes sobre Salmonella typhi, a: acuoso, b:

hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente,
CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 45. Determinacion del efecto bactericida de L. edodes como la inhibicion del crecimiento de
S. typhi a las 48 horas del experimento; a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

En la figura 44 se observa el efecto bacteriostatico y en la figura 45 se observa el efecto
bactericida del extracto de L. edodes sobre la bacteria Salmonella typhi CPB-1 a
concentracion constante de 1.66 x 10* bacterias/ml. En el caso del agua como solvente, en la
figura 44a se observo un efecto inhibitorio a las 24 horas en D3, con dosis de 39.58 mg/ml y
en la figura 45a hubo un efecto bactericida en D2, con dosis de 79.15 mg/ml, el agua es el
solvente que presenté menor efecto contra esta bacteria pero mayor propiedad antioxidante.
En el caso del extracto hidroalcohélico (20%) como solvente, en la figura 44b, tuvo un efecto
bacteriostatico en D7 con dosis de 2.04 mg/ml y en la figura 45b se observé un efecto
bactericida en D6 con dosis de 4.09 mg/ml. En el caso del extracto hidroalcohdlico (35%)
como solvente, en la figura 44c se observd que tuvo un efecto bacteriostatico y en la figura
45c bactericida en la dilucién D7 con dosis de 1.30 mg/ml, este solvente fue el que present6
el principal efecto contra la bacteria Salmonella typhi CPB-1. En el cuadro 23 se presenta la
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CMI de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra Salmonella typhi CPB-

1.

Cuadro 23. Concentracion Minima Inhibitoria a las 24 horas de los extractos de L. boryana CP-519

y L. edodes CP-7 contra Salmonella typhi CPB-1.

Agua Hidroalcholico (20%) Hidroalchdlico (35%)
Registro Dilucio | Extracto | Conc. Dilucién Extracto Conc. Dilucié | Extracto | Conc.
n (W) | (mg/mL) (W) | (mg/mL) | n (ul) | (mg/mL)
CP-519 D1 50 126.17 D2 25 69.17 D4 6.25 11.07
CP-7 D3 125 39.58 D7 0.781 2.04 D7 0.781 1.30

Conc.: Concentracion

8.5.3 Bioensayo con la cepa CPB-4 de Streptococcus agalactiae

En la figura 46 se observa la curva de crecimiento de Streptococcus agalactiae CPB-4,

determinada por densidad Optica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por

conteo en el microscopio. La relacion entre las dos curvas tiene una R? final de 0.9863 al

utilizar una ecuacién como dependiente de la otra.

y = -8E-05x% - 0.0015x%+ 0.1356x+ 0.0836

2
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1.4
1.2

1
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y = -3E+06x3 + 8E+07x? - 7E+06X + 5E+08

Horas
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Figura 46. Cinética de Streptococcus agalactiae CPB-4 determinada por lectura de D.O. y UFC por
conteo al microscopio en cdmara de Neubauer (n=6).

La concentracion maxima calculada por interpolacion en la cinética de Streptococcus

agalactiae fue de 4.2 x 10° bacterias/mL. En la figura 47 se muestran las cajas del crecimiento

de colonias de Streptococcus agalactiae CPB-4, después de diluir 2 x 10° veces el niimero

de bacterias, esta prueba verifico el nimero de bacterias inoculadas en cada pozo del

experimento en la microplaca, siendo el correspondiente de multiplicar el nimero de UFC




de la caja de Petri por 200 con una cantidad de 1.16+0.04 x 10*. A su vez, este procedimiento
permitio validar la muestra bacteriana al identificar el crecimiento de un solo tipo de colonia

en el medio de cultivo y la caracterizacion de la misma (Fig. 48).

Registro Cepa Forma Borde Elevacion  Textura Color
CPB-A Streptococcus  Puntiforme  Entero Convexa Seca Blanco
agalactiae opaco

Figura 47. Crecimiento de Streptococcus agalactiae CPB-4 por microdilucion. El nimero de bacterias
en cada pozo fue de 0.91 x 10* bacterias.

Figura 48. Streptococcus agalactiae CPB-4 al microscopio a las 24 horas.
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8.5.3.1 Efecto de los extractos de L. boryana CP-519
El nimero de bacterias de S. agalactiae CPB-4 en cada pozo fue de 1.16 x 10 bacterias.
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Figura 49. Efecto del extracto de Lentinula boryana sobre Streptococcus agalactiae, a: acuoso, b:
hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente,
CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 49 se observa el efecto del extracto de Lentinula boryana sobre S. agalactiae en
una concentracion de 1.15 x 10* bacterias por pozo. En la figura 49a, se observa que con el
extracto acuoso, la CMI a las 24 horas es de 15.77 mg/mL, éste es el solvente que presenta
menor efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 49b, el extracto
hidroalcoholico al 20% tiene efecto de CMI con 8.65 mg/mL, a las 24 horas. En la figura
45c, en el extracto hidroalcoholico al 35%, se observé una CMI de 1.38 mg/mL. El resumen
se muestra en el Cuadro 24.

Figura 50. Determinacion de la CMB del extracto de Lentinula boryana CP-519 sobre la bacteria
CPB-4 Streptococcus agalactiae; a: acuoso, b: hidroalcohélico 20%, c y d: hidroalcohdlico 35%.
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8.5.3.2 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

En la figura 51a se observa que con el extracto acuoso la CMB es en D4, con 15.77 mg/mL.
En la figura51c y d, el solvente hidroalcohdlico al 35% fue de la D7 con 1.38 mg/mL. En la
figura 51b, se observd que la CMB fue en D5 con 8.65 mg/ml. En todos los casos de este
experimento se presento el crecimiento de bacterias en el mismo nivel de dilucién que lo que
se detecto a través de la lectura de D.O.; el efecto inhibitorio en las concentraciones mas
altas, se mantuvo con el paso de los dias.

En la figura 52 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Streptococcus
agalactiae en una concentracion de 0.91 x 10* bacterias por pozo. En la figura 52a, se observa
que con el extracto acuoso, la CMI a las 24 horas fue de 39.58 mg/mL, fue el solvente que
presentd el menor efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 52b, con el
extracto hidroalcohdlico al 20% tuvo un efecto de CMI con 2.04 mg/mL, a las 24 horas, En
la figura 52b, con el extracto hidroalcohdlico al 35%, se observé una CMI de 0.33 mg/mL.
El resumen se muestra en el Cuadro 24.

En el cuadro 24 se observa el resumen de todo el experimento de L. edodes contra S.
agalactiae, por la aplicacion de muestra del pozo de la microplaca en cada una de las
diluciones del extracto sobre las bacterias. Esta prueba verificé la inhibicién del crecimiento
de la bacteria en donde la lectura de D.O. tiende a cero y la viabilidad del crecimiento de la
bacteria cuando el extracto se encuentra en una cantidad menor a la concentracion minima
inhibitoria, siendo para esta bacteria de 79.146 mg para M1, 0.652 mg para M2 y 1.022
mg/mL para M3.

85



2 Tx
=2 CPS
oCcCcB

1.0E+10

OO0 NOWBUTONT-O
0000000 O0O0
A O A N G
Wwwwwwwuowww
90000009009
L ol s S m w wa S w mal e wa

(Tw4n) ouelisjoeq ojusILIdAIY @

del extracto (mg/mlL)

ion

Concentrac

n o
x o O
F OO
N OO
%
T @Qo
-0
<.
| @Q
” \q,.o
| @.Q
I m\
0
I ¢
qg.
T %u
/.
T @%%
I @\
Z
T «%%
‘.
I %ﬂ%c
| | | | | | | QmJ
OO ONOWITOHONTTO 4
-~ 0O00O0OO0O00OO0O0Oo
+ + +F + + F +F F F o+ 4
wwwwwwwwwww
©oooo0o0oQogoo0coCo

(Tw/94n) ouerajoeq oBIWINGIY e~
Q)

del extracto (mg/mL)

on

Concentraci

A T x
BECPS
cCcCcB

<>
OC)

ANARARARARARRARRRRRRARRERNIARAAAAY

00000
NN

OO
ANANRA AR AR RNRANANARANARRRRANANANY

1.0E+10

1

.OE+09

:
:
:
:
:
:
:
-1
C)

(1/94n) oueuizjoeq opianupary (O )

CPS: control positivo del solvente,

Figura 51. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Streptococcus agalactiae CPB-4, a: acuoso,

b: hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento,

CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 52. Extracto de Lentinula edodes contra Streptococcus agalactiae CPB-4 en medio Mueller
Hinton a las 24 horas; a: acuoso, b: hidroalcoh6lico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

La determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-
519y L. edodes CP-7 contra S. agalactiae CPB-4 se presenta en el cuadro 24.

Cuadro 24. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L.
edodes CP-7 contra Streptococcus agalactiae CPB-4.

Agua Hidroalcohdlico (20%) Hidroalcohdlico (35%)
Registro Extracto | Conc Extracto | Conc Extracto | Conc
Dilucién " | Diluciéon " | Dilucién '
(u) (mg) (ul) (mg) (ul) (mg)

CP-519 D4 6.25 15.77 | D5 3.13 8.65 D7 0.78 1.38

CP-7 D3 125 |39.58 | D7 0.78 2.04 D9 0.20 0.33

Conc.: Concentracion
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8.5.4 Bioensayo con la cepa CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa

En la curva de crecimiento de la bacteria Pseudomonas aeruginosa CPB-6 (Fig. 53), fue
determinada por densidad optica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por
conteo en el microscopio. Se obtuvo la ecuacion de tercer orden (esquina superior izquierda)
correspondiente a la ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacion del lado derecho
corresponde al conteo de la bacteria en la camara de Neubauer en el microscopio.

La relacion entre las dos curvas tiene una R? final de 0.9574 al utilizar una ecuacion como

dependiente de la otra.

y = 0.00023- 0.0109x2 + 0.2065x + 0.0063 y =-3E+06x? + 6E+07x2 + 6E+08x - 4E+08
R2 =0.9781 R2 = 0.9789

18 —4—D.0. =——Bact./ ml 1.54E+10
16 1.34E+10
1.4 1.14E+10
1.2 9.40E+09

g 1 7.40E+09

8 08 5.40E+09
0.6 3.40E+09
0.4 ?fé 1.40E+09
0.2 _6.00E+08

0 E -2.60E+09
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Figura 53. Cinética de Pseudomonass aeruginosa CPB-6 determinada por lectura de D.O. y UFC
por conteo al microscopio éptico a 40x en camara de Neubauer (n=6).

El nimero de bacterias inoculadas en el experimento fue de 1.26 x 108 bacterias/ml, después
de diluir 200 veces el nimero de bacterias de Pseudomonas aeruginosa CPB-6 de un pozo
en estudio 1.26 x 10* bacterias, lo cual se encuentra dentro del rango establecido en la
metodologia establecida por la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Se
obtuvieron las UFC para contar en caja de Petri, esto permitio validar la muestra bacteriana

al identificarse un solo tipo de colonia (Fig. 54).
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Figura 54. Crecimiento de Pseudomonass aeruginosa CPB-6 por microdilucion, 63 UFC.

Figura 55. Cultivo de Pseudomonass aeruginosa CPB-6 por microdilucién en medio de cultivo
Mueller Hinton a las 24 horas.

Clave Cepa Forma Borde Elevacion Textura Color
CPB6 Pseudomonas  Circular Entero Elevada Viscosa Blanco
aeruginosa opaco

8.5.4.1 Efecto de los extractos de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa CPB-6 a
concentracion constante de 1.26 x 10%, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada
muestra y se presenta en la figura 56. Este disefio experimental nos permitio determinar el
efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 25.
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Figura 56. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula boryana sobre P. aeruginosa CPB-6, a:
acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.

En la figura 56 se observa el efecto del extracto de Lentinula boryana sobre Pseudomonas

aeruginosa CPB-6 en una concentracion de 1.26 x 10* bacterias por pozo. En la figura 56a,
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se observa que cuando se extrae con agua, existe un efecto inhibitorio a las 24 horas en D4
con dosis de 15.77 mg/ml. Este solvente presentd un menor efecto inhibitorio pero mayor
efecto antioxidante. En la figura 56b, el extracto hidroalcohdlico (20%) tuvo un efecto
bacteriostatico en D5 con dosis de 8.65 mg/ml. En la figura 56c, el extracto hidroalcohdlico
(35%), tuvo un efecto bacteriostatico en la dilucién D6 con dosis de 2.77 mg. En la figura 57
se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de incubacién, y se
incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realiz6 posterior a la lectura de D.O.

En todos los casos de este experimento se presento el crecimiento de bacterias en el mismo

nivel de dilucion que lo que se detectd a través de la lectura de D.O.

- S — i

Figura 57. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa CPB-6 en medio Mueller Hinton a las 48 horas,
con las diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes en los solventes; a: acuoso, b:
hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.
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8.5.4.2 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

El efecto del extracto de L. edodes CP-7 sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa CPB-6
a concentracion constante de 1.26 x 10* bacterias, se observa por medio de la lectura de la
D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 58. Este disefio experimental nos permitié
determinar tanto el efecto de crecimiento, como la inhibicion del desarrollo bacteriano, asi
como la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). El resumen de la CMI se encuentra en el
Cuadro 25.
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Figura 58. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre P. aeruginosa CPB-6, a: acuoso, b:
hidroalcohodlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente,
CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 58 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Pseudomonas
aeruginosa CPB-6 en una concentracion de 1.26 x 10* bacterias por pozo: En la figura 58a,
se observa que con el extracto acuoso, existe un efecto inhibitorio a las 24 horas en D6 con
una dosis de 4.95 mg/mL. El agua es el solvente que presenta menor efecto bactericida pero
mayor efecto antioxidante. En la figura 58b, el extracto hidroalcoholico (20%) tuvo efecto
bactericida en D8 con dosis de 1.02 mg a las 24 horas. En la figura 58c, con el extracto
hidroalcohdlico (35%), se observo el principal efecto bacteriostatico en la dilucion D8 con
dosis de 0.65 mg a las 24 y 48 horas. La determinacion de la CMI de los extractos de L.
boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra P. aeruginosa CPB-6 se presenta en el Cuadro 25.

Cuadro 25. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Pseudomonas aeruginosa CPB-6.

Agua (M1) Hidroalcoholico (20%) Hidroalcohdlico (35%)
Registro H | Dilucién Extracto | Conc. Dilucisn Extracto Conc. Dilucisn Extracto | Conc.
(uL) | (mg) (uL)  (mg) (uL) | (mg)

CP-519 (24| D4 6.25 |15.77 D5 3.13 8.65 D6 156 | 2.77

CP-7 24 D6 1.56 4.95 D8 0.78 2.04 D8 0.78 1.30
H: horas de incubacidn; Conc.: Concentracion

En la figura 59 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion. Se colocaron 2.5 uL en cada segmento de las cajas, se incubaron por otras 24
horas. El muestreo se realiz6 posterior a la lectura de D.O. En el caso del extracto acuoso se
observo que el efecto bactericida fue en una dilucion menor que la concentracion con efecto
bacteriostatico. En los otros solventes hidroalcoholicos al 20% y 35% se presento el
crecimiento de bacterias en el mismo nivel de dilucién que detectado a través de la lectura

de D.O. El efecto inhibitorio se mantuvo con el paso de los dias.
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— . = -:
Figura 59. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa CPB-6 en medio Mueller Hinton a las 24 horas con
las diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

8.5.5 Bioensayo con la cepa CPB-7 de Stenotrophomona

En la figura 60 se observa la curva de crecimiento de Stenotrophomona CPB-7, determinada

por densidad oOptica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por conteo en el

microscopio. La ecuacién de tercer orden de la esquina superior izquierda corresponde a la

ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacion del lado derecho corresponde al conteo de la
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bacteria por microscopio en la camara de Neubauer. La relacién entre las dos curvas tuvo

una R? final de 0.9371 al utilizar una ecuacion como dependiente de la otra.

y = -6E-05) + 0.0024x2 + 0.0372x+ 0.0057 y =-459292x%+ 1E+07x2 + 4E+08x - 9E+08
R? =0.9837 —4—D.0. =@—Bact/ml R2=0.9527
1.6 9.00F+09
1.4 8.00F+09
17 7.00E+09
6.00E+09 £
1 ~
S 5.00E+09 4
- 0.8 @
a 4.00E+09 @
06 - 3.00E+09
0.4 - 2.00E+09
0.2 - 1.00E+09
0 0.00F+00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Figura 60. Cinética de Stenotrophomona CPB-7, determinada por lectura de D.O. y UFC por conteo
en el microscopio dptico a 40x en cdAmara de Neubauer (n=6).

En la figura 61 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de Stenotrophomona en
caja de Petri. Esta prueba verificd el nUmero de bacterias inoculadas en cada pozo del
experimento, correspondientes a multiplicar el nimero de UFC de la caja de Petri por 200,
siendo para este caso una cantidad de 1.16+0.06 x 10* bacterias por pozo. Esta cantidad se
encuentra dentro del rango establecido en la metodologia establecida por la Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Este procedimiento permitié validar la muestra

bacteriana al identificarse el crecimiento de un solo tipo de colonia en el medio de cultivo.

Clave Cepa Forma Borde Elevacion  Textura Color
Circular Entero Convexa Viscosa Blanco

CPB-7  Stenotrophomona
opaco
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Figura 61. Cultivo de Stenotrophomona CPB-7 por microdilucion en medio Mueller Hinton a las 24
horas. a: Se observa la colonia puntiforme. b: Vista al microscopio.

8.5.5.1 Efecto de los extractos de Lentinula boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana CP-519 sobre la bacteria Stenotrophomona CPB-7 a
concentracion constante de 1.16 x 10, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada
muestra y se presenta en la figura 62. Este disefio experimental permitié determinar el efecto
de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) la
cual se encuentra un resumen en el Cuadro 26.

En la figura 62a, se observa que con el extracto acuoso tiene un efecto inhibitorio a las 24
horas en D3 con dosis de 31.54 mg/mL. El solvente agua presentd el menor efecto bactericida
pero mayor efecto antioxidante. En la figura 62c, con el extracto hidroalcohdlico (35%), se
observa que tuvo un efecto bacteriostatico en la dilucion D7 con dosis de 1.38 mg/mL. Este
solvente es el que presento el principal efecto contra esta bacteria, en la figura 62b, el extracto
hidroalcoholico (20%) tuvo un efecto bacteriostatico en D3 con dosis de 34.58 mg/mL. En

la figura 63 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de incubacion,
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incubadas en las cajas por otras 24 horas. EI muestreo se realiz6 posterior a la lectura de D.O.
En todos los casos de este experimento se presento el crecimiento de bacterias en el mismo
nivel de dilucion que lo que se detecto a través de la lectura de D.O. El efecto inhibitorio en

las concentraciones mas altas, se mantuvo con el paso de los dias.
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Figura 62. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula boryana sobre Stenotrophomona CPB-7 a:
acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 63. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Stenotrophomona CPB-7 con las
diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcoholico 20%, c y d: hidroalcohdlico 35%.
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8.5.5.2 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

El efecto del extracto de L. edodes CP-7 sobre la bacteria Stenotrophomona CPB-7 a
concentracion constante de 1.96 x 10* (Fig. 64) bacterias, se observa por medio de la lectura
de la D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 65. Este disefio experimental nos
permitié determinar el efecto de crecimiento o inhibicién de la bacteria y la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 26.

Figura 64. Crecimiento de Stenotrophomona CPB-7 por microdilucién en medio Mueller Hinton a

las 24 horas.

D

En la figura 65a, se observa que con el extracto acuoso, existe un efecto inhibitorio a las 24
y 48 horas en D4 con una dosis de 19.79 mg. El solvente agua fue el solvente que presento
menor efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 65c, el extracto
hidroalcohdlico (35%), tuvo un efecto de inhibicion en la dilucion D9 con dosis de 0.033
mg/mL a las 24 y 48 horas. En la figura 65b, con el extracto hidroalcohdlico (20%), se
observo el principal efecto inhibitorio en la dilucién D10 con dosis de 0.26 mg/mL a las 24

y 48 horas.
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Figura 65. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula edodes sobre Stenotrophomona CPB-7 a:
acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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La determinacién de la CMI de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra

Stenotrophomona CPB-7 se presenta en el cuadro 26.

Cuadro 26. Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Stenotrophomona CPB-7.

Agua Hidroalcoholico (20%) Hidroalcoholico (35%)
Cepa ..., | Extracto | Conc. L Extracto | Conc. .., | Extracto
H | Dilucién () (mg) Dilucion (ul) (mg) Dilucion (ul) Conc. (mg)
CP-519 | 24 D3 125 |31.54 D3 125 3458 D7 0.78 1.38
CP-7 24 D4 6.25 |19.79| D10 0.098 | 0.26 D9 0.2 0.33

H: horas de incubacidn, Conc.: Concentracion

En la figura 66. Se observa el resumen de todo el experimento de L. edodes contra

Stenotrophomona, por la aplicacion de muestra del pozo de la microplaca en cada una de las

diluciones del extracto sobre las bacterias. Esta prueba determiné que la CMB es la misma

que la determinada como CMI.
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Figura 66. Extracto de Lentinula edodes contra Stenotrophomona CPB-7 en medio Mueller Hinton
a las 48 horas. Extractos; a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohélico 35%.
8.5.6 Bioensayo con la cepa CPB-8 de Escherichia coli

En la figura 67 se observa la curva de crecimiento de Escherichia coli CPB-8, determinada
por densidad optica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por conteo en el
microscopio. La ecuacidn de tercer orden de la esquina superior izquierda corresponde a la
ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacién del lado derecho corresponde al conteo de la
bacteria por microscopio. La relacion entre las dos curvas tiene una R? final de 0.9624 al

utilizar una ecuacién como dependiente de la otra.

y =0.0003x3- 0.0158x2 + 0.2625x+ 0.1496 y = -3E+06)3 + SE+07x2 + 2E+09x - 2E+08
R? = 0.9967 ~¢—D.0.  —f—Bact./ml R2 = 0.9656
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16 2.10E+10
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1.2 =
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04 1.00E+09
0.2
0 _4.00E+09
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Figura 67. Cinética de Escherichia coli CPB-8, determinada por lectura de D.O. y UFC por conteo
en el microscopio 6ptico a 40X en camara de Neubauer (n=6).

En la figura 68 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de E. coli, después de
diluir 200 veces el nimero de bacterias de un pozo en estudio. Esta prueba verifico el nimero
de bacterias inoculadas en el experimento. En esta prueba fueron 0.94+0.06 x 10* bacterias
por caja, lo cual se encuentra dentro del rango establecido en la metodologia; a su vez

permitié validar la muestra bacteriana al identificarse un solo tipo de colonia.

Clave Cepa Forma Borde Elevacion Textura Color
Escherichia Circular Entero Convexa Butirosa Blanco

CPB-8
coli opaco
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Figura 68. Escherichia coli CPB-8 al microscopio a las 24 horas.

8.5.6.1 Efecto de los extractos de basidiocarpo de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana CP-519 sobre la bacteria Escherichia coli CPB-8 a
concentracion constante de 0.96 x 10, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada
muestra y se presenta en la figura 65. Este disefio experimental nos permitio determinar el
efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 27.
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Figura 69. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula boryana sobre Escherichia coli CPB-8: a:

acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohd

CPS: control positivo del

lico 35%. Tx: tratamiento

solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 69a, se observa que con el extracto acuoso se presento un efecto bacteriostatico
a las 24 horas en D1 con dosis de 126.17 mg/mL. Este solvente fue el que presentd menor
efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 69c, con el extracto
hidroalcohdlico al 35%, se observo un efecto bactericida en la dilucion D4 con dosis de 11.07
mg/mL. Este solvente fue el que presento el principal efecto contra esta bacteria. En la figura

69b, el extracto hidroalcoholico al 20% tuvo efecto bacteriostatico en D2 con dosis de 69.17

mg/mL.

Figura 70. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Escherichia coli CPB-8 con las
diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcohélico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.
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En la figura 70 se observan las muestras tomadas a partir de las microplacas a las 24 horas
de incubacidn, las cajas se incubaron por otras 24 horas, el muestreo se realizé posterior a la
lectura de D.O. En el caso del extracto hidroalcohdlico al 35% se presento el crecimiento de
bacterias en el mismo nivel de dilucion que lo que se detecto a través de la lectura de D.O.
(D4, 11.07 mg/mL) en el caso de los extractos acuoso e hidroalcohdlico el efecto bactericida
se presentd en una concentracion mas alta (Concentacion inicial con 252 mg/mL

respectivamente). El efecto inhibitorio se mantuvo con el paso de los dias.

8.5.6.2 Efecto de los extractos de micelio de L. boryana CP-519
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Figura 71. Efecto del extracto de micelio de Lentinula boryana sobre Escherichia coli CPB-8: en
solvente hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB: contro de
crecimiento de la bacteria.

Figura 72. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Escherichia coli CPB-8 con las
diferentes dosis de extracto de micelio de Lentinula boryana en solvente hidroalcohélico 35%.
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8.5.6.3 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

El efecto del extracto de L. edodes CP-7 sobre la bacteria Escherichia coli CPB-8 a
concentracion constante de 1.12+0.13 x10* bacterias, se observa por medio de la lectura de
la D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 74. Este disefio experimental nos permitié

determinar el efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la concentracion minima

inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 27.

Figura 73. Crecimiento de Escherichia coli CPB-8 por microdilucion en medio Mueller Hinton a las
24 horas.
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Figura 74. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula edodes sobre Escherichia coli CPB-8, a:
acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.

En la figura 74 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Escherichia coli

CPB-8 en una concentracion de 1.12 x 10* bacterias por pozo, a: se observa que con el
108



extracto acuoso existe un efecto inhibitorio a las 24 y 48 horas en D3 con una dosis de 39.58
mg/mL. El agua es el solvente que presentd menor efecto bactericida pero mayor efecto
antioxidante. En la figura 74c, el extracto hidroalcoholico al 35%, tuvo un efecto
bacteriostatico a las 24 horas en D7 con una dosis de 1.30 mg/mL, siendo éste el solvente
con el principal efecto bactericida para esta bacteria. En la figura 74b, en el extracto
hidroalcoholico 20% se observd un efecto bactericida en la dilucion D5 con dosis 8.18

mg/mL a las 24 y 48 horas.

Figura 75. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Escherichia coli CPB-8 con las
diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

En la figura 75 se observan las muestras tomadas a partir de las microplacas a las 24 horas
de incubacién, las cajas se incubaron por otras 24 horas. EI muestreo se realiz6 posterior a la
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lectura de D.O., se observo un efecto bactericida en la misma concentracion que en la prueba
bacteriostatica. El efecto inhibitorio en las concentraciones mas altas, se mantuvo con el paso
de los dias. La determinacion de la CMI de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Escherichia coli CPB-8 se presenta en el Cuadro 27.

8.5.6.4 Efecto del extracto de micelio de L. edodes CP-7
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Figura 76. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Escherichia coli CPB-8, en solvente
hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB: contro de
crecimiento de la bacteria.

Figura 77. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Escherichia coli CPB-8 con las
diferentes dosis de extracto de micelio de Lentinula edodes en el solvente hidroalcoholico 35%.
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Cuadro 27. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Escherichia coli CPB-8 a las 24 horas.

Agua Hidroalcoholico al 35% Hidroalcoholico al 20%
Cepa A Extracto | Conc. o, Extracto Conc. S, Extracto Conc.
H | Dilucién @) (mg) Dilucion ) (mg) Dilucién () (mg)
CP-519| 24 D1 50 112;3 ' D4 6.25 11.07 D2 25 69.18
cP7 | 24| D3 | 125 398'5 D7 078 | 130 | D5 | 313 | 818

Conc.: Concentracion.

En los tres extractos de L. edodes contra E. coli CPB-8, se observo que el mejor de los casos

es el extracto de Extracto hidroalcohdlico 35%M2, la CMI es de 1.30 mg/ml.

8.5.7 Bioensayo con la cepa CPB-9 de Bacillus subtilis

En la figura 78 se observa la curva de crecimiento de Bacillus subtilis CPB-9, determinada

por densidad Optica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por conteo en el

microscopio. La ecuacidn de tercer orden de la esquina superior izquierda corresponde a la

ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacion del lado derecho corresponde al conteo de la

bacteria por microscopio en la camara de Neubauer. La relacion entre las dos curvas tuvo

una R? final de 0.9261 al utilizar una ecuacion como dependiente de la otra.

y =0.0002x3- 0.0141x? + 0.2656x+ 0.0513

R?=0.9719

y =-798220x + 9E+06x? + 5E+08x - 4E+08
——D.0. ——Bact./ml

N

!

14

Horas

19

24

R?=0.9529

7.50E+09

6.50E+09

5.50E+09

4.50E+09

3.50E+09

Bacterias/ml

2.50E+09

1.50E+09
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-5.00E+08

-1.50E+09

Figura 78. Cinética de Bacillus subtilis CPB-9, determinada por lectura de D.O. y UFC por conteo
en el microscopio optico a 40X en camara de Neubauer (n=6).

111




En la figura 79 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de B. subtilis. Esta prueba
verificd el numero de bacterias inoculadas en cada pozo del experimento, correspondientes a
multiplicar el nimero de UFC de la caja de Petri por 200, siendo para este caso una cantidad
de 1.025+0.012 x 10* bacterias por pozo, lo cual se encuentra dentro del rango establecido
en la metodologia. A su vez, este procedimiento permite validar la muestra bacteriana al

identificarse un solo tipo de colonia en el medio de cultivo.

Clave Cepa Forma Borde Elevacion Textura Color
Bacillus Circular  Crenado Elevada Viscosa Blanco
CPB-9 o
subtilis opaco

CPB-9 aumento 1X CPB-9 aumentol.6X

Figura 79. Cultivo de Bacillus subtilis CPB-9 por microdilucion en medio Mueller Hinton a las 24
horas.
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8.5.7.1 Efecto de los extractos de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana CP-519 sobre la bacteria Bacillus subtilis CPB-9 a
concentracion constante de 1.16 x 10%, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada
muestra y se presenta en la figura 76. Este disefio experimental nos permitio determinar el
efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la (CMI) la cual se encuentra un resumen

en el Cuadro 28.
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Figura 80. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula boryana sobre Bacillus subtilis CPB-9 a:
acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 80a, se observa que con el extracto acuoso, existe un efecto inhibitorio a las 24
y 48 horas en D4 con dosis de 15.77 mg/mL. El agua fue el solvente que presentd menor
efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 80b, extracto hidroalcohdlico
al 35%, se observa que tuvo un efecto bactericida a las 24 y 48 horas en la dilucion D5 con

dosis de 5.53 mg. En la figura 80c, el extracto hidroalcoholico 20% tuvo un efecto

bacteriostatico en D5 con dosis de 8.65 mg/mL.

—

== =

Figura 81. Cultivo en medio Mueller Hinton a Iés 24 horas de Bacillus subtilis CPB-9 con las

diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

El efecto bactericida de determiné del cultivo en cajas de Petri en donde se observa en la

figura 81 que el extracto acuoso tuvo un efecto con una concentracion de 15.77 mg/mL y los
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extractos hidroalcohodlicos al 20% y 35% tuvieron un efecto con 17.29 y 5.53 mg/mL

respectivamente.

8.5.7.2 Efecto de los extractos de micelio de L. boryana CP-519
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Figura 82. Efecto del extracto del micelio de Lentinula boryana sobre Bacillus subtilis CPB-9 en
solvente hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB: contro de
crecimiento de la bacteria.

Figura 83. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Bacillus subtilis CPB-9 con las
diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula boryana en el solvente hidroalcohdlico 35%.

El extracto hidroalcohdlico al 35% del micelio, tuvo un efecto inhibitorio y bactericida con

una concentracion de 61.08 mg/mL como se observa en las figuras 82 y 83 respectivamente.
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8.5.7.3 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

El efecto del extracto de L. edodes sobre la bacteria Bacillus subtilis CPB-9 a concentracion

constante de 0.9 x 10* bacterias, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada muestra

y se presenta en la figura 84. Este disefio experimental nos permitio determinar el efecto de

de la bacteria y la CMI (Cuadro 28).
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Figura 84. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre B. subtilis CPB-9 a: acuoso, b:

hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente,

CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 85. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Bacillus subtilis CPB-9 con las
diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcohélico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

En las Figura 84 y 85 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre B. subtilis
CPB-9 en una concentracion de 0.9 x 10* bacterias por pozo. En la figura 84a, se observa que
con el extracto acuoso, hubo un efecto bacteriostatico a las 24 horas en D4 con dosis de 19.79
mg/mL y un efecto bactericida a las 48 horas en D3 con una dosis de 39.58 mg/ml. El agua
fue el solvente que presentd menor efecto bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la
figura 84c y 85c, con el extracto hidroalcoholico al 35%, se observé el efecto inhibitorio en
la dilucion D7 con dosis de 1.30 mg/mL a las 24 horas y efecto bactericida a las 48 horas en
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D6 con dosis de 2.6 mg/mL. En las Figura 84b y 85b, el extracto hidroalcoholico 20% tuvo
un efecto bacteriostatico y bactericida en D6 con dosis de 4.08 mg/mL a las 24 y 48 horas
respectivamente. La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos

de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra B. subtilis CPB-9 se presenta en el cuadro 28.

8.5.7.4 Efecto de los extractos de micelio de L. edodes CP-7
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Figura 86. Efecto del extracto de micelio de Lentinula edodes sobre B. subtilis CPB-9
hidroalcoholico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB: contro de
crecimiento de la bacteria.

Figura 87. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Bacillus subtilis CPB-9 con las
diferentes dosis de extracto de micelio de Lentinula edodes en el solventes hidroalcohdlico 35%.

El extracto hidroalcoholico al 35% del micelio, tuvo un efecto inhibitorio y bactericida con

una concentracion de 44.35 mg/mL como se observa en las figuras 86 y 87 respectivamente.

118



Cuadro 28. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra B. subtilis CPB-9.

Solucién hidroalcéholica | Solucién hidroalcéholica

A
gua al 20% al 35%
Cepa
o, Extracto Conc. S Extracto Conc. .., | Extracto Conc.
H | Dilucién Dilucién Dilucion
el @y | (mg |- @o | mg |TN @y | (mg)

CP-519 | 24| D4 6.25 15.77 D5 3.13 5.53 D5 3.13 8.65

CP-7 24| D4 6.25 19.79 D7 0.78 1.30 D6 1.56 4.08

H: Horas en incubacion. Conc.: Concentracion.

8.5.8 Bioensayo con la cepa CPB-10 de Staphylococcus aureus

En la figura 88 se observa la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus CPB-10,
determinada por densidad oOptica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por
conteo en el microscopio. La ecuacion de tercer orden de la esquina superior izquierda
corresponde a la ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacion del lado derecho
corresponde al conteo de las bacterias por microscopio en la camara de Neubauer. La relacién

entre las dos curvas tiene una R? final de 0.9677 al utilizar una ecuacion como dependiente

de la otra.
y = 4E-05x2 - 0.0064x2+ 0.1865x + 0.0533 y = -5E+06x% + 1E+08x2 - 7E+07x + 3E+08
2-0. —=4—D.0. == Bact./m| 2_q.
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Figura 88. Cinética de S. aureus CPB-10, determinada por lectura de D.O. y UFC por conteo en el
microscopio éptico a 40X en camara de Neubauer (n=6).
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En la figura 89 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de S. aureus CPB-10,
después de diluir 2 X 10° veces el nimero de bacterias. Esta prueba verifico el nimero de
bacterias inoculadas en cada pozo del experimento, correspondientes a multiplicar el nimero
de UFC de la caja de Petri por 200. Esta prueba verifico el nimero de bacterias inoculadas
en el experimento, en esta prueba fueron 1.21+0.1 x 10* bacterias por caja, lo cual se
encuentra dentro del rango establecido en la metodologia. A su vez, este procedimiento

permite validar la muestra bacteriana al identificarse un solo tipo de colonia en el medio de

cultivo.
Clave Cepa Forma Borde Elevacion Textura Color
CPB-10 Staphylococcus Puntiforme  Entero Convexa Viscosa Blanco
aureus OpaCO

Figura 89. Cultivo de Staphylococcus aureus CPB-10 por microdilucion en medio Mueller Hinton a
las 24 horas.
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8.5.8.1 Efecto de los extractos de basidiocarpo de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana CP-519 sobre la bacteria Staphylococcus aureus CPB-
10 a concentracion constante de 1.21+0.1 x 10%, se observa por medio de la lectura de la D.O.
de cada muestra y se presenta en la figura 90; este disefio experimental nos permitio

determinar el efecto de crecimiento o inhibicién de la bacteria y la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 29.
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Figura 90. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula boryana sobre Staphylococcus aureus CPB-
10, a: acuoso, b: hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohélico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control

positivo del solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 90a se observa que cuando se extrae con agua, existe un efecto inhibitorio a las
24 y 48 horas en D4 con dosis de 15.77 mg/mL, es el solvente que presenta menor efecto
bactericida pero mayor efecto antioxidante. En la figura 90b, con el extracto hidroalcoholico
al 35%, se observo que tuvo un efecto inhibitorio en la dilucion D6 con dosis de 2.77 mg/mL.
Este solvente fue el que presentd el principal efecto contra esta bacteria. En la figura 90c, el
extracto hidroalcoholico 20% tuvo efecto bactericida en D5 con dosis de 8.65 mg/mL a las
24y 48 horas.

Figura 91. Cultivo de Staphylococcus aureus CPB-10 en medio Mueller Hinton a las 24 horas con
diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.
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En la figura 91 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizd posterior a la
lectura de D.O. En el caso del extracto con agua se presentd el crecimiento de bacterias en
un nivel de concentracién mayor que lo que se detectd a través de la lectura de D.O. (D3 con
31.54 mg/mL); en los otros solventes se presentd el efecto bactericida con la misma

concentracion, y se mantuvo con el paso de los dias.

8.5.8.2 Efecto de los extractos de micelio de L. boryana CP-519
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Figura 92. Efecto del extracto de micelio de Lentinula boryana sobre Staphylococcus aureus CPB-
10, en solvente hidroalcohdlico al 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB:
contro de crecimiento de la bacteria.

Figura 93. Cultivo de Staphylococcus aureus CPB-10 en medio Mueller Hinton a las 24 horas con
diferentes dosis de extracto de micelio de Lentinula boryana en el solvente hidroalcohélico al 35%.

123



El extracto hidroalcohodlico al 35% del micelio, tuvo un efecto inhibitorio y bactericida con
una concentracion de 30.54 y 122.17 mg/mL respectivamente, como se observa en las figuras
92y 93.

8.5.8.3 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7
En la figura 94 se muestran las colonias de Staphylococcus aureus CPB-10 que crecieron de
una alicuota para determinar la concentracion de bacterias/mL en exposicién en la evaluacion

del efecto bacteriostatico y bactericida de los diferentes extractos de L. edodes en estudio. En

este caso la concentracién fue de 1.21+0.1 x 108 bacterias/mL.

Figura 94. Cultivo de Staphylococcus aureus CPB-10 por microdilucion en medio Mueller Hinton a
las 24 horas.

El efecto del extracto de L. edodes sobre la bacteria Staphylococcus aureus CPB-10 a
concentracion constante de 1.21+0.1 x 108 bacterias/mL, se observa por medio de la lectura
de la D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 94; este disefio experimental nos
permitié determinar el efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra un resumen en el Cuadro 29.

En la figura 95 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Staphylococcus
aureus CPB-10 en una concentracion de 1.13+0.1 x 10* bacterias por pozo: en 91a, se observa
gue cuando se extrae con agua, existe un efecto inhibitorio a las 24 horas en D3 con una dosis
de 39.58 mg/mL; en 91c, extracto hidroalcohdlico al 35%, tuvo un efecto bactericida en la
dilucién D6 con dosis de 2.61 mg/mL a las 24 h; en 91b, el extracto con hidroalcohdlico al
20% se observa el efecto inhibitorio en la dilucion D7 con dosis de 2.04 mg/mL a las 24
horas.
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Figura 95. Efecto inhibitorio del extracto de Lentinula edodes sobre Staphylococcus aureus CPB-10,
a: acuoso, b: hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo
del solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 96. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Staphylococcus aureus CPB-10 con
las diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes; a: acuoso, b: hidroalcohélico 20% y c: hidroalcohdlico
35%.

En la figura 96 se observan las muestras tomadas de la microplaca a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizd posterior a la
lectura de D.O. Se observé que en la caja de Petri para el extracto en agua hubo crecimiento
desde la primera dilucion por lo que no se pudo determinar la CMB. En el caso del extracto
hidroalcohdlico (tequila) tuvo la CMB en D5 con dosis de 5.21 mg/mL.; el efecto inhibitorio
en las concentraciones mas altas, se mantuvo con el paso de los dias. La determinacién de la
Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7

contra Staphylococcus aureus CPB-10 se presenta en el Cuadro 29.
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8.5.8.4 Efecto de los extractos de micelio de L. edodes CP-7
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Figura 97. Efecto del extracto del micelio de Lentinula edodes sobre Staphylococcus aureus CPB-
10, en solvente hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB:
contro de crecimiento de la bacteria.

LU

Figura 98. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Staphylococcus aureus CPB-10 con
las diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula edodes en solvente hidroalcohélico 35%.

Cuadro 29. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Staphylococcus aureus CPB-10.

Agua Extracto hidroalcohdlico 35% | Extracto hidroalcohélico 20%

Cepa |H|_. . |Extracto|Conc|~. .. | Extracto | Conc. |~. .. | Extracto | Conc.
Dilucion Dilucion Dilucion

(u) | (mg) (nh) (mg) (nh) (mg)

CP-519|24| D4 6.25 |15.77| D6 1.56 2.77 D5 3.13 8.65

CP-7 (24| D3 125 139.58| D6 1.56 2.61 D7 0.78 2.04

H: Horas de incubacion. Conc.: Concentracion.
8.5.9 Bioensayo con la cepa CPB-11 de Listeria monocytogenes
En la figura 99 se observa la curva de crecimiento de Listeria monocytogenes CPB-11,

determinada por densidad oOptica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por
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conteo en el microscopio. La ecuacion de tercer orden de la esquina superior izquierda
corresponde a la ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacién del lado derecho
corresponde al conteo de las bacterias por microscopio en la camara de Neubauer. La relacion
entre las dos curvas tiene una R? final de 0.886 al utilizar una ecuacion como dependiente de

la otra.
y = 4E-05x3 - 0.0064x2+ 0.1865x + 0.0533 = _1E+07x? + 4E+08x - 6E+08
13 R?2=0.982 —9—D.0. =—@—Bact./ml R2=0.9023 3 70E+09
6 3.20E+09
4 2.70E+09
1.2 2.20E+09 £
c 1.70E+09 :5
a8 0.8 1.20E+09 S
0.6— 7.00E+08
0. 2.00E+08
0.2 -3.00E+08
] 8.00E+08
1 4 9 14 19 24
Horas

Figura 99. Cinética de Listeria monocytogenes CPB-11, determinada por lectura de D.O. y UFC por
conteo en el microscopio éptico a 40X (n=6).

En la figura 100 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de Listeria
monocytogenes CPB-11, después de diluir 2 X 10° veces el nimero de bacterias. Esta prueba
verifico el nmero de bacterias inoculadas en cada pozo del experimento, correspondiente a
multiplicar el nimero de UFC de la caja de Petri por 200, en esta prueba fueron 1.54+0.13 x
10* bacterias por pozo, correspondiente a 1.54+0.13 x 108 bacterias/mL, lo cual se encuentra
dentro del rango establecido en la metodologia. A su vez, este procedimiento permite validar
la muestra bacteriana al identificarse un solo tipo de colonia en el medio de cultivo.

Caracterizacion de Listeria monocytogenes.

Clave Cepa Forma Borde Elevacion Textura Color
CPB-11 Listeria Puntiforme  Entero Convexa Viscosa Blanco
monocytogenes opaco
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CPB11 aumento 1X CPB-11 aumento 5X

Figura 100. Cultivo de Listeria monocytogenes CPB-11 por microdilucion en medio Mueller Hinton
a las 24 horas.

8.5.9.1 Efecto de los extractos de basidiocarpo de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana en el rango de concentraciones del Cuadro 30 sobre la
bacteria Listeria monocytogenes CPB-11 a concentracion constante de 1.54+0.13 x 10% se
observa por medio de la lectura de la D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 101;
este disefio experimental nos permitio determinar el efecto de crecimiento o inhibicion de la
bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra un resumen

en el Cuadro 30.
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Figura 101. Efecto del extracto de Lentinula boryana sobre Listeria monocytogenes CPB-11, a:
acuoso (M1), b: hidroalcoholico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control
positivo del solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.

En la figura 101a: se observa que cuando se extrae con agua, existe un efecto inhibitorio a

las 24 y 48 horas en D3 con dosis de 31.54 mg/mL; en 97b: extracto hidroalcohdlico al 35%,
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se observa que tiene un efecto bactericida en la dilucion D5 con dosis de 5.53 mg/mL, este
solvente es el que presento el principal efecto contra esta bacteria; en 97c: el extracto
hidroalcoholico al 20% tiene un efecto bacteriostatico en D4 con dosis de 17.29 mg/mL a las
24 horas.

Figura 102. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Listeria monocytogenes CPB-11 con

las diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana en los solventes evaluados; a: acuoso, b:
hidroalcoh6lico 20% y c: hidroalcohdlico 35%.

En la figura 102 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizd posterior a la
lectura de D.O. La CMB es aquella en la que no se observa crecimiento de las bacterias en
ninguna de las réplicas; en el caso del extracto acuoso, se presento la CMB con 63.08 mg/ml
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de extracto; en el extracto hidroalcohdlico al 35% se presento la inhibicién de la bacteria en
la misma concentracion 5.53 mg/mL y en el caso del hidroalcohdlico al 20%, se presento la

CMB en la concentracion de 34.58 mg/mL.

8.5.9.2 Efecto de los extractos de micelio de L. boryana CP-519
1.0E+11
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Figura 103. Efecto del extracto del micelio de Lentinula boryana sobre Listeria monocytogenes CPB-
11, en solvente hidroalcoholico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB:
contro de crecimiento de la bacteria.

Figura 104. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Listeria monocytogenes CPB-11 con
las diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula boryana en el solvente hidroalcohélico 35%.
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8.5.9.3 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7
En la figura 105 se muestran las microplacas que se cultivaron después de tomar la muestra

de cada micropozo en el experimento de L. edodes sobre Listeria monocytogenes CPB-11.

Figura 105. Cultivo de Listeria monocytogenes CPB-11 por microdilucion en medio Mueller Hinton
a las 24 horas.

El efecto del extracto de L. edodes en el rango de concentraciones del Cuadro 30 sobre la
bacteria Listeria monocytogenes CPB-11 a concentracion constante de 1.54+0.1.3 x 10*
bacterias, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada muestra y se presenta en la
figura 105; este disefio experimental nos permitio determinar el efecto de crecimiento o
inhibicidn de la bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra

un resumen en el Cuadro 30.
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Figura 106. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Listeria monocytogenes CPB-11, a: acuoso
(M1), b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del

solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 106 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Listeria
monocytogenes CPB-11 en una concentracion de 1.54+0.13 x 108 bacterias/mL: en 102a, se
observa que cuando se extrae con agua, existe un efecto inhibitorio a las 24 y 48 horas en D3
con una dosis de 39.58 mg/mL; en 102b, extracto hidroalcohdlico al 35%, tuvo un efecto
bacteriostatico en la dilucion D9 con dosis de 0.33 mg/mL a las 24 horas; en 102c, el extracto
hidroalcohdlico al 20% tuvo efecto bacteriostatico en la dilucion D9 con dosis de 0.51 mg/mL

| |
il iy lll
&7 \ ne 7 /

a las 24 y 48 horas.

Lt —1 (il

-

\

Figura 107. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Listeria monocytogenes CPB-11 con
las diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes; a: acuoso, b: hidroalcohélico 20% y c: hidroalcohélico
35%.
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En la figura 107 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizd posterior a la
lectura de D.O. La CMB es aquella en la que no se observa crecimiento de las bacterias en
ninguna de las réplicas; en el caso del extracto acuoso, se presentd la CMB con 79.15 mg/mL
de extracto; en el extracto hidroalcohdlico al 35% se presento la inhibicion de la bacteria dos
niveles de concentracion mas alto 1.30 mg/mL y en el caso del hidroalcohodlico al 20%, se
presentd la CMB en la concentracion de 2.04 mg/mL. La determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra Listeria

monocytogenes CPB-11 se presenta en el Cuadro 30.

8.5.9.4 Efecto de los extractos de micelio de L. edodes CP-7
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Figura 108. Efecto del extracto del micelio de Lentinula edodes sobre Listeria monocytogenes CPB-
11, en solvente hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB:
contro de crecimiento de la bacteria.
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Figura 109. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Listeria monocytogenes CPB-11 con
las diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula edodes; en solvente hidroalcohélico 35%.

Cuadro 30. Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Listeria monocytogenes CPB-11 a las 24 hras de incubacion.

Agua Extracto hidroalcoholico 35% | Extracto hidroalcohdlico 20%
Registro Dilucien | EXracto | Cone. | . .. | Extracto | Conc. | .. .. | Extracto | Conc.
(ut) | (mg) (nL) (mg) (nt) (mg)

CP-519 D3 125 | 31.54 D5 3.125 5.53 D4 6.25 17.29

CP-7 D3 12.5 | 39.58 D9 0.20 0.33 D9 0.195 0.51

8.5.10 Bioensayo con la cepa CPB-13 de Pseudomonas aeruginosa

En la figura 110 se observa la curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa CPB-13,
determinada por densidad Optica (D.O.) y las unidades formadoras de colonias (UFC) por
conteo en el microscopio. La ecuacion de tercer orden de la esquina superior izquierda
corresponde a la ecuacion determinada por la D.O. y la ecuacion del lado derecho
corresponde al conteo de las bacterias por microscopio en la camara de Neubauer. La relacién
entre las dos curvas tiene una R? final de 0.933 al utilizar una ecuacion como dependiente de
la otra.
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Figura 110. Cinética de Pseudomonas aeruginosa CPB-13, determinada por lectura de D.O. y UFC
por conteo en el microscopio 6ptico a 40X (n=6).

En la figura 111 se muestra un ejemplo del crecimiento de colonias de Pseudomonas
aeruginosa CPB-13, después de diluir 2 X 10°® veces el nimero de bacterias. Esta prueba
verifico el nmero de bacterias inoculadas en cada pozo del experimento, correspondiente a
multiplicar el nimero de UFC de la caja de Petri por 200, en esta prueba fueron 1.15+0.15 x
10* bacterias por pozo, correspondiendo a 1.15+0.15 x 102 bacterias/mL, lo cual se encuentra
dentro del rango establecido en la metodologia establecida por CLSI, 2012. A su vez, este
procedimiento permite validar la muestra bacteriana al identificarse un solo tipo de colonia

en el medio de cultivo.

Caracterizacién morfoldgica de la bacteria Pseudomonass aeruginosa.

Clave Cepa Forma Borde  Elevacion Textura Color
Pseudomonass ~ Circular  Entero Convexa Muy Verde
CPB-13 . .
aeruginosa Viscosa
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Figura 111. Pseudomonas aeruginosa CPB-13 al microscopio a las 24 horas de incubacién.

8.5.10.1 Efecto de los extractos de basidiocarpo de L. boryana CP-519

El efecto del extracto de L. boryana en el rango de concentraciones del Cuadro 31 sobre la
bacteria Pseudomonas aeruginosa CPB-13 a concentracion constante de 1.15+0.1.5 x 10*
bacterias por pozo, se observa por medio de la lectura de la D.O. de cada muestra y se
presenta en la figura 112; este disefio experimental nos permitié determinar el efecto de
crecimiento o inhibicién de la bacteria y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de la

cual se encuentra un resumen en el Cuadro 31.
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Figura 112. Efecto del extracto de L. boryana sobre Pseudomonas aeruginosa CPB13 a: acuoso
(M1), b: hidroalcohdlico 20% y c: hidroalcoholico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del
solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.

En la figura 112a, se observo que el extracto con agua de 126.17 mg/mL no se presentd un
efecto inhibitorio. En la figura 112b, con el extracto hidroalcoholico al 35%, se observo que
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tuvo un efecto bactericida en la dilucion D2 con dosis de 44.27 mg/mL, este solvente es el
que presento el principal efecto contra esta bacteria; en 108c, el solvente hidroalcoholico al

20% tiene efecto bacteriostatico en D1 con dosis de 138.38 mg/mL a las 24 horas.

Figura 113. Cultivo en medio Mueller Hinton de Pseudomonas aeruginosa CPB-13 con las
diferentes dosis de extracto de Lentinula boryana; a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% vy c:
hidroalcoholico 35%.

En la figura 113 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizé posterior a la
lectura de D.O. Esta prueba determina un efecto bactericida en las diluciones en que no crecié

la bacteria. En el caso del extracto acuoso e hidroalcohdlico al 20% no se determiné la CMB,
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en el caso del extracto hidroalcohdlico al 35% se presentd un efecto bactericida en D2 con la
CMB de 44.27 mg/mL.

8.5.10.2 Efecto de los extractos de micelio de L. boryana CP-519
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Figura 114. Efecto del extracto del micelio de L. boryana sobre Pseudomonas aeruginosa CPB13 en
solvente hidroalcohélico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB: contro de
crecimiento de la bacteria.

Figura 115. Cultivo en medio Mueller Hinton de Pseudomonas aeruginosa CPB-13 con las
diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula boryana, en solvente hidroalcohdlico
35%.

142



8.5.10.3 Efecto de los extractos de L. edodes CP-7

En la figura 116 se muestran las microplacas que se cultivaron después de tomar la muestra

de cada micropozo en el experimento de L. edodes sobre Pseudomonas aeruginosa CPB-13.

Figura 116. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa CPB-13 por microdilucion en medio Mueller
Hinton a las 24 horas de incubacion.

El efecto del extracto de L. edodes en el rango de concentraciones del Cuadro 31 sobre la
bacteria Pseudomonas aeruginosa CPB-13 a concentracion constante de 2.56+0.56 x 10*
bacterias por pozo o una concentracion de 2.56+0.56 x 108 bacterias/mL, se observa por
medio de la lectura de la D.O. de cada muestra y se presenta en la figura 117. Este disefio
experimental permitié determinar el efecto de crecimiento o inhibicion de la bacteria y la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de la cual se encuentra un resumen en el Cuadro
31.

En la figura 117 se observa el efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Pseudomonas
aeruginosa CPB-13 en una concentracion de 2.56+0.56 x 108 bacterias/mL: 117a, se observa
que cuando se extrae con agua, existe un efecto bacteriostatico a las 24 horas en D2 con una
dosis de 79.15 mg/mL, es el solvente que presenta menor efecto bactericida pero mayor
efecto antioxidante; en 117c, extracto hidroalcoholico al 35%, tuvo un efecto bacteriostatico
en la dilucion D4 con dosis de 10.43 mg/ml a las 24 h; en 117b, extracto hidroalcohdlico al
20%, se observa el efecto bacteriostatico en la dilucion D4 con dosis de 16.36 mg/ml a las
24 horas.
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Figura 117. Efecto del extracto de Lentinula edodes sobre Pseudomonas aeruginosa CPB-13, a:
acuoso (M1), b: hidroalcohdlico 20% vy c: hidroalcohdlico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control
positivo del solvente, CCB: contro de crecimiento de la bacteria.
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En la figura 118 se observan las muestras tomadas de las microplacas a las 24 horas de
incubacion, y se incubaron las cajas por otras 24 horas, el muestreo se realizd posterior a la
lectura de D.O. Esta prueba determina un efecto bactericida en las diluciones

en que no crecio la bacteria. Se observo que en las cajas de Petri el extracto en agua tuvo
crecimiento escaso en D1, por lo que no se pudo determinar la CMB; el efecto bactericida en
los otros extractos alcoholico y agua-alcohol verificd la concentracion determinada en el
experimento por su densidad Optica correspondiendo a D4 con una concentracion de 10.43y
16.36 mg/mL respectivamente.
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S - e e———
Figura 118. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Pseudomonas aeruginosa CPB-13

con las diferentes dosis de extracto de Lentinula edodes; a: acuoso, b: hidroalcohdlico 20% y c:
hidroalcohdlico 35%.

La determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-

519y L. edodes CP-7 contra Pseudomonas aeruginosa CPB-13 se presenta en el Cuadro 31.
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8.5.10.4 Efecto de los extractos de micelio de L. edodes CP-7
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Figura 119. Efecto del extracto del micelio de Lentinula edodes sobre Pseudomonas aeruginosa
CPB-13, en solvente hidroalcohélico 35%. Tx: tratamiento, CPS: control positivo del solvente, CCB:
contro de crecimiento de la bacteria.

Figura 120. Cultivo en medio Mueller Hinton a las 24 horas de Pseudomonas aeruginosa CPB-13
con las diferentes dosis de extracto del micelio de Lentinula edodes, en solvente hidroalcohélico 35%.

Cuadro 31. Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes
CP-7 contra Pseudomonas aeruginosa CPB-13 a las 24 horas.

Agua Extracto hidroalcohdlico 35% | Extracto hidroalcohdlico 20%
Registro ... | Extracto conc. I Extracto | Conc. .. .. | Extracto | Conc.
Dilucion (ul) (mg) Dilucion (L) (mg) Dilucion (ul) (mg)

CP-519 Ns > 50 > 126.17 D2 25 44.27 D1 50 138.38
CP-7 D2 25 79.15 D4 6.25 10.43 D4 6.25 16.36

Ns: no susceptible, Conc.: concentracion.
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8.6 Analisis general de las cinéticas bacterianas
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Figura 121. Cinéticas de crecimiento de las bacterias en estudio, por lectura de D.O. en
espectrofotometro (Epoch). CPB-1: S. typhi, CPB-4: P. aeruginosa, CPB-6: Pseudomonas, CPB-
7. Stenotrophomona, CPB-8: E. coli, CPB-9: B. subtilis, CPB-10: S. aureus, CPB-11: L.
monocytogenes, CPB-13: P. aeruginosa.
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Figura 122. Cinéticas de crecimiento de las bacterias en estudio por lectura en la camara de
Neubauer en microscopio. CPB-1: S. typhi, CPB-4: P. aeruginosa, CPB-6: Pseudomonas, CPB-7:
Stenotrophomona, CPB-8: E. coli, CPB-9: B. subtilis, CPB-10: S. aureus, CPB-11: L. monocytogenes,
CPB-13: P. aeruginosa.
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En las figuras 121 y 122 se muestra en conjunto, el crecimiento poblacional de cada una de
las bacterias en estudio. La bacteria CPB-11 fue la cepa con el menor nimero de bacterias/ml
y las cepas con mayor nimero de bacterias/ml fueron CPB-1 y CPB-8, habiendo una
diferencia de 7.67 veces en la concentracion de bacterias entre CPB-11 y CPB-8; quedando
dentro de este rango la concentracion de bacterias de las otras cepas. Todas las bacterias
tuvieron un comportamiento muy similar en cuanto al tiempo de la fase lag, la pendiente en

la fase exponencial y alcanzaron la etapa estacionaria a las 11 horas.
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Figura 123. Efecto de los extractos de cada cepa de hongo sobre cada una de las bacterias
en estudio; a: efecto bacteriostatico, b: efecto bactericida. M1) acuoso, M2) hidroalcohélico
35% y M3) hidroalcohdlico 20%. CP-519: L. boryana, CP-7: L. edodes.
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El resumen de las concentraciones con que tuvieron efecto bacteriostatico y bactericida cada uno de los extractos del basidiocarpo de
Lentinula boryana CP-519 y Lentinula edodes CP-7 se presenta en los cuadros 32 y 33.

Cuadro 32. Efecto inhibitorio (bacteriostético) de los extractos de las cepas Lentinula boryana CP-519 y Lentinula edodes CP-7 de hongos
funcionales sobre las bacterias de interés clinico a las 24 horas del bioensayo.

Registro de bacterias Rehgc:?]tégsde Acuoso — Hidroalcohdlico al 35%conC Hidroalcohdlico al 200/2:Onc
de interés clinico funcionales Dilucién | Extracto (uL) (mg/mi_) Dilucion | Extracto (uL) (mg/mL) Dilucion | Extracto (uL) (mg/mL)

CPB-1 CP-519 | D1 50 126.17 | D4 6.25 11.07 D2 25 69.17

S. typhi CP-7 D3 12.5 39.58 D7 0.781 1.30 D7 0.781 2.04

CPB-4 CP-519 | D4 6.25 15.77 D7 0.78 1.38 D5 3.13 8.65

S. agalactiae CP-7 D3 12.5 39.58 D9 0.20 0.33 D7 0.78 2.04

CPB-6 CP-519 | D4 6.25 15.77 D6 1.56 2.77 D5 3.13 8.65

P. aeruginosa CP-7 D6 1.56 4.95 D8 0.78 1.30 D8 0.78 2.04

CPB-7 CP-519 | D3 125 31.54 D7 0.78 1.38 D3 125 34.58

Stenotrophomona |  cp-7 D4 6.25 19.79 D9 0.2 0.33 D10 0.098 0.26

CPB-8 CP-519 | D1 50 126.17 | D4 6.25 11.07 D2 25 69.18

E. coli CP-7 D3 12.5 39.58 D7 0.78 1.30 D5 3.13 8.18

CPB-9 CP-519 | D4 6.25 15.77 D5 3.13 5.53 D5 3.13 8.65

B. subtilis CP-7 D4 6.25 19.79 | D7 0.78 1.30 D6 1.56 4.09

CPB-10 CP-519 | D4 6.25 15.77 D6 1.56 2.77 D5 3.13 8.65

S. aureus CP-7 D3 125 39.58 D6 1.56 2.61 D7 0.78 2.04

CPB-11 CP-519 | D3 125 31.54 D5 3.12 5.53 D5 3.125 8.65

L. monocytogenes |  Cp-7 D3 6.25 19.79 D9 0.20 0.33 D8 0.391 1.02

CPB-13 CP-519 | D2 25 63.08 D4 6.25 11.07 D4 6.25 17.29

P. aeruginosa CP-7 D3 12.5 39.58 D4 6.25 10.43 D4 6.25 16.36

Ns: no susceptible, Conc.: concentracion.
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Cuadro 33. Efecto bactericida de los extractos de las cepas Lentinula boryana CP-519 y Lentinula edodes CP-7 de hongos funcionales sobre las
bacterias de interés clinico a las 24 horas del bioensayo.

Realtie CRlaETS Rehgistro de Acu0so Extracto hidroalcohodlico 35% Extracto hidroalcohélico 20%
de interés clinico | 9% | pilucien | FXTACtO | ConC. | pyygign | EXtraCto ) Conc - pyign | Extracto (uLy | CONC:
(uL) (mg/mL) (uL) (mg/mL) (mg/mL)
CPB-1 CP-519 Ns Ns Ns D3 125 22.13 D1 50 138.33
S. typhi CP-7 D2 25 79.15 D7 0.781 1.30 D6 1.56 4.09
CPB-4 CP-519 D3 125 31.54 D7 0.78 1.38 D5 3.13 8.65
S. agalactiae CP-7 D2 25 79.15 D9 0.20 0.33 D7 0.78 2.04
CPB-6 CP-519 D1 50 126.17 | D6 1.56 2.77 D5 3.13 8.65
P. aeruginosa CP-7 D4 6.25 19.79 D7 0.78 1.30 D7 0.78 2.04
CPB-7 CP-519 D2 25 63.08 D7 0.78 1.38 D3 12.5 34.58
Stenotrophomon
asp. CP-7 D4 6.25 19.79 D9 0.2 0.33 D10 0.098 0.26
CPB-8 CP-519 Ns Ns Ns D4 6.25 11.07 D1 50 138.33
E. coli CP-7 D3 12.5 3958 | D6 1.56 2.61 D5 3.13 8.18
CPB-9 CP-519 D4 6.25 15.77 D5 3.13 5.53 D4 6.25 17.29
B. subtilis CP-7 D3 12.5 3958 | D6 1.56 2.61 D6 1.56 4.09
CPB-10 CP-519 D3 125 31.54 D6 1.56 2.77 D5 3.13 8.65
S. aureus CP-7 Ns Ns Ns D5 3.12 5.53 D7 0.78 2.04
CPB-11 CP-519 D2 25 63.08 D5 3.12 5.53 D3 12.5 34.58
monoc;t'ogenes CP-7 D2 25 79.15 D8 0.39 0.65 D7 0.78 2.04
CPB-13 CP-519 Ns Ns Ns D2 25 44.27 Ns Ns Ns
P. aeruginosa CP-7 D1 50 158.30 | D4 6.25 10.43 D4 6.25 16.36

Ns: no susceptible. CP-7, Lentinula edodes; CP-519, L. boryana.
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8.7 Caracterizacion morfoldgica de las cepas bacterianas

Se realizd una caracterizacion morfoldgica de las colonias desarrolladas en medio de cultivo Mueller Hinton agar a las 12 horas de

siembra a partir de 50 uL de indculo en medio liquido con el objetivo de obtener 50 UFC por caja (Cuadro 34).

Cuadro 34. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias desarrolladas en cajas de Petri con medio de cultivo Mueller Hinton agar.

Registro Especie Gram Forma Borde Elevacion Textura Color
CPB-1 | Salmonella typhi - Circular Entero Convexa Viscosa Blanco opaco
CPB-4 | Streptococcus agalactiae + Puntiforme Entero Convexa Seca Blanco opaco
CPB-6 | Pseudomonass aeruginosa - Circular Entero Elevada Viscosa Blanco opaco
CPB-7 | Stenotrophomonas - Circular Entero Convexa Viscosa Blanco opaco
CPB-8 | Escherichia coli - Circular Entero Convexa Butirosa Blanco opaco
CPB-9 | Bacillus subtilis + Circular Crenado Elevada Viscosa Blanco opaco
CPB-10 | Staphylococcus aureus + Puntiforme Entero Convexa Viscosa Blanco opaco
CPB-11 | Listeria monocytogenes + Puntiforme Entero Convexa Viscosa Blanco opaco
CPB-13 | Pseudomonass aeruginosa - Circular Entero Convexa Muy Viscosa Verde
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IX. DISCUSION

Se analizaron y compararon las propiedades funcionales de los hongos comestibles Lentinula
boryana nativo de México (Veracruz), y una cepa de referencia de Lentinula edodes. Las cepas
estudiadas se cultivaron in vitro, asi como en substrato solido estéril a base de aserrin de encino
hasta la obtencion de basidiocarpos en condiciones de mddulo experimental. Se realizaron
extractos acuosos e hidroalcohdlicos al 20% y 35% utilizando basidiocarpos secos y molidos.

Se evaluaron las siguientes variables: produccion de micelio en medio liquido, produccion de
basidiocarpos, rendimiento del extracto de basidiocarpos, polifenoles totales y la concentracion
minima inhibitoria (CMI) contra nueve cepas de bacterias de interés clinico (Salmonella typhi
CPB-1, Streptococcus agalactiae CPB-4, Pseudomonas aeruginosa CPB-6 y CPB-13,
Stenotrophomona spp. CPB-7, Escherichia coli CPB-8, Bacillus subtilis CPB-9, Staphyllococcus
aureus CPB-10 y Listeria monocytogenes CPB-11).

Produccién de micelio en medio liquido

La cepa L. boryana CP-519 inoculada con circulos de indculos convencionales en CYM, se formé
micelio color blanco. El micelio cubrié del 60 al 95% de la superficie con coloraciones cafés, las
cuales se presentaron en todas las repeticiones. EI micelio crecid sobre las paredes del frasco con
una densidad baja, a una altura promedio de 0.4 cm. Por debajo de la superficie, cubrieron del 50
al 95% del volumen, el micelio crecié pegado al micelio de la superficie, en forma algodonosa y
minoritariamente en la base del frasco, con densidad baja en forma de pelusas. EI medio de cultivo
tuvo color Pantone 131-c.

Para la cepa L. edodes CP-7 inoculada con circulos de indculos convencionales en CYM, se formo
micelio blanco con coloraciones cafés, el micelio cubri6 la superficie al 100%, con una densidad
variable entre las réplicas, siendo mas denso en la repeticion 1 y escasa en la repeticion 5. Las
coloraciones cafés se presentaron en 3 repeticiones y cubrieron del 15 al 35% de la superficie. El
micelio creci6 sobre las paredes a una altura promedio de 1.5 cm con una densidad media. El
micelio que crecié por debajo de la superficie cubrio del 70 al 90% el volumen del medio de
cultivo, en conformacion algodonosa y con crecimiento de la superficie al fondo del frasco. No se
observé crecimiento del fondo del frasco hacia la superficie. EI medio de cultivo varié en la
tonalidad, siendo un café mas intenso para la repeticion 1, los colores extremos variaron del

Pantone 124-c al Pantone 121-c.
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En el cultivo de micelio en medio liquido (PDB, EMB y CYM) con agitacion se formaron pellets
densos, sin cambio en la coloracion del medio y en promedio la produccion de biomasa de los
experimentos en agitacion a 120 rpm tuvieron de un 15 a un 39% mas rendimiento que los
experimentos cultivados en condiciones estaticas (Cuadro 35). Corroborando los resultados en
comparacion con investigaciones previas, se observo que a una velocidad de agitacion mayor de
90 rpm la produccién de biomasa se encontré proporcionalmente disminuida; de acuerdo a lo ya
establecido por otros autores (Ruby, 2008; Yee y Moore, 1992, de Carbalho et al., 2007).

Cuadro 35. Comparacion de la produccion micelial a partir de 5 ntcleos de 0.5 cm de didmetro en 50 mL
de medio de cultivo CYM a los 22 dias de tratamiento en agitacion a 120 rpm y estatico.

Registro Estético (mg/50 mL) | Agitacion a 120 RPM (mg/50 mL) | Agitacion/estatico (%)

CP-7 510 610 19.01
CP-494 400 480 20.84
CP-519 552 654.67 18.60
Lentinus strigosus* 286.9 413.4 44.09
Le-11 ** 136.9 90.0 - 34.26

L. edodes*** 190 - - - -

L. boryana*** 610 - - - -

* Ruby, 2008, micelio de L. strigosus cultivado en PDB a 90 rpm por 10 dias.

** Yee, 1992, micelio de L. edodes cultivado en Leatham liquido a 200 rpm por 21 dias.

*** de Carbalho, 2007, 100 mL de extracto de malta con 3 g de peptona de soya liquida y 0.3 g de peptona de soya,
pH de 6, incubado por 25 dias en obscuridad y sin agitacion.

Produccion de basidiocarpos en substrato solido

A partir de las unidades experimentales (UP) de 3 kg de sustrato sélido a base de mezcla de
aserrines estériles con la formulacion COLPOS-17, sembradas con las cepas de los hongos
Lentinula boryana y L. edodes se obtuvieron los basidiocarpos. Se mantuvieron en un modulo
experimental con condiciones ambientales controladas y a partir de los 142 y 180 dias se
cosecharon los cuerpos fructiferos de L. edodes y L. boryana, respectivamente. Este tiempo de
fructificacion puede deberse al tipo de extracto utilizado ya que en otro estudio con L. edodes
cultivado en rastrojo de maiz reporto la fructificacion a los 75 dias (Philippoussis et al., 2002).
Los basidiocarpos se caracterizaron por diametro, grosor, forma, textura, consistencia y color. Para

la cepa Lentinula boryana el pileo mas chico fue de 2.5 x 3.0 cm, y el mas grande fue de 15.0 x
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15.0 cm, el promedio y moda fue de 7.2 x 7.2 cm. EIl pileo més chico pes6 2 g y el méas grande
peso 48 g, el promedio fue de 27.6 g. El largo promedio del estipite fue de 6.5 cm.

Para la cepa Lentinula edodes el pileo mas chico fue de 2.5 x 2.5 cm, y el més grande fue de 15.9
X 16.4 cm, el promedio fue de 8.1 x 8.5 cm. El pileo mas chico peso 2 g y el més grande peso 67.3
g, el promedio fue de 34.65 g. El largo promedio del estipite fue de 7.8 cm. En un estudio de
cultivo controlado en bolsas de 2 kg de diferentes substratos y residuos forestales, se cultivaron
dos cepas de Lentinula edodes y se obtuvieron producciones con hongos de 50 a 90 g cada uno,
con medidas de pileo de 5a 9.9 cm y largo de estipite de hasta 11 cm. Esto pudo deberse al uso de
una cepa mas fibrosa o con mayor retencién de agua al ser hongos mas pesados, con una talla
menor (Smita, 2012).

Rendimiento de los extractos

A partir de 10 g de cuerpos fructiferos deshidratados con una temperatura menor a los 38 °C de
las cepas de L. boryana y L. edodes, se realizaron extractos alcohdlicos por la técnica de
maceracion. A partir de los extractos obtenidos se calculé el rendimiento por tipo de solvente y
por cepa de hongo comestible (Cuadro 30), se observo que los rendimientos de los extractos
hidroalcholicos al 20% y 35% de L. boryana fueron mayores que los obtenidos a partir de L.
edodes. El extracto obtenido en dichas condiciones, fue del 8 al 13% mayor que los rendimientos
obtenidos por otros autores para L. edodes por el método de extraccién en condiciones stper
criticas con CO2 como gas acarreador y secado por liofilizacion; con una eficiencia de 3.81% en
peso y un rendimiento de 1.25% en peso cuando el gas acarreador fue n-hexano (Sorane et al.,
2007).

Propiedades funcionales

A partir de los extractos obtenidos con agua y solvente hidroalcohdlico al 20% y 35%, de los
hongos CP-519 L. boryana y CP-7 L. edodes, se realizd un analisis de polifenoles totales como
equivalentes de acido gélico de cada extracto (EAG).

El contenido de polifenoles totales en L. boryana del solvente hidroalcoholico al 35% fue de
1.39+£0.12 mg EAG/g de hongo seco y del solvente hidroalcohdlico al 20% fue de 2.08+0.07 mg
EAG/g de hongo seco. Esto fue mayor en comparacion con L. edodes, en el cual se registraron
0.96+0.12 y 1.06+0.03 mg EAG/g de hongo seco extraido en los solventes hidroalcoholicos al 35
y 20%, respectivamente.
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Los extractos acuosos tuvieron una concentracion de polifenoles totales mayor que los extractos
hidroalcohdlicos. El contenido de polifenoles totales en el extracto acuoso de L. boryana fue de
3.49+0.21 EAG/mL, mientras que el de L. edodes fue 13.4% mayor (3.96+0.05 EAG/mL). Esto
también concuerda con las extracciones del hongo Agaricus (CP-89), se observé una relacién 4
veces mayor de polifenoles totales en el extracto acuoso sobre los extractos hidroalcohdlicos. El
valor de polifenoles totales del extracto acuoso de Agaricus fue de 1.31 mg EAG/g de hongo seco
y del extracto hidroalcoholico al 35% fue de 0.32 mg EAG/g de hongo seco (Cruz, 2012). Aunque
es la misma relacion, de los hongos analizados en la presente investigacion, L. boryana tuvo 2.66
veces mas polifenoles totales que Agaricus en el extracto acuoso y 4.34 veces més respecto al
extracto hidroalcohdlico al 35%.

En otro estudio de L. edodes con 0.3 g de hongo en 30 mL, en tres diferentes concentraciones de
etanol (40, 60 y 80%) y cada una en tres tiempos (1, 2 y 3 horas) presentd su mejor resultado en
40% de etanol por 3 horas con 1.74+30 mg EAG/g (Zuofa et al., 2009). Estos resultados al
compararlos con los obtenidos a partir del extracto alcoholico al 20% de L. edodes, se observé un
39% mas que el obtenido en este estudio. Sin embargo, la cantidad de EAG obtenida de L. boryana
fue una concentracion un 20% mayor en comparacién con otros autores (Zuota et al., 2009).
Segun registros de extractos de L. edodes, se sabe que el extracto de éste tiene una relacion de
polifenoles totales directamente proporcional a la temperatura y el tiempo de extraccion. En una
prueba a temperaturas de 100 y 121°C con tiempos de 15 y 30 minutos de extraccion, se obtuvo
una mayor cantidad de polifenoles totales al aumentar las condiciones de tiempo y temperatura.
En condiciones ideales se obtienen 546 ug EAG/g, sin embargo, Choi et al. (2006), sugiere hacer
mas estudios de polifenoles totales de Lentinula ya que solo evalu6 una cepa y se requiere validar
la tendencia del efecto.

La cantidad obtenida de EAG/g en extracto acuoso para la cepa Lentinula edodes fue de 3.95 mg
EAG/g de hongo seco, mientras que otras investigaciones han registrado concentraciones de
1.33+£0.04 mg EAG/g de hongo seco. Se ha registrado que en el extracto alcohdlico (metanol), se
obtuvo 4.79+1.2 mg EAG/g de hongo seco (Cheung et al., 2003), lo cual es mayor que lo que se
obtuvo por el solvente hidroalcoholico al 35% (0.96+0.12). Sin embargo, el extracto elaborado
puede ser ingerido sin los efectos adversos que ocasionaria la ingestion de un extracto con metanol.

Propiedades antioxidantes
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Se realizaron las pruebas de Folin-Ciocalteau para polifenoles totales, DPPH, ABTS y ORAC para
determinar la actividad antioxidante y la concentracion por mL para tener la Concentracion
Inhibitoria al 50% (IC 50%) de los extractos de basidiocarpo en diferentes solventes (agua e
hidroalcoholicos al 20% y 35%) y del micelio en solvente hidroalcoholico al 35% de los hongos
Lentinula boryana y L. edodes.

En la determinacion de polifenoles totales del extracto hidroalcodlico de Lentinula edodes por la
prueba de Folin-Ciocalteau se obtuvo en el presente estudio una concentracion de 2.08 mg/gramo
de hongo seco mientras que Sreenivasan et al., (2010) report6 70.83 mg/gramo de hongo seco.
En la determinacion de la actividad antioxidante por el reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) se determind que el basidiocarpo tuvo mas actividad que el micelioy L. boryana tuvo mas
actividad que L. edodes en un 10% Yy requirio de un 36% menos para tener una concentracion con
un efecto inhibitorio del 50% (IC 50%), el extracto hidroalcohdlico al 35% tuvo un valor de 451
pg/mL. Otros autores reportaron para extractos etandlicos un mejor efecto antioxidante con
concentraciones alrededor del 50% menos, con valores de 250 pg/mL (Sorane et al., 2014); 198
pg/mL (Mujic et al., 2010); 283 pg/mL (Sushila et al., 2014). Del estudio hecho por Sreenivasan
et al., (2010) el extracto etanolico tiene efecto antioxidante 16 veces mayor que el extracto en
metanol, requiriéndose para éste Gltimo una cantidad de 4,400 pg/mL, segin Lee et al. (2008)
sigue siendo un antioxidante efectivo. En el estudio de la actividad antioxidante con el reactivo
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS), se tiene que los extractos de basidiocarpo
tienen un efecto mayor que los micelios respectivos

Propiedades antibacterianas

Ajuste de la concentracion de bacterias por mililitro

En la determinacidn de las propiedades antibacterianas de los extractos de L. boryana y L. edodes,
se desarroll6 un modelo poblacional empleando el programa Excel con macros. Este programa
permitié ajustar eficientemente las diluciones bacterianas a la concentracion de 1 x 102 UFC/mL
(la concentracion puede ser ajustable por el operador) con un +/- 10% de error, en un paso directo
de dilucién. También incluyd el calculo para una segunda dilucién que al inocular un volumen
especifico en una caja de Petri, crecidé un nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) que
permitio comprobar la concentracion y viabilidad bacteriana. Esto a su vez, permitio confirmar la

ausencia de contaminacion en la muestra.
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El método establecido en la presente investigacion para la determinacion de la concentracion de
las bacterias, resulto ser mas eficiente cuantitativamente y en menor tiempo de ajuste de la
concentracion de bacterias que el método tradicionalmente usado para la estimacion bacteriana
establecido por McFarland. La concentracion deseada de bacterias se ajusto en un tiempo menor
de 5min, en una unica dilucion y en forma directa. En el caso del método tradicional de McFarland,
para hacer el ajuste de las bacterias a la concentracion establecida se requerian de muchos intentos
y lecturas en la densidad dptica de la muestra por ser un método estimativo y de rebasar la
concentracion deseada hay que volver a iniciar el proceso de ajuste con el uso quiza no previsto
de nuevo medio de cultivo.

indice de crecimiento poblacional de las bacterias

En las figuras 117 y 118 se muestra el indice de crecimiento poblacional de las bacterias por D.O.
y conteo al microscopio por camara de Neubauer. Respecto al crecimiento poblacional identificado
por la D.O. se observé que la tasa de crecimiento fue de 7.4 a 9.97 veces respecto a la poblacion
inicial. Respecto al conteo en microscopio, la cepa que tuvo menor indice de crecimiento fue la S.
agalactiae CPB-4 con 12.35 veces el crecimiento poblacional inicial. La cepa con mayor
crecimiento poblacional fue Stenotrophomona spp. CPB-7 con una relacion de 40 veces su
poblacion original. EI promedio en el indice de crecimiento de bacterias contadas al microscopio
fue de 28.18 veces. Si se hace una comparacion entre la sensibilidad del crecimiento poblacional
entre el método de D.O. y Neubauer, se observo que el conteo al microscopio fue mas sensible,
sin embargo el tiempo de analisis y procesamiento de la muestra para determinar la concentracién
bacteriana fue de 20 minutos, mientras que el analisis por D.O. fue de 4 minutos. Se destaca que
por protocolo, para tener la concentracion bacteriana dentro del rango especificado de 1 a 2 x 10*
debe de procesarse la muestra en menos de 30 min y con menor error humano, se recomienda la
cuantificacion de la concentracion de bacterias con el método de D.O.

Extracto acuoso

En el caso de los extractos acuosos se observaron propiedades antibacterianas contra algunas de
las cepas evaluadas, con excepcion de la cepa P. aeruginosa CPB13. Esta cepa no mostrd
susceptibilidad a los extractos acuosos de Lentinula boryana en ninguna de las dosis evaluadas;
aunque fue susceptible a los extractos acuosos obtenidos de L. edodes en altas concentraciones.
Los extractos acuosos de L. boryana mostraron mayor actividad antibacteriana que los obtenidos

a partir de L. edodes en algunos casos, ya gque se requirieron menores concentraciones de extracto
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para lograr un efecto bacteriostatico (CMI: concentracion minima inhibitoria) y bactericida (CMB:
concentracion minima bactericida). Estos efectos se observaron para las cepas CPB-4 de S.
agalactiae (CMI: 15.77 mg/mL; CMB: 31.54 mg/mL), CPB-9 de B. subtilis (CMI: 15.77 mg/mL;
CMB: 15.77 mg/mL), CPB-10 de S. aureus (CMI: 15.77 mg/mL; CMB: 31.54 mg/mL), y CPB-
11 de L. monocytogenes (CMI: 31.54 mg/mL; CMB: 63.08 mg/mL). En el resto de las bacterias
se registro un efecto mayor de actividad antibacteriana para los extractos obtenidos de L. edodes
en comparacion con el efecto observado con los extracto de L. boryana.

Las concentraciones obtenidas de extracto en las diluciones evaluadas, se consideraron como altas,
las siguientes dosis: para el hongo L. boryana extracto acuoso (7.89-126.17 mg/ mL),
hidroalcohdlico al 35% (5.53-88.53 mg/mL.), hidroalcohdlico al 20% (8.65-138.33). Para el hongo
L. edodes se consideraron como altas las dosis del extracto acuoso (9.89-158.30 mg/ mL),
hidroalcohodlico al 35% (5.21-83.40 mg/mL), hidroalcohélico al 20 (8.18-130.85).

Para L. boryana se consideraron como dosis bajas en el extracto acuoso de (0.25-3.94 mg/ mL),
hidroalcohdlico al 35% (0.17-2.77 mg/mL), hidroalcohdlico al 20% (0.27-4.32). Para el caso de
L. edodes con el extracto acuoso (0.31-4.95 mg/mL), hidroalcohdlico al 35% (0.16-2.61 mg/mL),
hidroalcoholico al 20% (0.26-4.09 mg/mL).

La mayor parte de los extractos acuosos de L. boryana y L. edodes tuvieron un efecto
antibacteriano débil sobre las cepas estudiadas para la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida.

Extracto hidroalcoholico al 35%

Los extractos alcohdlicos de Lentinula boryana y de L. edodes si mostraron propiedades
antibacterianas, con las diferentes concentraciones evaluadas y contra todas las cepas estudiadas.
Con los extractos hidroalcohdlico al 35% de L. boryana y L. edodes elaborados, se observé que
todas las bacterias fueron susceptibles a los extractos en altas y en bajas concentraciones. Para los
extractos del hongo L. boryana, se observo una mayor actividad bactericida en comparacién con
los extractos del hongo L. edodes, principalmente contra la cepa bacteriana CPB-10 de S. aureus
(CMB: 2.77 mg/mL). La actividad bacteriostatica de los extractos de L. boryana contra CPB-10
de S. aureus, fue equivalente a la observada con la cepa L. edodes contra la misma bacteria, con
dosis de CMI: 2.61 mg/mL para L. edodes, y dosis de 2.77 mg/mL para L. boryana. En el resto de
las bacterias se registro el efecto inverso, donde la actividad antibacteriana de L. edodes fue mayor

que la observada en L. boryana.
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Los extractos alcoholicos de L. boryana tuvieron un efecto antibacteriano (débil para algunas cepas
bacterianas y fuertes para otras mientras que aquellos de L. edodes registraron un efecto fuerte en
la mayoria de los casos. Se determino un efecto antibacteriano fuerte de L. boryana sobre las cepas
CPB-4 de S. agalactiae (CMI, CMB: 1.38 mg/mL), CPB-6 de P. aeruginosa (CMI, CMB: 2.77
mg/mL), CPB-7 de Stenotrophomona spp. (CMI, CMB: 1.38 mg/mL), y CPB-10 de S. aureus
(CMI, CMB: 2.77 mg/mL), mientras que el efecto antibacteriano débil se observo sobre las cepas
CPB-1 de S. typhi (CMI: 11.07 mg/mL, CMB: 22.13 mg/mL), CPB-8 de E. coli (CMI, CMB:
11.07 mg/mL), CPB-9 de B. subtilis (CMI, CMB: 5.53 mg/mL), CPB-11 de L. monocytogenes
(CMI, CMB: 5.53 mg/mL), y CPB-13 de P. aeruginosa (CMI, CMB: 44.27 mg/mL). Para el caso
de L. edodes, se obtuvo un efecto antibacteriano fuerte sobre las cepas CPB-1 de S. typhi (CMI,
CMB: 1.30 mg/mL), CPB-4 de S. agalactiae (CMI, CMB: 0.33 mg/mL), CPB-6 de P. aeruginosa
(CMI, CMB: 1.30 mg/mL), CPB-7 de S. sp. (CMI, CMB: 0.33 mg/mL), CPB-8 de E. coli (CMI,
CMB: 2.61 mg/mL), CPB-9 de B. subtilis (CMI: 1.30 mg/mL, CMB: 2.61 mg/mL), CPB-10 de S.
aureus (CMI: 2.61 mg/mL, CMB: 5.21 mg/mL), y CPB-11 de L. monocytogenes (CMI: 0.33
mg/mL, CMB: 0.65 mg/mL), mientras que el efecto antibacteriano débil s6lo se observo sobre la
cepa CPB-13 de P. aeruginosa (CMI, CMB: 10.43 mg/mL).

Extracto hidroalcohdlico al 20%

Los extractos hidroalcohoélicos al 20% de Lentinula boryana y L. edodes mostraron un efecto
inhibitorio contra todas las bacterias estudiadas. Sin embargo, L. boryana tuvo un efecto
inhibitorio débil contra todas las bacterias. En el caso de la cepa CPB-13 de P. aeruginosa, no se
registro un efecto bactericida en ninguna de las dosis de extracto evaluadas. En contraste, L. edodes
mostro un efecto inhibitorio y bactericida en las nueve cepas de bacterias estudiadas, con un efecto
inhibitorio fuerte del extracto en la mayoria de las cepas. El efecto inhibitorio débil del extracto de
L. edodes solo se observé para las cepas CPB-8 de E. coli y CPB-13 de P. aeruginosa (Fig. 119).
En general, pudo establecerse que los extractos hidroalcohdlicos y acuosos de L. boryana y L.
edodes difirieron en cuanto a rendimiento, propiedades antioxidantes y propiedades
antibacterianas (bacteriostaticas y bactericidas). Las principales propiedades bacteriostaticas y
bactericidas de L. boryana se obtuvieron con el extracto hidroalcohélico al 35% ya que el menor
rango de extracto agregado fue de 1.38 a 44.27 mg/mL, seguido por el extracto hidroalcohdlico al
20% (8.65-138.33 mg/mL) y el extracto acuoso (15.77-126.17 mg/mL). En cambio, las

propiedades bacteriostaticas y bactericidas fueron similares en los extractos hidroalcohdlicos al
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20% y 35% de L. edodes, con un rango de 0.26-16.36 mg/mL y 0.33-10.43 mg/mL,
respectivamente, seguidas por los extractos acuosos (4.95-158.30 mg/mL). Para en L. boryana
como para L. edodes, se requirieron mayores cantidades de extractos acuosos para lograr un efecto
bacteriostatico y bactericida para todas las cepas.

Anadlisis de los extractos sobre bacterias estudiadas por otros autores

Salmonella typhi

En un estudio sobre la evaluacion de 10 ul de extracto acuoso de L. edodes sobre Salmonella poona
NCTC 4840, en una concentracion de 3 g de hongo seco/mL se observo una inhibicion de 9 mm a
las 24 horas (Hearst, 2009). Cabe mencionar que para el presente estudio, se utilizé una dosis 3
veces menor de extracto acuoso de L. edodes contra S. typhi, y pudo observarse una inhibicién de
crecimiento bacteriano hasta las 48 horas.

Pseudomona aeruginosa

En un estudio sobre la evaluacién de 10 ul de extracto acuoso de L. edodes sobre Pseudomona
aeruginosa, en una concentracion de 1 g de hongo seco/mL se observo una inhibicion de 9 mm a
las 24 horas (Hearst, 2009). Para el presente estudio, se utilizé una dosis de 1.38 mg/mL de extracto
acuoso de L. edodes contra Pseudomona aeruginosa CPB-6 y pudo observarse una inhibicion de
crecimiento bacteriano a las 24 horas. Cabe mencionar que la dosis evaluada fue 724 veces menor
que la dosis evaluada por Hearst. La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los
extractos de L. boryana CP-519 y L. edodes CP-7 contra Pseudomona aeruginosa CPB-6 se
presenta en la Figura 119.

E. coli

En los tres extractos de L. edodes contra E. coli CPB-8, se observd que para el mejor de los casos,
el extracto hidroalcoholico al 35%, la CMI fue de 2.6 mg/mL, lo cual coincide con referencias
previas donde en concentraciones menores de 2 mg/mL de extracto de L. edodes no hay inhibicién
en una poblacion de 5 X 10° bacterias de E. coli CPB-8 (Sorane et al., 2007).

Un estudio del efecto de L. edodes sobre E. coli NCTC 25922 donde se utilizaron 10 ul de extracto
acuoso en una concentracion 1:1 peso:peso de extracto liofilizado y peptona salina al 0.1% a las
24 horas tuvo una inhibicion de 12 mm (Hearst, 2009). La concentracién de dicho extracto es
equivalente a una concentracion intermedia entre D3 y D4 con dosis aproximada de 3.2 mg del

presente estudio. En este caso la CMI fue en D3 con dosis de 3.95 mg/mL.
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En otro estudio un extracto de 200 g de L. edodes en 1600 mL de agua con una dosis de 50 mg/mL
no presento inhibicion sobre E. coli (Hirasawa, 1999). El extracto acuoso fue tratado para extraer
los compuestos activos de éste con cloroformo, se concentré nuevamente el extracto acuoso y se
extrajo nuevamente de éste con acetato de etilo por triplicado. Mientras que el extracto acuoso con
concentracion de 50 mg/mL no inhibid a E. coli, el extracto con cloroformo obtenido del extracto
acuoso, requirié solo de 1.5 mg/mL y el extracto de acetato de etilo requirio de 2 mg/mL; lo cual
sugiere que los compuestos activos recuperados del extracto acuoso fueron mas afines a los
solventes cloroformo y acetato de etilo, quedando como remanente en el extracto acuoso otros
compuestos con otras propiedades. En este estudio se realizé un proceso de purificacion de los
compuestos activos, por lo que se requirié de una concentracion menor que la determinada en el
presente trabajo y por Hearst (2009).

Bacillus subtilis

En el estudio sobre el micelio de Lentinula edodes en medio liquido hicieron un extracto acuoso y
separaron los compuestos por su polaridad con cloroformo, acetona, acetato de etilo y metanol,
obteniendo el principal compuesto antimicrobiano en la fase acuosa, el compuesto lentinamicin
tiene un halo de inhibicién de 7 a 22 mm encontrando una relacion con el tiempo de incubacion
del micelio siendo el mejor entre los 18 a 25 dias. Asimismo probaron a tempera ambiente y
calentando a 100°C por 10 min. Siendo un mejor resultado a temperatura ambiente (Kazue et al.,
2001).

Staphylococus aureus

En un experimento previo con Staphylococus aureus, se realiz6 un extracto acuoso de L. edodes y
se inhibid el crecimiento bacteriano de 1 x 108 bacterias/mL con una dosis de 4.5 mg de extracto
(Hirasawa 1999). En el presente estudio se realiz6 un extracto acuoso de L. edodes y se logrd
inhibir la misma poblacion bacteriana (1 x10® bacterias/mL) de Staphylococus aureus con una
dosis de 3.95 mg.

Otro estudio del efecto de L. edodes sobre Staphylococus aureus donde se utilizaron 10 pl de
extracto acuoso en una concentracion 1:1 peso:peso de extracto liofilizado y peptona salina al 0.1%
a las 24 horas, se observé una inhibicion de 12 mm en el crecimiento bacteriano. Este autor reporto
una dosis utilizada que correspondié aproximadamente a 3.2 mg (Hearst, et al. 2009). En
comparacion con el presente estudio, se observo que la concentracion utilizada para inhibir el

desarrollo de Staphylococus aureus fue una dosis de 3.95 mg.
162



Estos resultados confirman el efecto de inhibicion bacteriana del extracto acuoso de L. edodes
sobre el crecimiento de esta bacteria; independientemente de las variables metodoldgicas para la
obtencion del extracto en los diferentes experimentos. La dosis efectiva para la inhibicion utilizada
en el presente estudio, es similar a la ya mencionada por autores previos (Hearst, et al. 2009).
Listeria monocytogenes

En otro estudio donde se evalud del efecto del extracto acuoso de L. edodes sobre Listeria
monocytogenes, se evaluaron 10 ul del extracto en una concentraciéon 1:1 peso:peso de extracto
liofilizado a las 24 horas; donde se observo una inhibicion de 11 mm de didmetro en el crecimiento
bacteriano. En este caso la dosis utilizada correspondié aproximadamente a una dosis de 3.2 mg
(Hearst et al., 2009). En relacion al presente estudio, se observo que la concentracion utilizada
para inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes fue una dosis de 3.95 mg. Cabe mencionar,
que la dosis encontrada para la inhibicion de L. monocytogenes, fue muy cercana a la ya registrada
para su inhibicion.

Pseudomona aeruginosa

En otra investigacion, se evalud del efecto del extracto acuoso de L. edodes sobre Pseudomona
aeruginosa, donde se evaluaron 10 ul del extracto en una concentracion 1:1 peso:peso de extracto
liofilizado a las 24 horas; se observo una inhibicién de 9 mm en el crecimiento bacteriano. En este
caso la dosis utilizada correspondi6 aproximadamente a una dosis de 3.2 mg (Hearst, et al. 2009).
En relacion al presente estudio, se observo que la concentracion utilizada para inhibir el desarrollo
de Pseudomona aeruginosa fue con una dosis de 79.15 mg de extracto en agua. En el caso de la
CMI con extracto hidroalcoholico al 35%, se observd una inhibicién con dosis de 1.04 mg, y con
el extracto hidroalcoholico al 20%, se observo la inhibicidn bacteriana con dosis de 1.63 mg. Estos
valores corroboran el efecto inhibitorio de las propiedades antibacterianas de extractos acuosos y
alcohdlicos de L. edodes contra Pseudomona aeruginosa. Cabe mencionar, que se lograron
encontrar dosis menores al 50% de la dosis ya registrada para la inhibicion de P. aeruginosa, en

el caso de los extractos hidroalcohélico al 20% y 35%.
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Contrastacion de hipotesis

Los extractos del hongo comestible de la especie Lentinula boryana si tuvieron propiedades
funcionales con diferencias cuantitativas en la determinacion de antioxidantes (3.96+0.05 a
y 3.49+0.21 b mEAG/ghs, para L. edodes y L. boryana respectivamente en solvente agua) y
en compuestos antibacterianos (efecto bacteriostatico y bactericida con 1.38 mghs/mL de L.
boryana y 0.33 mghs/mL de L. edodes contra CPB-4 y CPB-7 en solvente hidroalcohdlico
“tequila”) siendo mayores las concentraciones requeridas de los extractos en otros solventes
para tener el mismo efecto en funcién del solvente utilizado. Estas propiedades funcionales
de L. boryana fueron diferentes de aquellas presentes en L. edodes. En funcion de lo anterior,

se aceptd la hipotesis planteada.
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X. CONCLUSIONES

1.

10.

El hongo comestible Lentinula boryana es un importante recurso genético de México
con propiedades antioxidantes y antibacterianas, el cual puede ser cultivado a
pequefia o gran escala.

Para promover la agregacion de valor en el cultivo de L. boryana, con base en los
resultados del presente estudio, se recomienda realizar extractos acuosos para la
obtencion de compuestos antioxidantes. En cambio, para la obtencion de compuestos
antibacterianos, se recomienda llevar a cabo extractos hidroalcoholicos al 35%.
Asimismo, es recomendable utilizar basidiocarpos como materia prima para la
obtencion de los extractos, en lugar del micelio, en virtud de que se obtienen mayores
rendimientos y concentracion de compuestos bioactivos. Se propone profundizar en
la purificacion e identificacion quimica de dichos compuestos en futuras
investigaciones.

Se estandarizaron los métodos de elaboracion de los extractos, en los cuales se
determind que los extractos acuosos de los basidiocarpos fueron los que presentaron
mayor actividad antioxidante y mayor contenido de proteinas; mientras que, los
extractos hidroalcoholicos al 35% de los basidiocarpos fueron los de mejor propiedad
antibacteriana.

Se confirmd el contenido de proteinas y antioxidantes del extracto acuoso
almacenado, aunque por su naturaleza tienen una vida corta de anaquel, es necesario
establecer un método de conservacion de las propiedades de los extractos.

La biomasa generada (micelio) en condiciones de agitacion fue 20.5% mayor que en
cultivo estético. En el medio de cultivo CYM fue 30% mayor que en PDB y 55%
mayor que EMB. La mayor produccién de biomasa fresca se observo en CYM, en
condiciones de agitacion, con 3.86 mg/mL.

La cepa de Lentinula boryana (CP-519) requirié en promedio de 180 dias para su
fructificacion y corte, con produccién promedio de 225 g por unidad de produccion.
El mejor rendimiento de los extractos de los hongos L. boryana (CP-519) y L. edodes
(CP-7) fue en agua con 252.3 mg/mL y 316.6 mg/mL, respectivamente.

El contenido de proteinas fue igual entre L. boryana (CP-519) y L. edodes (CP-7),
existiendo diferencia entre basidiocarpos (1,900 pg/g) y micelio (950 pg/g) por
gramo de muestra seca.

El contenido de polifenoles totales en los extractos acuosos fue mayor que en los
extractos hidroalcoholicos. La concentracion de alcohol tuvo un efecto inverso en la
extraccion de polifenoles, a mayor contenido de alcohol fue menor la extraccion de
los polifenoles, L. boryana tuvo 3.49 mgEAG/g de hongo seco.

En las pruebas de antioxidantes realizadas en los extractos hidroalcoholicos al 35%
de los basidiocarpos se observo que en todas ellas, la de Folin-Ciocalteau, DPPH,
ABTS, B-Carotenos y ORAC, tuvieron una concentracion mayor de antioxidantes que
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12.

los extractos de los micelios respectivos. Todos los extractos de L. boryana tuvieron
mayor concentracion de antioxidantes que L. edodes.

Los extractos hidroalcoholicos de L. boryana y L. edodes del basidiocarpo tuvieron
efecto bacteriostatico y bactericida sobre las bacterias estudiadas. Como ejemplo de
las propiedades antimicrobianas, pueden mencionarse los extractos hidroalcoholicos
al 35% de basidiocarpos de L. boryana y L. edodes, requiriendo tan sélo de 1.38
mg/mL y 0.33 mg/mL, para lograr un efecto bactericida sobre Streptococcus
agalactiae (CPB-4) y Stenotrophomona spp. (CPB-7), respectivamente.

Los extractos acuosos tuvieron el mismo efecto en las bacterias estudiadas como los
extractos hidroalcohdlicos, aunque requirieron mayor concentracion.
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XI. Estrategia para el aprovechamiento de los recursos genéticos de las cepas del “hongo
de encino” [Lentinula boryana (Berk. & Mont.) Pegler] debido a sus propiedades
funcionales

Se propone un paquete tecnoldgico como estrategia para hacer llegar a los productores de
hongos comestibles interesados en generar a partir del cultivo de hongo fresco, un producto con
valor agregado. Este paquete tecnologico ayudara a los productores que quieran incursionar en
el mercado de productos funcionales para explotar las propiedades intrinsecas del hongo
Lentinula boryana y L. edodes, de las cuales se determind la propiedad antibacteriana y las
propiedades funcionales en base a su contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante.
Este paquete tecnoldgico busca proporcionar a los investigadores en las areas quimico-
bioldgicas, de medicina alternativa y expertos en otras areas, las bases metodolégicas recabadas
en la presente investigacion. Este paquete tecnoldgico brinda asesoria sobre el proceso para la
implementacién y elaboracidn de extractos de hongos comestibles con propiedades funcionales.
Esta tecnologia es para ser utilizada por los productores de hongos y darle un valor agregado a
su producto. La presente estrategia brinda las especificaciones técnicas y cientificas que avalan
y permiten determinar en una etapa post cosecha otros aspectos de interés en el mercado de
productos a base de hongos, como son compuestos que presentan principios activos benéficos a
la salud, asi como otros efectos de interés clinico o social y entre otros la posologia.

Existe una vinculacion social al presentar una forma de diversificar los productos generados
por los productores de hongos comestibles. Esto contribuye a cubrir las exigencias de la
sociedad mexicana de poder consumir un producto que les permita disfrutar de una mejor
calidad de vida a través del consumo de productos funcionales con mayor grado de
procesamiento y una presentacion de ingesta mas accesible y diversificada.

Es importante vincular los conocimientos obtenidos a través de la experimentacion y analisis
para llevarlos a la practica y aplicarlos a través de la transferencia tecnoldgica para el bienestar
de los productores de hongos comestibles.

Los actores de la estrategia para el procesamiento empaquetamiento y comercializacion del
extracto y otros productos derivados son los que se muestran en la fig. 120:

1. Productores de hongos comestibles.

167



2. Poblacion en general y quienes buscan el consumo de los hongos como suplemento por las
propiedades funcionales intrinsecas del mismo.

3. Instituciones académicas y de investigacion que tomen este estudio como base para continuar
las investigaciones en lo referente a hongos comestibles y puedan proporcionar a los productores
beneficios como: especies nuevas con posibilidades de explotacién comercial, micelio de
calidad que garantice una produccion segura y asesoramiento, una tabla nutrimental que permita
decidir una posologia para cada persona.

4. Instituciones gubernamentales, que a través de instituciones como SEDESOL, SAGARPA,
SDR, etc., aprueben a los productores proyectos dirigidos a la produccion de hongos
comestibles, brindando apoyos técnicos, financieros, administrativos y publicitarios, entre otros.
11.1 Paquete tecnoldgico

El objetivo del paquete tecnoldgico es el poder realizar la transferencia de tecnologia para la
generacion de uno o varios productos de hongo Lentinula boryana y/o L. edodes con valor
agregado, conociendo las propiedades antioxidantes y antibacterianas del producto que ofrecen

al mercado.
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Figura 124. Actores de la estrategia para la produccion y procesamiento de hongos.

Equipos requeridos para el procesamiento a partir de la cosecha de los hongos comestibles,
medicinales y funcionales

1 Béscula granataria

1 Matraz Erlenmeyer o frasco de 500 ml (por muestra o solvente)

1 Matraz balén 250 ¢ 500 ml boca 24/40 (por muestra o solvente)

1 Matraz aforado 10, 50 6 100 ml, dependiendo de la cantidad de muestra o concentracion
1 Embudo filtracion rapida

1 Papel filtro poro medio para el embudo de filtracion (por muestra o solvente)

1 Rotavapor o destilador

1 bomba de vacio

1 trampa de vacio (para proteger la bomba de vacio)

1 sistema de enfriamiento de agua para el serpentin del rotavapor o destilador

Materiales
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Para poder asegurar las propiedades y las concentraciones que se reportan en este trabajo, se
requiere cultivar las cepas de hongo CP-7 y CP-519 en la formulacién 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 (CaS0Os) y 26 litros de agua. La formulacion presenta un pH de 6.7 y una humedad
del 61.6%.

Hongo seco molido

Solvente agua y/o soluciones hidroalcoholicas

Si se produce en cantidades en el orden de 50 ml de extracto al dia se puede seguir
detalladamente la metodologia descrita en el capitulo de mismo nombre en el presente escrito.
Si se desea procesar una cantidad mayor de extracto al dia, se puede seguir la relacion descrita
a continuacion y deberé considerar las capacidades de los equipos disponibles.

Dependiendo del compuesto que desea obtener es la metodologia que debe de emplear, los
compuestos se encuentran en proporcion diferente segun el proceso de extraccion.
Procedimiento para obtener un extracto con propiedades antioxidantes:

En un recipiente de vidrio o inoxidable se pone la cantidad de hongo a procesar, se agregan 15
veces en relacion peso/peso el solvente (agua destilada), se puede calentar a punto de ebullicion
y reposar en obscuridad por 24 horas; después de este tiempo se filtra el solvente, se exprime el
bagazo de hongo y se concentra hasta que el volumen sea igual en ml que el peso inicial en gr
del hongo en seco, quedando asi el extracto del hongo con su propiedad antioxidante con la
misma concentracion que la que se trabajo en el presente estudio (1 g de hongo seco/mL).
Procedimiento para obtener un extracto con propiedades antibacterianas:

En un recipiente de vidrio o inoxidable se pone la cantidad de hongo a procesar, se agregan 15
veces en relacion peso/peso Tequila (100 afios blanco) y se deja reposar en un ambiente fresco
< 40°C y en obscuridad por 24 horas. Después de este tiempo, se filtra el alcohol (tequila), se
exprime el bagazo de hongo y se concentra hasta que el volumen sea igual en ml que el peso en
gr del hongo en seco, quedando asi el extracto del hongo con su propiedad antibacteriana con la
misma concentracion que la que se trabajo en el presente estudio (1 gr de hongo seco/mL).
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Para concentrar el solvente se puede hacer segun el equipo que se disponga, puede estimar 1 L
para el caso de agua y 1.5 para el caso de alcohol (tequila), por rotavapor al dia. Si dispone de
equipos industriales como serian destiladores o tachos, debe ver las especificaciones del equipo.
El envasado debe ser en frasco de vidrio color &mbar y tapa con sello que evite la evaporacion
del solvente.

Productos que pueden ser comercializados:

Extracto de hongo como ténico

Perlas de extracto concentrado

Extracto seco o liofilizado encapsulado.

El extracto puede hacerse concentrado pero no precisamente seco en su totalidad como seria el
proceso de liofilizacion, se puede mezclar con un diluyente como flor de cartamo o un exipiente
para agregar la posologia indicada y se tenga una consistencia sélida adecuada para encapsular
el extracto de hongo. Segun la velocidad de disolucidn de un recubrimiento se puede determinar
en qué lugar del tracto digestivo se presente la liberacion de los compuestos activos y tenga
accion el extracto.

Extractos acuosos y en tequila de los hongos comestibles y funcionales.
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Figura 125. Principales procesos para el desarrollo de la estrategia y dar un valor agregado a los hongos
comestibles, manteniendo las propiedades funcionales.
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Anexo |. Abreviaturas

Bact/mL Bacterias por mililitro

Bco. Blanco

Ctrl Control

D.O. Densidad Optica

D1-D12 Dilucién 1 — Dilucion 12

h horas

mg miligramos

MH Mueller Hinton (medio de cultivo)

mL mililitros

uL microlitros

umoles GAE/mg  micromoles de equivalente de &cido galico / miligramo de extracto
u mol ug de compuesto / peso molecular (PM Ac. Galico = 188.149)
pe prueba de esterilidad

UFC Unidades Formadoras de Colonias

1.0 x 10* 10,000

1.0 x 108 100,000,000
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Anexo Il Medios para conservacion y cultivo de cepas de hongos y bacterias

La cepa de Lentinula edodes CP-7, se mantuvo y cultivdo en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA), se prepard segun las indicaciones del proveedor Bioxon. Las cepas de bacterias se
mantuvieon en Mueller Hinton Agar (MHA) y para su estudio se cultivaron en Mueller
Hinton Liquido (MHB), ambos medios se prepararon siguiendo las indicaciones del
proveedor Bioxon. Para la fructificacion del hongo Lentinula, se inocul6 en bolsas de tres

kilos con la formulacién de la cuadro 37.

Cuadro 37. Formulaciones de substratos suplementados para la produccion intensiva de
cepas del género Lentinula.

Ingredientes Unidades COLPOS-17
Bagazo de cafa de azUcar? kg 1.28
Salvado de trigo kg 2.97
Aserrin de encino® kg 6.43
Aserrin de Bursera® kg 1.23
Olote de maiz¢ kg 2.72
H.O | 26

Cal [Ca(OH)2] kg 0.45
Yeso [CaSO4] kg 1.8

pH inicial del substrato 6.4
humedad del sustrato estéril % 64.49
PS g 355.11

PS= Peso seco en 1,000 g de peso humedo. El pH inicial corresponde al substrato estéril. ?
Saccharum officinarum L. Quercus acutifolia Neé. ¢ B. simaruba (L.) Sarg. ¢ Zea mays L.

Las cepas bacterianas se mantuvieron en Mueller Hinton Agar (MHA) y para su estudio se

cultivaron en Mueller Hinton Liquido (MHB), ambos medios se prepararon siguiendo las
indicaciones del proveedor Bioxon.
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Metodologia para el ajuste de bacterias con el archivo de excel “Calculo de bacterias”

ook wdE

~

9.

Activar macros

Seleccione la bacteria a trabajar

Establezca las condiciones del extracto (Muestra y solvente)

Actualice el nimero de experimentos o condiciones a procesar

Active el boton "Actualizar condiciones”

En las celdas amarillas "K9" y en forma de columna escriba los nombres de los
experimentos o condiciones

Active el boton "Crear formatos"

En la hoja “Distribucion” se muestra la secuencia y distribucién de los compuestos
en la microplaca asi como las celdas que se diluyen y su sentido

Seleccionar la hoja del experimento respectivo, hacer la lectura del experimento en
el espectrofotometro "Epoch"

10. Importar los datos de lectura del "Epoch”

11. Repetir el paso 6 para todos los experimentos

12. Active el boton "Crear gréaficas”

13. Seleccione la (s) hoja (s) "Gréfica . . .(nombre del experimento)" para ver su resultado
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