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EFECTO DEL ACIDO ACETILSALICILICO SOBRE LAS PROPIEDADES
FUNCIONALES DEL MELENA DE LEON (Hericium erinaceus): HONGO
COMESTIBLE CON AMPLIO POTENCIAL DE CULTIVO EN LAS
COMUNIDADES RURALES DE MEXICO

Zabdi Meneses Garcia M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022
RESUMEN
Hericium erinaceus es considerado un hongo comestible interesante debido a sus
propiedades funcionales y medicinales. Se estudié el efecto del &cido acetilsalicilico (AAS)
en el crecimiento de diferentes cepas de Hericium (CP-663, CP-826, CP-1037, CP-1066),
asi como sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. La cepa CP-663 registré una
cinética de crecimiento de 3.35 cm, en presencia de AAS 100 pM, a los 21 dias. Se
selecciond la CP-663 de H. erinaceus, para su cultivo en substratos. Esta cepa se cultivo en
el substrato aserrin de encino solo (testigo) y aserrin de encino adicionado con AAS (10
mM). Se obtuvo una mejor eficiencia bioldgica en AAS 10 mM (12.29%), en comparacion
con el testigo (10.74%). Para determinar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas se
prepararon extractos hidroalcohdlicos a partir de los basidiocarpos deshidratados. La
cantidad de proteina de H. erinaceus cultivado en aserrin de encino+AAS 10 mM fue de
634.62+11.25 pg/mL, mientras que en el testigo fue de 547.98+10.31 pg/mL. El contenido
de polifenoles fue de 2,800.22+7.52 EAG pg/mL en el testigo, mientras que en el tratamiento
con AAS (10 mM) fue de 3,091.72+85.62 EAG ug/mL. El extracto obtenido del tratamiento
con AAS 10 Mm mostro efecto bacteriostatico a concentraciones mas bajas hasta la dilucion
4 (23.76 mg/mL), mientras que el extracto de la CP-663 testigo s6lo mostrd efecto
bacteriostatico hasta la dilucion 2 (90.50 mg/mL), que corresponde a 280% mas de extracto,
lo que demostré que el acido acetilsalicilico promueve la produccion de compuestos con
actividad antimicrobiana. El efecto del AAS en el cultivo de H. erinaceus permitio
incrementar el rendimiento de basidiocarpos, la eficiencia bioldgica, y las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas de los extractos hidroalcoholicos obtenidos. Se propone una

estrategia para promover el cultivo de H. erinaceus en comunidades rurales.

Palabras clave: extracto hidroalcohdlico, Hericium erinaceus, hongo medicinal, propiedades

antibacterianas, propiedades antioxidantes, substratos.



EFFECT OF ACETYLSALICYLIC ACID ON THE FUNCTIONAL PROPERTIES
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ABSTRACT

Hericium erinaceus is considered an interesting edible mushroom due to its functional and
medicinal properties. The effect of acetylsalicylic acid (ASA) on the growth of different Hericium
strains (CP-663, CP-826, CP-1037, CP-1066), as well as on antioxidant and antimicrobial
properties, was studied. The strain CP-663 showed a growth kinetics of 3.35 c¢cm, in the presence
of 100 uM ASA, at 21 days. The strain CP-663 of H. erinaceus was selected for cultivation on
substrates. This strain was cultivated on substrate of oak sawdust alone (control), and oak sawdust
added with ASA (10 mM). A better biological efficiency was obtained in ASA 10 mM (12.29%),
compared to the control (10.74%). To determine the antioxidant and antimicrobial properties,
hydroalcoholic extracts were obtained from dehydrated basidiocarps. The amount of protein of H.
erinaceus cultivated on oak sawdust+10 mM ASA was 634.62+11.25 pg/mL, while in the control
was 547.98+10.31 pg/mL. The content of polyphenols was 2,800.22+7.52 EAG pg/mL in the
control, while in the treatment with ASA (10 mM) was 3,091.72+85.62 EAG pg/mL. The extract
obtained from the treatment with ASA 10 Mm showed a bacteriostatic effect at lower
concentrations up to dilution 4 (23.76 mg/mL), while the control extract only showed a
bacteriostatic effect up to dilution 2 (90.50 mg/mL), which corresponds to 280% more extract,
showing that acetylsalicylic acid promotes the production of compounds with antimicrobial
activity. The effect of ASA on the cultivation of H. erinaceus allowed to increase the yield of
basidiocarps, the biological efficiency, and the antioxidant and antimicrobial properties of the
hydroalcoholic extracts obtained. A strategy to promote the cultivation of H. erinaceus in rural

communities is proposed.

Keywords: antibacterial properties, antioxidant properties, hydroalcoholic extracts, Hericium

erinaceus, medicinal mushroom, substrates.
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l. INTRODUCCION

La produccion de hongos comestibles constituye una alternativa en la produccion de alimentos en
el medio rural porque no afecta los valores, ni las actividades centrales de la vida campesina y
tampoco dafia su entorno ecolégico (Martinez-Carrera et al., 1991). La produccion comercial de
hongos se encuentra presente en varios Estados de México, colocdndolo en el primer lugar a nivel
Latinoamericano. A diferencia de otros paises donde el cultivo de hongos comestibles es un
negocio privado, su evolucién en México ha tenido dos vertientes, siendo la principal el desarrollo
rural por el sector social, lo que inicié a partir de 1989 (Martinez-Carrera et al., 1991). El empleo
de los hongos con fines curativos es una practica que se ha utilizado desde hace muchos de afios.
Su utilizacion en la practica medicinal de diversos pueblos ha dado lugar a que se profundice en
el conocimiento y aislamiento de extractos 0 compuestos responsables de la actividad medicinal.

El acido acetilsalicilico (AAS) se ha utilizado principalmente en el estudio sobre el crecimiento en
plantas. De igual forma, se ha estimado su efecto en la acumulacion de compuestos fendlicos
(Kovacik et al., 2008), en la embriogénesis somatica en cultivo de tejidos (Luo et al., 2001), en el
incremento de biomasa en soya (Gutiérrez-Coronado et al., 1998), en pinos (San Miguel et al.,
2003), maiz (Gunes et al., 2007) y trigo (Shakirova et al., 2003). En estudios sobre hongos Rendon-
Hernandez (2015), menciond que el acido acetilsalicilico tiene un efecto en la fisiologia de los
hongos Fistulina guzmanii y Volvariella bombycina, en su eficiencia bioldgica, y en el contenido
de proteinas a una concentracion de AAS 100 uM. Ademas, a este hongo se le han realizado
pruebas antimicrobianas en bacterias de interés clinico principalmente en la industria de alimentos
como lo son: Escherichia coli, Salmonella thipy, Listeria monocytogenes, entre otras. Hericium
erinaceus ha sido catalogado como un hongo funcional con potencial debido a su capacidad
antioxidante (Wang et al., 2005). En la presente investigacion, se estudiard el efecto acido
acetilsalicilico sobre las propiedades funcionales, antimicrobianas y medicinales del hongo
comestible H. erinaceus, conocido como “melena de le6n”, para proponerlo como una opcién de

cultivo y alimento en las comunidades rurales que se dedican a cultivar hongos.



1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Determinar las propiedades funcionales antioxidantes y antibacterianas del hongo comestible
Hericium erinaceus, al cultivarlo en aserrin de encino y aserrin de encino adicionado con acido
acetilsalicilico (AAS).

2.2 Objetivos especificos

1. Cultivar Hericium erinaceus en substrato de aserrin de encino y aserrin de encino adicionado
con &cido acetilsalicilico (AAS).

2. Obtener extractos hidroalcohdlicos de Hericium erinaceus a partir de los basidiocarpos
obtenidos, determinando sus propiedades funcionales antioxidantes y antibacterianas.

3. Disefar una estrategia para promover la produccion y el consumo del hongo “melena de ledn”

(Hericium erinaceus), en las comunidades rurales de México.
2.3 Hipotesis

El crecimiento y las propiedades funcionales de Hericium erinaceus se incrementan al incorporar

acido acetilsalicilico (AAS) en el substrato de cultivo.



1. REVISION DE LITERATURA

3.1 Biotecnologia y desarrollo

La biotecnologia es un campo que responde a un enfoque de mundo globalizado ya que es
interdisciplinario y brinda soluciones innovadoras y sostenibles a los problemas que aquejan a la
humanidad. Gracias a los desarrollos que se han realizado, esta se ha convertido en un area de
conocimiento disputada, que ha creado temores, y al mismo tiempo nuevas esperanzas, sobre el

futuro del mundo, sus recursos y la forma en que nos relacionamos con ellos (Florez, 2010).

Los hechos que han cambiado fundamentalmente la agricultura de nuestro tiempo, y todo el
conjunto de practicas productivas, econdmicas, sociales, culturales, de salud publica, e incluso las
formas de existencia de las comunidades y pueblos que la han acompafiado, se basan en el
capitalismo biotecnoldgico. Las hoy denominadas Ciencias de la Vida integradas por la biologia
molecular, la gendmica y la biotecnologia, poseen la novedosa condicion de reunir conocimientos
y técnicas que hacen posible la directa intrusion y transformacion de lo viviente de manera dirigida,

asi como también la produccion técnica de vida (Digilio, 2021).

Los E.U.A. ven en la ingenieria genética una excelente oportunidad para mantener su hegemonia
mundial en la agricultura. Impulsadas por estas expectativas, las empresas de biotecnologia estan
creciendo exponencialmente. Sin embargo, la tan esperada transicion de los ensayos y pruebas de
tecnologia a la aplicacion industrial se ha retrasado, lo que dificulta la inversion. Esta situacion
mejorara mucho cuando las empresas agroquimicas, agroalimentarias y farmacéuticas de
importancia industrial se den cuenta de que la biotecnologia puede ser una herramienta para

expandirse y mejorar su rentabilidad (Digilio, 2021).

La transicion del desarrollo cientifico a la tecnologia y de esta Gltima a la tecnologia
comercialmente viable, en el caso de la biotecnologia, implica una amplia gama de actividades
como la identificacién de especies, utilizando marcadores moleculares o las técnicas basicas de
clonacién, que, como activos clave, poseen conocimientos de alto nivel en biologia, quimica fina
e incluso bioinformatica. El seqgundo grupo de técnicas se utiliza para una aplicacion especifica

y/o uso especifico en un caso y por lo tanto tiene un mayor grado de especificidad. Por lo general,



su desarrollo y circulacion es acotado a empresas o instituciones o forma parte de acuerdos entre
ambos (Bisang et al., 2009).

La biotecnologia es una tecnologia que utiliza las propiedades de los organismos para producir y
transformar alimentos, obtener sustancias con actividad terapéutica, aportar soluciones a cambios
ambientales, etc. En algunos casos, utiliza propiedades de organismos presentes en la naturaleza,
que corresponden a la biotecnologia antigua o clasica; en otros casos, se aplica a la produccion de
sustancias 0 procesos mejorados por parte de los organismos que constituyen el conocimiento
biotecnolégico moderno o de segunda generacidon (por ejemplo, produccion de antibiéticos,
vitaminas, entre otros). Actualmente, se ha llegado a hablar de biotecnologia de tercera y cuarta
generacion, surgida en la segunda mitad del siglo XX, que permitié la manipulacion de genomas
para traspasar las barreras entre especies gracias a un conocimiento profundo de los fundamentos
moleculares de la vida. La tercera generacion de biotecnologia se basa en la manipulacion de
moléculas de ADN para obtener organismos o productos utiles, y la cuarta generacion de
biotecnologia se basa en el conocimiento de la secuencia de nucle6tidos en el ADN y el proteoma.
Todo lo expuesto anteriormente hace ver que la biotecnologia responde a los problemas de un
mundo globalizado, por ser interdisciplinaria y aportar soluciones innovadoras y sustentables a los

problemas que son propios de las sociedades humanas de hoy (Flérez, 2010).
3.2 Tecnologias para la produccion de hongos comestibles

Los macromicetos han sido parte de la cultura humana durante miles de afios y han sido descritas
como alimento humano en las civilizaciones mas importantes de la historia. Se han descrito las
propiedades nutricionales de las macrobacterias, como sus propiedades anticancerigenas y
antitumorales, hipocolesterolemiantes, antivirales, antibacterianas o inmunomoduladoras. Debido
a la enorme capacidad de las macrobacterias para crecer en diferentes substratos y condiciones
ambientales, se ha explorado el uso de la fermentacion liquida (LFF) como una herramienta para
aprovechar al maximo sus cultivos. Si bien es cierto que la obtencion de esporocarpos es sencilla
debido a que se pueden usar diferentes substratos (paja, pulpa de café, aserrin de pino, cascara de
cacao, aserrin de encino, etc.) baratos y accesibles, el cultivo tradicional no permite obtener los
bioactivos en breves periodos de tiempo (dias) y con procesos de purificacion sencillos (Arango y
Nieto, 2013).



Desde un punto de vista biotecnolégico, se entiende por fermentacion al proceso mediante el cual
los microorganismos utilizan la materia organica para producir biomasa y metabolitos en ausencia
0 presencia de oxigeno. La descomposicién de los sustratos se lleva a cabo mediante enzimas
producidas por microorganismos para este fin. La fermentacion se puede clasificar en natural o
artificial, segin haya intervencion humana en el proceso. Asimismo, también pueden clasificarse
segun el tipo de producto a obtener, segun la presencia o ausencia de oxigeno, o segln el estado
del substrato. Los principales hongos comestibles cultivados por fermentacion en estado liquido
son Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus spp., y Flammulina velutipes (Arango y Nieto,
2013).

Los hongos comestibles son producidos comercialmente sobre materias primas sometidas a
compostaje aerobico con diferentes combinaciones de heno, rastrojo, cascara de semilla de
algodon, olote, pasto, estiércol de pollo y de caballo, corteza de arbol, harina de semillas de

algodon y de soya, desechos de destilacion de etanol y yeso (Diaz, 2010).
3.3 Hongos comestibles en México

En América, se ha demostrado el uso de hongos comestibles desde tiempos ancestrales. En Chile,
evidencias arqueologicas de 13 000 afios de antigiiedad demuestran el uso de este tipo de hongos.
En Per(, algunos objetos ceramicos y textiles recuperados, pertenecientes a las culturas preinca e
inca, muestran imagenes de hongos como Calvatia spp., Morchella spp., Amanita muscaria y
Psilocybe spp., hongos comestibles, medicinales y psicotropicos. La cultura maya, en América
Central, también elabor6 algunas figuras de hongos en piedra. En México, sin embargo, existen
pocas pruebas documentales del uso de los hongos antes de la llegada de los espafioles ya que la
mayoria de los codices prehispanicos fueron destruidos por los colonizadores quienes los

consideraban una “obra del demonio” (Quiroz y Pradilla, 2018).

México es uno de los paises con mayor diversidad de hongos comestibles silvestres; se consumen
alrededor de 371 especies. Debido a esta diversidad fungica es importante estudiar las especies
silvestres nativas, mantener su conservacion y buscar alternativas para su aprovechamiento. El
estudio de los hongos comestibles silvestres puede generar grandes beneficios econdmicos,

sociales, tecnoldgicos y cientificos. Los hongos representan una alternativa para la seguridad



alimentaria, impulsan la produccién rural de pequefios productores, y la dependencia de cepas
extranjeras puede disminuir (Diaz-Talamantes et al., 2017).

Los hongos silvestres comestibles no s6lo aportan sabor a los alimentos, también aportan
nutrientes y propiedades medicinales. En los Gltimos afios, se han demostrado los beneficios que
brinda incorporarlos a la dieta y el interés por consumirlos ha aumentado, lo que ha incrementado
la venta en los supermercados de hongos comestibles cultivados. Hoy en dia muchas especies
silvestres de hongos se encuentran en un estatus vulnerable debido en parte a la influencia directa
o indirecta de la sociedad sobre la naturaleza. Algunas de las causas que condicionan la extincion
0 disminucién de esas especies son: el aumento de la poblacion humana, que trae como
consecuencia el crecimiento de las ciudades y la disminucién de areas boscosas; la contaminacion
del ambiente, ya que los hongos por naturaleza absorben sustancias quimicas incluyendo las
toxicas; y el cambio climatico, que afecta la temporalidad, frecuencia e intensidad de las Iluvias,
de las que depende el periodo reproductivo y la distribucion de los hongos (Quiroz y Pradilla,
2018).

Los hongos crudos son preparados de una forma especial; algunas veces se consumen durante la
recolecta, pero en ocasiones son deshidratados al sol o preparados en salmuera para ser consumidos
cuando termina la época de lluvias, actividad que es realizada exclusivamente por mujeres. Una
tercera actividad es la distribucién, misma que se lleva a cabo en la cocina, escenario femenino de
la vida cotidiana de las comunidades indigenas. La distribucion la realizan estas empezando la
reparticion entre los hombres del grupo familiar: primero los adultos, después los jovenes,
enseguida las mujeres jovenes y finalmente la mujer madre-esposa. Entre la transformacion y la
distribucidn, se lleva a cabo la venta o comercializacién de los hongos, que solo esta dirigida a
personas que tienen contacto con los puntos de venta como los mercados, pero no son vendidos a
los integrantes de la comunidad. Las mujeres mayores (de 40 a 60 afios) son quienes se encargan

de la venta de hongos en los mercados de pueblos y ciudades importantes (Quiroz y Pradilla, 2018).
3.4 Produccion y cultivo de hongos en México

La produccion de hongos comestibles no afecta los valores o actividades centrales de la vida de
los agricultores, ni dafia el entorno ecoldgico de los agricultores, constituyendo asi una forma

alternativa de produccién rural de alimentos (Martinez-Carrera et al., 1991). Por lo tanto, la



Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) recomienda el
establecimiento de programas de promocion del cultivo de hongos en los paises menos
desarrollados para reducir la deficiencia de proteinas en las dietas de sus residentes y reducir la
contaminacién ambiental. Su cultivo se remonta al afio 1000 dC en paises asiaticos, dedicAndose
al cultivo, desarrollo, ensayo, trueque y comercializacion de setas y sus variedades. Hay registros
en Estados Unidos en 1880, en Canada en 1912 y en México en 1933, en un rancho cerca de
Texcoco, México. A México le siguieron posteriormente varios paises de Latinoamérica como
Colombia, Brasil y Chile. A diferencia de otros paises donde el cultivo de hongos comestibles es
un negocio privado, su evolucion en México ha tenido dos vertientes principales: el desarrollo
industrial privado y la produccion rural por el sector social, esta Ultima vertiente es la mas reciente,
generandose a partir de 1989 mediante el desarrollo del modelo sostenible de produccion rural de
hongos comestibles (Martinez-Carrera et al., 2016).

El cultivo de hongos en México es parte del sector primario donde se agrupan también actividades
economicas agricolas, pecuarias, pesqueras y silvicolas y la mineria, el cultivo de hongos se deriva
del manejo forestal donde se aprovechan los productos maderables y no maderables (Martinez-
Carrera et al., 2007). En Mesoamérica, los hongos estaban presentes en la alimentacion de
diferentes civilizaciones, los aztecas los denominaban ‘“nanacatl”, vocablo del nahuatl que
significa carne. La produccion anual de hongos y setas en México supera las 1,400 toneladas,

siendo el Estado de México el principal productor (Espinosa y Munguia, 2017).
3.5 La biotecnologia de hongos comestibles

La biotecnologia es fundamental para el desarrollo de técnicas rentables y productivas para la
obtencién de metabolitos, tal como lo es la produccion de hongos por cultivo tradicional. Segun lo
reportado, los metabolitos secundarios producidos por los macromicetos les confieren propiedades
nutricionales especiales, en su mayoria se aislan de basidiocarpos, y algunos de estos compuestos
se extraen actualmente para la produccion farmacéutica comercial. Estos compuestos se pueden
aislar a partir de vectores de micelio y arboles frutales, asi como a partir de medios gastados que
son obtenidos en forma de virutas y se esterilizan para el cultivo de hongos. Entre ellos se
encuentran los glucanos, enzimas, polisacaridos, acidos grasos, polifenoles, flavonoides y
terpenoides. Investigaciones recientes han demostrado que las proporciones de estos compuestos

varian con la etapa de crecimiento del hongo y el medio de cultivo. También se pueden distinguir
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dos tendencias en la biotecnologia de hongos comestibles y medicinales, las cuales son la
biotecnologia aplicada y la biotecnologia moderna. La biotecnologia aplicada en hongos
comestibles se ha originado de las técnicas tradicionales, enriquecidas con innovaciones
bioldgicas, mecénicas y locales derivadas de un contexto social, econémico y ecoldgico. En
cambio, la biotecnologia moderna se ha desarrollado y visto fortalecida con poderosas tecnologias
que permiten el estudio y manipulacion directa del material genético de los hongos comestibles y
medicinales, concretamente del &cido desoxirribonucleico (ADN) (Martinez-Carrera et al., 2006).

3.6 Los hongos comestibles, funcionales y medicinales

Los hongos tienen usos ornamentales, medicinales, industriales, ceremoniales, insecticidas y
comestibles, entre otros (Zamora-Martinez, 1999). Se han registrado mas de 100 especies de
hongos macroscopicos con uso medicinal, para la prevencion o el tratamiento de diversas
enfermedades, entre ellas el cancer. Recientes estudios cientificos los han establecido como
potenciales fuentes naturales de sustancias bioactivas con actividad antitumoral e
inmunomoduladora, antioxidantes y anticancerigenas que pueden evaluarse por métodos
quimicos, experimentales y epidemioldgicos. Algunos géneros que han sido empleados para el
tratamiento en alrededor de 100 padecimientos son los siguientes: Fomitopsis, Laetiporus,
Inonotus, Phellinus, Calvatia, Langermannia, Lycoperdon, Armillaria, Bovista, Pycnoporus,
Calocybe, Lentinula, Lepista, Pleurotus, Trametes, Ganoderma, Grifola, Flammulina, y Hericium
(Galvan et al., 1997).

En tiempos actuales, un gran porcentaje de la poblacion se ha interesado por mejorar su calidad de
vida mediante el uso de productos naturales y una buena alimentacion. EIl uso de extractos y
compuestos bioactivos a partir de los hongos comestibles y medicinales, es objeto de intenso
estudio y muestra resultados alentadores en la terapia antitumoral. Estos se consumen en algunos
paises como suplemento nutricional y cada dia tienen una mayor aceptacion (Quiroz y Pradilla,
2018).

3.7 Beneficios del consumo de hongos en la salud

Los hongos comestibles poseen un valor nutricional para los seres humanos, ya que son fuente de
proteinas y contienen vitaminas como la B1, B2, B12, A, C, y D (Martinez-Carrera et al., 2000).

Asi mismo, se le atribuyen beneficios a la salud del consumidor, debido a la accidn biolégica de
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algunos de sus componentes que aportan cantidades considerables de calcio, fosforo, hierro, sodio,
potasio y carbohidratos, ademas de que proveen un valor nutritivo igual al de algunos alimentos
ricos en proteinas y fibras (Roberfroid, 1999). Actualmente, el uso de los macromicetos se ha
extendido en todo el mundo debido al gran valor alimenticio y al potencial medicinal, por lo que
también son llamados nutracéuticos. Es decir, son alimentos que han revolucionado el mercado
por ser ingredientes 0 compuestos bioactivos de origen natural que se usan como complementos
en la dieta. Estos productos tienen como propdésito mantener la salud, prevenir y tratar
enfermedades e incrementar la calidad de vida (Meléndez-Sosa et al., 2020).

Las propiedades funcionales de los hongos comestibles y medicinales pueden concentrarse
mediante extractos acuosos y alcohdlicos, de los cuales pueden obtenerse lectinas y polisacaridos
de alto peso molecular, tales como a-glucanos, B-glucanos, heteroglicanos, proteoglucanos y
polisacaropéptidos. Se ha demostrado ampliamente que estas macromoléculas bioactivas
purificadas tienen propiedades funcionales sin efectos secundarios adversos y que incluso pueden

modificarse quimicamente para mejorarlas (Martinez-Carrera et al., 2016).

Comer frutas, verduras, tomar vino tinto y jugos frutales puede prevenir diversas enfermedades,
como el cancer y las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. Los antioxidantes
contenidos en dichos alimentos eliminan los radicales libres, que causan dafio oxidativo a los
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los compuestos fendlicos presentes en frutas y verduras son
los principales compuestos bioactivos asociados con la inhibicion de la aterosclerosis y el cancer.
Las actividades biologicas de los compuestos fendlicos pueden estar relacionadas con su capacidad
para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y eliminar los radicales libres. Los antioxidantes
presentes en los hongos comestibles son de gran interés como posibles agentes protectores para

ayudar al cuerpo humano a reducir el dafio oxidativo sin ninguna interferencia (Sanchez, 2017).
3.8 Alimentos funcionales

El término alimento funcional fue acufiado en Japdn en la década de 1980 para definir alimentos
con funciones o actividades biologicas. También en el pais se aplica el concepto de Alimentos para
Usos Especificos en Salud (FOSHU) a los Alimentos para Usos Especificos en Salud. Sin
embargo, en la actualidad, no existe una definicion oficial aceptada mundialmente para los

alimentos funcionales. En Estados Unidos, expertos del Institute of Food Technology (IFT) en



alimentos establecieron que los alimentos funcionales describen alimentos y sus componentes que
proveen nutrientes esenciales necesarios para el mantenimiento, el crecimiento y el desarrollo
normal y/o producen beneficios para la salud o tienen los otros componentes bioactivos que acttan
fisiologicamente requeridos. En el caso de Europa, de acuerdo con el Instituto de Fermentaciones
(IF1), un alimento funcional es aquel que ha demostrado satisfactoriamente afectar benéficamente
una o mas funciones especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales adecuados, en
una forma relevante para el estado de bienestar y salud o la reduccion de riesgo de una enfermedad.
Respecto a México, no existe una definicién oficial pero la Procuraduria Federal del Consumidor
(PROFECO) propone un concepto similar al establecido por Europa (Flores et al., 2017).

3.9 El 4cido acetilsalicilico

El &cido salicilico (AS) es un metabolito secundario sintetizado naturalmente por las plantas como
mecanismo de defensa contra el ataque de patdgenos y el estrés ambiental. Sin embargo, cuando
se suministra de forma exdgena en bajas concentraciones, mejora varios procesos fisiologicos y
bioguimicos que afectan el rendimiento de los cultivos, lo que indica su uso potencial en la
produccién agricola. Esto de la misma forma que su anélogo el &cido acetilsalicilico (AAS),
comunmente conocido como aspirina el cual, aunque no ha sido identificado como un producto
vegetal natural, se ha empleado en algunas investigaciones como sustituto de AS, sin ningun riesgo

de fitotoxicidad y con similares efectos (Tucuch-Haas et al., 2021).

En el Centro de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM),
se han realizado diversos estudios empleando el AAS como modulador del crecimiento y de las
propiedades funcionales y medicinales. S6lo por mencionar algunos, que afiadiéndolo al substrato
de cultivo de Ganoderma lucidum, modulé las propiedades de los extractos obtenidos a partir de
basidiomas maduros a través de la expresion génica (Meneses et al., 2016). Otro estudio fue el de
Romero-Cérdoba y colaboradores (2021), en el cual presentaron un perfil completo del
transcriptoma hepatico y renal de ratones C57BL/6 bajo el consumo de una dieta alta en colesterol
y dos extractos de Ganoderma lucidum estandarizados obtenidos de basidiocarpos cultivados en

substrato convencional (GI-1) o substrato adicionado con acido acetilsalicilico (ASA; GI-2).
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3.10 Antioxidantes

Los antioxidantes pueden eliminar o bloquear los radicales libres, e inhibir la peroxidacion lipidica.
La actividad de los compuestos antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de su estructura quimica (Avello y Suwualsky, 2006). Recientemente, se esta
demostrando con distintos trabajos de investigacion in vitro e in vivo junto con trabajos
epidemioldgicos, que los antioxidantes son agentes preventivos y reparadores de enfermedades
cronicas y degenerativas y que pueden ser claves para mejorar el estado de salud y el bienestar
social (Arevalillo, 2004).

Los antioxidantes son importantes para mantener la salud humana y, en consecuencia, existe un
interés creciente por determinar la capacidad antioxidante de los alimentos y bebidas. Los hongos
comestibles contienen compuestos bioactivos con propiedades funcionales y medicinales. Son una
fuente natural de antioxidantes y ayudan a prevenir el estrés oxidativo cuando se integran en la
dieta. Los hongos también son un alimento Unico porque su capacidad antioxidante esta

naturalmente asociada con propiedades antimicrobianas (Adebayo et al., 2018).
3.11 Compuestos bioactivos

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
prebiodticos, ya que contienen carbohidratos 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 de los hongos; son indigeribles por el humano y juega el
rol de fibra dietética (Yuichi et al., 2012).

Entre los compuestos bioactivos de los hongos, los polisacaridos son los que presentan mayor
actividad antitumoral, antiviral e inmunomoduladora (Mizuno y Nishitani, 2013). Los
polisacaridos bioldégicamente activos se pueden encontrar en los esporocarpos, en el micelio
cultivado, e incluso ser extraidos del medio donde se cultivan. Existen numerosos estudios, tanto
in vivo como in vitro, en los que se han aislado B-glucanos y complejos polisacéaridos-proteina de
diferentes hongos y se ha demostrado que éstos tienen importantes propiedades biol6gicas como

agentes inmunomoduladores, antitumorales, hipoglicémicos y antioxidantes (Palacios, 2015).
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Numerosos trabajos que se han llevado a cabo en varias especies de hongos comestibles,
incluyendo Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Lentinula edodes, y Pleurotus ostreatus, entre
otras, han mostrado que sus extractos acuosos y metandlicos son ricos en compuestos fendlicos y
que tienen una alta capacidad antioxidante in vitro (Mau et al., 2002; Elmastas et al., 2007).

3.12 Hericium erinaceus

Hericium erinaceus (Figura 1) es un hongo comestible y medicinal con potenciales efectos
neuroprotectores. El estudio de H. erinaceus ha generado una atencion considerable durante los
altimos 10 afios, particularmente con respecto a su utilidad en el tratamiento de la disfuncién
motora, la enfermedad de Alzheimer y otras formas de demencia (Rossi et al., 2018). El
esporocarpo 0 cuerpo fructifero se encuentra ampliamente en la naturaleza y se puede obtener
mediante cultivo controlado. EI micelio generalmente se produce a partir de la cepa de H.
erinaceus mediante fermentacion sumergida en medio artificial, y el caldo de cultivo se recoge del
medio fermentado de micelio. En las Ultimas décadas, se han aislado grandes cantidades de
metabolitos como erinacinas, erinacerinas, erinaceolactonas, glicoproteinas, polisacaridos y
esteroles del cuerpo fructifero de H. erinaceus, y se han revisado exhaustivamente las propiedades
promotoras de la salud del cuerpo fructifero (Wang et al., 2019).

Figura 1. Esporocarpo o basidiocarpo fresco de Hericium erinaceus.
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3.12.1 Caracteristicas morfoldgicas y taxonomia

Hericium erinaceus (Bull.) Pers., 1797, es un basidiomiceto perteneciente a la familia Hericiaceae,
orden Russulales, y clase Agaricomycetes. En el Cuadro 1, se ofrece una descripcion general de
los sindnimos de H. erinaceus. Incluso en la literatura actual, el epiteto a menudo sigue estando
mal escrito como "erinaceum" gramaticalmente incorrecto, en particular por no especialistas. El
nombre fue propuesto por Bulliard, evidentemente porque el hongo le recordaba a este animal.
Esto también se refleja en el nombre aleman "Igel-Stachelbart” y algunos nombres comunes en
inglés como "Bearded Hedgehog" y "Hedgehog Mushroom. Sin embargo, al hongo se le han dado
muchos otros nombres comunes, los cuales estan relacionados con la conspicua macromorfologia
de los basidiomas. En Japdn, H. erinaceus se conoce como “Yamabushitake”; Yamabushi significa
literalmente "sacerdote de la montafia™. En China, el hongo se conoce con el nombre Houtou, que
significa "cabeza de mono". Este hongo también se conoce como "Melena de ledn", "Hongo de
mono", "Cabeza de 0s0", "Hongo de cabeza de cerdo”, "Barba blanca”, "Barba de anciano”, "Pom
Pom" y "Diente barbudo™ en otras partes del mundo. H. erinaceus es facil de identificar ya que sus
basidiomas conspicuos consisten en numerosas espinas carnosas colgantes, tipicamente largas, que
son al principio blancas, se vuelven amarillentas y luego marrones con la edad (Thongbai et al.,
2015).

Cuadro 1. Resumen de sinbnimos taxondmicos para Hericium erinaceus.
Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 1797

Variedades y formas (todas sinGnimas)
Hericium erinaceus f. caput-medusae (Bull.) Nikol.
Hericium erinaceus subsp. erinaceo-abietis Burds., O.K. Mill. and Nishij.
Hericium erinaceus subsp. unguiculatum Pers.
Hericium erinaceus var. sulphureum Pers.
Hericium erinaceus var. viridescens Pers.
Synonyms
Clavaria erinaceus (Bull.) Paulet.
Dryodon erinaceus (Bull.) P. Karst.
Clavaria conferta Paulet

Dryodon caput-medusae (Bull.) Quél.
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Continuacion Cuadro 1. Resumen de sinGnimos taxondmicos para Hericium erinaceus.
Dryodon juranus Quel.

Hericium caput-medusae (Bull.) Pers.
Hericium echinus (Scop.) Pers.

Hericium grande Raf.

Hericium hystrix Pers.

Hericium unguiculatum (Pers.) Legon and A. Henrici
Hydnum caput-medusae Bull.,

Hydnum echinus (Scop.) Fr.

Hydnum erinaceus Bull.

Hydnum grande (Raf.) Steud.

Hydnum hystricinum Batsch,

Hydnum hystrix (Pers.) Fr.

Hydnum juranum (Quél.) Sacc. and D. Sacc.
Hydnum omasum Panizzi

Hydnum unguiculatum (Pers.) Streinz

Manina cordiformis Scop.
Martella echinus Scop.

Martella hystricinum (Batsch) Kuntze
Martella hystrix (Pers.) Lloyd
Merisma caput-medusae (Bull.) Spreng.
Merisma hystrix (Pers.) Spreng.
Steccherinum quercinum Gray

Fuente: Thongbai et al., 2015.

3.12.2 Substratos empleados para su produccion

Hericium fue domesticado por cientificos de la Academia de Ciencias Agricolas de Shanghai, y
de ahi fue difundida la técnica de su cultivo a otros lugares. Hoy en dia es cultivado en bolsas de
plastico, en una variedad de substratos como lo son: bagazo de cafia de azlcar, aserrin, cascaras
de semillas de algoddn, olote y paja picada de arroz suplementados con arroz, salvado de trigo,
sacarosa, yeso, y algunas veces con ingredientes adicionales. Las cascaras de la semilla de algodon

han sido consideradas por algunos como el mejor material para cultivar el hongo cabeza de mono
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en cualquier region algodonera, porque su costo es bajo, es facil de preparar y presenta un alto
rendimiento (Liu, 1981). Actualmente, es principalmente producido en China. Su produccion anual
fue estimada en 2,800 toneladas en 1998 y 9,547 toneladas en 2001 (Rend6n-Hernandez, 2015).

H. erinaceus ha sido cultivado en distintos substratos, como lo son: aserrines de pino, roble, haya,
abedul, caucho y mezclas de aserrin suplementados con salvado de trigo, asi como también en paja
de trigo y arroz, paja de centeno, bagazo de cafia de azUcar, cascarillas de semillas de algodon y
olote (Liu, 1981; Stamets, 2000; Siwulski y Pawlak, 2005; Hyunjong y Thatithatgoon, 2005;
Hassan, 2007; Siwulski et al., 2009) incluidos medios artificiales, pero también substratos baratos
como residuos agricolas y suero de tofu. El hongo se puede cultivar a gran escala en substratos

econdmicos, lo que es favorable para la produccién en masa.
3.12.3 Valor nutricional

Los hongos comestibles son aclamados como un alimento delicioso y muchos los consideran un
manjar. Ademas de su gran sabor, son un alimento muy completo porque contienen mas proteinas
que el arroz, el trigo y la leche. Por otro lado, las proteinas presentes son de alta calidad ya que
contienen todos los aminoacidos esenciales que requiere el ser humano, entre ellos metionina,
lisina y triptéfano, a diferencia de la proteina de origen vegetal, que frecuentemente carece o tiene

una baja cantidad de algunos aminoacidos esenciales (Espinosa y Munguia, 2017).

Cuadro 2. Composicion nutricional de extracto de Hericium erinaceus.

Analito Resultado Unidad
Calorias 2.23 Kcallg
Proteina cruda 8.25 %wt
Grasa cruda 0.17 %wt
Fibra cruda 5.92 %wt
Polisacéaridos/glucanos
totales >4 ot
Sodio 0.0146 %owt

Fuente: Evidencia basada en medicina complementaria y alternativa (Brandalise et al., 2017).
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Cuadro 3. Composicion nutricional del micelio de Hericium erinaceus.

Analito Resultado Unidad
Calorias 1.98 Kcal/g
Proteina cruda 10.22 %wt
Grasa cruda 1.02 %wt
Fibra cruda 39.2 %wt
Polisacaridos/glucanos >37 %wt
totales

Sodio 0.0031 %wt

Fuente: Evidencia basada en medicina complementaria y alternativa (Brandalise et al., 2017).
3.12.4 Propiedades funcionales y medicinales

Los cientificos han prestado mayor atencion al potencial terapéutico de los hongos medicinales
para su uso como agentes antimicrobianos y antioxidantes y como un recurso natural alternativo

en la quimioprevencion y la prevencion de la diabetes (Thongbai et al., 2015).

Hoy en dia el hongo comestible Hericium erinaceus es catalogado como un alimento con potencial
funcional muy alto debido a su capacidad para mejorar algunos funcionamientos biolégicos de los
seres humanos, como son su actividad antioxidante, la regulacion de los niveles de lipidos en la
sangre, y la reduccion de los niveles de glucosa en la sangre, ademas de que es utilizado en platillos
convencionales en paises asiaticos. Los polisacaridos de este hongo pueden tener efectos en ulceras
gastricas, cancer esofagico, hepatitis y cancer de piel. Asimismo, se han realizado pruebas
antimicrobianas y sus propiedades antioxidantes, tanto en el micelio como en los basidiocarpos de
esta especie (Renddn-Hernandez, 2015). Las aplicaciones mas importantes de Hericium erinaceus,

se resumen a continuacion.
a) Actividades antitumorales e inmunomoduladoras

Los polisacéridos crudos solubles en agua de H. erinaceus han demostrado ser eficaces contra
lineas de células tumorales in vitro, por ejemplo, contra hepatocitos malignos, carcinoma mamario,
linffoma y cancer de eso6fago. Resultados diversos indicaron un efecto antitumoral de los

polisacéaridos de H. erinaceus mediante la activacion de diferentes células inmunes, como la
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expresion de citocinas (IL-18 y TNF-R) y mediante la activacion de la produccién de éxido nitrico
(NO).

Los polisacaridos derivados de cultivos miceliales sumergidos de H. erinaceus, también se han
reconocido como posibles agentes anticancerigenos. Ademas, varios estudios demostraron que los
extractos acuosos y organicos tienen efectos inmunomoduladores, y el modo de accion de ambas
actividades mencionadas parecen basarse en los mismos objetivos bioquimicos. Los -glucanos
extraidos de un cultivo micelial sumergido de H. erinaceus mostraron importantes propiedades

anticancerigenas en sistemas animales (Thongbai et al., 2015).
b) Sindrome metabdlico: actividades antihiperglucémicas y antihipercolesterolémicas

Algunas especies se utilizan como alimentos funcionales con efectos antidiabéticos o para la
prevencion dietética de enfermedades cardiovasculares, que son una de las principales causas de
muerte tanto en los paises occidentales, como en aquellos de Asia Pacifico. Varios estudios han
demostrado efectos antihiperglucémicos y antihiperlipidémicos significativos en ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina, alimentadas con metanol y extractos acuosos de H. erinaceus.
Aunque aun no se dispone de estudios clinicos en humanos, los estudios anteriores indican el gran
potencial de H. erinaceus para tratar trastornos metabdlicos y prevenir enfermedades

cardiovasculares (Thongbai et al., 2015).
c) Actividad neuroprotectora

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una proteina muy conservada fundamental para la
supervivencia que participa en la prevencion de la muerte neuronal y la promocion del crecimiento
de neuritis, apoya la formacion de sinapsis y mejora la funcion de la memoria, y también es
esencial para mantener y organizar la funcién neuronal. Hericium erinaceus muestra una accion
sobre el tejido nervioso en ensayo in vitro. Los extractos de H. erinaceus mostraron capacidades
para promover el desarrollo normal de células cerebelosas cultivadas y demostraron un efecto
regulador sobre el proceso de génesis de la mielina. La administracion dietética de tabletas de 250
mg de polvo de H. erinaceus al 96% también resulté en la prevencién de la demencia y la
disminucion del deterioro cognitivo de los déficits espaciales a corto plazo y de memoria en ratones
del Instituto de Investigacion del Cancer (ICR), inducidos por el péptido B-amiloide (Thongbai et
al., 2015).
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d) Actividad antimicrobiana

Se ha demostrado que H. erinaceus es una fuente de varios agentes antimicrobianos. Se demostro
que los compuestos de tipo fenol y &cido graso de los extractos de H. erinaceus tienen actividad
antifingica y antibacteriana. En la década del 2000, se informd que otros compuestos
antimicrobianos de H. erinaceus eran activos contra hongos y protozoos, asi como contra varias
bacterias patdgenas gram positivas y gram negativas. Kim y colaboradores (2012) encontraron
metabolitos del cuerpo fructifero de H. erinaceus con actividad antimicrobiana efectiva en un
ensayo in vivo contra el crecimiento de Salmonella mediante la estimulacion del sistema
inmunoldgico. Se encontrd un efecto inhibidor directo de extractos de etanol y acetato de etilo de
esporocarpos de H. erinaceus contra Helicobacter pylori, en pacientes asociados con gastritis
cronica y Ulceras gastricas (Thongbai et al., 2015).

e) Actividades antioxidantes y antienvejecimiento

Se han realizado estudios para investigar las propiedades antioxidantes de H. erinaceus. Otro
estudio informé sobre las propiedades antioxidantes de los compuestos fenolicos de los
esporocarpos y el micelio. Los extractos miceliales mostraron el mayor contenido fendlico total y
el mayor poder antioxidante reductor férrico (FRAP). Los extractos de fructificacion, tanto frescos
como secados al horno, contenian compuestos fendlicos con actividades antioxidantes. Los
resultados de la preadministracion de los B-glucanos de H. erinaceus mostraron un aumento de la
actividad de las enzimas antioxidantes y una disminucion del nivel de peroxidacion lipidica. Estos
resultados sugirieron que los extractos de H. erinaceus pueden ser una buena fuente para aumentar
las actividades de las enzimas antioxidantes en los seres humanos. Xu y colaboradores (2010)
también encontraron que los B-glucanos de H. erinaceus mostraron importantes propiedades anti-

envejecimiento de la piel.
f) Otros usos terapéuticos y actividades bioldgicas de los metabolitos de Hericium

Los diferentes metabolitos bioactivos derivados de H. erinaceus son seguros para su uso como
productos farmacéuticos y suplementos dietéticos debido a los efectos secundarios minimos de los
compuestos de origen natural. La mayoria de las propiedades potenciales de los extractos de H.
erinaceus de esporocarpos, se han estudiado en modelos animales durante casi tres décadas. Se ha

demostrado que los efectos citoprotectores de los esporocarpos liofilizados de H. erinaceus son
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eficaces contra la lesion de la mucosa géastrica inducida por etanol en ratas. El extracto de H.
erinaceus se investigo para el sindrome de dificultad respiratoria aguda en un estudio de caso de
un hombre de 63 afios que ingreso en el hospital para cuidados intensivos y sufria de insuficiencia
respiratoria aguda grave con infiltracion difusa en ambos pulmones. La actividad bioactiva de la
hericenona B del cuerpo fructifero también ejerce una accion antiplaquetaria. H. erinaceus también
contiene sustancias biolégicamente activas que mostraron actividades sobre el crecimiento de las
plantas. Hericerin (52), por ejemplo, mostr6 actividad contra la germinacion del polen de pino y
el crecimiento de polen de té (Thongbai et al., 2015).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Efecto del Acido Acetilsalicilico (AAS) sobre las propiedades
funcionales del hongo comestible melena de ledn (Hericium
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Figura 2. Diagrama general de la metodologia establecida para la investigacion.
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4.1 Material biologico

Las cepas de Hericium utilizadas para este trabajo se encuentran depositadas en la Plataforma de
Investigacion Cientifica, Tecnoldgica y de Innovacion (P-ICTI-1) de Recursos Genéticos del
Centro de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM) del
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla, las cuales estan identificadas con las claves CP-663,
CP-826, CP-1066, y CP-1037 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Material biol6gico utilizado y depositado en CB-HCFM del Colegio de
Postgraduados Campus Puebla.

Género Clave Procedencia
Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 1797 CP-663 Comercial
Hericium spp. CP-826 Comercial
Hericium spp. CP-1066 Comercial
Hericium spp. CP-1037 Morelos, México

4.2 Preparacion de los medios de cultivo para propagar los hongos de estudio

Una vez seleccionadas las cepas de estudio, se prepararon los medios de cultivo: EMA (Agar con
Extracto de Malta), PDA (Agar con Dextrosa y Papa), y CYM (Medio Completo de Levadura),
utilizados para propagar en cajas de Petri las cepas CP-663, CP-826, CP-1066, y CP-1037 de
Hericium. Los medios se elaboraron siguiendo las indicaciones de acuerdo al fabricante, y se
prepararon los tratamientos adicionando el acido acetilsalicilico (SIGMA) a concentraciones de
100 yM y 1 uM.

4.3 Cinética de crecimiento y area de la colonia
4.3.1 Inoculacién de los tratamientos

Del in6culo preparado anteriormente, se cortaron circulos de 5 mm de didmetro con ayuda de un
popote estéril. Dichos circulos, se colocaron en el centro de la caja de Petri (Samuels et al., 2002).

Todas las cajas una vez inoculadas selladas y rotuladas, se incubaron a temperatura ambiente.
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4.3.2 Caracterizacion de las cepas estudiadas

Se realiz6 una descripcion de las caracteristicas morfoldgicas de cada cepa (n= 5). Las variables
que se evaluaron se describen en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Caracteristicas morfologicas del crecimiento micelial de la colonia al final de la
cinética.

Variables Caracteristicas
Color Tabla de colores (Royal Horticultural Society, 2015, Londres)
Textura Lanosa, algodonosa, pulverulenta, aterciopelada, postrada
Densidad Escaso, regular, abundante
Micelio aéreo Escaso, abundante

4.4 Cinética de crecimiento y area de la colonia

Para calcular el crecimiento micelial se tomaron fotografias de cada una de las cepas y sus
tratamientos al tiempo 0, 7, 14 y 21 dias. Las cajas de Petri se colocaron sobre una superficie plana
con fondo negro y una regla metalica como escala. Cada una de las imagenes se ordend por dia de
incubacion, numero de cepa y tratamientos. Para obtener los datos correspondientes, se utilizo el
programa ImagelJ, 1.47v (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, E.U.A)), se
procesaron las fotografias y se realizd la medicion correspondiente. De acuerdo a Fernandez
(2015), la cinética de crecimiento (cm) se midié de manera lineal desde el extremo final del punto
del indculo, hasta el borde de la colonia y el area de la colonia (cm?) se midi6 rodeando todo el
micelio formado en la caja de Petri. Finalmente, los datos fueron guardados en una hoja de Excel

y se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de cada una de las réplicas por cepa (n=5).
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4.5 Cultivo de hongo Hericium erinaceus

45.1 Preparacion de indculo para cultivo en substrato sélido e incubacion de

semilla

Para la elaboracion de la semilla, se sigui6 el procedimiento de acuerdo a los protocolos del Centro
de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM), en donde se
pusieron a hidratar granos de trigo por 20 minutos. Posteriormente, los granos de trigo se dejaron
en reposo por 20 minutos, pasando ese tiempo se colocaron en una tina para eliminar el exceso de
humedad y enfriar la semilla, con ayuda de una pala se removié por 10 minutos para acelerar el
proceso. Una vez que la semilla tuvo la humedad adecuada, se agregaron 5 g de cal y 20 g de yeso
por cada kg de trigo en peso seco, se mezcld bien y se verti6 en frascos de vidrio. Finalmente, los
frascos con la semilla de trigo se colocaron en una autoclave para el proceso de esterilizacion a
una temperatura de 121°C durante 1 hora y 30 minutos. Pasado el tiempo, se dejaron enfriar los
frascos a temperatura ambiente por 24 horas para después inocularlos, en este proceso se hicieron
crecer los hongos previamente inoculados en cajas de Petri en el medio de cultivo EMA, afiadiendo
el micelio de la cepa CP-663 en los frascos con semilla, dejandolos incubar por 15 dias hasta que
el micelio cubriera por completo la semilla (Figura 3).

= bk
Figura 3. Preparacion de inoculo o semilla para cultivo en substrato sélido. A: Inoculo de
Hericium erinaceus en medio EMA. B: Siembra de in6culo en semilla. C: Inoculacion de semilla
para substrato.

4.5.2 Preparacién de las Unidades de Produccién Sembradas para Cosechar
(UPSC)

El substrato sélido que se eligié para Hericium erinaceus fue aserrin de encino. Se prepararon 20
unidades de produccion de un kilo, fueron embolsadas y se pasaron a un esterilizador de vapor
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(STERIVAP HP IL 12622), a una temperatura de 122°C por 20 minutos dejandose enfriar por 12

horas antes de la inoculacion (Figura 4).

- P y A w &Y : i
Figura 4. Preparacion de las unidades de produccion sembradas para cosechar (UPSC) en medio
solido. A: Embolsado de substrato para esterilizacion. B: Esterilizacién de substrato en
STERIVAP. C: Enfriado de UPSC para inoculacion.

4.5.3 Inoculacion e incubacion del substrato estéril

Las bolsas con substrato estéril se inocularon con 200 g de semilla y se homogeneizé por toda la
bolsa para obtener una mejor colonizacion (Figura 5). Cada una de las bolsas fue sellada con ayuda
de un sellador termoelectronico (Brother®, E.U.A.), para evitar la contaminacion y la pérdida de
humedad. Finalmente, las UPSC fueron incubadas en la plataforma (P-1CTI-2) de Produccién de
Unidades de Semilla (US) y Unidades Sembradas para Cosechar (UPSC) a una temperatura de
20.3°C y una humedad del 26% hasta que se observo la presencia de primordios de fructificacion

de Hericium.

Figura 5. Inoculacién e incubacion del substrato estéril. A: Incorporacion de semilla en substrato
estéril. B: Incubacion de substrato en area autorizada. C: Aparicion de primordios.
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45.4 Fructificacién de las UPSC

Al concluir el tiempo de incubacidn las unidades de produccidén sembradas para cosechar (UPSC),
se trasladaron al modulo de fructificacién. De acuerdo a Renddn (2015), cada una de las bolsas se
mantuvo en un rango de temperatura de 14°C y 23°C, con una humedad relativa superior al 65%
(Figura 6). Una vez desarrollados los esporocarpos se cosecharon y caracterizaron.

Figura 6. Unidades de produccion sembradas para cosechar (UPSC) en el mddulo de
fructificacion.

4.5.5 Caracterizacién de los basidiocarpos

Para la CP-663 de H. erinaceus, se registro el peso fresco por unidad en una bascula digital
(Rhino®, México), la caracterizacion de acuerdo con el protocolo del Centro de Biotecnologia de
Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM), fue en base a tamafio por grupo de
espinas (Figura 7) las cuales se midieron con una regla graduada de metal marca ACME lemusa®
1023 (México) y por color (Royal Horticultural Society, 2015, London), olor, frescura y

apariencia.
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Figura 7. Andlisis de los grupos de espinas de los basidiocarpos de Hericium erinaceus. A: Un
solo grupo. B: Dos 0 més grupos. C: Tres 0 mas grupos

4.5.6 Determinacion de rendimiento, eficiencia biologica (EB) e indice de
degradacion (ID)

La produccion de los basidiocarpos se determind mediante la siguiente formula, expresada en peso
de los basidiocarpos (g):

R = PF

es decir, el rendimiento (R) es el promedio de los basidiocarpos o biomasa fresca (PF) de cada
cosecha. Por otra parte, la eficiencia bioldgica (EB) se calculé de acuerdo a Tschierpe y Hartmann
(1977), en donde la eficiencia biologica es el resultado del peso fresco de los basidiocarpos (Pf Cf)

entre el peso seco del substrato utilizado multiplicado (Ps S) por 100, es decir:
EB = (PfCf/PsS)x100

Y el indice de degradacién (ID) es el resultado del peso seco inicial de la las Unidad de Produccion
Sembrada para Cosechar (PiUPSC), menos el peso seco final de la UPSC (PSfUPSC) entre el peso
seco inicial de la unidad de produccion (PSIUPSC) multiplicado por 100 (Nyochembeng, 2008).

ID = ((PSiUPSC — PSfUPSC)/PSiUPSC) x 100
4.6 Obtencidon de las muestras para macerados y extractos

Los basidiocarpos se seccionaron y deshidrataron en horno de secado a una temperatura de 40°C

para evitar cualquier degradacion de compuestos (Figura 8). Posteriormente se almacenaron en
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bolsas de poliuretano selladas con la menor cantidad de aire posible y se guardaron en el area de

materia prima a una temperatura de -80 °C hasta su uso.

. s ,J,L

“e\\cum efinacens &b&”
1% Cosech

Figura 8. Basidiocarpos deshidratados de Hericium erinaceus.

4.6.1 Preparacion de macerados

El molido de los basidiocarpos conservados a -80°C, se llevo a cabo en un molino de acero
inoxidable. Se colocé la muestra molida (10 g) en sobres de papel filtro de poro medio de 7.5 cm
ancho x 9.0 cm largo, los cuales fueron cosidos con hilo blanco (marca Seralén). Las muestras se
colocaron dentro de frascos de boca ancha y se le agregaron 150 mL de solucién hidroalcohdlica
al 32% v/v (Figura 9), el frasco se tap0 y conservo en reposo a temperatura ambiente y en
obscuridad por 24 horas.

- L S ———

— ol
¥ L\
5

Figuré’Q. Preparacion de muestra para macerados. A: Molino de acero inoxidable. B: Sobre de

papel filtro con muestra. C: Muestra macerada en solucion hidroalcohdlica.
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4.6.2 Obtencion de extractos

Finalizado el tiempo de maceracion, el sobre de papel filtro se presion6 manualmente y después
con una prensa hidraulica a 2.6 toneladas de presion (mandémetro 300 kg/cm?) para recuperar todo
el solvente posible. EI macerado obtenido se filtré con papel filtro de poro medio y se llevo a cabo
la concentracién en un rotavapor marca Hahn Shin Scientific a 38°C y 90 rpm hasta obtener un
volumen final de 7 mL del concentrado. Posteriormente, se recuperd el extracto con una pipeta
Pasteur utilizando el mismo solvente hidroalcohdlico al 32% para lavar el matraz en el cual se
concentré el macerado, aforando a 10 mL (n= 3) (Figura 10). Para esterilizar el extracto se utilizd

un sistema Sterilfil marca Merck-Millipore, con membrana de filtro de 0.45um. El extracto estéril

se almaceno6 en tubos Falcon estériles de 15 mL a 4°C hasta su uso.

Figura 10. Proceso de obtencion de los extractos. A: Prensa hidraulica. B: Filtracién de macerado.
C: Evaporacion del solvente. D: Aforado. E: Esterilizacion del extracto.

28



4.7 Caracterizacion fisicoquimica
4.7.1 Rendimiento por gravimetria

El rendimiento del extracto se evalué pesando 200 pL con una micropipeta de 1000 pL marca
Thermo Scientific, Finnpipette en charolas de plastico previamente secadas en un horno de secado
marca Lab-line, U.S.A. a 40°C. Posteriormente, se colocaron las charolas con la muestra en el
horno de secado a 40°C por 24 horas, hasta la evaporacion del solvente y peso constante.

Posteriormente, se realizaron los célculos del rendimiento en mg/mL de cada muestra.
4.7.2 pH, conductividad y resistividad

Se llevo a cabo la medicion de pH, conductividad y resistividad, con un potenciémetro marca
Mettler Toledo E.U.A, se realizaron 3 réplicas utilizando 1 mL de muestra (Figura 11).

Figura 11. Caracterizacion de extractos en potenciometro Mettler Toledo.

4.7.3 Grados Brix

Para los grados Brix, se utiliz6 un refractometro marca Pal-1 Profesional ATAGO 0-53 Brix 3810
(ATAGO®, E.U.A)), utilizando agua destilada para su calibracion. Para la determinacion se

utilizaron 300 pL del extracto (n= 3) y se colocaron en el refractometro (Figura 12).

29



Figura 12. Medicion de sélidos disueltos en refractometro ATAGO.

4.8 Analisis de las propiedades funcionales

4.8.1 Determinacion de proteinas

Este método fue propuesto por Bradford (Lehninger, 1976). Se prepard una solucién stock de
Albumina de Suero Bovino (BSA por sus siglas en inglés) a una 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 agito en vortex (Heidolph Reax top, México) por un minuto. Se prepard la curva de calibracion

con concentraciones conocidas (0, 10, 20, 60, 80, 100 pug/mL), ver Cuadro 6.

Cuadro 6. Preparacion de curva de albumina de suero bovino (Sigma).

Concentracion de BSA (ug/mL)

Solucion stock requerida (L)

0
10
20
60
80

100

0
10
20
60
80

100

BSA= Alblimina de suero bovino

30



Las muestras a analizar también fueron diluidas en las mismas concentraciones que el BSA. La
curva de calibracion se arreglé 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 uL
de muestra a analizar o curva de calibracion, se agregaron 20 pL de colorante (Bio-Rad protein
stains). Se dejé incubar por 30 minutos y pasado el tiempo se ley6 la placa en un espectrofotometro

de microplacas Multiskan SkyHigh (ThermoScientific™), a una longitud de onda de 595 nm.
4.8.2 Determinacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de los polifenoles totales en las muestras, se usé el método colorimétrico-
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Mdller et al., 2010). Para la determinacién de polifenoles

totales se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion saturada de carbonato de sodio (Sigma, Aldrich): 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 refrigeracion durante una hora.

Reactivo Folin-Ciocalteau: en un matraz volumétrico de 10 mL, se puso 1 mL del reactivo Folin-

Ciocalteau (Sigma, Aldrich) y se afor6 con agua.

Solucion stock de &cido galico (Sigma, Aldrich) a 1 mg/mL.: se pesaron 0.010050 g de acido géalico

y se disolvié en 1 mL de etanol para ayudar a su disolucion, se aford a 10 mL con agua destilada.

Curva de calibracion de acido galico: En tubos eppendorf, envueltos con papel aluminio para evitar
la luz, se agregaron 0, 25, 50, 100, 150 y 200 pL de la solucion stock de acido galico (Meyer) y se
complet6 con agua destilada a 1 mL. Dichas soluciones tuvieron una concentracion de 0, 25, 50,
100, 150 y 200 pg/mL.

En una microplaca de 96 pozos, se colocaron en orden consecutivo: 100 pL de Folin-Ciocalteau,
20 pL de solucion de acido géalico de concentracién conocida o muestra y 75 pL de solucion
saturada de carbonato de sodio. La placa se incubd a temperatura ambiente y en obscuridad por 2
horas, el blanco de la muestra se obtuvo adicionando los 20 pL del macerado y extracto después
de haber pasado las 2 horas de incubacion a temperatura ambiente. Al término, se leyo la placa en
un espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh marca ThermoScientific™, a una

longitud de onda de 740 nm.
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4.8.3 Determinacion de la propiedad antioxidante (DPPH)
Preparacion de los estandares y la muestra

A partir de una solucion stock de cada estandar y la muestra en el programa Excel archivo DPPH
Original, se prepararon las diluciones para determinar las curvas de concentracion como se muestra

en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Concentracion de la muestra y estandares.

BHA (ug/mL) BHT (pug/mL) a-tocoferol Acido ascorbico (ug/mL)
(ug/mL)

0 0 0 0

0.25 0.25 0.25 0.25

0.5 0.5 0.5 0.5

0.75 0.75 0.75 0.75
1 1 1 1
5 5 5 5

10 10 10 10

25 25 25 25

BHA=Hidroxibutilanisol. BHT=Butilhidroxitolueno.

Preparacion de la solucion de DPPH: la solucién del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) 0.4 mM, se realiz6 en un matraz completamente cubierto con papel aluminio y con
metanol grado analitico. Se hicieron réplicas por columnas (n= 3), se pusieron 160 pL del extracto
en sus diferentes concentraciones y 40 pL de la solucion de DPPH, se incubaron en oscuridad por
30 minutos, y se leyo en el espectrofotometro Multiskan SkyHigh marca ThermoScientific™, a
una longitud de onda de 517 nm. A partir de las absorbancias obtenidas, se determino el porcentaje

de actividad antioxidante con la ecuacién que se presenta en la Figura 13 (Murillo et al., 2007).

Acontrol(—) - Aextracto

Actividad Antioxidante (%) = X100

Acontrol

4.8.4 Determinacién de la actividad antioxidante ABTS

Preparacion de los estandares y la muestra
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A partir de una solucion stock de cada estandar y tomando en cuenta el rendimiento (mg/mL) de
cada muestra a analizar, en el programa Excel archivo “ABTS Original” se prepararon las

diluciones para determinar las curvas de concentracion, mostradas en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Estandares para la determinacion de la actividad antioxidante con el reactivo ABTS.

BHA (pg/mL) BHT (pg/mL) a-tocoferol Acido ascérbico (pg/mL)
(ng/mL)

0 0 0 0

0.25 0.25 0.25 0.75

0.5 0.5 0.5 0.5

0.75 0.75 0.75 0.75
1 1 1 1
5 5 5 5

10 10 10 15

25 25 25 40

BHA=Hidroxibutilanisol. BHT=Butilhidroxitolueno.

Generacion del radical cation ABTSe+

La actividad antioxidante de ABTS se determin0 espectrofotométricamente de acuerdo con un
método modificado de Oztiirk et al. (2011). E1 ABTS « + se produce por la reaccion entre 7 mM
de ABTS « + en agua y 2.45 mM de persulfato de potasio, almacenado en oscuridad a temperatura
ambiente durante 12-16 h

Reaccidn en microplaca

Antes del uso, la solucién de ABTS ¢ + se ajusta a la absorbancia de 0.710 + 0. 020 a 734 nm
usando etanol al 99% en una relacién de 65,67: 1 (etanol: reactivo). La solucién del radical cation
ABTSe«+ solo es estable durante maximo dos dias; por tal razén, se preparan 20 mL de solucién

para cada ensayo.

33



La oxidacion de ABTS - + se lleva a cabo anadiendo 160 pL de solucion ABTS « + a 40 pL de
solucion de muestra en etanol a diferentes concentraciones. Después de 10 min, la absorbancia se

mide a 734 nm usando un lector de microplacas de 96 pozos.
4.8.5 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC

Para el andlisis de las muestras se determinaron por las técnicas establecidas por Huang et al.,
(2002) en donde primero se prepararon los reactivos de buffer de fosfatos, la fluoresceina, AAPH
y una curva estandar de Trolox. El ensayo se hizo en el equipo SYNERGY. BioTek Synergy HT.

4.8.6 Cuantificacion de p-carotenos

La actividad antioxidante mediante 3 carotenos se determin6 por el método de blanqueamiento y
lectura de la densidad optica en un espectrofotometro, basado en la prueba de 3 caroteno-linoleico

(Prieto et al., 2012), con modificaciones.

A partir de una solucidon stock de cada estandar y tomando en cuenta el rendimiento (mg/mL) de
cada muestra a analizar, en el programa Excel archivo “B-Carotenos Original” se prepararon las

diluciones para determinar las curvas de concentracion siendo las mostradas en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Estandares para la determinacion de B-carotenos.

Acido. Ascorbico
BHA (ug/mL) BHT (pg/mL) a-tocoferol (pg/mL)

(Mg/mL)

0 0 0 0
0.25 0.25 0.25 0.25
0.5 0.5 0.5 0.5
0.75 0.75 0.75 0.75

1 1 1 1

5 5 5 5

10 10 10 15
25 25 25 40

BHA=Hidroxibutilanisol. BHT=Butilhidroxitolueno

En un matraz se colocaron 4 mg de 3 caroteno, 0.5 mL de 4&cido linoleico, 4 g de Tween 80 y 20

mL de cloroformo, la suspensién se agitd en vortex. El cloroformo se evapord en rotavapor con
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vacio a 40 °C por un tiempo de 15 minutos. El residuo aceitoso se dividio en alicuotas de 1 mL en
tubos de 30 mL, los cuales se mantuvieron a -28 °C hasta su uso. Para su uso, se adicionaron 30
mL de bufer Briton 100 mM, pH de 6.5 en agua (mili-Q), previamente calentada a 45 °C. La
reaccion se realiz6 con 35 mL de la muestra a analizar (en sus diferentes concentraciones) y 165
mL del reactivo. La absorbancia se midi6 en tiempo 0y 120 minutos a 517 nm. El contenido de -

carotenos se determind con la siguiente ecuacion:
Actividad antioxidante (%) = A control (—) — A extracto A control * 100

Donde: A control (-): Absorbancia del ABTS (solo) al tiempo 0. A extracto: Absorbancia de los
extractos.

4.8.7 Determinacion de glucanos (alfa, beta y totales)

La determinacion de Beta glucanos se realizé mediante el kit enzimatico Megazyme para hongos
y levaduras K-YGBL 12/16, siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.9 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método de microdilucion para

la solucion exploratoria

A partir de los extractos hidroalcohdlicos, se realizé la prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

Las siguientes especies de bacterias se utilizaron para el ensayo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Bacterias de interés clinico utilizadas para la prueba antimicrobiana de la CP- 663 de
Hericium erinaceus.

Caodigo Bacteria
CPB-1 Salmonella typhi (BUAP) (CQ30)
CPB-2 Staphylococcus aureus (BUAP) (CQ35)
CPB-3 Escherichia coli (BUAP) (CQ37)
CPB-4 Streptococcus agalactiae (BUAP) (CQ39)
CPB-5 Bacillus subtilis (BUAP) (CQ40)
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Continuacion Cuadro 10. Bacterias de interés clinico utilizadas para la prueba
antimicrobiana de la CP- 663 de Hericium erinaceus.

Cddigo Bacteria
CPB-6 Pseudomonas aeruginos (BUAP) (CQ45)
CPB-7 Stenotrophomonas spp. (BUAP) (CQ49)
CPB-11 Listeria monocytogenes (Murray et al.) (ATCC19111)

4.9.1 Obtencién 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 este matraz, se tomaron 100 uL
con una micropipeta (Finnpippete) y se colocaron en una microplaca que se leydé en un
espectrofotometro (Multiskan SkyHigh, ThermoScientific™), a una longitud de onda de 600 nm.
Con esas lecturas, se obtuvo el valor promedio que fue procesado en un programa de 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.

Concentraciéon 1 x Volumen 1 = Concentracién 2 x Volumen 2

Volumen1 = Concentracién 2 x Volumen 2 /Concentracion 1

Para confirmar la concentracion poblacional de las bacterias, se determiné el volumen a transferir
del matraz 1 (4 pL) al matraz 2, de este ltimo se sembraron 50 uL en cajas de Petri con medio de
cultivo Agar Mueller Hinton para confirmar una poblacién de 50 unidades formadoras de colonias
(UFC), como se muestra en la Figura 13. Con dicho rango, se confirma que el matraz 1 puede

usarse como inéculo para los bioensayos.
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Figura 13. Arreglo de la cantidad de bacterias a una concentracion de 1x108 UFC/mL para el
disefio experimental y de 1x10* UFC/mL para comprobar el inculo con 50 unidades formadoras
de colonias (UFC).

4.9.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se procedio al llenado de la microplaca de 96 pozos (Corning) siguiendo el orden que se muestra
en el Cuadro, se establecieron controles positivos para la bacteria y controles negativos para el

solvente, el medio de cultivo liquido Muller Hinton y el extracto.

Cuadro 11. Distribucién de las muestras en las microplacas.

1 2 3 4 [5]6 ] 7 ] 8 9 10 11 12
DI| A |[C* |C® |[C® |c® |E|E| E | E [BO |BO [BO PE
D2| B |[C* |CH |C(H |C® |E|E| E | E [BO |BO |[BO PE
D3| C |[C* |[CH® |[CH |c® |E|E| E | E [BO |BO [BO PE
Di| D |[CH* |CH |[CH |C® |E|E| E | E [BO |BO |BO PE
D5| E |C*+) |CH |C(* |C® |E|E| E | E [BO |BO |BO PE
D6| F | CH | C®H | CH | c+ |E|E]| E | E | BO | BO | BO | PE

D7 | G | C(+) | C* | CH) | CH) | E | E | CO|CH | CO Ce) C() C()

H B() | B(+) | B(*) | B(+) | B(|B(|CH) | CH | CO) Ce) C() C()
Nl

D= Dilucion. C= Control. B= Blanco. E= Experimento. PE= Prueba de esterilidad.

Al finalizar el llenado de la microplaca, se acondiciono en un recipiente de plastico hermético con
agua destilada para evitar que las muestras se evaporaran durante la incubacion y mantener la

humedad dentro del recipiente simulando una camara himeda. La microplaca se incubd por 24
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horas a 35°C, transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a la lectura de la microplaca en el
espectrofotometro (Multiskan SkyHigh, ThermoScientific™), a una longitud de onda de 600 nm.
Las lecturas obtenidas se procesaron en Excel para determinar si el extracto tiene efecto
antimicrobiano sobre la bacteria en sus diferentes diluciones y concentraciones (Cuadro 11).

Cuadrol2. Concentracion del extracto de Hericium erinaceus CP-663 en las microdiluciones.

Dilucién Concentracion Concentracion
Testigo mg/mL Tratamiento mg/mL
. 181 190.06
2 90.5 95.03
3 45.25 4751
4 22.62 23.76
> 11.31 11.88
6 5.65 5.94
! 2.82 2.97

4.9.3 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

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 (Figura 14).
Después de leer la placa de prueba de susceptibilidad bacteriana en un espectrofotometro (24 horas
de incubacion), se inocularon tres puntos con 1,0 uL de microdilucién y se incubaron las placas
durante 24 horas. La concentracion minima inhibitoria se verificd cuando el extracto impidio el
crecimiento bacteriano después de 24 horas de incubacion en las cajas de Petri. La actividad
bactericida se determiné como la concentracion del extracto que impidio el crecimiento bacteriano
48 horas después de realizada la prueba de susceptibilidad antimicrobiana. Basado en el mismo
principio que la CMI, la actividad bacteriostatica se define como la concentracién de un
complemento alimenticio que inhibe el crecimiento bacteriano después de 24 horas en una caja de

Petri, pero permite el crecimiento bacteriano después de 48 horas.
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Figura 14. Modelo de inoculacion de la caja de Petri con agar Mueller Hinton estéril para la
obtencion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB) de los extractos de Hericium erinaceus. CE=Control de esterilidad del medio de cultivo.
CC=Control de crecimiento bacteriano. CEE=Control de esterilidad del extracto. D=Dilucion.

4.10 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) bajo un

disefio completamente al azar. La comparacion de medias se realizé6 mediante la prueba de Tukey,

con un o= 0.05 %. Todo ello realizado mediante el paquete estadistico Statistical Analysis System

(SAS) version 9.4.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacién morfoldgica de las cepas estudiadas
5.1.1 CP-663 de Hericium erinaceus

Esta cepa en EMA Testigo mostré un color anaranjado a diferencia de los otros dos testigos PDA
y CYM que mostraron color crema (Figura 9). En el caso de los tratamientos con AAS hubo
diferencia tnicamente en CYM AAS 100 uM y 1 uM. Los tratamientos que presentaron una
densidad y micelio aéreo abundante fueron EMA Testigo, EMA 100, CYM Testigo y en sus dos
concentraciones de AAS (Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteristicas morfologicas macroscopicas de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus
cultivada en diferentes tratamientos de medios de cultivo y acido acetilsalicilico (AAS), al final de
la cinética.

Tratamientos Color (cédigo RHS) Densidad Micelio aéreo Textura
EMA Testigo Naranja (N170A) Abundante Abundante Algodonosa
EMA AAS 100 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
EMA AAS 1 uM Crema (164D) Escasa Escasa Algodonosa
PDA Testigo Crema (164D) Escasa Escasa Algodonosa
PDA AAS 100 uM Crema (164D) Escasa Escasa Algodonosa
PDA AAS 1 uM Crema (164D) Escasa Escasa Algodonosa
CYM Testigo Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 100 uM Naranja (N170A) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 1 uM Café (165B) Abundante Abundante Algodonosa

Tratamientos Testigo

Figura 15. Morfologia de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus en medio EMA Testigo, AAS
100 uM, y AAS 1 uM a los 21 dias de desarrollo.
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5.1.2 CP-826 de Hericium spp.

En esta cepa, los tratamientos donde hubo una coloracion significativa fueron EMA AAS 100 puM,
CYM Testigo, y CYM AAS 100 pM, en cuanto a la densidad en todos los tratamientos fue
abundante, pero en el caso de PDA Testigo, PDA AAS 100 uM, y PDA 1 uM fue escasa (Cuadro
13).

Cuadro 13. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa CP-826 de Hericium spp.

cultivada en diferentes tratamientos de medios de cultivo y &cido acetilsalicilico (AAS), al final de
la cinética.

Tratamientos Color (codigo RHS) Densidad Micelio aéreo Textura
EMA Testigo Crema (164D) Escasa Escasa Algodonosa
EMA AAS 100 pM Naranja (N170A) Abundante Abundante Algodonosa
EMA AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
PDA Testigo Crema (164D) Abundante Escasa Algodonosa
PDA AAS 100 uM Rojo (179A) Abundante Escasa Algodonosa
PDA AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Escasa Algodonosa
CYM Testigo Naranja (N170A) Abundante Escasa Algodonosa
CYM AAS 100 uM Naranja (N170A) Abundante Escasa Algodonosa
CYM AAS 1 uM Amarillo (161D) Abundante Abundante Algodonosa

5.1.3 CP-1037 Hericium coralloides

En esta cepa se registré una densidad y un micelio aéreo escasos en los tratamientos EMA Testigo
y EMA AAS 100 pM, a diferencia de los demas tratamientos que tuvieron una densidad y un

micelio aéreo abundantes (Cuadro 14).

Cuadro 14. Caracteristicas morfologicas macroscopicas de la cepa CP-1037 de Hericium
coralloides cultivada en diferentes tratamientos de medios de cultivo y &cido acetilsalicilico
(AAS), al final de la cinética.

Tratamientos Color (cédigo RHS) Densidad Micelio aéreo Textura
EMA Testigo Naranja (N170A) Escasa Escasa Algodonosa
EMA AAS 100 uM Rojo (176A) Escasa Escasa Algodonosa
EMA AAS 1 uM Naranja (N170A) Escasa Escasa Algodonosa
PDA Testigo Crema (199D) Abundante Abundante Algodonosa
PDA AAS 100 uM Crema (164D) Abundante Escasa Algodonosa
PDA AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
CYM Testigo Naranja (N170A) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 100 pM Naranja (N170A) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 1 pM Rojo (179A) Abundante Abundante Algodonosa
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5.1.4 CP-1066 de Hericium spp.

En esta cepa, los tratamientos donde hubo una coloracion significativa fueron EMA AAS 100 puM,
PDA AAS 100 uM y CYM Testigo, en cuanto a la densidad en todos los tratamientos y testigos
fue abundante, pero en el caso de EMA Testigo y EMA AAS 100 uM fue escasa (Cuadro 15).

Cuadro 15. Caracteristicas morfologicas macroscépicas de la cepa CP-1066 de Hericium spp.,
cultivada en diferentes tratamientos de medios de cultivo y &cido acetilsalicilico (AAS), al final de
la cinética.

Tratamientos Color (codigo RHS) Densidad Micelio aéreo Textura
EMA Testigo Crema(164D) Escasa Escasa Algodonosa
EMA AAS 100 uM Naranja (N170A) Escasa Escasa Algodonosa
EMA AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
PDA Testigo Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
PDA AAS 100 uM Café (165B) Abundante Abundante Algodonosa
PDA AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
CYM Testigo Café (165B) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 100 pM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa
CYM AAS 1 uM Crema (164D) Abundante Abundante Algodonosa

Tratamientos Testigo

Figura 16. Morfologia de la cepa CP-1066 de Hericium spp. en medio CYM Testigo, AAS 100
UMy AAS 1 uM, a los 21 dias de desarrollo.
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5.2 Cinética de crecimiento (cm)

5.2.1 CP-663 de Hericium erinaceus

En la cepa CP-663, se fue observando que cada uno de los tratamientos se comportd de manera
distinta y el crecimiento fue variado, a los 7 dias sobresale el crecimiento de las colonias en el
tratamiento EMA + AAS 100 pM con una longitud de 0.32 cm con una diferencia del 146%
respecto al testigo, a los14 dias se aprecia el crecimiento de las colonias con EMA + AAS 100
KM, obteniendo una longitud promedio de las colonias de 1.79 cm, a diferencia del testigo que fue
de 1.40 cm (Figura 17). De acuerdo con el anlisis de varianza y la comparacion de Tukey (Cuadro
16), a los 21 dias de desarrollo, punto final de la cinética, el tratamiento donde se observé mayor
crecimiento de manera significativa de esta cepa fue EMA + AAS 100 uM, con una longitud
promedio de las colonias de 3.35 cm, a diferencia del testigo que fue de 2.71 cm lo cual representa

un 24%.

Cinética de crecimiento (cm)
— [ ¥] (7S] -
— in [} in w in = in

e
h

0 0
0
+oode++ EMA Testigo 0 0.13 1.40
=0 EMA AAS 100 uM 0 0.32 1.79
-@® =EMA AAS 1 uM 0 0.07 1.26
—@—PDA Testigo 0 0.07 0.42
—@ —-PDA AAS 100 pM 0 0.01 0.43
=== PDA AAS 1 M 0 0.01 0.34
- @ CYM Testigo 0 0.13 1.29
=-=--CYM AAS 100 uM 0 0.11 1.29
==CYM AAS 1 pM 0 0.12 1.23

Dias

Figura 17. Cinética de crecimiento lineal (cm) de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus en los
diferentes tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico

(AAS) de esta investigacion.
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Cuadro 16.Cinética de crecimiento lineal de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus.

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.13+0.03° 1.40+0.14° 2.71+0.34°

EMA AAS 100 pM 0.32+0.172 1.79+0.20° 3.35+0.40°
AAS 1 uM 0.07+0.03° 1.26+0.12° 2.51+0.41"
Testigo 0.07+0.02° 0.42+0.12° 0.79+0.24¢

PDA AAS 100 pM 0.01+0.01° 0.43+0.25° 0.82+0.25¢
AAS 1 uM 0.01+0.01° 0.34+0.06° 0.60+0.20¢
Testigo 0.13+0.10° 1.29+0.36° 2.30+0.54b°

CYM AAS 100 uM 0.11+0.03° 1.29+0.32° 2.19+0.40°
AAS 1 uM 0.12+0.08° 1.23+0.35° 2.20+0.43°

5.2.2 CP-826 de Hericium spp.

En esta cepa, se observé una tendencia de crecimiento a los 14 dias con los testigos y los dos
tratamientos de EMA y CYM obteniendo una longitud promedio de las colonias de 1.80 cmy 1.70
cm para los testigos, respectivamente, a diferencia de los tratamientos con AAS que fue de 0.52
cm a los 7 dias de desarrollo (Figura 18). De acuerdo con el analisis de varianza y la comparacion
de medias Tukey (Cuadro 17) a los 21 dias de desarrollo, el mayor valor con diferencia

significativa para el crecimiento de esta cepa fue el de CYM + AAS 1 uM, con una longitud de

3.51 cm, 37% mayor respecto a su testigo.

5
4.5

3.5

Cinética de crecimiento (cm)
(]
h

«o<de++ EMA Testigo
=N EMA AAS 100 pM
= =EMA AAS 1 uM
—@=—PDA Testigo

=i =PDA AAS 100 uM
—#—>PDA AAS 1 pM

— @ CYM Testigo
===CYM AAS 100 uM
=F=CYM AAS 1 M

(AAS) de esta investigacion.

o o o o o o o o o df
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Figura 18. Cinética de crecimiento lineal (cm) de la cepa CP-826 de Hericium spp. en los
diferentes tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico
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Cuadro 17. Cineética de crecimiento lineal de la cepa CP-826 de Hericium spp.

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.21+0.16" 1.80+0.21% 3.12+0.44%

EMA AAS 100 pM 0.00+0.01° 1.53+0.18° 2.78+0.39"
AAS 1 uM 0.02+0.02° 1.69+0.18° 2.74%0.29b
Testigo 0.02+0.02° 0.430.07¢ 0.72+0.16°

PDA AAS 100 pM 0.00+0.00° 0.1620.20° 0.41+0.38¢
AAS 1 uM 0.00+0.00° 0.350.21° 0.83+0.28¢
Testigo 0.52+0.19° 1.70+0.59° 2.560.68°

CYM AAS 100 pM 0.20+0.21° 2.29+0.52° 3.44+0.61°
AAS 1 uM 0.11+0.16" 2.00+0.73% 3.51+0.67°

5.2.3 CP-1037 de Hericium spp.

Para esta cepa, cada uno de los tratamientos mostro crecimiento; sin embargo, a los 14 dias de
desarrollo el tratamiento de CYM + AAS 1 uM tuvo una longitud de 2.39 cm, a diferencia de los
tratamientos de PDA adicionados con AAS, donde no se observo crecimiento hasta ese punto
(Figura 19). De acuerdo con el anélisis de varianza y la comparacion de medias Tukey (Cuadro
18) a los 21 dias de desarrollo, el medio de cultivo CYM, fue donde se observéd crecimiento

significativo, siendo el tratamiento CYM + AAS 1 uM el mayor, con una longitud de 4.48 cm, 9%

mayor que su testigo.
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@] U ]
<ebe-- EMA Testigo 0 0.00 1.03 2.46
—B EMA AAS 100 uM 0 0.05 1.03 2.68
—@ -FMA AAS 1 M 0 0.00 0.87 2.55
—B—PDA Testigo 0 0.00 0.14 0.65
—& -PDA AAS 100 uM 0 0.00 0.00 0.62
—4=PDA AAS 1 uM 0 0.00 0.00 0.61
—@ CYM Testigo 0 0.53 1.93 412
—2--CYM AAS 100 pM 0 0.26 1.92 4.0
=TZ=CYM AAS 1 1M 0 0.43 2.39 4.48

Dias

Figura 19. Cinética de crecimiento lineal (cm) de la cepa CP-1037 de Hericium spp. en los
diferentes tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico
(AAS) de esta investigacion.
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Cuadro 18. Cinética de crecimiento de la cepa CP-1037 de Hericium spp.

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.00+0.01° 1.03+0.18° 2.46+0.25P

EMA AAS 100 pM 0.05+0.10° 1.03+0.38° 2.68+0.46"
AAS 1 uM 0.00+0.00° 0.87+0.29° 2.55+0.36"
Testigo 0.00+0.00° 0.14+0.21¢ 0.65+0.31°¢

PDA AAS 100 pM 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.62+0.33¢
AAS 1 uM 0.00+0.00° 0.00+0.00¢ 0.61+0.33¢
Testigo 1.93+0.10? 1.93+0.40° 4.12+0.34?

CYM AAS 100 uM 1.92+0.25° 1.92+0.29° 4.05+0.56°
AAS 1 uM 2.39+0.15° 2.39+0.30° 4.48+0.28?

5.2.4 CP-1066 de Hericium spp.

En esta cepa, el tratamiento que mostro un crecimiento significativo a los 14 dias de desarrollo fue
CYM + AAS 1 uM con una longitud de 2.56 cm, la diferencia con su testigo fue de 3.26 cm (Figura
20). De acuerdo con el andlisis de varianza y la comparacion de medias Tukey (Cuadro 19) a los
21 dias de desarrollo, los tratamientos donde se observd mayor crecimiento de esta cepa fueron
EMA + AAS 100 uM con una longitud de 3.77 cmy CYM + AAS 1 uM con una longitud de 3.75

cm, 27% y 15% mayor que su testigo respectivamente.

s

[95]

Cmetica de crecimiento (cm)
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o ' g b ;
O AR W e

3

0
---&-- EMA Testigo 0 0.19 1.53 3.10
=M EMA AAS 100 M 0 0.18 1.82 3.77
— & =EMA AAS 1 pM 0 0.25 1.80 3.31
——PDA Testigo 0 0.00 0.40 0.87
—f -PDA AAS 100 pM 0 0.00 0.49 0.75
—=#=PDA AAS 1 uM 0 0.00 0.55 0.81
— @& CYM Testigo 0 0.20 L75 3.26
==4=-CYM AAS 100 pM 0 0.20 1L72 3.19
==CYM AAS 1pM 0 0.49 2.56 3.75

Dias

Figura 20. Cinética de crecimiento lineal (cm) de la cepa CP-1066 de Hericium spp. en todos los
tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico (AAS)
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Cuadro 19. Cinética de crecimiento lineal de la cepa CP-1066 de Hericium spp

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.19+0.21° 1.53+0.34° 3.10+0.55°

EMA AAS 100 pM 0.18+0.20b° 1.82+0.20° 3.77+0.34°
AAS 1 uM 0.25+0.13° 1.80+0.20° 3.31+0.44%
Testigo 0.00+0.00¢ 0.40+0.09° 0.87+0.14°

PDA AAS 100 pM 0.00+0.00° 0.49+0.21° 0.750.31°
AAS 1 uM 0.00+0.00° 0.55+0.21° 0.81+0.33¢
Testigo 0.20+0.21° 1.75+0.51° 3.26+0.57%

CYM AAS 100 uM 0.20+0.20° 1.72+0.43° 3.19+0.66%
AAS 1 uM 0.49+0.12? 2.56+0.68° 3.75+0.80°

5.3 Area de la colonia (cm?)

5.3.1 CP-663 de Hericium erinaceus

Para esta cepa, se observo que hubo crecimiento a los 14 dias de desarrollo para la mayoria de los
tratamientos, sobresaliendo con un area de 14.85 cm? tratamiento EMA + AAS 100 pM 20%
mayor, comparada con el testigo que fue de 12.40 cm?. Finalmente, de acuerdo al analisis de
varianza y a la comparacion de medias Tukey (Cuadro 20) a los 21 dias, de igual forma, en el
tratamiento EMA + AAS 100 uM registro un area de 41.27 cm?, 41% mas a diferencia del

tratamiento PDA AAS 100 uM con 2.43cm?, en el cual se observo el menor crecimiento, en tanto

que fue procentaje mayor respecto a su tratamiento testigo (Figura 21).

50
40
30

20

Area de crecimiento (cm?)

10
0

«-+de++ EMA Testigo
=B EMA AAS 100 pM
- @ -EMA AAS 1 uM
== PDA Testigo

=% « PDA AAS 100 pM
—==PDA AAS 1 M
=@ CYM Testigo
=A== CYM AAS 100 pM
=RZ=CYM AAS 1 pM

Figura 21. Area de la colonia (cm?) de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus en todos los
tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico (AAS).
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Cuadro 20. Area micelial de la colonia de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.71+0.20P 12.40+1.26%¢ 29.20+3.47%

EMA AAS 100 pM 1.63+0.29° 14.85+1.64° 41.27+2 59
AAS 1 uM 0.71+0.10P 12.90+0.77% 30.98+2.71°
Testigo 0.47+0.02° 1.99+0.23¢ 2.72+0.53¢

PDA AAS 100 uM 0.50+0.00° 1.22+0.68¢ 2.43+0.62°
AAS 1 uM 0.380.04° 1.62+0.07¢ 2.67+0.06e
Testigo 0.64+0.17° 9.26+0.69" 26.14+5.180

CYM AAS 100 pM 0.00+0.00° 8.23+3.45° 20.97+2.54¢
AAS 1 uM 0.00+0.00° 10.68+1.50 22.68+2.85%

5.3.2 CP-826 de Hericium spp.

Esta cepa mostré un pico de desarrollo a los 14 dias de incubacién en los tratamientos CYM
Testigo y CYM 100 uM, con un area de 22.49 cm? y 25.42 cm?, respectivamente (Figura 22). Sin
embargo, al finalizar la cinética a los 21 dias de desarrollo, en base al analisis de varianza y la
comparacion de medias Tukey (Cuadro 21), los tratamientos en medios EMA y CY M, testigos y

adicionados con AAS presentaron una diferencia significativa en un rango de 28.18 a 34.58 cm?,

respecto al medio PDA en un rango de 2.27 a 4.87 cm? en idénticas condiciones.
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Figura 22. Area de la colonia (cm?) de la cepa CP-826 de Hericium spp. en todos los tratamientos
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de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de &cido acetilsalicilico (AAS).
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Cuadro 21. Area micelial de la colonia de la cepa CP-826 de Hericium spp.

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 1.10+0.14° 17.72+0.94% 34.58+5.43?

EMA AAS 100 M 0.55+0.13¢ 15.53+0.54° 28.18+3.48°
AAS 1 uM 0.69+0.06™ 13.24+1.72° 29.02+1.372
Testigo 0.52+0.01° 2.3540.21°¢ 4.87+0.68"

PDA AAS 100 pM 0.43+0.02° 1.30+0.26° 2.27+0.48°
AAS 1 uM 0.34+0.01° 1.72+0.16° 4.05+0.58°
Testigo 3.20+0.62° 22.49+3.42% 30.41+7.992

CYM AAS 100 pM 1.44+0.32° 25.92+3.732 30.43+14.25°
AAS 1 uM 0.70+0.31% 13.26+8.86° 24.61+7.27°

5.3.3 CP-1037 de Hericium coralloides

La cepa CP-1037, a los 14 dias en el tratamiento CYM AAS 1 uM, mostré el mayor crecimiento,
con un area de 25.43 cm?, a diferencia del testigo cuya area fue de 14 cm? (Figura 23). De acuerdo
al andlisis de varianza y a la comparacion de medias Tukey (Cuadro 22), a los 21 dias de desarrollo,
el crecimiento en medio CYM fue significativamente diferente, siendo el tratamiento CYM+AAS

100 uM con 67.23 cm? mayor en un 18% respecto al testigo con 56.81

cm?.
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Figura 23. Area de la colonia (cm?) de la cepa CP-1037 de Hericium coralloides. en todos los
tratamientos de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de acido acetilsalicilico (AAS).
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Cuadro 22. Area micelial de la colonia de la cepa CP-1037 de Hericium coralloides.

. . Dias

Medio Tratamientos 7 14 21
Testigo 0.68+0.09° 6.91+0.72¢ 36.8345.75°

EMA AAS 100 pM 0.58+0.09° 8.28+1.35° 35.30+7.34°
AAS 1 uM 0.50+0.01° 2.94+1.10¢ 32.06+3.60°
Testigo 0.39+0.02° 1.05+0.16¢ 3.83+0.65°

PDA AAS 100 pM 0.49+0.02° 0.40+0.01¢ 1.65+1.22°
AAS 1 uM 0.56+0.05° 0.39+0.05¢ 4.91+0.89°
Testigo 3.26+0.56° 14.00+0.45° 56.81+3.67°

CYM AAS 100 uM 1.09+0.50% 15.16+1.68° 67.23+2.78°
AAS 1 uM 2.20+1.00% 25.43+1.61° 64.41+4.73°

5.3.4 CP-1066 de Hericium spp.

Esta cepa CP-1066 logro un area de crecimiento micelial de 19.50 cm?, a los 14 dias de desarrollo
en el tratamiento EMA+AAS 1 uM, a diferencia del testigo que el area fue de 12.60 cm? (Figura
24). Con el anélisis de varianza y la comparacion de medias Tukey (Cuadro 23), a los 21 dias de
desarrollo, el tratamiento que obtuvo la mayor area de crecimiento micelial fue CYM+AAS 100

UM con 49.63 cm? con una diferencia del 82% respecto a su testigo que fue de 27.20 cm?,
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Figura 24. Area de la colonia (cm?) de la cepa CP-1066 de Hericium spp. en todos los tratamientos
de medios de cultivo y concentraciones estudiadas de &cido acetilsalicilico (AAS).
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Cuadro 23. Area micelial de la colonia de la cepa CP-1066 de Hericium spp.

. . Dias

Medio Tratamientos - 14 21
Testigo 0.68+0.05™ 12.60+0.47° 45.59+2.47%

EMA AAS 100 pM 0.99+0.02%® 14.42+0.63? 46.26+1.62%
AAS 1 uM 1.29+0.132 19.50+1.69% 43.18+0.78®
Testigo 0.36+0.03° 1.54+0.10° 4.46%0.29°

PDA AAS 100 pM 0.55+0.02° 2.66+1.41° 3.89+0.17°¢
AAS 1 uM 0.38+0.02° 2.44+0.15" 2.67+0.06°
Testigo 0.60+0.12° 14.98+7.13% 27.20+5.70°

CYM AAS 100 pM 0.71+0.07™ 14.06+2.15% 49.63+20.312
AAS 1 uM 0.68+0.31" 12.68+2.36° 39.20+4.79%

5.4 Caracterizacion de los basidiocarpos de Hericium erinaceus

El color de los basidiocarpos, de acuerdo a la gama de colores de Royal Horticultural Society
(2015), fue blanco/crema en el estadio maduro, tornandose a marrén con el paso de los dias. En
cuanto al tamafio, en el testigo se obtuvo un promedio de 18 cmy para el tratamiento con AAS un

diametro total de 24.3 cm, en cuanto a frescura y apariencia fue buena para el testigo y para el

tratamiento con AAS 100 uM con una consistencia carnosa/suave (Figura 25).

Figura 25. Basidiocarpos de Hericium erinaceus, cepa CP-663, obtenidos en aserrin de encino
adicionado con &cido acetilsalicilico (100 uM).
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5.5 Eficiencia bioldgica (EB) e indice de degradacion (ID)

Una vez cosechados los basidiocarpos, se calcul6 la eficiencia biologica obtenida en el tratamiento
con AAS para la primera cosecha, de acuerdo al andlisis de varianza y la comparacion de medias
Tukey (Figura 26). se obtuvo un promedio de 12.29% en encino, a diferencia del testigo que fue
de 10.74%. De acuerdo a los resultados obtenidos y comparando con lo que mencionaron Rios y
colaboradores (2010), los bajos indices de eficiencia bioldgica se atribuyen al agotamiento de los
nutrientes en el substrato y la forma en que los asimila, son factores que influyen directamente
sobre la produccién de basidiocarpos. A diferencia de Diaz (2010), en el tratamiento de paja de
sorgo, en la dosis al 8% de acidos himicos obtuvo una EB de 0.96%, en paja de pasto con dosis
de melaza obtuvo una EB de 5.68%, seguida de la dosis con &cidos himicos con un 4.98%. En
cuanto al indice de degradacion se obtuvo 24.86% para encino+AAS, a diferencia del testigo que
fue de 8.05%.
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Figura 26. Eficiencia bioldgica e indice de degradacion de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus
cultivado en aserrin de encino con AAS, comparativamente con el testigo.
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5.6 Propiedades fisicoquimicas de extractos
5.6.1 Rendimiento

De los extractos obtenidos (Testigo, AAS 10 mM) se procedi6 a analizar sus propiedades
funcionales. Primero se obtuvo el rendimiento, en donde de acuerdo al analisis de varianza y la
comparacion de medias Tukey, en &cido acetilsalicilico fue en el que se obtuvo mayor rendimiento
con 415.67 mg/mL, a diferencia del testigo con 344.72 mg/mL (Figura 27). En cambio, Rendon
(2015) obtuvo un rendimiento de 292 mg mL™ para testigo y 257 mg mL? en AAS 100 uM.
Comparando con otros hongos comestibles, funcionales y medicinales.
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450 41567 £7.11%
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400

344.72 £2.11°

(%)
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=

B Testigo
BAAS

Rendimiento (mg/mL)

Figura 27. Rendimiento de extractos de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus cultivado en el
substrato testigo y el tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS 10 mM).

5.6.2 Conductividad, pH, y °Brix

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de los extractos de Hericium
erinaceus se encuentran en el Cuadro 24. Los resultados fueron significativamente mas altos en el
tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS), tanto en conductividad como en grados Brix. No

hubo diferencia estadistica significativa en el pH.
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En el extracto testigo se presenté menor valor de conductividad con una media de 45,837 uS/cm,
siendo significativamente inferior al tratamiento con AAS con una media de 68,093 uS/cm. En
cuanto al pH, se obtuvo 5.31% en testigo y 5.29% en AAS. En la cantidad de sélidos disueltos
totales, el tratamiento presentd un valor de 37.02 °Bx, en comparacion con el testigo que fue de
33.91 °Bx.

Cuadro 24. Caracterizacion fisicoquimica de los extractos de la cepa CP-663 de Hericium
erinaceus, obtenidos a partir del testigo y del tratamiento con &cido acetilsalicilico (AAS 10 mM).

Sélidos disueltos

Tratamiento Conductividad (uS/cm) pH
totales (°Bx)
Testigo 45837+3194.64° 5.31+0.10° 33.91+0.37°
AAS 68093+2796.05° 5.29+0.04° 37.02+0.59*

Columnas con superindice de letras diferentes son estadisticamente significativos (o= 0.05).

5.7 Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales evaluadas se presentan en los Cuadros 25 y 26, los cuales de acuerdo
al andlisis de varianza y la comparacion de medias Tukey muestran diferencias estadisticamente

significativas entre el testigo y el tratamiento.

En proteina, se obtuvo una media de 634.62 pug/mL en el tratamiento con AAS, mayor que en el
testigo con 547.98 pug/mL. El contenido de fenoles totales fue mayor en AAS que en el testigo,
con 3091.72 pg/mL y 2800 pg/mL respectivamente. Los resultados del ensayo DPPH y ABTS con
los extractos hidroalcohdlicos demostraron que el testigo tuvo mayor capacidad antioxidante con
5,573.8 uL/mL (DPPH) y 3,669.57 uL/mL (ABTS)). En la determinacién de antioxidantes por la
técnica del radical oxigeno ORAC, se obtuvo una concentracion de 4,881.07 pmoles/g en el
tratamiento con AAS, mientras que en el testigo la concentracion fue de 4,326.41 pumoles/g
(Cuadro 25). Aunque en esta especie existen pocos estudios, existe evidencia de que los hongos
comestibles poseen compuestos fendlicos relacionados con propiedades antioxidantes, como es el
caso del estudio realizado por Gonzélez-Morales y colaboradores (2021). En este estudio, se
analizaron los compuestos fenolicos y la actividad antioxidante de seis especies de hongos
comestibles recolectados en el Estado de México, obteniendo un promedio de 12.51 mg AEG/100g

hongos silvestres en extractos metandlicos y un promedio de 171.16 pg/mL para DDPH.
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Cuadro 25. Propiedades funcionales estudiadas del extracto de Hericium erinaceus, cepa CP-663,
tanto en el testigo como en el tratamiento con &cido acetilsalicilico (AAS 10 mM).

Polifenoles
) Proteina DPPH ABTS ORAC
Tratamiento totales EAG
(ng/mL) (ML/mL) (ML/mL) (umoles/g)
(Mg/mL)
] 5573.8+378.2 3669.57+122.2
Testigo 547.98+10.31° 2800.22+7.52° . o 4326.41+45.16°
3091.72+85.62 2923.08+55.87 4881.07+164.49
AAS 634.62+11.25% \ 3256+242.11° X .

Columnas con superindice de letras diferentes son estadisticamente significativos (a= 0.05).

El betacaroteno pertenece a un grupo de pigmentos de color llamados carotenoides. Se convierte
en vitamina A en el cuerpo y se encuentra en muchas frutas y verduras, sin embargo, al medirlos
en los extractos se obtuvo en el testigo 4,821.24 pg/mL y en AAS 3,669.8 pg/mL. Los B-glucanos
son polisacaridos no celuldsicos constituidos por unidades de glucosa, presentes en cereales como
la cebada y la avena, levaduras, hongos, algunas bacterias y algas marinas (Trujillo et al., 2018).
Estos compuestos bioactivos son de gran importancia para el organismo y se conoce que tienen un
rol importante como moduladores del sistema inmunoldgico. Por esta razon, los B-glucanos estan
asociados con el incremento de la longevidad y otros efectos benéficos. En la presente
investigacion, el tratamiento con AAS tuvo la mayor cantidad de glucanos totales con 30.51
pg/mL, al igual que a-glucanos con 17.07 pg/mL y B-glucanos con 13.44 pg/mL (Cuadro 26).
Estos compuestos son de suma importancia debido a que, dependiendo de su estructura
fisicoquimica y su origen, su consumo se asociaria a efectos beneficiosos para la salud del ser
humano como la disminucion de la concentracion plasmatica de colesterol total y la reduccion del

indice glicémico (Pizarro et al., 2014).

Cuadro 26. Propiedades funcionales estudiadas del extracto de Hericium erinaceus, cepa CP-663,
tanto en el testigo como en el tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS 10 mM).

) Beta-carotenos Glucanos totales a-glucanos B-glucanos
Tratamiento
(Mg/mL) (ng/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Testigo 4821.24+315.81% 27.53+0.05° 16.49+0.19° 11.04+0.23%
AAS 3669.84+242.70° 30.51+0.67° 17.07+0.27% 13.44+0.92°

Columnas con superindice de letras diferentes son estadisticamente significativos (a= 0.05).
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5.8 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de
Hericium erinaceus vs. Salmonella thyphi (CPB-1)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL (Figura 28). En ambos casos, comparativamente con el control, no
presentaron efecto bacteriostatico en ninguna de las diluciones probadas contra la cepa bacteriana
CPB-1 Salmonella typhi. Esto a diferencia de Renddn (2015), quien obtuvo en testigo un efecto
bacteriostatico en la primeria dilucién con un rendimiento de 146 mg mL™? y la concentracion
inicial de su extracto alcoholico fue de 292 mg mL™ y en el tratamiento con AAS 10 mM no tuvo

un efecto bacteriostatico en ninguna dilucién.
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Figura 28. Efecto del extracto hidroalcohodlico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-1 de Salmonella thyphi. A: Testigo. B: Tratamiento con &cido
acetilsalicilico (AAS). UFC= Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.
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5.9 Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Salmonella thyphi (CPB-1)

En testigo y tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS), no se presento ningln efecto bactericida
del extracto estudiado de H. erinaceus, al ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-1 de
Salmonella thyphi, de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas con medio Mueller Hinton. Se

registrd crecimiento bacteriano en todas las diluciones estudiadas.

Figura 29. Efecto bactericida del extracto de Hericium erinaceus sobre la cepa bacteriana CPB-1
de Salmonella thyphi. A: Testigo. B: Tratamiento con &cido acetilsalicilico (AAS). D1 a D7=
Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento de la bacteria. PE (CE)= Prueba o
control de esterilidad.

5.10 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de

Hericium erinaceus vs. Sthapylococcus aureus (CPB-2)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL (Figura 30). El extracto hidroalcoh6lico de H. erinaceus CP-663
cultivado en aserrin de encino (testigo) no presentd efecto bacteriostatico en ninguna de sus
diluciones probadas contra la cepa bacteriana Staphylococcus aureus, mientras que el extracto
hidroalcoholico de la CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM mostrd un efecto

bacteriostatico hasta la segunda dilucién con una concentracién del extracto de 95.03 mg/mL.
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Figura 30. Efecto del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-2 de Sthapylococcus aureus. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC= Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.11 Efecto bactericida del extrato hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Staphylococcus aureus (CPB-2)

En testigo y tratamiento no se presentd ningun efecto bactericida del extracto estudiado de H.
erinaceus, al ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-2 de Staphylococcus aureus, de acuerdo
a lo obtenido en las tres réplicas con medio Mueller Hinton. Se registr6 crecimiento bacteriano en

todas las diluciones estudiadas.
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Figura 31. Efecto bactericida del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-2 de Sthapylococcus aureus. A: Testigo. B: Tratamiento con acido acetilsalicilico
(AAS). D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.
PE (CE)= Prueba o control de esterilidad.

5.12 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de

Hericium erinaceus vs. Escherichia coli (CPB-3)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. En ambos casos, comparativamente con el control, se obtuvo un
efecto bacteriostatico en la primera dilucion con una concentracion de 181 mg/mL del testigo,
mientras que el extracto hidroalcohdlico de la CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10
mM mostro un efecto bacteriostatico hasta la tercera dilucion con una concentracion de 47.51
mg/mL.
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Figura 32. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-3 de Escherichia coli. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.13 Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de la cepa CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Escherichia coli (CPB-3)

En testigo y tratamiento no se presento efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus,
al ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-3 de Escherichia coli, de acuerdo a lo obtenido en
las tres réplicas con medio Mueller Hinton. Se registrd crecimiento bacteriano en todas las
diluciones estudiadas (Figura 33). El débil crecimiento bacteriano en las primeras diluciones

confirmo el efecto bacteriostatico.
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Figura 33. Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-3 de Escherichia coli. A: Testigo. B: Tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS).
D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento de la bacteria. PE (CE)=
Prueba o control de esterilidad.

5.14 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohélico de la CP-663 de Hericium
erinaceus vs. Streptococcus agalactiae (CPB-4)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. En ambos casos, comparativamente con el control, se obtuvo un
efecto bacteriostatico sobre Streptococcus agalactiae (CPB-4) en la segunda dilucion con una
concentracion de 90.5 mg/mL del testigo, mientras que el extracto hidroalcoholico de la CP-663
cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM también registro un efecto bacteriostatico en la
segunda dilucién con una concentracion del extracto de 95.03 mg/mL (Figura 34). Al igual que
Rendon-Hernandez (2015), en esta bacteria y en la misma cepa de estudio obtuvo un efecto
bacteriostatico a partir de la dilucién 1 con un rendimiento de 146 mg mL™ en testigo, mientras
que en AAS 10 mM obtuvo un rendimiento de 35.38 mg mL™ en la dilucion tres, reportando su

efecto bacteriostatico en ambos analisis.
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Figura 34. Efecto del extracto hidroalcoh6lico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-4 de Streptococcus agalactiae. A: Testigo. B: Tratamiento con &acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.15 Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de la CP-663 de Hericium
erinaceus vs Streptococcus agalactiae (CPB-4)

En testigo y tratamiento no se presento efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus,
al ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-4 de Streptococcus agalactiae, de acuerdo a lo
obtenido en las tres réplicas con medio Mueller Hinton. Se registrd crecimiento bacteriano en todas

las diluciones estudiadas (Figura 35).

Figura 35. Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-4 de Streptococcus agalactiae. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento
de la bacteria. PE (CE)= Prueba o control de esterilidad.
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5.16 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohélico de la CP-663 de Hericium
erinaceus vs. Bacillus subtilis (CPB-5)

La concentracion inicial del extracto hidroalcoholico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. En ambos casos, comparativamente con el control, se obtuvo un
efecto bacteriostatico en la primera dilucion a una concentracion de 181 mg/mL y 190.06 mg/mL,
respectivamente, probadas contra la cepa bacteriana CPB-5 Bacillus subtilis (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del extracto hidroalcohodlico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-5 de Bacillus subtilis. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.
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5.17 Efecto bactericida del extracto hidroalcohélico de la CP-663 de Hericium

erinaceus vs Bacillus subtilis (CPB-5)

En testigo y tratamiento se presentd efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus, al
ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-5 de Bacillus subtilis, en la dilucion D1 con una dosis
de 181 mg/mL para testigo y 190.06 mg/mL para AAS (Figura 37).

Figura 37. Efecto bactericida del extracto hidroalcohélico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-5 de Bacillus subtilis A: Testigo. B: Tratamiento con &cido acetilsalicilico (AAS).
D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento de la bacteria. PE (CE)=
Prueba o control de esterilidad.

5.18 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohélico de la CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Pseudomonas aeruginosa (CPB-6)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. En ambos casos, comparativamente con el control, se presento
efecto bacteriostatico sobre Pseudomonas aeruginosa (CPB-6) en la primera dilucion con una
concentracion de 181 mg/mL en el testigo, mientras que el extracto hidroalcoholico de la CP-663
cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM también mostro un efecto bacteriostatico en la
segunda dilucion con una concentracion del extracto de 95.03 mg/mL (Figura 38). Rendon-

Hernandez (2015) en su analisis a la CP- 663 contra la CPB-6, obtuvo un efecto bacteriostatico en
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testigo con un rendimiento de 146 mg mL? correspondientes a la primera dilucién a una
concentracion inicial del extracto de 292 mg mLy en AAS 10 mM en la segunda dilucién con un
rendimiento de 70.75 mg mLa una concentracion inicial del extracto de 283 mg mL ™,
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Figura 38. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.19 Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de la CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Pseudomonas aeruginosa (CPB-6)

En testigo y tratamiento se presento efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus, al
ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa, en la dilucién D1 con
una dosis de 181 mg/mL para testigo y 190.06 mg/mL para AAS 10 mM (Figura 39).
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Figura 39. Efecto bactericida del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento
de la bacteria. PE (CE)= Prueba o control de esterilidad.

5.20 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohélico de la CP-663 de Hericium

erinaceus vs. Stenotrophomonas spp. (CPB-7)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. El extracto hidroalcoholico de H. erinaceus CP-663 cultivado en
aserrin de encino (testigo) presentd efecto bacteriostatico en la segunda dilucién con una
concentracion de 90.5 mg/mL contra la cepa bacteriana Stenotrophomonas spp. CPB-7, mientras
que el extracto hidroalcoholico de la CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM
también tuvo un efecto bacteriostatico en la cuarta dilucion con una concentracion del extracto de
23.76 mg/mL (Figura 40). A diferencia de Renddn-Hernandez (2015) que obtuvo un efecto
bacteriostatico en la tercera dilucion con un rendimiento de 36.5 mg mL™ con una concentracion
inicial del extracto alcohdlico de 292 mg mL™ para testigo, mientras que para AAS 10 mM igual
obtuvo un efecto en la tercera dilucién con un rendimiento de 35.38 mg mLa una concentracion

inicial del extracto alcohdlico de 283 mg mL ™.
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Figura 40. Efecto del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-7 de Stenotrophomonas spp. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.21 Efecto bactericida del extracto hidroalcohdlico de la CP-663 de Hericium
erinaceus vs. Stenotrophomonas spp. (CPB-7)

En testigo y tratamiento se presento efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus, al
ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-7 de Stenotrophomonas spp., hasta la dilucién 2 con
una concentracién de 90.5 mg/mL en testigo y en el tratamiento con AAS 10 mM sélo presento
efecto bactericida en la primera dilucion contra la cepa bacteriana CPB-7 de Stenotrophomonas
spp. a una concentracién 190.06 mg/mL (Figura 41).

67



Figura 41. Efecto bactericida del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-7 de Stenotrophomonas spp. A: Testigo. B: Tratamiento con &cido acetilsalicilico
(AAS). D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.
PE (CE)= Prueba o control de esterilidad.

5.22 Efecto bacteriostatico del extracto hidroalcohdlico de la CP-663 vs. Listeria

monocytogenes (CPB-11)

La concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico testigo de H. erinaceus fue de 362 mg/mL y
en AAS fue de 380.11 mg/mL. En ambos casos, comparativamente con el control, se obtuvo un
efecto bacteriostatico en la segunda dilucion del testigo con una concentracion de 90.5 mg/mL
contra la cepa bacteriana Listeria monocytogenes CPB-11, mientras que el extracto
hidroalcoholico de la CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM también mostré un
efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con una concentracion del extracto de 47.51 mg/mL
(Figura 42). Rendon-Hernandez (2015) de igual forma obtuvo en testigo un efecto bacteriostatico
con un rendimiento de 73 mg mL™y una concentracion inicial del extracto alcohdlico de 292 mg
mL?1yen AAS 10 mM en la segunda dilucidén obtuvo un efecto bacteriostatico con un rendimiento

de 70.75 mg mLy una concentracion inicial del extracto alcohélico de 283 mg mL ™.

68



= 1.0E+10
£ 1.0e+09 -
g 1.0E+08 -
3 1.0E+07 -
& 1.0E+06 -
@ 1.0E+05 -
8 1.0E+04 -
8 1.0E+03
& 1.0E+02
g 1.0E+01 -
@ 1.0E+00 -
W]

NN

181 90.5 45.25 22.62 1131 565 2

oo I e

2 Bco.
(+)

Concentracion del extracto (mg/mL)

CP-663 Testigo BCPS OCCB

1.0E+10
2 1.0E+09
‘g 1.0E+08
2 1.0E+07
§ 1.0E+06
= 1.0E405
S 1.0e+04

=]
o 1.0E+03

=
@ 1.0E402
£ 1.0£401
S 1.0E+00 =
190.06 95.03 47.51 23.76 11.88 594 2.97 Bco.
Concentracién del extracto (mg/mL{+)

A CP-663 AAS BCPS QOCCB

S h SRS RS RS R R S

Figura 42. Efecto del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre el crecimiento
bacteriano de la cepa CPB-11 de Listeria monocytogenes. A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). UFC=Unidades formadoras de colonias. CPS= Control positivo del
solvente. CCB= Control de crecimiento de la bacteria.

5.23 Efecto bactericida del extracto hidroalcoholico de la CP-663 vs. Listeria

monocytogenes (CPB-11)

En testigo y tratamiento se presento efecto bactericida del extracto estudiado de H. erinaceus, al
ser evaluado contra la cepa bacteriana CPB-11 de Listeria monocytogenes, en la dilucion D1 con
una dosis de 181 mg/mL para testigo y 190.06 mg/mL para AAS 10 mM (Figura 43).
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Figura 43. Efecto bactericida del extracto hidroalcoholico de Hericium erinaceus sobre la cepa
bacteriana CPB-11 de Listeria monocytogenes A: Testigo. B: Tratamiento con acido
acetilsalicilico (AAS). D1 a D7= Microdiluciones del tratamiento. CCB= Control de crecimiento
de la bacteria. PE (CE)= Prueba o control de esterilidad.

En resumen, la concentracion minima inhibitoria y bactericida de los extractos hidroalcoholicos

de Hericium erinaceus se presenta en los Cuadros 27 y 28.

Cuadro 27. Concentracion minima inhibitoria (CMI mg/mL) de los extractos hidroalcoholicos de
Hericium erinaceus contra ocho especies bacterianas clinicamente relevantes.

Tratamientos con extractos
Testigo

Registro Especie AAS 10 mM
(mg/mL) (mg/mL)
CPB-1 Salmonella typhi >181 >190.06
CPB-2 Sthapylococcus aureus >181 95.03
CPB-3 Escherichia coli 181 47,51
CPB-4 Streptococcus agalactiae 90.5 95.03
CPB-5 Bacillus subtilis 181 190.06
CPB-6 Pseudomonas aeruginosa 181 95.03
CPB-7 Stenotrophomonas spp. 90.5 23.76
CPB-11 Listeria monocytogenes 90.5 47.51
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Cuadro 28. Concentracion minima bactericida (CMB mg/mL) de los extractos hidroalcohélicos
de Hericium erinaceus contra ocho especies bacterianas clinicamente relevantes.

Tratamientos

. . Testigo AAS 10 mM
Registro Especie (mg/mL) (mg/mL)
CPB-1 Salmonella typhi SE SE
CPB-2 Sthapylococcus aureus SE SE
CPB-3 Escherichia coli SE SE
CPB-4 Streptococcus agalactiae SE SE
CPB-5 Bacillus subtilis 181 190.06
CPB-6 Pseudomonas aeruginosa 181 190.06
CPB-7 Stenotrophomonas spp. 90.5 190.06
CPB-11 Listeria monocytogenes 181 190.06

SE= Sin efecto

De las 8 bacterias de importancia clinica estudiadas, se observo que el extracto hidroalcoholico de
la CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM obtuvo un efecto bacteriostatico en 7
bacterias (CPB-2, CPB-3, CPB-4, CPB-5, CPB-6, CPB-7, CPB-11), mientras que el extracto
hidroalcoholico de la CP-663 cultivada en aserrin de encino testigo sélo tuvo efecto en 6 bacterias
(CPB-3, CPB-4, CPB-5, CPB-6, CPB-7, CPB-11). Adebayo y colaboradores (2018) reportaron la
actividad bacteriostatica y bactericida mas potente sobre Bacillus subtilis que mostro un alto grado
de susceptibilidad a una concentracion muy baja (3.33 mg mL™) de extracto de Pleurotus levis. El
extracto con AAS 10 Mm mostro efecto bacteriostatico a concentraciones mas bajas hasta la
dilucion 4 (23.76 mg/mL), mientras que el extracto de la CP-663 testigo s6lo mostrd efecto
bacteriostatico hasta la dilucion 2 (90.50 mg/mL), que corresponde a 280% mas de extracto, lo
que demuestra que el &cido acetilsalicilico promueve la produccion de compuestos con actividad
antimicrobiana. S6lo hubo una bacteria (CPB-1 Salmonella typhi) que no mostr6 susceptibilidad
antimicrobiana a los extractos hidroalcoholicos de la CP-663 en ninguna de las concentraciones
evaluadas y tratamientos estudiados, por lo que se propone usar concentraciones mas altas de los

extractos.

El efecto bactericida de los extractos hidroalcoholicos de la CP-663 de basidiocarpos cultivados
en aserrin de encino testigo y AAS 10 mM, mostraron el mismo efecto contra las bacterias CPB-
5 de Bacillus subtilis, CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa, y CPB-11 de Listeria monocytogenes.

Solo para la cepa bacteriana CPB-7 de Stenotrophomonas spp., el extracto testigo mostr6 un efecto
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bactericida a una menor concentracion de 90.05 mg/mL comparado con el extracto con AAS 10
mM, el cual tuvo un efecto bactericida a una concentracion de 190.06 mg/mL. En el resto de las
bacterias no se registré un efecto de actividad bactericida para los extractos obtenidos.

A partir de los anlisis anteriores, nos damos cuenta que la gran diversidad de recursos genéticos
de hongos comestibles y medicinales que existen en México representa una fuente potencial de
propiedades funcionales, las cuales pueden aprovecharse en beneficio de la sociedad (Armendariz
etal., 2010). El uso de antioxidantes para la preservacién de los alimentos es indispensable, porque
con ello se asegura su calidad, ya que mantiene la apariencia, color y olor para el consumidor
(Cortés, 2019). Los antioxidantes son el compuesto bioactivo que destaca y que esta siendo de
suma importancia especificamente en la industria alimentaria, debido a que previene los efectos
adversos de especies reactivas de oxigeno sobre las funciones fisiolégicas normales del organismo,
al proteger los alimentos de la rancidez y decoloracion ocasionadas por los radicales libres

generados por procesos quimicos como la oxidacion de aceites y grasas.

Los hongos comestibles han sido descritos como una fuente importante de compuestos biolégicos
capaces de reducir la carga de bacterias patogenas y los de niveles radicales libres en los alimentos,
se ha demostrado que existe un efecto antimicrobiano en especies de hongos comestibles, como
por ejemplo en los extractos etandlicos y acuoso-etanolicos de Ganoderma lucidum y Pleurotus
ostreatus con un alto efecto inhibidor sobre Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Escherichia

coli, y Salmonella typhimurium (del Mar Torres-Martinez et al., 2022).
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VI. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Los extractos del hongo comestible Hericium erinaceus tuvieron propiedades funcionales
incrementadas por la adicién del acido acetilsalicilico (AAS) al substrato de cultivo, tanto en el
contenido de antioxidantes (AAS: 3,091.72 EAG pG/mL), como en la actividad antibacteriana

(efectos bacteriostatico y bactericida). Por lo tanto, se acept6 la hip6tesis planteada.

VII. CONCLUSIONES

1. Hericium erinaceus es un recurso genético importante para Meéxico con propiedades
antioxidantes y antibacterianas, el cual puede ser cultivado a pequefia y gran escala en las

comunidades rurales de México.

2. De acuerdo a la determinacion de la cinética de crecimiento, se observo que los valores mas
altos con diferencia significativa se presentaron en un rango de 3.35+0.40 a 4.48+0.28 cm, que
corresponden a la cepa CP-663 en el tratamiento EMA+AAAS 100 uM vy a la cepa CP-1037
en el tratamiento CYM+AAS 1 uM, respectivamente. En tanto que los valores significativos
del area micelial de la colonia, se observaron en un rango de 24.61+7.27 cm? de la cepa CP-
826 en medio CYM+AAS 1 uM, a 67.23+2.78 cm? de la cepa CP-1037 en medio CYM+AAS
100 uM. Se selecciono la cepa CP-663 correspondiente a Hericium erinaceus, cuyos valores
de cinética de crecimiento y area micelial se encontraron dentro de los rangos mencionados,
dicha cepa se cultivo en el substrato aserrin de encino y aserrin de encino adicionado con acido
acetilsalicilico (AAS 10 mM).

3. La cepa de Hericium erinaceus CP-663 requirié de 54 dias, menor tiempo que el testigo (92
dias) para formar los basidiocarpos, como se esperaba en el tratamiento al que se le afiadio

acido acetilsalicilico.

4. Se obtuvo un basidiocarpo de mayor didametro en el tratamiento con AAS (24.3 cm) y su

apariencia y color se diferencian del testigo.
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10.

Se obtuvieron los extractos hidroalcoholicos a partir de los basidiocarpos de Hericium
erinaceus, caracterizando sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas.

El contenido de proteinas fue mayor en el tratamiento al que se le afiadi6 AAS 10 mM (AAS:
634.62 pg/mL), al igual que el contenido de polifenoles totales (AAS: 3,091.72 EAG pg/mL).
La cantidad de betaglucanos totales fue mayor en el tratamiento con AAS (30.51 pg/mL).

La CP-663 cultivada en aserrin de encino con AAS 10 mM tuvo un efecto bacteriostatico en 7
bacterias de interés clinico (CPB-2 de Sthapylococcus aureus, CPB-3 de Escherichia coli,
CPB-4 de Streptococcus agalactiae, CPB-5 de Bacillus subtilis, CPB-6 de Pseudomonas
aeruginosa, CPB-7 de Stenotrophomonas spp., CPB-11 de Listeria monocytogenes) a
concentraciones mas bajas hasta la dilucion 4 (23.76 mg/mL), mientras que el extracto de la
CP-663 testigo s6lo mostré efecto bacteriostatico hasta la dilucion 2 (90.50 mg/mL), que
corresponde a 280% maés de extracto.

El extracto testigo mostrd un efecto bactericida a una menor concentracion de 90.05 mg/mL,
comparado con el extracto de AAS 10 mM que mostré efecto bactericida a una concentracion
de 190.06 mg/mL para la cepa bacteriana CPB-7 de Stenotrophomonas spp.

El efecto del AAS desarrolla un papel importante en el cultivo de hongos comestibles,
funcionales y medicinales al ser incorporado en el substrato de cultivo para la siembra de los
mismos, ya que previene el crecimiento de agentes contaminantes, ademas de permitir el

incremento del rendimiento y de las propiedades funcionales y medicinales.
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VIll. ESTRATEGIA PARA EL APROVECHAMIENTO DEL HONGO
MEDICINAL MELENA DE LEON (Hericium erinaceus)

Con una poblacién mundial en aumento, la disminucion de la tierra cultivable, la rapida
urbanizacién e industrializacion, el cambio climéatico y la necesidad de alimentos funcionales y de
alta calidad, es necesario centrarse en nuevos cultivos y considerar la versatilidad y el dinamismo
de los mercados globales, al igual de apoyar la rapida y continuos saltos tecnoldgicos, cambios
que afectan a empresas de todo el mundo. La investigacion biotecnoldgica ayuda a atender las
diversas necesidades del sector agroalimentario, que considera la aplicacion de diversas
tecnologias para la produccion de nuevas variedades de plantas y animales con caracteristicas
especificas mediante el uso de sistemas bioldgicos, organismos vivos o sus derivados, plantas
avanzadas y tecnologia de reproduccion animal, desarrollo de alimentos funcionales como
prebidticos y probidticos, diversos insumos, productos y procesos utilizados en el sector primario
y la industria de alimentos y bebidas (Rodriguez, 2020). En Meéxico existe una extensa red de
instituciones que ofrecen formacion académica en biotecnologia y también tiene los expertos y la
infraestructura para llevar a cabo la investigacion y el desarrollo tecnoldgico, el 47% de las
empresas hacen proyectos de biotecnologia agroalimentaria, el 33% relacionada con salud vy el
19% de los casos con enfoque industrial (Escalante, 2017). El uso y consumo de hongos ha sido
utilizado por los seres humanos durante décadas con fines medicinales y alimentarios (Pérez
Armendariz et al., 2010; Sahagun, 2021).

El cultivo de hongos no requiere grandes extensiones de tierra, la disponibilidad de fondos puede
ser moderada en comparacion con otros cultivos y requiere poco mantenimiento, por lo que es una
actividad viable para los agricultores, residentes rurales y mujeres jefas de familia. Ademas de ser
de gran interés como alimento saludable, bajo en calorias, colesterol y como gran fuente de
proteina no animal. Ademas, se consideran alimentos funcionales, es decir, alimentos que
contienen compuestos bioldgicamente activos. Martinez-Carrera et al. (2012, 2016) establecieron
que los hongos comestibles presentan propiedades antioxidantes, antibacteriales, antivirales,
antialergénicas y antitumorales, ademas disminuyen el colesterol, los lipidos y la glicemia en la
sangre. Los buenos resultados en esta investigacion comprobaron estas propiedades antioxidantes

y antibacterianas de Hericium erinaceus. Mundialmente hay una larga tradicion de pueblos que
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recolectan hongos comestibles, provenientes de Japon, China, India, y también de culturas
americanas como en México que consumen mas de 275 especies de hongos. Estas culturas no sélo
han utilizado los hongos como fuente de alimento, sino que han desarrollado un culto hacia estos

por sus atributos medicinales y espirituales (Montenegro y Stuardo, 2021).

Con estas acciones no solo se fortalecen los medios de vida de los agricultores al generar ingresos
agricolas constantes, si no que de igual manera se reduce de forma significativa la vulnerabilidad
ante la pobreza y la inestabilidad alimentaria. No hay duda de que, si la tecnologia de cultivo de
hongos se promueve y desarrolla adecuadamente, particularmente en comunidades vulnerables, la
oportunidad de crecimiento econémico serd un parteaguas para asegurar un futuro sostenible
(Sahagun, 2021). Ademas de lograr la autosuficiencia alimentaria con la capacidad de producir de
forma independiente los alimentos que consume la poblacién sin la ayuda de insumos externos
para lograr la soberania alimentaria, haciendo caso a la FAO en relacion con el fomento de la
agricultura familiar y comunitaria. Haciendo referencia al concepto de estrategia se define como

una manera de resolver problemas actuales con el fin de alcanzar un objetivo.

Las estrategias son disefiadas para el futuro con el fin de efectuar cambios positivos, en base a todo
lo anteriormente mencionado, se propone una estrategia utilizando el recurso genético para
pequefias comunidades rurales en donde se les brindara la capacitacion, adecuada para el cultivo
de Hericium erinaceus ademas de ideas y recetas para la trasformacion de la materia prima en
productos innovadores y de impacto y asi contribuir en su desarrollo personal y profesional, al
igual de promover la investigacion biotecnologica como parte de la formacion profesional de la

poblacion en general.
Obijetivos

e Fomentar el cultivo de Hericium erinaceus en las comunidades rurales de México.

e Mejorar la calidad de vida de los habitantes al incorporar alimentos con alto valor nutricional
y funcional.

e Elaborar productos innovadores a partir del hongo comestible Hericium erinaceus que generen
impacto dentro y fuera de las comunidades rurales.

e Brindar un progreso y bienestar en las comunidades rurales al impulsar el desarrollo

tecnoldgico como parte del biotecnocapitalismo.
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Principales actores de la estrategia:

Productores de subproductos agricolas como maiz, trigo, pajas, etc. Para uso como substrato
en el cultivo de hongos.

Recolectores de hongos silvestres para autoconsumo y venta en mercados.

Expertos en todo lo relacionado con el cultivo, cosecha y aprovechamiento de hongos
comestibles para la trasferencia de tecnologia a las comunidades.

Expertos en todo el sistema de produccion de hongos comestibles, funcionales y medicinales,
desde el cultivo, cosecha, venta, distribucion. y aprovechamiento de la generacion de una
innovacion y trasferencia a las comunidades rurales del pais de una tecnologia para el cultivo
de Hericium para autoconsumo, a pequefia y gran escala.

Las instituciones de investigacion y organizaciones, tal es el caso del Centro de Biotecnologia
de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM) del Colegio de
Postgraduados, Campus Puebla, que ofertan sus productos y servicios para la capacitacion
adecuada de la siembra, cosecha y manejo postcosecha de hongos comestibles funcionales y
medicinales.

Estancias gubernamentales que brindan apoyos técnicos, financieros y administrativos al
publico en general.

Industrias del sector alimentario, farmacéutico, centros comerciales, mercados, etc.
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