UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Cultivo de Lentinus crinitus (L.) Fr
sobre residuos agroindustriales y
evaluacion de la bioactividad de sus
extractos

Lina Rocio Davila Giraldo

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogota, Colombia
2017



Cultivo de Lentinus crinitus (L.) Fr
sobre residuos agroindustriales y
evaluacion de la bioactividad de sus
extractos

Lina Rocio Davila Giraldo

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Cienciay Tecnhologia de Alimentos

Director:
Ph.D. Walter Murillo Arango
Codirector:
Ph.D. Héctor Suarez Mahecha

Linea de Investigacion:
Sustancia bioactivas para aplicaciones agricolas, farmacéuticas, cosméticas y
Nutricionales
Grupo de Investigacion:

Grupo de Investigacion en Quimica de Productos Naturales- GIPRONUT

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogot4, Colombia
2017



A mis padres, hermanos y amigos



Agradecimientos

A Dios, fuente de energia, sabiduria y amor.

A mis padres, por su dedicacion, motivacién y apoyo incondicional. A mi madre, cuyo vivir
y amor me ha mostrado que para buscar el verdadero camino es necesario la fortaleza

para aceptar las dificultades y derrotar los miedos.

A mis hermanos, Ana maria y Alvaro Alexander, por su paciencia y ayuda en esta travesia

y que, de forma incondicional entendieron mis ausencias y malos ratos.
A Yenny Alexandra, por ser la luz en mi camino.

Al profesor John Jairo Méndez, por su amistad, tiempo y vision critica para mi formacion

profesional y humana.

Al Profesor Walter Murillo Arango, quien ha confiado en mi palabra y ha fortalecido los

conocimientos necesarios para investigar.

Al Profesor Héctor Suarez Mahecha por su apoyo incondicional en la busqueda del

conocimiento.

Al profesor Gian Carlos, por ser la luz y la fortaleza en este trasegar de la investigacion.

Por su sincera amistad y las buenas risas.

A la Profesora Elizabeth Murillo por ensefiarme el significado de la dedicacién, respeto y

el valor de la amistad.

Al Profesor Gerardo Robledo por ensefiarme el gran misterio de los hongos poliporos. Por

su sinceridad, confianza, apoyo y amistad.

A mis amigos fangicos Cristian Zambrano, Daniela Varén y Xiomara quienes con su carifio,

amor y paciencia me ayudaron a construir estos suefios esporadicos y fungicos.



A Nathalie Guarnizo y Diego Oliveros, por ser incondicionales, visibles y cercanos.

A los integrantes del grupo de investigacion en Productos Naturales GIPRONUT vy al
Laboratorio de Servicios de Extension LASEREX: Laura, Camila Olaya, Jennifer, Camila,
Yalile, Edgar Villanueva, Adriana, Diana, Luis oveimar por la compafiia, calidad humana,

comentarios y cooperacion en las actividades de laboratorio.

A la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia por la
financiacion del proyecto a través de la convocatoria No 1: “Apoyo a la financiacion de
proyectos para fortalecer y consolidar programas de doctorado y maestria de la Facultad

de Ciencias Agrarias de la sede Bogota”.

A la beca otorgada por el Proyecto Formacién de Talento Humano de Alto Nivel,
convocatoria N°2 Maestrias, doctorados y posdoctorados 2014, por darme la oportunidad

de realizar mis estudios.

Gracias a todos, los que se asomaron a mi vida para hacerme compariia con sus palabras,

sonrisas de animo y consejos de vida.



Resumen y Abstract \

Resumen

Para reciclar los residuos agroindustriales generados de diversas actividades, una
alternativa es el empleo de hongos de pudricidon blanca como Lentinus crinitus (L.) Fr, el
cual no es comercialmente cultivado, dado que es una especie silvestre y por ende poco
se conoce sobre su valor nutricional, propiedades bioldgicas y potencial bioactivo. Este
desconocimiento llevd a realizar bioprospeccién de basidiomas colectados de L. crinitus,
asi como el aislamiento de micelio para su cultivo mediante fermentacién sélida (FES) y
liquida (FEL), con el fin de obtener biomasa micelial para la evaluacion de la produccion
de compuestos bioactivos como polisacaridos totales, B-glucanos, asi como pruebas
antimicrobianas y efecto prebiotico de extractos acuosos. La evaluacién preliminar del
crecimiento micelial de L. crinitus sobre sustratos agroindustriales evaluados evidencié que
su crecimiento se ve afectado por la relacion C/N. El micelio obtenido por FEL, basidiomas
y residuos agotados mediante FES, mostraron un contenido de proteina entre 10.77-
14.42% y de B-glucanos entre 9-67 %, los cuales dependieron del tratamiento utilizado.
Extractos acuosos obtenidos mediante FEL y de basidiomas colectados generaron una
estimulacion en el crecimiento de Lactobacillus paracasei de 68.56-54.29%,
respectivamente, asi como un efecto inhibitorio de bacterias patbgenas como Salmonella
typhimurium y Escherichia coli. Estos avances resultan ser prometedores para la utilizacion
de metabolitos de hongos con fines médicos y agricolas, el cultivo de dicho hongo para la
generacién de alimentos funcionales y como alternativa para darle valor agregado a

residuos agroindustriales.

Palabras clave: Basidiomicetos, Fermentacion, Residuos agroindustriales, B-glucanos,

Prebidticos, Actividad antimicrobiana
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Abstract

To recycle agro-industrial waste generated from various activities, an alternative is the use
of white rot fungi as Lentinus crinitus (L.) Fr, which is not comercially grown, because it is
a wild species and therefore little is known about its nutritional value, biological properties
and bioactive potential. This lack of knowledge led to preliminary tests of biological activities
with basidiomes collected from L. crinitus, as well as the isolation of mycelium for Solid-
State (SSF) and Sumerged Liquid Fermentation (SLF), in order to obtain mycelial biomass
for the evaluation of the production of bioactive compounds as total polysaccharides, -
glucans, antimicrobial activity and prebiotic effect. The preliminary evaluation of L. crinitus
mycelial growth on agro-industrial substrates evaluated showed that their growth is affected
by the C/N ratio. The mycelium obtained by SLF, basidiomes and spent mushroom
substrates by SSF, showed a protein content between 10.77-14.42% and B-glucans
between 9-67%, which depended on the treatment used. Aqueous extracts obtained by
SLF and basidiomas generated a growth stimulation of L. paracasei of 68.56-54.29%,
respectively; and an inhibitory effect of pathogenic bacteria such as Salmonella
typhimurium and Escherichia coli. These advances are promising for the use of fungus
metabolites for medical and agricultural purposes, the cultivation of this fungus for the

generation of functional foods and as an alternative to add value to agro-industrial residues.

Key words: Basidiomycetes, Fermentation, Agro-industrial waste, B-glucans, Prebiotics,

Antimicrobial activity.
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Introduccioén

El cultivo de macromicetos es una industria biotecnoldgica en continuo proceso de
expansion y que va cobrando mayor importancia en el ambito econdmico de muchos
paises como alternativa para la produccién de una variedad de aromas, pigmentos,
antibiéticos, suplementos y compuestos de interés para el sector industrial y como fuente
alimenticia dado a su valor nutricional (alto valor proteico, la concentracion de vitaminas,
minerales, fibra dietética, bajos niveles de sodio y grasas insaturadas) (Feeney & Miller,
2014; Heleno et al., 2015). Por lo tanto, los macromicetos se reconocen como fabricas
celulares que producen una gran diversidad de compuestos bioactivos, producto de su

metabolismo primario y secundario (Liu, 2007).

Dentro del metabolismo secundario fingico, se reportan una gran variedad de compuestos
tales como policétidos, terpenoides y compuestos heterociclicos, que presentan diversas
acciones con potencial uso dado a su actividad antibiética, anticancerigena, antifingica,
asi como propiedades inmunosupresoras (Schuffler & Anke, 2009). Un hecho interesante
indica que la mayoria de metabolitos secundarios aislados de macromicetos han
presentado caracteristicas quimicas similares a ciertos farmacos o actllan basados en su
accion farmacoldgica, por lo tanto pueden convertirse en una importante biblioteca de
compuestos naturales para el descubrimiento de nuevos medicamentos contra bacterias y
hongos patégenos (J. Zhong & Hui, 2009), que constituye una amenaza creciente para la

salud publica y la seguridad alimentaria (FAO, 2010).

Los polisacaridos aunque no provienen del metabolismo secundario de hongos, son
considerados como compuestos activos y promisorios, para los cuales se ha demostrado
actividad antitumoral, antimicrobiana y antioxidante (W. T. Chou, Sheih, & Fang, 2013).
Estos compuestos son uno de los mayores componentes de la pared celular fungica y su
contenido en diversos hongos va del 35 a 70% en materia seca (Cheung, 2013). Muchos

de los carbohidratos de macromicetos son carbohidratos no digestibles incluyendo la
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trehalosa y componentes de la pared celular como quitina, mananos y B-glucanos
(Cheung, 2013). Estos ultimos compuestos se postulan como una nueva fuente de fibra 'y
se consideran como seguros para ser adicionados en una amplia gama de productos
alimenticios para el fomento de la salud (FDA, 2011), cuya ingesta en las cantidades
adecuadas podria ayudar a prevenir enfermedades cardiovasculares u otras

enfermedades como diabetes, cancer y obesidad (Cohen, Persky, & Hadar, 2002).

Estos compuestos provenientes del metabolismo primario y secundario de los
macromicetos pueden ser obtenidos por procesos biotecnolégicos como fermentacion en
estado liquido (FEL) y sélido (FES), para lo cual se usan residuos lignocelulésicos producto
de las actividades del sector agroindustrial (Espinosa-Ortiz, Rene, Pakshirajan, van
Hullebusch, & Lens, 2015). Los sustratos lignocelulésicos agotados después del
crecimiento fungico mediante FES son ademas otro de los productos de valor agregado,
gue puede ser usados en generacion de abonos organicos, acondicionares de suelos y
produccion de humus que reducen el impacto negativo y promueven el uso racional de los
residuos (Cohen et al., 2002). Se ha comprobado que el producto de la biodegradacién de
diversos residuos por parte de hongos comestibles muestran altos porcentajes de
nutrientes primarios (N, P y K) Utiles para ser aprovechados como fertilizantes (Fontalvo,
Cérdoba, Gil, & Romero, 2013). Esto mitiga en parte, la problematica de uso de fertilizantes
guimicos, los cuales generan la compactacion del suelo y limitan el crecimiento de raices,
un drenaje deficiente y erosioén, conllevando a la disminucion de la absorcion de nutrientes
y agua por parte de las plantas, e incrementando los gases de efecto invernadero y la

contaminacion de los cuerpos de agua (Massah & Azadegan, 2016).

Si bien las investigaciones realizadas sobre el potencial bioactivo de macromicetos se han
incrementado durante los Gltimos afios, los mismos se han centrado en hongos de mayor
consumo y comercio dejando de lado aquellos menos conocidos y que podrian
posicionarse como materia prima para la generacion de nuevos productos. Esto se debe
en gran parte, porque en Colombia, las exploraciones micologicas se han desarrollado en
bosques montanos y la mayoria de registros corresponden a unos pocos departamentos
de la region Andina (Franco-Molano & Uribe, 2000). Para el Tolima existen pocos registros
citados en la literatura, los cuales hacen parte de unas escasas zonas de este
departamento. Este hecho permite predecir que para lbagué, Tolima los inventarios son
pocos; problema generado por las pocas exploraciones realizadas y desconocimiento total

de este reino. Este poco conocimiento de la micobiota en esta region se suma a la falta de
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herramientas biotecnoldgicas para su cultivo y conservacion in vitro, que permitan la
creacion de bancos de germoplasma con el fin de mantener la diversidad genética de
macromicetos en cualquiera de sus formas reproductivas (esporas, micelio o basidiomas)
y asi, optimizar los recursos genéticos para la identificacién de compuestos bioactivos con
aplicaciones biolégicas, que ayuden a solucionar problemas de seguridad alimentaria y

relacionados con enfermedades cronicas no trasmisibles (Gargano et al., 2017) .

Tal podria ser el caso Lentinus crinitus, un hongo silvestre del Tolima, cuyo potencial
nutricional y acciones biolégicas antimicrobianas podrian sentar las bases para la
extraccién de nuevos componentes bioactivos, generacion de productos funcionales vy
componentes de interés alimentario. Por lo tanto, este documento presenta una revision
sobre generalidades bioldgicas de los macromicetos, su cultivo y diferentes técnicas
biotecnol6gicas para la obtenciébn de compuestos bioactivos para diferentes usos,
haciendo énfasis en la aplicacion de polisacaridos, especificamente de tipo B-glucano en
la industria de alimentos, asi como los resultados de investigacion sobre la bioprospreccion
de basidiomas y micelio de L. crinitus; y su cultivo mediante fermentacion en estado liquido
(FEL) y solida (FES) utilizando residuos agroindustriales con miras en obtener diferentes
productos de valor agregado como obtencion de polisacéridos con actividad antimicrobiana
y su efecto prebiético. Ademas, del andlisis del potencial uso de los residuos

agroindustriales agotados, como mejoradores de suelos o como fuente de alimento animal.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Cultivar Lentinus crinitus (L.) Fr sobre residuos agroindustriales y evaluar la bioactividad

de sus extractos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los residuos agroindustriales del Tolima como sustratos para el crecimiento
de Lentinus crinitus (L.) Fr.

2. Determinar las caracteristicas bromatoldgicas de los basidiomas y micelio obtenido
de L. crinitus cultivado sobre residuos agroindustriales.

3. Cuantificar el contenido de polisacaridos (B-glucanos) en los basidiomas y micelio
obtenido de L. crinitus cultivado sobre residuos agroindustriales.

4. Evaluar la actividad antimicrobiana y el efecto prebi6tico del extracto crudo de los
basidiomas y del micelio obtenido de L. crinitus cultivado sobre residuos

agroindustriales.



1.Cultivo de Macromicetos para Ila
producciéon de compuestos bioactivos y
otros productos de alto valor agregado:

Revision

1.1 Introduccién

La bioconversién de residuos lignoceluldsicos por parte del cultivo de hongos comestibles,
es uno de los procesos mas viables economicamente dado a que los residuos y sus
derivados pueden transformarse en productos de alto valor agregado (Lin et al., 2016;
Nadhim, Ali, Salahuddin, & Al-saeedi, 2017). Dentro de estos productos de valor agregado
se destacan la obtencién de basidiomas o setas, las cuales presentan altos valores
nutricionales representados por el alto contenido de proteinas, vitaminas, minerales, fibra
dietaria y bajos niveles de sodio y grasas insaturadas, considerando el cultivo de setas
como una fuente barata de alimento generadas en un corto tiempo, a bajo costo y en areas
reducidas (Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar, & Gutiérrez-Uribe, 2017). Ademas, estas
caracteristicas nutricionales de los basidiomas junto con diversas propiedades medicinales
comprobadas como efectos analgésicos, antiinflamatorios, antivirales, hipoglucemiantes,
antioxidantes, antitumorales, antimicrobianas e inmunomoduladores, convierten a los
macromicetos en excelentes nutracéticos, los cuales aparte de nutrir generan beneficios a
la salud (Roncero-ramos & Delgado-andrade, 2017). Estos efectos multifuncionales son
producto de compuestos bioactivos presentes en los basidiomas o micelio de
macromicetos, los cuales dependen principalmente a las formas de nutricién y las
condiciones fisicas donde se desarrollan, postuldndolos como una fuente de metabolitos

bioactivos para diferentes usos (J. Zhong & Hui, 2009). Por lo tanto, en este capitulo se
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presenta una revision a partir de informacién recolectada en diferentes bases de datos,
sobre generalidades biologicas de los macromicetos, técnicas para su cultivo y diferentes
herramientas biotecnoldgicas para la obtencién de compuestos bioactivos para diferentes
usos, haciendo énfasis en la aplicacion de polisacaridos (B-glucanos) en la industria de
alimentos. Para realizar la basqueda, se utilizaron los descriptores como: “Beta-glucans of
fungi”, “Glucans of mushrooms”, “Fiber dietary of mushrooms” , “Polysaccharide of fungi”,
“Culture liquid mushrooms”, “Solid-state fermentation mushrooms”, “Metabolite
mushrooms”, “mushrooms waste”, “Spent mushroom” en diferentes bases de datos
electronicas como American Chemical Society, E-Libro Catedra, Jstor-Journal Storage,
Medline, Nature, Pubmed, Redalyc, Scielo, Science Direct, Springer Journal, Google

Patent, Patentscope, Wiley Online Library, Scopus y Web of Science.

1.2 El reino Fungi: “Los Macromicetos”

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza y estan presentes en todos los
ecosistemas, en las aguas, en el suelo, en el aire, en los prados y en los bosques (Furci,
2007), siendo el segundo grupo de organismos mas diverso después de los insectos, con
aproximadamente 1.5 millones de especies, de los cuales sélo se conoce el 4.5% (Mueller
et al., 2006). Antiguamente se consideraban parte del reino vegetal pero ya hace mas de
treinta afios se reconocen como un reino independiente formando el llamado Reino Fungi
0 Reino de los hongos segun la clasificacion de los seres vivos creada por Whittaker
(1969). A nivel celular, los hongos presentan caracteristicas morfologicas y funcionales,
gue los diferencia de los demas organismos (Robledo, 2015; Webster & Weber, 2007),
tales como: contener ergosterol en sus membranas celulares, presentar paredes celulares
compuestas de quitina, un grado de organizacion celular diferente al de plantas y animales,
carecer de clorofila, su reproduccion considera etapas sexuales o asexuales, almacenan
su energia en forma de trehalosa y glucégeno (Moore, Robson, & Trinci, 2011). Las
caracteristicas morfologicas y las estrategias ecolégicas presentes en este reino han
delimitado los esfuerzos para deducir sus relaciones filogenéticas (McLaughlin, Hibbett,
Lutzoni, Spatafora, & Vilgalys, 2009);en especial, porque tradicionalmente las especies de
hongos han sido separadas en funcion de la morfologia. Sin embargo, este enfoque no

suele distinguir entre homologias y analogias y por tanto, las técnicas moleculares han
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permitido generar arboles filogenéticos para la clasificacion, con una comparacién mas
objetiva de los taxones (Hibbett et al., 2007).

Esta transicion de taxonomia basada en morfologia a una taxonomia basada en biologia
molecular se ha apoyado con el desarrollo de nuevos métodos estadisticos y nuevos
avances de la tecnologia computacional que han permitido construir su posible evolucion
(Yang, 2011). Dado a estos avances, existen diversas propuestas de clasificacion, cada
una de ellas siendo una hipétesis sistemética (Robledo, 2015). Por ejemplo, la realizada
por Hibbett et al., 2007, la cual acepta un reino, un subreino, siete filos, diez subfilos, 35
clases, 129 subclases, 129 6rdenes. Esta clasificacion de los hongos, utilizando las
técnicas moleculares ha permitido una estimacién mayor de 5.1 millones de especies,

comparadas con las estimaciones hechas por Hawksworth, 1991 (Blackwell, 2011).

Existe una clasificaciébn sencilla de los hongos que los agrupa en micromicetos y
macromicetos, de acuerdo con la presencia o ausencia de cuerpos fructiferos grandes que
constituyen lo que comUnmente se conoce como hongo, pero en realidad, solo es
considerada la parte reproductiva del hongo (Veladsquez, Saldarriaga, Garcia, & Pineda,
1998). Cuando esta estructura reproductiva es visible a simple vista, se habla de hongos
macroscopicos, macrohongos 0 macromicetos y su generacion obedece a ciertas
temporadas y caracteristicas ambientales. Este cuerpo fructifero es denominado
ascocarpo o basidiocarpo respectivamente para Basidiomicetes y Ascomycetes, 0 de una
manera general como esporocarpo, seta o cuerpo reproductivo (Mueller et al., 2006).
Muchos de los cuerpos fructiferos de los hongos que se colectan en la naturaleza pueden
ser divididos en tres partes (pileo, himenio y estipite) (Figura 1-1); sin embargo algunas de
esas partes podria no estar presente, o bien tratarse de cuerpos fructiferos totalmente
diferentes, esto dependiendo del grupo de hongos que se haya recolectado. La otra parte
del hongo se encuentra en el sustrato como filamentos o hifas, que forman una red o
micelio (Furci, 2007), siendo este micelio el verdadero “cuerpo” del organismo con una

apariencia algodonosa o afelpada de color blanquecino y de forma radial (Robledo, 2015).
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Figura 1-1: Partes generales de un hongo superior *

J ¥
‘%—3\”‘{/:‘.’-’

Fuente: Autor

1.2.1 Los basidiomicetes y ascomicetos

Los hongos superiores, con micelio tabicado y esporas asexuales exdgenas, se clasifican
en dos grupos, Ascomycetes y Basidiomycetes, sobre la base de sus desarrollo sexual;
después de la formacion del zigoto en estos hongos, hay inmediatamente una division
meidtica seguida de la formacion de cuatro u ocho esporas sexuales haploides que nacen

dentro o sobre estructuras conocidas como ascas o basidios, respectivamente para cada

1 El pileo (p) o también llamado sombrero se ha abierto completamente y muestra, en la
cara inferior, sus lamelas tipicas (l); el velo parcial (v) se ha roto y solo queda de él un
anillo (a), pegado en su tercio superior a un largo pie o estipite (e), y en parte basal del

estipite, unida la volva (v).
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grupo (Roger Y. Stanier, 2005). Los basidiomicetos forman un grupo de hongos muy
grande y diverso que se caracteriza porque produce esporas sexuales en cuerpos
fructiferos llamados basidiocarpos, también conocidos como basidiomatas o basidiomas
(del griego basidion=base pequefia, basidio + karpos=fruto), el cual porta estructuras
especializadas conocidas como basidios (Sanchez & Royse, 2001). “La mayoria de estos
hongos produce un micelio bien desarrollado, con septos simples o doliporo, dependiendo
del orden taxonémico. Usualmente es blanco, amarillo brillante o naranja, y a menudo se
dispersa hacia el frente, creciendo en forma de abanico, puede entretejerse formando
estructuras parecidas a cuerdas o raices llamadas rizomorfos, resistentes a condiciones
adversas como la falta de nutrientes o la humedad. En este grupo se incluyen royas y
carbones causantes de enfermedades en plantas cultivadas que llegan a destruir las
cosechas de un gran nimero de ellas. Parasitos de arboles forestales como las especies
del género Ganoderma, destructores de la madera y las setas, en donde se encuentran las
formas que cominmente conocemos como hongos comestibles” (Sanchez & Royse, 2001;
Webster & Weber, 2007).

El ciclo de vida de un basidiomiceto involucra diferentes procesos (Figura 1-2): “El
basidioma (1), es el lugar donde se desarrolla el himenio, cubriendo la superficie de tubos
o lamelas, segun sea el caso (2). Es en el himenio donde se formaran los basidios que
daran origen a las basidioesporas. Los nucleos de una hifa terminal (3) van a sufrir
cariogamia, es decir que se van a fusionar (4). Posteriormente por el proceso de meiosis
se originaran 4 nucleos de distinta polaridad, que seran los nlcleos de las 4 esporas (5-6).
El basidio empieza a formar los esterigmas (7) por donde migran los ndcleos a las
basidioesporas cuando estas empiecen a formarse (8). Cuando las basidioesporas estan
maduras (9) son liberadas por los poros o lamelas y dispersadas por el viento. Cuando
llegan al sustrato y las condiciones de humedad y temperatura son adecuadas germinan
(10) generando una hifa que posteriormente desarrolla un micelio. Este micelio
monocariético (mono=uno, caribn=nucleo), llamado haploide, crece y se desarrolla
degradando el sustrato (11). Pero en esta condicion no puede fructificar. Las hifas del
micelio monocaridtico necesitan fusionarse con hifas de otro micelio monocariético para
generar un micelio dicariético (di=dos, carién=nucleo) llamado diploide (12). No cualquier
par de micelio monocarioticos puede fusionarse, solo puede hacerlo aquellas que tengan
distinta polaridad y que sean compatibles. Es decir que sus cargas genéticas tienen que

ser compatibles para la union. El micelio dicariético, se desarrolla, crece y cuando se
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encuentra en condiciones necesarias (humedad, temperatura) desarrolla un basidioma.
Este tipo de basidioma que produce esporas por division sexual se dice que es el estado

perfecto de hongo o Telomorfo” Robledo, 2015

Figura 1-2: Ciclo de vida esquemético de un basidiomiceto

Tomado de Robledo, 2015.

Los ascomicetos crecen facilmente en cultivos y cubren un amplio rango en el modo de
vida, los hay saprobios, simbiontes, parasitos o patdégenos. Producen ascosporas en el
estado teleomoérfico y conidios en el anamoérfico. Se suele llamar moniliaceos a los mohos
con conidios hialinos y dematiaceos si tienen conidios o micelio oscuro. Los ascomicetos
son el grupo de hongos que retne el mayor nimero de especies, con 3.409 géneros y
32.739 especies. Entre los ascomicetos se encuentras las levaduras, mohos negros y
verdes azulados, las colmenillas y las trufas. Estas ultimas son muy apreciadas dado a su
intenso sabor y constituyen uno de los productos biol6gicos mas costosos del mundo. La
reproduccién sexual en los ascomicetos implica la formacion de un asco (pequefia bolsa o
saco). Segun la especie, la formacién de ascos estd precedida por la fusién de

gametangios o hifas no especializadas provenientes de cepas con apareamiento
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complementario. Los nucleos se disponen en pares, dicariones, que se dividen en forma
sincronica a medida que crece la hifa. Finalmente, algunos ndcleos se fusionan, esta es la
Unica etapa verdaderamente diploide del ciclo de vida. Los nucleos diploides de inmediato
experimentan meiosis y producen cuatro nucleos haploides que luego, se dividen por
mitosis y originan ocho nucleos haploides. Cada uno de estos nulcleos se rodea de una
pared rigida y forma un ascocarpo, con ocho ascosporas (Figura 1-3)” (Curtis & Barnes,
2001).

Figura 1-3: Formacion de ascos, en ascomicetos.
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Fuente: Autor

1.3 Cultivo de macromicetos

Los hongos silvestres comestibles han sido colectados y consumidos por el ser humano
durante millones de afios para la alimentacibn como para el tratamiento de diferentes
enfermedades, siendo los paises asiaticos los mayores productores y consumidores mas
habituales (S. Wasser, 2003). Durante los ultimos afios y dado a la comprobacion de
diversas actividades biologicas exhibidas por el metabolismo secundario y primario de

macromicetos, se ha intensificado a nivel mundial no solo el cultivo, sino el consumo de
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este tipo de hongos, el estudio de sus bioactivos y la actividad comercial relacionada con
los suplementos dietéticos, y con los demas productos que son “simplemente algo mas
que un alimento” (S. P. Wasser, Sokolov, Reshetnikov, & Timor-Tismenetsky, 2000); o

también llamados “Alimentos funcionales”.

La Investigacién y Desarrollo (1+D), en términos de mercado de macromicetos se proyecta
con una cifra de $50.034.12 millones para el 2019, siendo los paises asiaticos como Japén
y china los mayores productores (Markets, 1AD). Este crecimiento esta relacionado con la
reciente aplicacion de técnicas modernas sobre la extraccidén, purificacion y la
comprobacion cientificamente de las propiedades funcionales de los macromicetos. Sin
embargo, el cultivo de hongos en Iberoamérica es una actividad tecnoldgica y econdémica

con menos de un siglo, y en algunos paises no se ha establecido (Suarez & Nieto, 2013).

Esta situacién actual, regida por una economia globalizada, que exige innovaciéon en las
actividades productivas y que plantea la busqueda de alimentos mas sanos y la existencia
de consumidores mas informados, presenta una oportunidad para obtener diferentes
beneficios en la produccién y conservacion de la micota silvestre de una regién. Sin
embargo, dado a los esfuerzos en ciencia y tecnologia de hongos comestibles o con un
posible potencial, la produccion alcanzada en Latinoamérica es reducida si se compara
con las logradas por otras regiones del mundo como Asia, Europa y EE. UU (Andrade
Gallegos & Mata, 2012); donde su produccién fue de 2.6 millones de toneladas para el afio
2000 e incrementando en 30.8% para el 2007 (FAO, 2008). No obstante, estas cifras
corresponden a la produccidon de especies comerciales como Agaricus bisporus (J.E.
Lange) Imbach, Lentinula edodes (Berk.) Pegler y Pleurotus sp que representan mas o
menos el 75% de especies cultivadas del mundo(R. Chang, 1996) y donde el 5%
corresponde a otros 200 géneros, con 1.200 especies, las cuales son comestibles y
medicinales en 85 paises (Boa, 2005a). Sin embargo, estos datos difieren de un pais a
otro, dado a las diferencias culturales y tradicionales, pues el niumero de especies

consumidas es solo una pequefia fraccion de todas las especies disponibles.

Dentro de los macromicetos de mayor consumo Yy distribucién en el mundo se encuentran
hongos como: Ganoderma lucidum (Lingzhi), especies de Cordyceps, Lentinula edodes
(Shitake), Piptoporus betulins (Birch polypore), Innotes obliquus (chaga) y especies de

Agaricus (Champifion) (Masé & Ahg, n.d.; S. P. Wasser et al., 2000). Sin embargo, el G.
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lucidum es el hongo més conocido y popular en la medicina tradicional China, considerado
como el hongo de la inmortalidad y sus productos son vendidos como suplementos
dietéticos y su impacto en la economia mundial radica en unos 2.5 millones de ddlares

anuales (Bishop et al., 2015).

Existe un gran numero de productos de este y otros hongos que se encuentran disponibles
y que varian tanto en el procesado, método de extraccion asi como del modo de circulacion
en el mercado como ténicos, pildoras o polvos (Zhou et al., 2007). Por ejemplo G. lucidum
es adicionado al té verde con el objetivo de promover los efectos anticancerigenos sobre
las células proliferativas (Thyagarajan, Zhu, & Sliva, 2007). Ademas los B-glucanos
extraidos de esta misma especie, se consideran como seguros mediante una notificacion
GRAS, y se ha adicionado en una gran variedad de alimentos desde frutas hasta sopas
(FDA, 2011). Otro ejemplo, es la produccién de cultivos artificiales de especies de
Cordyceps, para generar diversos productos del micelio y del cuerpo fructifero (Chiang,
Liang, Wang, & Liang, 2017; Suh et al., 2017). Este hongo se ha utilizado en el oriente,
para tratar enfermedades del rifién, pulmon y corazén, para la disfuncién sexual masculina
y femenina, y para aliviar el dolor y los sintomas de tuberculosis y hemorroides; ademas
para promover la longevidad y salud en general (Holliday, Matt claver, & Wasser, 2005).

Otro hongo, de gran importancia es el Shitake (Lentinus edodes). Este hongo, es el
segundo mas producido en el mundo, y existe un gran nimero de investigaciones, donde
destacan los efectos inmonomoduladores producto de un polisacarido denominado
Lentinano que permite prolongar la expectativa de vida de los pacientes con cancer y
mejorar su calidad de vida (Rop, Micek, & Jurikova, 2009) asi como el reporte del contenido
de B-glucanos (Zhuang et al., 2017) y su valor nutricional y antioxidante (Roncero-Ramos,

Mendiola-Lanao, Pérez-Clavijo, & Delgado-Andrade, 2017).

1.3.1 Cultivo de macromicetos en Colombia

En Colombia el cultivo de hongos comestibles comenzé en 1950, con la produccion de
champifién, Agaricus bisporus en Cundimarca, en el Municipio de Cajica, cerca de Bogota,
por el aleman Alfredo Beck, quien trajo el inoculo al pais y afios mas tarde, diversifico la
produccion con el cultivo de Shittake (Lentinus edodes) con el fin de producir micofarina
gue se vende actualmente en el mercado (Reina, 2003). Hasta mediados de la década de

los 1970s, la mayor parte del champifion consumido en Colombia era importado, hecho
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gue generd interés por la produccion local de champifiones, surgiendo pequefios

cultivadores locales (Chavez & Metodologia, 2010). Desde 1975 hasta 2002, la produccién

de champifiones increment6 de 180 hasta 4.050 toneladas anuales, respectivamente,

generando un consumo per capita de 0.22 kg por afio (Boa, 2005a). Estos sucesos

aumentaron la produccién masiva de macromicetos y creacion de empresas las cuales,

actualmente se dedican a un gran ndmero de productos derivados y la utilizacién de

diversos residuos industriales (Tabla 1-1). Sin embargo, la produccién y la diversidad de

hongos cultivados no se comparan con el mercado europeo, asiatico y norte americano.

Esta falta de informacion sobre el aprovechamiento de los recursos genéticos fungicos que

tiene Colombia, genera un campo poco explorado y a la vez, una alternativa de

alimentacion a bajo costo y nuevos productos para el mercado.

Tabla 1-1: Algunas empresas de Colombia, dedicadas a la produccion de hongos

comestibles y productos derivados

Empresa

Productos

Setas de la sabana

Conserva y antipastos de Orellanas, Shiitake, enokii y
Eryngii.

Setas Colombianas S.A

Produccién de champifién blanco, portobello, crimini,

oyster y shiitake.

Setas de Cuiva

Champifién fresco y en conserva

Setas doradas

Champifién blanco, portobello, crimini fresco y en

conserva

Setas Colombia

Produccién de setas comestibles, los cuales involucran a

las poblaciones en situacion de pobreza en la cadena

productiva.
o Cultivo de Ganoderma lucidum y otras especies de
Cenicafé _
hongos comestibles
Suplementos dietarios: Ganocafé, Ganochocolate,
Gano excel

capsulas y otros productos de Ganoderma lucidum

One colombia

Café con Grifola frondosa, Ganoderma lucidum,

Cordyceps sinensis.

Ganoderma in Colombia

Distribuidores de capsulas de Ganoderma lucidum
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Cultivo de hongos Orellana, hongos Ganoderma lucidum y
Juan Valdez o
abonos organicos.

1.4 Aislamiento y mantenimiento de cepas

Existen diferentes metodologias propuestas para el aislamiento de cepas de hongos
silvestres. Una cepa es equivalente al micelio y es considerado como un organismo que
mantiene constante su pureza genética y fisiolégica, y del cual se pueden obtener muchas
replicas (Trujillo, 2004). Se destaca el aislamiento por medio de: tejido, esporas, sustratos
invadidos con micelio, agregaciones miceliales vegetativas tales como rizomorfos,
cordones miceliales, esclerotios y vainas ectomicorrizicas (Ainsworth, 1995). Sin embargo,
el aislamiento vegetativo y multiesporico, son los mas usados. Algunas de estas
metodologias, involucran la previa desinfeccion con el fin de obtener cultivos puros, ya que
al colectar cuerpos fructiferos en campo, estos vienen contaminados de otros
microorganismos, especialmente de bacterias que se desarrollan con mayor rapidez en el
medio, inhibiendo el desarrollo del hongo (R. Rios & Ruiz, 1993). La aplicacion de estas
técnicas, permite la disposicién del micelio en cualquier época del afio, lo cual facilita su
manejo y aplicacion (Reyes & Campos, 2013). Antes de realizar el aislamiento del micelio,
se debe tener preparado los medios de cultivo, sobre los cuales se sembraran las esporas,
el tejido o una agregacion micelial. Estos medios, les proporcionan a los hongos, los
nutrimentos necesarios para su desarrollo. Los medios mas empleado son el Agar papa
Dextrosa (PDA), Agar con Extracto de malta (EMA) y el Agar Saboraud (AS). Sin embargo
se han planteado otros tipos de medios de cultivo alternativos, los cuales resultan mas
efectivos para su crecimiento (Arana gabriel, Burrola aguilar, Garibay orijel, & Franco

maass, 2014; M. Rios, Hoyos, & Mosquera, 2010).

El aislamiento por tejido es una de las formas mas simples de obtener una cepa y el
resultado es una copia idéntica del hongo del cual se ha obtenido el tejido (Gaitan-
Hernandez, Salmones, Perez Melo, & Mata, 2006). El aislamiento por tejido puede
realizarse de diversas maneras. Se realiza un corte longitudinal del cuerpo fructifero, se
toma la parte del contexto (Figura 1-4) del hongo, y dado a que este no esta expuesto al
ambiente, se puede sembrar directamente a un medio de cultivo, en condiciones asépticas

(Gregory M. Mueller, Bills, & Foster, 2004). Otra manera, consiste en tomar alguna parte
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del tejido del cuerpo fructifero y desinfectar con hipoclorito de sodio al 5%, alcohol etilico
al 70% y agua destilada estéril (Chaparro, Rosas, & Varela, 2009), y sembrar dicho tejido
desinfectado en un medio solido o en una camara humeda (Gilchrist et al., 2005). El
aislamiento multiespérico consiste en aislar esporas del propio hongo y suspenderlas en
una solucion para ser adicionadas en cajas de Petri con los medios de cultivo (Truijillo,
2004). Las esporas se obtienen realizando un mapa esporadico (Figura 1-4), el cual se
obtiene colocando el sombrero (pileo) hacia abajo, sobre un papel blanco estéril, por un
tiempo de 6 a 8 horas y se tapa con un recipiente limpio y estéril (Gaitan-Hernandez et al.,
2006).

Figura 1-4: Contexto y mapa esporadico de un basidioma
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Fuente: Autor

1.5 Técnicas para el cultivo de macromicetos

Las actividades biolodgicas que han sido reportadas para macromicetos estan directamente
relacionados con su composicion quimica y el sustrato donde se desarrollan, lo que ha
conllevado hacia el desarrollo de técnicas de cultivo para la produccién industrial bien sea
de compuestos bioactivos o la generacion de basidiomas como fuente de alimento
(Chegwin A. & Nieto R., 2013). Dentro de las técnicas para el cultivo de hongos se destacan
dos: La fermentacion en estado sélido y liquido (Tabla 1-2). En ambas técnicas el
crecimiento del hongo es diferente, pero en ambos casos suelen presentar un desarrollo
tipico, similar al presentado por otros organismos, y que consta de las siguientes fases:
latencia, exponencial, declinacion, estacionaria y muerte (Sanchez & Royse, 2001). Sin

embargo, en la fermentacion en estado sélido, en lugar de fase exponencial se presenta
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una fase de crecimiento mas o menos lineal y si se trata de un basidiomiceto, ademas
puede presentarse, segun las condiciones, una etapa de fructificacibn(Sanchez & Royse,
2001). En ambas técnicas, el crecimiento y desarrollo de los hongos se ve afectado por

varios factores como: temperatura, pH, sustrato, carbono, nitrégeno, relacion C/N,

minerales, vitaminas, aireacion, luz, entre otros factores (Pandey, 2003).

Tabla 1-2: Comparacion entre Fermentacion liquida y sélida

FACTOR

Fermentacién liquida

Fermentacion solida

Sustrato

Solubles (Azucares) y

poliméricos

Polimeros insolubles

Sub sustratos

Almidén, celulosa, pectina,

lignina, minerales

consumo de agua y de

efluentes descartados

Condiciones Esterilizacion por calor y Tratamiento con vapor,
asépticas control de asepsia condiciones no estériles
Agua Altos volimenes en el Limitado consumo de agua,

bajo AW, no efluentes

Calor metabdlico

Facil control de

temperatura

Baja capacidad de

transferencia de calor.

Aireacion

Facil control de pH

Sustrato soélidos con

capacidad buffer

Control de pH

Altos niveles de aireacion

Facil aireaciéon y amplia
superficie de intercambio

aire/sustrato

Agitacion mecanica

Buena homogenizacién

Se prefieren condiciones

estaticas

Escalamiento

Disponibilidad de equipos

industriales

Inoculacién con esporas,

fermentacion batch

Consideraciones

energéticas

Alto consumo de energia

Bajo consumo de energia

Volumen del equipo

Altos volimenes y

tecnologias de alto costo

Bajos volumenes y bajo

costo de equipos




18 Cultivo de Lentinus crinitus (L.) Fr sobre residuos agroindustriales y evaluacion

de la bioactividad de sus extractos

Contaminacién Riesgo de contaminacion | Riesgo de contaminacion
bacteriano
Fuente: Raimbault, 1998 (Raimbault, Soccol, & Chuzel, 1998)

1.5.1 Fermentacion en estado Sélido (FES)

En sus siglas en ingles SSF (Solid-State Fermentation), se define como la fermentacion
gue involucra sélidos en ausencia (casi ausencia) de agua libre, pero el sustrato debe
poseer suficiente humedad para apoyar el crecimiento y el metabolismo del organismo
(Pandey, 2003). La palabra “Fermentacion” dentro del término “Fermentacion en estado
sélido”, tiene un sentido mas amplio y no implica que los microorganismos usen vias
metabdlicas fermentativas, sino la utilizacién de sustratos sélidos como soporte para su
crecimiento y otro tipo de procesos (Mitchell, de Lima Luz, Krieger, & Berovic, 2011). Es
probable, que este método sea el mas antiguo usado por el hombre para hacer que los
microorganismos, en especial hongos, transformen los residuos agroindustriales para la
produccion de bioenergéticos, elaboracion de nuevas formulaciones de alimentos, como
sustrato para la produccion fermentativa de metabolitos de interés, como mejoradores o
acondicionadores de suelos o para la produccién de diversas enzimas (Dinis et al., 2009;
Mazzeo, Ledn, Mejia, Guerrero, & Botero, 2010; Thomas, Larroche, & Pandey, 2013). Esta
técnica ofrece notables ventajas biotecnoldgicas como la alta concentracion de metabolitos
obtenidos, estabilidad de los productos y adaptabilidad de los microorganismos,
especialmente los hongos (Granda, Amanda mejia, & Jiménez, 2005). Para el cultivo de
hongos comestibles utilizando FES, se consideran varias etapas (S. Chang, 2009; Gaitan-
Hernandez et al., 2006; Sanchez & Royse, 2001):

e Elaboracién del in6culo: Es la expansion de masa de micelio, obtenida a partir de
cultivos puros que se mantienen conservados en Agar, y busca potenciar
metabdlicamente al hongo para que se encuentre en condiciones ideales y asi
poder crecer eficientemente en los sustratos de produccion. Es una etapa de
adaptacion (fase de latencia) en la que no hay crecimiento aparente, sino mas bien
sintesis de los componentes celulares necesarios para iniciar la elongacion celular.

La preparacion del inoculo consiste en propagar el micelio en granos de gramineas,
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principalmente sorgo o trigo, u otros como centeno, cebada, avena mijo y arroz, los
cuales son lavados y auto clavados en frascos de vidrio o bolsas de polietileno.

e Seleccion de sustratos: Los sustratos son la fuente de nutrientes que el hongo va
a necesitar para un buen desarrollo. Algunos de los sustratos mas utilizados son
las pajas de cebada, trigo, centeno, avena, y otros como residuos de la
agroindustria como cascarilla de café, cacao, entre otros. Esta etapa se realiza
diferentes combinaciones de los sustratos para incrementar la produccion de
hongos. Estos sustratos son empaquetados en bolsas de polietiieno y son
esterilizados mediante vapor o por inmersion en agua caliente. Una vez esterilizado
el sustrato, estara listo para ser sembrado con la semilla.

¢ Inoculacién: Consiste en adicionar la semilla del hongo al sustrato ya preparado y
esteril.

e Incubacion: Es la etapa donde el micelio invade totalmente el sustrato en
condiciones de oscuridad, temperatura alrededor de 23-28°C, humedad de 70-
80%, caracteristicas que pueden variar dependiendo de la especie. En esta etapa
se presente una fase de crecimiento lineal, donde el hongo después de que se
ha adaptado al medio, se encuentra en la capacidad de aprovechar al maximo las
condiciones que el sustrato le da. Esta etapa es utilizada para medir
cualitativamente el crecimiento micelial del hongo y comparar diversos sustratos
con diferentes formulaciones de carbono, nitrégeno y otras variables.

e Fructificacién: Una vez el micelio invade el sustrato, se observara primordios, los
cuales formaran el basidioma. Para esta fase, es necesario cambiar las condiciones
de cultivo, aumentando la humedad relativa y las condiciones de luminosidad para
inducir la formacién de basidiomas o setas. En esta fase se puede calcular el
rendimiento del sistema de cultivo de hongos comestibles, asi como la eficacia
biol6gica y la tasa de produccion.

e Cosecha: Es la etapa donde se realiza la recoleccion de los cuerpos fructiferos o

basidiomas. Habitualmente, se recogen minimo tres cosechas.

1.5.2 Fermentacién en estado liquido (FEL)

Los microorganismos se desarrollan flotando en el medio de cultivo y en el caso de los
hongos, estos pueden formar pequefias esferas de micelio denominadas «pellets» cuando

hay agitacion, de otra forma, crecen en la superficie. “En hongos, estos pellet son masas
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esféricas o elipsoides, los cuales presentan cuatro regiones: i) Una regién central
compacta, que presenta un medio semi-anaerobio con muy poca viabilidad (R1), ii) Una
capa que rodea la regién central, con hifas de pared irregular (R2), iii) Una region de hifas
huecas con claros signos de autolisis (R3) y iv) una zona peluda externa de hifas, las cuales
son viables y metabdlicamente activas (R3)” (Espinosa-Ortiz et al., 2015) (Figura 1-5). El
control de la morfologia de los pellets es indispensable, para la produccion de metabolitos,
por ejemplo, para la produccion de penicilina por parte de hongos microscopicos, es
indispensable micelios libres o para la produccion de acido citrico se prefieren pellets o
células inmovilizadas (Papagianni, 2004). Por lo tanto, la FEL se ha utilizado para la
produccion de una variedad de compuestos como polisacaridos intra o extra celulares,
terpenos u otros compuestos (S. N. Chen, 2009; Shiono, Hiramatsu, Murayama, Koseki, &
Funakoshi, 2008) y su produccion y rendimiento dependeran de las caracteristicas del
micelio asi como del sustrato en donde se desarrolle. Ademas, La FEL se ha utilizado para
la produccién de micelio, en un periodo mas corto y con mayor rendimiento, para sustituir
la etapa de elaboracion de semilla en la FES (Abdullah, Ismail, Johari, & Annuar, 2013).
En la FEL el desarrollo del organismo se presenta de una forma tipica, dando origen a una
fase de latencia, una de crecimiento (fase logaritmica), una fase estacionaria y, la Ultima,
la fase de muerte. La FEL a su vez puede dividirse en continua, por lote, y alimentada,
segun la entrada y salida tanto del sustrato como del producto, respectivamente
(Papagianni, 2004).

Figura 1-5: Regiones de un pellet de hongo
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1.6 Valor nutricional de macromicetos

El valor nutricional de los hongos comestibles ha generado un interés particular para la
optimizacion de su cultivo, con el fin de proporcionar alternativas alimenticias libres de
fertilizantes y conservantes; asi como una alta produccién de proteinas, nutrientes
importantes para el enriquecimiento de la dieta humana y la constitucién de los tejidos de
cuerpo. Segun reportes, el contenido proteico de los hongos va de 3- 7% (frescos) a 25-
40 % (secos), valores muy parecidos al maiz, la leche y legumbres (Cardona et al., 2002;
Tibéack & Tiback, 2016), lo que los hace un gran sustituto de la carne cuando la dieta no
incluye mucha proteina animal. Ademas contienen lipidos y cenizas en valores de 20-30 y
80-120 g/kg en materia seca, respectivamente (Feeney & Miller, 2014).Uno de los
minerales mas representativo es el potasio (Heleno et al., 2015) y el contenido de grasa
es bajo, en un rango de 20 y 30 g/kg . Varios acidos grasos han sido identificados en
macromicetos, representados por el acido oleico y linoleico. Este ultimo, precursor de
compuestos volatiles que genera una variedad de aromas caracteristicos en estos
organismos (Hung, Lee, & Bennett, 2015). Estos compuesto volatiles utilizados como
marcadores quimiotaxondmicos 0 como compuestos bioidénticos en la industria de
alimentos. Ademas, presentan un contenido de acido ascorbico de 150-300 mg/kg y otras
vitaminas del grupo B (Kala¢, 2013).

1.7 Compuestos bioactivos de macromicetos

Los macromicetos, entre los diversos organismos, son una fuente importante de
metabolitos secundarios activos (Liu, 2007). Entre la diversidad de especies, los
basidiomicetos se consideran la mayor fuente de productos naturales biol6gicamente
activos. Dada a la adaptabilidad que han tenido a los diferentes climas, habitats y sustratos
han desarrollado una diversidad quimica de metabolitos, por lo que existe una diferencia
biogenética con los metabolitos producidos por los actinomicetos o mixobacterias
(Schuffler & Anke, 2009). Pero existe alguna similitud con los productos de las plantas,
especialmente con respecto a algunos policétidos, acetilenos y sesquiterpenoides. Dentro
de los metabolitos secundarios de macromicetos se destacan los policétidos, terpenoides
y compuestos heterociclicos (jian jiang Zhong and Xiao 2009). Los polisacaridos, aunque
no son metabolitos secundarios se consideran como compuesto activos con una gran

variedad de efectos comprobados.
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1.7.1 Compuestos Heterociclicos

Son compuestos ciclicos, cuyos anillos estdn formados por uno o mas atomos de
nitrégeno, oxigeno o azufre. Constituyen un tercio del nimero total de productos organicos
naturales conocidos, tales como vitaminas, antibiéticos, alcaloides, asi como productos
farmacéuticos, herbicidas, colorantes y otros productos de importancia técnica (Dyker,
2002; J. Zhong & Hui, 2009). De Daldinia concéntrica, se ha aislado un nuevo compuesto
llamado Concentricolide, el cual exhibe una actividad significativa antiviral contra VHI-1 (C.
W. Chang & Chein, 2011). Muchos otros compuestos aislados de hongos como Suillus
granulatus, Xilaria sp, Tuber indicum, Lactarius rufus, Paxillus pamoides, Poria cocos,
presentan actividad antioxidante, anticancerigena, antiviral, antibacteriana y antifingica (J.
Zhong & Hui, 2009).

1.7.2 Policétidos

Estos compuestos son una familia de productos naturales hechos por la condensacién
modular de mondémeros de acil-CoA, como acetil-CoA o propionil-CoA o metilmalonil-CoA,
cuya descarboxilacion induce la reaccion de condensacion. El nombre de condensaciéon
surge porque los productos de condensacion primaria tienen grupos funcionales B-ceto
(Ridley & Khosla, 2009). Los productos de esta via, incluye compuestos de origen de
acidos grasos y tetra, hepta, octa y cétidos superiores (Velisek & Cejpek, 2011). Para los
cétidos aromaticos, la cadena en crecimiento se estabiliza por las reacciones de ciclacién
y reduccion parcial, mientras que para los acidos grasos, los grupos carbonilo de la cadena
se reducen antes de la fijacién del siguiente grupo carbono dos. Sin embargo, un estudio
muestra como se producen este tipo de compuestos, pues poco se sabe sobre sobre la
biosintesis de policétidos en basidiomicetes (Lackner, Bohnert, Wick, & Hoffmeister,
2015). Los hongos contienen una gama de pigmentos de origen octacétido (por ejemplo,
antraquinonas), y en muchos casos estas antraquinonas se encuentran de la forma
reducida (antranol, antranona, antrahidroguinona y derivados de oxantrona) (VeliSek &
Cejpek, 2011). Estos compuestos son una de las fuentes medicinales mas abundantes que
muestran un gran potencial uso para efectos terapéuticos asi como antibiéticos,
anticancerigenos, antifangico, hipolipidémico e immunosupresivos. Una investigacion

reciente del extracto de acetato de etilo del macrohongo Cortinarius purpurascens, permitié
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la identificacibn de nueve antraquinonas-pigmentos, de los cuales dos compuestos
Rufoolivacin C y Verbindung crll (Figura 1-6), exhibieron potencial antioxidante con el
radical DPPH y mostraron una IC50 en un rango de 3-8 ug/ml (Bai, Wang, Zong, Lei, &
Gao, 2013). Otro compuesto es la lovastatina, el cual se ha logrado extraer de dos especies
comerciales de Pleurotus, y su producciébn depende de diferentes factores como

temperatura, pH, periodo y medio de incubacion.

Figura 1-6: Antraquinonas aisladas de Cortinarius purpurascens.
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Rufoolivacin C (1), Verbindung crll (2). Tomado de Bai, Wang, Zong, Lei, & Gao, 2013

1.7.3 Terpenos

Estos compuestos son conocidos como una importante variedad de metabolitos bioactivos
de origen natural producido por muchas especies de macrohongos, especialmente
diterpenos, triterpenos y sesquiterpenos (Schuffler & Anke, 2009). Muchos de estos han
sido detectados y aislados en diferentes screening, dado a sus actividades antibiéticas y
citotéxicas. Un ejemplo de ello, son los protoiludanos, como el acido lentinélico producido
por Lentinus omphalodes y L. ursinus, para el cual se ha demostrado actividad bactericida
(Leon, 2004). Del cultivo en medio liquido de micelio de Coltricia sideroides mediante
extraccién con acetato de etilo se han aislado tres nuevos sesquiterpenos, los cuales
mostraron citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas (Hu et al., 2015). La Erygiolide A,
un diterpenoide macrociclico aislado del cultivo sélido de Pleurotus eryngii, mostré

actividad citotoxica sobre dos lineas celulares cancerigenas (S. Wang et al., 2012).
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También, del cultivo en medio liquido de una especie de Armillaria sp, dos compuestos de
tipo terpenoide aislados mostraron actividad antimicrobiana (Kobori et al., 2015). Dentro
de este grupo, también se encuentran los esteroles, los cuales derivan del 1.2-
ciclopentano-fenanreno con diferentes esteroquimicas en las uniones de sus anillos.
Tienen funciones estructurales como constituyentes de las membranas celulares,
precursores de otros esteroides, transduccion de sefiales y lipidacion de proteinas. Los
esteroles fungicos se caracterizan por tener un sustituyente 3 hidroxi, un grupo B —metil
en C-10 y otro en C-13; y una cadena lateral de 8 a 10 atomos de carbono en el C-17. El
nucleo es plano y rigido con su cadena lateral flexible en configuracién (Landa, 2013). El
principal esterol en hongos es el Ergosterol (Figura 1-7), precursor de la vitamina D2 y
utilizado en la produccién de cortisona y progesterona (Jasinghe & Perera, 2005).

Figura 1-7: Molécula de Ergosterol

Tomado de Jasinghe & Perera, 2005

1.7.4 Polisacaridos

La pared celular de los hongos, es una matriz extracelular, que cumple la funcién de
proteccion ante los cambios osmoticos y el estrés ambiental; y determina la forma de la
célula fungica. La glucosa es el carbohidrato mas abundante y ampliamente distribuido en
las paredes celulares fungicas, y su organizacion en bloques puede generar la formacion
de diferentes heteropolisacaridos y homopolisacaridos que reciben el nombre genérico de
glucanos (Ruiz-herrera, 1991). Estos componentes junto con las glicoproteinas y la quitina

dan la rigidez de la pared celular fungica.
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Los glucanos de hongos han sido clasificados en dos grupos, de acuerdo al tipo de enlace:
B y a glucanos. Los a-D- glucanos presentan enlaces de tipo (1-23), (126)y (1>4). El rol
de estos a glucanos en la biologia de los hongos superiores es totalmente desconocido.
Sin embargo, se sabe que la exposicién de a (1->3) glucanos durante la formacion de
conidios de A. fumigatus, un hongo microscépico; promueve la agregacion y desarrollo de
los tubos germinales (Bergter & Figueiredo, 2014). La estructura quimica de los alfa-D-
glucanos pueden ser variables, y no sélo han sido aislado de hongos microscopicos sino
se ha reportado en el micelio y cuerpos fructiferos de varias especies de macromicetos
como: Ganoderma tsugae, Ganoderma lucidum, Pleurotus eryngii, Lentinula edodes,
Piptoporus betulinus, entre otros (Synytsya & Novak, 2013). Sin embargo, son los [3-
glucanos los mas estudiados dados a sus efectos inmunomoduladores. Estos pueden estar
en forma lineal o no lineal mediante enlaces B (1>3) o B (1>4). El lentinano (Figura 1-8),
aislado de Lentinus edodes es uno de los compuestos mas representativos de este grupo.
Su estructura primaria es un (1->3) B-glucano que consta de cinco residuos de (1->3) B-
glucosa en una unién lineal y dos (1->6) B-glucopiranésido en las cadenas laterales que le
dan un forma de triple hélice (Zhu, Du, Bian, & Xu, 2015).

Figura 1-8: El lentinano, un B-glucano aislado de L. edodes

Tomado de Zhu, Du, Bian, & Xu, 2015

Las caracteristicas fisicoquimicas exhibidas por los B-glucanos se basan en la naturaleza
y la estabilidad de su conformacién estructural (Antony bacic, Fincher, & Stone, 2012).
Estos B-glucanos exhiben una amplia gama de actividades que dependen de la quimica y
el tamafio molecular, su origen biolégico y la metodologia de extraccion. Esta combinacién

de variables junto con las diferencias en el tipo de enlace y de ramificacion, influencia el
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tamafio de la moléculas, su estructura terciaria, su carga eléctrica, su conformacion en
solucién (hélice triple o simple, o espiral aleatoria y sus propiedades de solubilidad que
conduce a una diversidad de comportamiento y debates sobre las propiedades fisicas y
guimicas que han de considerarse (Antony bacic et al., 2012). La solubilidad en agua de
estos componentes estd asociada a su estructura, aumenta con la temperatura y la
introduccion de grupos i6nicos con grados de sustitucién apropiados, tiene influencia
directa sobre las bio-actividades reportadas (Zhu et al., 2015). Por ejemplo, el rango 2:3
de enlaces 123 y 126, de un B-glucano aislado de Acremonium, afecta su solubilidad
haciéndolo insoluble en agua, mientras que otros como esquizofilano, escleroglucano y
lentinano (B-glucanos aislado de macromicetos) con una proporcion de 1:3 de esos
enlances, son solubles en agua (Antony bacic et al., 2012). Los B-glucanos unidos a
proteina son insolubles, y después de la hidrolisis parcial estos pueden producir geles. Sin
embargo, se puede decir que los B-glucanos encontrados en macrohongos presentan en

parte B-glucanos solubles y parcialmente insolubles (Rop et al., 2009) (Tabla 1-3).

Tabla 1-3: Contenido de B-glucanos y porcentajes de acuerdo a la solubilidad en

especies de Pleurotus y Lentinus.

Macromiceto Contenido total de B-glucanos B-glucanos
B-glucanos Solubles % Insolubles %
Pleurotus ostreatus 38 37.8 62.2
Pleurotus eryngii 38 16.8 83.2
Pleurotus pulmonarius 53 18.7 81.3
Lentinus edodes 22 46.1 53.9

Tomada de Rop, Micek, and Jurikova 2009

1.7.4.1 Obtencién de B-D-glucanos de macromicetos

Los B-D-glucanos producidos por los macromicetos se han obtenido de las paredes
celulares tanto de los basidiomas, los cuales han sido recolectados en su ambiente natural
o cultivado en sustratos sélidos agroindustriales; del micelio cultivado en medio liquido o
recuperados del medio liquido (exopolisacaridos). Diversas investigaciones reportan la

produccion de B-D-glucanos tanto en medio sélido como liquido, dado a que una eficiente
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produccién de biomasa y de los metabolitos de interés depende en gran medida de las
fuentes de nutrientes, su composicion y un adecuado balance entre las mismas (Torres
Lépez, Quintero Diaz, & Atehortua Garcés, 2011). La relacion de carbono-nitrégeno (C/N)
afecta directamente la formacion de micelio y del basidioma; diversos estudios proponen
gue la relacion C/N 6ptimo depende de cada especie de hongo. Niveles altos de nitrégeno
pueden afectar la produccion de basidiomas. Otras variables pueden afectar la produccién
de basidiomas y micelio como la temperatura, pH, humedad, aireacion y luz (S. Chang,
2009). Sobre el efecto del sustrato en la produccion de metabolitos de interés, se reporta
gue no existen efectos para la produccién de intra y exopolisacaridos (Vieira, Liebl,
Tavares, Paulert, & Smania, 2008), sin embargo otros autores proponen que si existe una
variabilidad en el rendimiento de estos compuestos frente a la fuente de carbono utilizada
(Zapata et al., 2007). Otros reportes indican que la produccion de metabolitos dependera
de la cepa utilizada, y de la edad del basidioma evaluado. Por lo tanto, diversas técnicas
para la obtencion de B-glucanos se han estandarizado con el fin de obtener estos

compuestos de una manera eficiente y con actividad biol6gica.

1.7.4.2 Métodos convencionales de extraccion

La identificacién, caracterizacion, purificacion y aislamiento de B-glucanos de los
basidiomas o biomasa micelial de macromicetos involucra una seria de pre-tratamientos y
métodos convencionales o avanzados para su extraccion y caracterizacion. Tanto los
basidiomas como el micelio, son secados a temperatura de 30°C y liofilizados. El material
se tritura en particulas muy finas para permitir una mejor extraccion con el disolvente. Se
realiza un desengrase de la muestra mediante solventes apolares para una mejor
extraccion de los componentes de interés, en especial facilita la completa separacion de
polisacaridos de otros compuestos que pueden estar presentes (Villares, Mateo-Vivaracho,
& Guillamén, 2012). La metodologia de extraccién se basa en la solubilidad de B-glucanos

en agua y en soluciones alcalinas.

La extraccion de la fraccion de polisacaridos puede realizarse mediante Soxhlet o
percolacion. Sin embargo, otras metodologias se han utilizado como ultrasonido, fluidos
supercriticos y extraccion asistida por microondas (Zhu et al., 2015). Se reporta la
utilizacién de solventes polares como agua a temperatura ambiente o caliente y etanol para

la extraccion de la fraccion de polisacaridos. Dependiendo del objetivo de estudio, esta
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extraccion se realiza varias veces hasta agotamiento de la muestra. Después, se realiza
una centrifugacién y el sobrenadante se extrae con agua fria. Esta extraccion con agua fria
permite separar otros compuestos como fenoles, heteropolisacéridos y glicogenos. El
residuo se extrae con agua hirviendo y nuevamente se realiza la centrifugacion (Ruthes,
Smiderle, & lacomini, 2015). Sin embargo, Mizuno y colaboradores en Japon (Mizuno et
al., 1984), desarrollaron un procedimiento para la extraccion de polisacéridos. En general,
se propone la eliminacion de sustancias de bajo peso molecular del material fangico
utilizando etanol a 80%, seguida de extracciones sucesivas con agua a 100°C, 3hy luego
extraccion alcalina (S. Wasser, 2003). El residuo que queda de la extracciébn acuosa
posteriormente puede ser extraida con soluciones acuosas basicas como NaOH o KOH a
100°C; sin embargo, estas condiciones pueden variar, por ejemplo Mizuno (Mizuno et al.,
1984), propone 2% de oxalato de amonio (100°C, 6h) y 5% de hidroxido de sodio (80°C,
6h). El residuo se separa por centrifugacion y el sobrenadante da lugar al extracto alcalino

(polisacaridos insolubles).

1.7.4.3 Técnicas de Cuantificacion

Existen diversas técnicas para cuantificar el contenido de B-glucanos. Entre estas técnicas
se encuentra: el método enzimatico o de McCleary (Kit Megazyme); el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas mediante ELISA; método fluorimétrico con azul de
anilina (microensayo por fluorescencia para cuantificar beta-glucanos con enlaces tipo
1->3 comparado con un estandar 1,3 B-glucano) y el método colorimétrico con Rojo Congo.
Inicialmente se puede realizar la determinacion del contenido total de polisacaridos usando
el método de Antrona de un extracto acuoso (Ko & Lin, 2004; Synytsya et al., 2009; S.
Wasser, 2003; Zhang, Li, Wang, Zhang, & Cheung, 2011). Pese a una variedad de
métodos existentes, cada uno presenta limitantes y ventajas. Por ejemplo, el método
inmunoldgico, presenta una fuerte limitacion dado a que los anticuerpos no reconocen allb-
D-glucanos de cepas de macromicetos, debido a que son muy especificos para el
antigeno; y algunos de los métodos anteriormente mencionados presentan poca

reproducibilidad y especificidad (Magda C Semedo & Karmali, 2015).
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1.8 Aplicaciones de B-glucanos en la industria de

alimentos

Dado a las propiedades fisicas y de inocuidad de B-glucanos de macromicetos como la
solubilidad en agua, viscosidad y gelacion, se ha incrementado su uso para la industria de
alimentos (Zhu, Du, & Xu, 2016a) como agentes texturizantes, espesantes, con efectos
prebidticos y como fibra en una variedad de alimentos, lo que indica que estos
componentes desempenfaran un papel importante en la alimentacién dado a las diversas
propiedades bioldgicas que presentan (Tabla 1-4).

Tabla 1-4: Actividades biolégicas de B- glucanos aislados de macromicetos

o o B- glucanos de .
Actividad biol6gica _ Macromicetos Referente
macromicetos
Citotoxicidad en _
) ) Termitomyces
linfocitos de sangre B-glucano (PS-I) heimil (Manna et al., 2015)
eimii
humana
- (Masuda, Nawa,
o Fraccion b- ) o
Inmunoterapéutica Grifola frondosa Nakayama, Konishi,
glucanos
& Nanba, 2015)
Modulacion de Pleurotus
B-glucano (Caz et al., 2015)
Colesterol ostreatus
Ganoderma (W. Wang, Wu,
Inmonomoduladora B-glucano lucidum y Antrodia | Chen, Liu, & Chen,
camphorata 2015)
Actividad antioxidante Entoloma _
) o B-glucano o (Maity et al., 2015)
e inmunologica lividoalbum
Propiedades o (Smiderle et al.,
. _ B-D-glucano Cordyceps militaris
antiinflamatorias 2014)
. ) Pleurotus sajor- o
antiinflamatoria B-D-glucano _ (Silveira et al., 2014)
caju
o Ganoderma (S.-N. Chen et al.,
Inhibicion de tumores B-D-glucano _
lucidum 2014)
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Antioxidante e

_ _ B-D-glucano Russula albonigra | (Nandi et al., 2014)
inmunoestimulante
_ o Schizophyllum (K. Zhong et al.,
Antitumoral Esquizofilano
commune 2013)
(Pillai, Maurya,
, _ Ganoderma _
Radioprotectivo B-D-glucano _ Salvi, Janardhanan,
lucidum _
& Nair, 2014)
(Jesenak, Hrubisko,
. Pleurotus )
Antialérgico Pleurano Majtan, Rennerova,
ostreatus _
& Banovcin, 2014)
Efecto preventivo _
Ganoderma (Feng, Fang, Qian,
contra la Ganoderano _
lucidum & Rong, 2014)

arterioesclerosis

(Ishibashi, Miura,
Antitumoral Grifolano Grifola frondosa Adachi, Ohno, &
Yadomae, 2001)

(J. Wang, Wang,

Antiviral Lentinano Lentinus edodes Xia, Li, & Wang,
2013)

(Price, Wenner,
_ . _ Trametes

Anticancerigeno crestina ] Sloper, Slaton, &
versicolor

Novack, 2010)

_ _ (Misaki, Kakuta,
Auricularia

Antitumoral B-D-glucano _ _ Sasaki, Tanaka, &
auricula-judae o
Miyaji, 1981)

1.8.1 B- glucanos como fibra dietética

La fibra dietética y alimentos ricos en fibra han atraido gran atencion dado a sus beneficios
para la salud de los consumidores. Los B-glucanos junto con la quitina y otros polisacéridos
(mananos) de macromicetos se postulan como nuevas fuentes de fibra dietética, dado a
gue son carbohidratos no digeribles resistentes a las enzimas humanas y que se

encuentran en las paredes celulares de los basidiomas o micelio (Li, Andrews, & Pehrsson,
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2002). Existe una gran variacién en el contenido de fibra dietética entre diferentes especies
de hongos (Tabla 1-5), que son catalogados como comestibles y son cultivados en todo el
mundo (Boa, 2005b). La fibra dietética en macromicetos muestra niveles mas altos de fibra
insoluble (2.28-8.99 g/100 peso seco) que de fibra soluble (0.32-2.20 g/100 peso seco) y
los B-glucanos representan del 4% al 13% de la fibra total, que depende de la especie de
macromiceto, de la parte del basidioma analizado y la metodologia de extraccion (Cheung,
2013). Se reporta que el consumo de macromicetos como parte de la dieta podria generar
el 25% de los requerimientos nutricionales establecidos para el consumo de fibra dietaria
(Cheung, 2008).

Tabla 1-5: Composicién de fibra dietética y relacion de contenido de B-glucanos (peso

seco) en algunos macromicetos.

Macromiceto Fibra dietaria | B-glucanos Referente
total (%) (%)
Micelio de Ganoderma
34.1 8.3 o _
australe (Papaspyridi, Katapodis,
o Gonou-Zagou, Kapsanaki-
Basidioma de Ganoderma , _
68.9 7.4 Gotsi, & Christakopoulos,
australe
2011)
Pileo de P. ostreatus 63.1- 34.5 39.2-27.4
_— (Synytsya, Mickova,
Estipite de P. ostreatus 64.8-38.9 50-32.5 . i
_ Jablonsky, Slukova, &
Pileo de P. eryngii 36.7 20.4 .
: _ Copikova, 2008)
Estipite de P. eryngii 45.7 39.1
Boletus seco 7.04 0.358
Boletus congelado 2.60 0.245 _ ) .
: (Manzi, Marconi, Aguzzi, &
Agrocybe aegerita 5.07 0.302 ]
Pizzoferrato, 2004)
Pleurotus eryngii 4.64 0.413
_ _ (Manzi, Aguzzi, &
Agaricus bisporus 8.7 0.004 _
Pizzoferrato, 2001)
Pleurotus tuberregium
Polyporus rhinocerus 81.7-96.3 89-94.5 (Wong & Cheung, 2005)
Wolfiporia cocus
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La fibra dietética proveniente de macromicetos se ha incorporado en numerosos alimentos
por las caracteristicas deseables que proporciona (textura, gelificante, emulsificante y
estabilizante) y con el fin de prevenir ciertas enfermedades. Una reciente Notificacion
GRAS para la determinacion de B-glucanos derivados del hongo Ganoderma Lucidum,
confirma su uso como ingrediente alimentario en productos horneados, mezclas para
hornear, bebidas, cereales, productos lacteos, productos de proteinas vegetales, frutas
procesadas, zumos de frutas, caramelos y sopas, con una dosis de 150 mg del extracto
de este hongo (FDA, 2011). Dentro de las aplicaciones de B-glucanos como fibra dietética
(Tabla 1-6), se destacan diferentes matrices alimentarias las cuales se han adicionado
dichos compuestos tales como: snacks (Brennan, Derbyshire, Tiwari, & Brennan, 2013),
alimentos sin gluten (Ojico, Ernando, & Ombardia, 2005) bebidas (Pinzon, 2014) y
productos céarnicos (Rosli & Maihiza, 2015).

Tabla 1-6. Patentes relacionadas con la adicién de B-glucanos en matrices alimentarias

Patente Autor Titulo Afo

ES 2315836 Gabrizova, Leona | Método de preparacion de un 2009
hidrogel de pleurano

CN102835703 Xu Sixin Bebida nutritiva: Jugo de fresa 2012
(Lentinano)

CN02835702 Xu Sixin Bebida nutritiva: Jugo de calabaza | 2012
(Lentinano)

CN102813098 Lin Mingchuan Jalea picante y método de 2012
preparacion (Lentinano)

CN102835624 Yin Xinbo Fideos con Ganoderano 2012

CN103392980 Zhang Xiuping Pulpa de fruta de Arroz y método 2013
de preparacion (Ganoderano)

CN 103518842 Lin Mingchuan Yogurt con miel, Ganoderma 2014
lucidum (Ganoderano), frutas y
vegetales

CN 104188889 Li Ye Pasta de dientes con Ganoderma 2014
lucidum
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CN 103965369 Chen Zhifei Ganodera, extraccion y método de | 2014
purificacién y aplicacibn como
humectante tabaco

CN 103125604 Liu Hongmei Leche saludable-inhibicién de 2014
cancer (Grifolano)

CN 104642603 Dong Shuge Té verde con diferentes materiales | 2015
(Ganoderano)

CN104544088 Mo Chenpeng Preparacion de Cofiac y poder del | 2015
micelio de Ganodema lucidum

CN104543302 Ren Liangdong Caramelos blandos enriquecidos 2015
con ganoderano

CN 104522874 Lu Yuwen Atomizador liquido con 2015
componentes de Ganoderma
lucidum

Tang Jianfa Método de preparacion de tabletas | 2015

CN 104432048 bucales con Ganoderma lucidum

CN 104432393 Tang Ling Método de preparacion de Bebidas | 2015
con Ganoderma lucidum

CN 104381717 Guo Junging Aditivo para la alimentacién joven 2015

CN 104273340 Liang Xuewu Preparacion de Ganoderano para la | 2015
regulacién y el control de la
microflora del rumen

CN 104705761 Zhang Tao Rica bebida con Lentinano 2015

CN 104542590 You Xiaoming Microemulsién con Lentinano 2015

CN 104397701 Wei Xingping Aditivo natural hipolipidemico 2015
(Lentinano)

CN 104366505 Wei Xingping Aditivo antioxidante con lentinano 2015




2. Lentinus crinitus (L.) Fr y su potencial

biotecnologico

Lina R. Davila G 23, Walter Murillo A 2, Jonh J. Méndez A 2, Héctor Suarez M*

2.1 Resumen

Los macromicetos se postulan como nuevas fuentes naturales de compuestos bioactivos
como polisacaridos, glicoproteinas, terpenos, acidos nucleicos y policétidos, de gran
interés desde el punto de vista de la farmacoterapia para la prevencion y tratamiento de
muchas enfermedades, asi como su potencial uso en la industria de alimentos, como
agentes texturizaste, emulsificantes, con actividad antioxidante y sus efectos
antimicrobianos (Koutrotsios, Kalogeropoulos, Stathopoulos, Kaliora, & Zervakis, 2017;
Manzi et al., 2001; Zhu, Du, & Xu, 2016b). Ademas, han sido recolectados y consumidos
por el ser humano durante millones de afios para la alimentacion dado a sus altos
contenidos de proteina, fibra y minerales esenciales. Sin embargo, en Colombia, la
tradicion del consumo de hongos silvestres ha estado ausente en las areas rurales; pero
sobrevive en comunidades indigenas del medio Caqueta con las etnias Uitoto, Andoke y
Muinane (Vasco-Palacios, Suaza, Castand-Betancur, & Franco-Molano, 2008). Aunado a
lo anterior, esta el hecho de que, pese a la gran diversidad fangica, la mayoria de los
macromicetos colombianos no se conocen aun, ni desde el punto de vista taxonémico y
mucho menos del quimico y farmacolégico, haciendo que todo su potencial, bien sea como

alimento funcional o como simple hongo medicinal esté totalmente desapercibido y poco

2 Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota. Irdavilag@unal.edu.co
3Grupo de Investigacién en Productos Naturales-GIPRONUT. Departamento de Quimica. Facultad de
Ciencias. Universidad del Tolima. Ibagué, Colombia

4Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA), Universidad Nacional de Colombia. Bogota (Colombia).



Capitulo 2 35

bioprospectado. Es por esto que se da la necesidad de realizar investigaciones en este
campo tan poco explorado. Este trabajo se desarrolld con el propdsito de generar huevos
datos sobre el conocimiento taxondmico tradicional y molecular del hongo Lentinus crinitus
(L.) Fr, buscando conservar el material genético para evaluar su posible potencial
biotecnoldgico. Por lo tanto, se realiz6 colecta de basidiomas de L. crinitus y se aislé micelio
vegetativamente, los cuales fueron identificados mediante taxonomia tradicional y
molecular. Los basidiomas colectados sirvieron de base para analizar su composicion
proximal y para realizar un extracto etandlico a una concentracion de 2500 mg/L, con el fin
de evaluar su potencial antimicrobiano contra agentes patégenos e infecciosos. Ademas,
se evalud el crecimiento micelial de la cepa obtenida de L. crinitus, sobre residuos
agroindustriales de la regién del Tolima y se realizd un analisis de correlacion de Pearson
para analizar el efecto de la composicion de los residuos sobre la velocidad de crecimiento
micelial.Se cultivé micelio mediante fermentacion liquida (FEL) y sélida (FES), con el fin de
evaluar las caracteristicas nutricionales de los productos obtenidos (basidiomas, micelio y
residuo agotado con micelio). Los resultados mostraron que basidiomas colectados de L.
crinitus presentan contenidos de proteina de 14.42 %, y de fibra de 57.18%, similares a los
contenidos en el micelio obtenido por FEL. No fue posible obtener basidiomas mediante
FES. El extracto etandlico de basidiomas colectados evidencié actividad antifiingica con
efectos inhibitorios de 60.50%, 48.30 % y 25.84% contra Aspergillus niger, Penicilium sp,
y Rhizhopus oryzae, respectivamente. Ademas dicho extracto present6 actividad inhibitoria
contra cepas bacterianas como Bacillus cereus (48.79 %), Escherichia coli (24.56%),
Pseudomonas aeruginosa (20.25 %) y Salmonella typhimurium (24.13%). La evaluacion
preliminar del crecimiento micelial de la cepa de L. crinitus permitié6 confirmar que puede
crecer sobre sustratos agroindustriales y este crecimiento se ve afectado por la
composicion del sustrato. Los residuos agroindustriales agotados por el micelio mediante
FES, aumentaron su contenido de proteina (10.5-11.22%), fibra (44.1-56%) y nitrégeno
(1.64-1.28%). Estos avances resultan ser prometedores para la utilizaciéon de metabolitos
de L. crinitus con fines médicos y agricolas, y su posible utilizacion como degradador de
sustratos agroindustriales para obtener diferentes productos de interés alimentario y

agroindustrial.

Palabras clave: Macromicetos, Actividad antimicrobiana, residuos agroindustriales,

Fermentacion sélida, Fermentacion liquida
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2.2 INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se ha incrementado un especial interés por investigar la
biodiversidad de especies presentes en variados ecosistemas, con el fin de generar
medidas para su conservacion y posible uso en diferentes areas, que aseguran el
patrimonio biodiverso de cada nacion y la subsistencia del ser humano. Los hongos son el
segundo grupo de organismos mas diverso después de los insectos, con
aproximadamente 1.5 millones de especies, de los cuales sélo se conoce el 4.5% (Mueller
et al., 2006) de las especies, por lo tanto, la gran mayoria y sobre todo en ecosistemas
tropicales aun son desconocidos. Por ende, los macromicetos se postulan como nuevas
fuentes naturales de compuestos bioactivos que se podrian aprovechar para el estudio de
la actividad antitumoral, antimicrobiana y el contenido nutricional, generando un campo de

gran importancia en el contexto industrial, farmacéutico y agroalimentario.

En Colombia las exploraciones micolégicas se han desarrollado en bosques montanos y
la mayoria de registros (aproximadamente 83% de las especies) corresponden a unos
pocos departamentos de la region Andina (Franco, Corrales, & Palacios, 2010) ; sin
embargo, para el Tolima existen pocos registros citados en la literatura (Franco-Molano,
Aldana-Goémez, & Halling, 2000; Uribe-meléndez, 1978; Vasco-Palacios & Franco-Molano,
2013); los cuales hacen parte a unas escasas zonas de este departamento. A este poco
conocimiento de la micobiota del Tolima se suma la total falta de informacion sobre sus
constituyentes tanto nutricionales como bioactivos, asi como la implementacion de su
cultivo biotecnolégico, lo que permitiria encontrar nuevas fuentes alimenticias de bajos
costos de produccion y con excelentes cualidades, como por ejemplo, altos niveles de
proteina que ayuden a solucionar la ingesta deficiente de proteinas de origen animal por
parte de muchas de nuestras comunidades rurales o como alternativa para alimento de
rumiantes. Cabe anotar que los hongos macromicetos son aportantes no sélo de un muy
buen contenido de proteina, sino que la misma es de calidad superior ya que contiene
todos los aminoacidos esenciales (Kala¢, 2013). Igualmente proporcionan grasas
insaturadas conocidas por sus propiedades protectoras del sistema cardiocirculatorio
(Sinanoglou et al., 2015). Asociado a lo anterior, esta clase de hongos contienen una muy

buena proporcién de fibra, que a diferencia de los cereales y dada su estructura quimica,
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exhiben actividad inmunoestimuladora y anticancerigena (Cheung, 2013; Deng, 2013;
Lemieszek & Rzeski, 2012).

Este potencial se suma a que dentro de los macromicetos, se encuentran hongos de
podredumbre blanca, los cuales pueden degradar la lignina, dado a la presencia de
enzimas como la peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasas (Goodell, Qian, & Jellison,
2008). Diversas investigaciones destacan la capacidad de estos hongos para colonizar una
gran variedad de sustratos lignocelulésicos, sirviendo como alternativa para una
disposicién adecuada de dichos residuos, que en muchas ocasiones son arrojados a la
intemperie 0 son quemados, y dado a su baja degradabilidad natural terminan por
acumularse en el ambiente. Por ejemplo, el Tolima por su vocacion agricola es uno de los
mayores generadores de residuos de lignocelulosa, siendo el cultivo de arroz el que
presenta uno de los mayores aportes con aproximadamente 135.695 Toneladas al afio.
Ademés, las actividades residenciales, comerciales e institucionales generan
aproximadamente 21.000 toneladas al dia de residuos solidos (Escalante, Orduz, Zapata,
Cardona, & Duarte, 2011). La disposicion inadecuada de estos residuos sélidos da origen
a serios problemas de contaminacién de los recursos hidricos y edéficos en los lugares

donde se acumulan.

La degradacion de residuos agroindustriales utilizando hongos, puede generar diversos
productos de valor agregado como la produccion de carp6foros o basidiomas,
comunmente llamados como setas (Pandey, 2003; Thomas et al., 2013; Yoon, Ang, Ngoh,
& Chua, 2014). Dicha produccién de basidiomas podria ayudar a solucionar problemas de
seguridad alimentaria y nutricional, en especial porgue la transferencia de la tecnologia
puede realizarse a un bajo costo y con diversos beneficios. Por otra parte, los productos
de la transformacion de los residuos agroindustriales generados por los hongos, presentan
un nivel de degradacion parcial que facilita su reciclaje e incorporacion al suelo, ademas
poseen buen contenido de nitrégeno, fésforo y pH, por lo que pueden ser empleados como
abonos organicos o como alimentos para animales (Bermudez, Garcia, Serrano,
Rodriguez, & Mustelier, 2014).

A este grupo de hongos, pertenece L. crinitus, siendo un representante del grupo
morfolégico/ecoldgico “Los poliporos”, y del cual se ha demostrado su potencial como
biorremediador de suelos contaminados por hidrocarburos en Sao Paulo, Brasil (K. M. G.

Machado, Matheus, Rodrigues, & Bononi, 2006). El andlisis proximal ha sido descrito de
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basidiomas silvestres colectados en el departamento del Choco, del cual se reporta y se
destaca los porcentajes de proteina con 6.69% y un contenido de calcio de 0.12% (Rios
Hurtado & Hicela Mosquera Mosquera, n.d.). Sin embargo, una investigacion mas reciente
evaluo el crecimiento de este hongo sobre exocarpo de cacao (Theobroma grandiflorum)
mezclado con salvado de arroz con el fin de investigar la composiciéon nutricional y el
potencial proteolitico del cuerpo fructifero cosechado (Rita et al., 2015). Pese a estas
investigaciones, aun se desconoce, cual podria ser la relacion de la composicion quimica
de los sustratos para mejorar el crecimiento micelial, asi como el potencial antimicrobiano
de extractos crudos de basidiomas colectados y su posible cultivo utilizando técnicas
biotecnoldgicas. Por lo tanto, la siguiente investigacion tuvo como objetivo aportar al
conocimiento desde la parte taxon6mica, asi como la informacioén sobre el valor nutricional
de basidiomas colectados, de basidiomas generados mediante FES, y micelio obtenido
mediante FEL. Asi como la transformacién de residuos agroindustriales para la obtencién

de productos de valor agregado.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Colecta de basidiomas

Se realiz6 un muestreo de campo en un punto geografico del Cafién del Combeima en el
departamento del Tolima, Ibagué, con coordenadas de 4°33'41.68"N- 75°19'34.89"0a
1900m.s.n.m, con el fin de colectar basidiomas de L. crinitrus creciendo sobre troncos
caidos. Los ejemplares fueron fotografiados in situ y retirados con un cuchillo o navaja.
Luego, se depositaron en bolsas de papel con su respectivo nimero de recolecta; libres
de detritus, tierra y otros residuos, pero conservando algo del sustrato en el cual crecieron.
Se transportaron en canastos de mimbre a un lugar de trabajo cercano, con el fin de realizar
la descripcibn macroscopica basada en guias micoldgicas (Largent, 1986; Mata &
Rivarden, 2010; Rivarden, 1991; Robledo, 2015). Se anotaron datos del lugar como tipo
de vegetacion, lugar de colecta, fecha, colectores y color. Para este dltimo, se utilizo la
guia de colores de Kornerup & Wanscher, 1963. Para la obtencién de la esporada se dejé
el pileo sobre un papel blanco, con el himenoféro hacia abajo haciendo contacto con el

papel, y se cubrid con un recipiente durante 24 horas. Ademas, se observo y anoté cambios
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de color al realizar las pruebas macroquimicas de rutina con hidroxido de potasio (KOH) al

3% y reactivo de Melzer en el pileo, contexto, lamelas y estipite.

2.3.2 Aislamiento de micelio

De dichos basidiomas se obtuvo micelio por aislamiento vegetativo en medio PDA (Agar
papa dextrosa) y se caracteriz6 morfoldégicamente la cepa teniendo en cuenta el color,
textura, tipo de micelio, densidad y confirmacién microscépica. La cepa fue almacenada a
4 °C para su posterior uso en la identificacion molecular y evaluacién de su cinética de
crecimiento sobre diferentes residuos agroindustriales. Con el fin de la preservacién de la
cepa a largo plazo, esta fue guardada en tubos inclinados con medio PDA y agua destilada
(Castellani, 1963).

2.3.3 Identificaciéon molecular de basidiomas y de micelio aislado

2.3.3.1 Extraccion de ADN

Del micelio obtenido en medio sdlido y de basidiomas recolectados se realizo extraccion y
purificacién del ADN. Se tom6 100mg del micelio y del basidioma, los cuales fueron
macerados con nitrégeno liquido y depositados en tubos eppendorfs con 450 ul de buffer
de lisis (200mM Tris 7.5, 250mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS), posteriormente se
agrego 450 pl de cloroformo y se centrifugd a 14.000 rpm por cinco minutos. Se recuperé
el sobrenadante y se adiciond 0,5 volumenes de isopropanol. El contenido se mezclé por
inversion durante 30 segundos y se almacené a -20 °C por 20 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 14.000 rpm durante cinco minutos. La pastilla de ADN se lavé con 500 uL de
etanol a 70%, se centrifug6 a 14.000 rpm durante cinco minutos y fue secada a temperatura
ambiente en camara de flujo laminar por un espacio de media hora. EI ADN extraido se
resuspendié en 100 pl de buffer TE1X + RNAsa (0,75mg/ml) y se incub6 durante una hora
a 37 °C, seguido del almacenamiento de las muestras a -20 °C. La calidad y la cantidad
de ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (w/v) y se visualizé
con el colorante gel red en un transiluminador de luz UV, donde se calcul6 la concentracion

del ADN total con base a la concentracion del ADN del bacteriéfago lambda (Biolase).
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2.3.3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Verificado la pureza del ADN, se realizé reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
marcadores moleculares utilizados para este estudio fueron los ITS4 e ITS5, propuestos
por (WHITE, BRUNS, LEE, & TAYLOR, 1990). La reaccién y amplificacién de los productos
de PCR se realiz6 segun lo recomendado por (Sartorato, Nechet, & Halfeld-Vieira, 2006).
Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas direcciones en la empresa a
Macrogen (Corea). Las secuencias consenso (Anexo A y B) se obtuvieron a partir de las
dos secuencias complementarias utilizando el programa Geneious®. Las secuencias
consenso obtenidas fueron comparadas con las secuencias disponibles en el GenBank del
NCBI, mediante el uso del algoritmo Blast N. Tanto la extraccibn de ADN y la PCR, se

realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Manizales.

2.3.4 Extracto etandlico de basidiomas colectados

Los basidiomas colectados fueron lavados y sometidos a desecacion en una estufa
(Memmert) a 40 °C. Estos basidiomas se trituraron con nitrégeno liquido, se pesaron 10 g
y se realiz6 desengrase con éter de petréleo. Luego, se realizé6 extraccion mediante
percolacion, empleando etanol al 96%. A este extracto etandlico se le identificé
cualitativamente grupos funcionales de metabolitos. El extracto obtenido se filtré y se
concentré en un rotaevaporador (Buchi) a presién reducida hasta el minimo volumen a
40°C y 60 rpm. Este extracto crudo se resuspendié en agua desionizada estéril y se
preparé una concentracion de 2500 mg/L con el objetivo de evaluar la actividad

antimicrobiana.

2.3.5 Identificacidon de grupos funcionales de metabolitos

Del extracto etandlico obtenido de los basidiomas de L. crinitus, se les realiz6 pruebas
guimicas cualitativas preliminares, siguiendo las metodologias descritas por Murillo &
Méndez, 2003, para identificar los principales grupos funcionales de metabolitos:
carbohidratos, saponinas, polifenoles, taninos, flavonoides, antraquinonas, terpenos y

alcaloides.
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2.3.6 Actividad preliminar de la actividad antimicrobiana del

extracto etanélico de basidiomas de L. crinitus

2.3.6.1 Actividad antibacteriana

Se utilizaron las cepas Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Bacillus cereus (NCIMB7464) y Salmonella typhimurium (Salmonella
entérica) (NCTC6017). La determinacion se realizé por el método de microdilucion en caldo
nutritivo BHI (Merk®) (infusidon cerebro-corazén) (CLSI, 2012). Se realiz6 una curva
concentraciones con 6 réplicas por cada una, evaluando el efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano a través de una concentracion (2500 mg/L) del extracto etanélico
obtenido de basidiomas colectados de L. crinitus. Los ensayos se efectuaron en
microplacas de 96 pozos. Para el llenado de cada pozo, se tomé 50 uL del inéculo del
patégeno bacteriano ajustado a 0,5 en la escala de McFarland, 100 yL de medio liquido y
50 uL del extracto. Al control de crecimiento del patégeno (Control negativo) se adiciond,
100 pL de medio, 50 uL del indculo y 50 uL de agua estéril. Se emplearon controles de
contaminacion, los cuales incluyeron 200 uL de medio. Finalmente todo se incub6 a 37°C
en un periodo de 24 Horas. ElI crecimiento bacteriano fue evaluado
espectrofotométricamente, midiendo los valores de absorbancia cada 12 horas a 460nm
mediante un lector de microplacas UV/VIS Multiskan® GO (Thermo scientific). Para
determinar el % de inhibicién del crecimiento, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Abs Final- Abs Inicial

Tiempo Final-Tiempo inicial Ecuacion 1

Tasa o velocidad de crecimiento (TC) =

.. TC de la bacteria + extracto .
% crecimiento = , x 100 Ecuacion 2
TC del control negativo

% de inhibicion= 100 - % de crecimiento Ecuaciéon 3

2.3.6.2 Actividad antifungica

Las cepas utilizadas para este ensayo fueron: Fusarium oxysporum, Penicillium sp,
Rhizophus oryzae y Aspergillus niger. La determinacion se realizé por el método de
microdilucion (CLSI, 2009), teniendo en cuenta las mismas consideraciones que en el item
anterior con algunas modificaciones: utilizando caldo Sabouraud (Merk®) para cada

inoculo. Se prepararon suspensiones de esporas de los patégenos a una concentracion
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de 1x10* conidias/mL. El crecimiento micelial fue evaluado espectrofotométricamente,
midiendo los valores de absorbancia cada 24 h, a una densidad Optica de 595 nm. El

porcentaje de inhibicion se realiz6 utilizando las formulas anteriores.

2.3.7 Evaluacion preliminar del crecimiento micelial de L. crinitus

sobre los sustratos

2.3.7.1 Sustratos

Se utilizaron tres tipos de sustratos generados de la agroindustria del Tolima: Cascarilla de
arroz (CA), Cascara de Naranja (CN) y Salvado de arroz (SA). Dichos sustratos fueron
secados a 48 h, 40 °C (Memmert).Posteriormente se trituré cada uno de los materiales
hasta obtener un tamafio de particula de 0,1 mm de didmetro. Se realizaron siete
tratamientos combinando dichos sustratos, para determinar el crecimiento micelial (Tabla
2-1).

Tabla 2-1: Diferentes combinaciones de los sustratos

Tratamiento Sustrato
™ Salvado (SA)
T2 Cascara de Naranja (CN)
T3 Cascarilla de Arroz (CA)
T4 CA+ SA
T5 CA+CN
T6 CN+ SA
T7 CA+ CN+ SA
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2.3.7.2 Determinacion del crecimiento micelial sobre residuos

agroindustriales

De la cepa almacenada de L. crinitus, se repicd micelio en nuevo medio de PDA, con el
objetivo de activar el micelio. El crecimiento micelial de la cepa se estudié sobre las
combinaciones de sustratos anteriormente mencionadas. El ensayo consistié en utilizar
200 g del sustrato y 15 g de agar en un litro de agua desionizada con ajuste de pH 6. Los
medios fueron autoclavados a 120 °C y 1 atm de presion, durante 20 min. Estos se
sirvieron en cajas de Petri, con un volumen de 20 ml. Las cajas se inocularon con implantes
de 5 mm de diametro de micelio y se incubaron a 28 °C, hasta que el micelio invadié
totalmente la caja. Los ensayos se realizaron por triplicado y el crecimiento de la cepa en
los siete tratamientos y en cada una de sus réplicas, fue estimado en base a su diametro
a diferentes tiempos. El diametro se midi6é en diferentes angulos de 0°, 45°, 90° y 135°,
tomando como interseccioén el centro del inéculo (Martinez et al., 2015).

2.3.8 Cultivo de L. crinitus mediante fermentacion solida y liquida

De la evaluacion preliminar del crecimiento micelial de L. crinitus sobre los sustratos, se

escogieron los tres mejores tratamientos, para realizar fermentacion liquida y sélida.

2.3.8.1 Fermentacion solida

Se reactivd micelio de la cepa de L. crinitus en medio PDA, una vez invadido toda la caja,
se tomaron tres discos de 5 mm y se inoculé asépticamente sobre granos de trigo,
previamente lavados, hidratos y esterilizados en frascos con tapones. Los frascos fueron
incubados a oscuridad a 25-28 °C, con humedad relativa entre 70-80%, hasta que el
micelio invadi6 toda la semilla. Esta semilla, se utiliz6 como inocul6é para ser sembrada
sobre los sustratos. Se escogieron tres combinaciones del sustrato y se realizaron cuatro
replicas. Para cada combinacién del sustrato se hicieron controles sin inocular el sustrato
y se sometieron a las mismas condiciones experimentales. Estos sustratos fueron secados,
y cortados a un tamafio de particula de 2 cm. A los sustratos se les adicion6 agua hasta
alcanzar una humedad del 60%. Estos sustratos, 300 g de cada combinacién, fueron
empacados en bolsas de polipropileno y fueron autoclavados a 120 °C y 1 atm de presion,
durante 120 min. Una vez las bolsas presentaron una temperatura de 28-30°C, se

inocularon con 5% de la semilla de trigo invadida con la cepa de L. crinitus. Las bolsas
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fueron cerradas, se les colocé un anillo de PVC con un tapdn de algodon para permitir el
intercambio gaseoso y fueron incubadas a total oscuridad, a 25-26°C (Gaitan-Hernandez
et al., 2006; A. R. G. Machado, Teixeira, de Souza Kirsch, Campelo, & de Aguiar Oliveira,
2015; Nasehi, Torbatinejad, Zerehdaran, & Safaie, 2017; Sanchez & Royse, 2001). Una
vez el micelio invadié totalmente el sustrato, las bolsas fueron llevadas a diferentes
condiciones para estimular la fructificacion, 85-95% humedad, con 12 horas de iluminacién
y temperatura de 15-18°C (Gaitan-Hernandez et al., 2006). Se evalué la aparicién o
ausencia de basidiomas producidos en cada bolsa, con cada tratamiento y replica. El
residuo agotado por el micelio de L. crinitus, fue almacenado a 4°C para su posterior uso.

2.3.8.2 Fermentacion liquida

Se escogieron tres combinaciones de los sustratos, se realizaron dos replicas por cada
tratamiento y tiempo para la cuantificacion de biomasa micelial (4, 8,16 y 20 dias), y se
adicioné otro tratamiento el cual solo contenia caldo saboraud. Estos sustratos fueron
triturados en un molino eléctrico, hasta obtener un tamafio de particula de 0.1 um. Se
utilizaron erlenmeyer de 250 -300 ml, con 150 ml de agua estéril y 6 gramos para cada
tratamiento, se ajust6 el pH a 6.0. A estos frascos se les colocé tapones de algodon y
fueron autoclavados a 15 Ib, durante 60 minutos. Una vez presentaron una temperatura de
25 a 28°C, se inocularon 3 cuadrantes de 5 mm del micelio de L. crinitus. Estos frascos
fueron agitados a 200 rpm, por 20 dias. Se midi6 la produccién de biomasa micelial durante
20 dias, a diferentes tiempos. Dicha biomasa micelial, se cuantifico utilizando el método
del peso seco. La biomasa micelial fue filtrada y el micelio fue lavado con abundante agua
destilada para remover las particulas de material insoluble, después las muestras fueron
depositadas en caja de petri y secadas en horno a una temperatura de 60 °C durante 72
horas hasta peso constante, los resultados fueron registrados en g (Zapata-ocampo &
Rojas-vahos, 2010). Ademas, el micelio obtenido a los 20 dias fue almacenado a 4°C para

su posterior analisis.

2.3.9 Anélisis proximal

A los basidiomas colectados, al micelio obtenido por fermentacion liquida, al residuo
agotado con el micelio, y a los residuos agroindustriales utilizados, se les realizé un analisis

bromatol6gico mediante las determinaciones de ceniza, humedad, extracto etéreo,
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proteina total, fibra cruda, minerales menores y mayores, en el laboratorio de servicios
LASEREX de la Universidad del Tolima, siguiendo los protocolos de la AOAC.

2.3.10 Analisis estadistico

Para analizar la cinética preliminar de crecimiento micelial y la ganancia de biomasa
micelial sobre cada uno de los tratamientos, se realizé un analisis multiple de regresion
lineal, para comparar las pendientes de cada tratamiento. Para comprobar diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos se utilizé la prueba de rangos mdltiples
Bonferroni. Para la determinacion de la actividad antimicrobiana del extracto se determino
el % de inhibicion, con su respectiva desviacion estandar. Estos andlisis se realizaron

utilizando el programa Statgraphics centurién XVI.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Descripcion taxondmica de los basidiomas

Lentinus crinitus (L.) Fr
Syst. orb. veg. (Lundae) 1: 77 (1825)
= Agaricus crinitus L. 1763

Basidiocarpo de 1.2- 5 cm de diametro, 1.1 -3 cm de longitud. Infundiliforme, depreso,
superficie vilosa, de color naranja grisaceo (5B4) y en el centro vellosidades color café
oscuro (6F7). Contexto <1 mm, color blanco, margen ondulado. Lamelas color naranja
grisaceo (5B5) apretadas, decurrentes, onduladas. Estipite central 1.3- 4.5 cm de largo,
0.1-0.5 cm de diametro con vellosidades a escamas, diferenciandose en puntos en los mas
viejos, de color café rojizo marron (6F7).

Sistema hifal: dimitico, hifas generativas simples con septos fibulados de 3,16-4,59 um
de diametro, hialinas. Hifas esqueletoligadoras, hialinas, de pared gruesa, de 4,17-7-19
pum de diametro.

Cistidios: Queilocistidios presentes, sinuosos a nodulosos.

Basidios: Clavados, con 4 esterigmas.

Basidiosporas: Cilindricas, hialinas y lisas. De 6,79 ym x 2,58 ym.

Ecologia y distribucion: Gregarios, creciendo sobre troncos muertos (Figura 2-1).

Pudricion blanca.
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Figura 2-1: Basidiomas de L. crinitus creciendo sobre troncos muertos

2.4.2 Morfologia del micelio obtenido

El micelio obtenido mostr6 una textura algodonosa y compacta, de color blanco con tonos
color café al pasar el tiempo, su densidad fue regular y con micelio aéreo ausente (Figura
2-2).

Figura 2-2: Micelio aislado de basidiomas colectados
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2.4.3 Confirmacién molecular de basidiomas y micelio de L.

crinitus

El analisis con Blast, de las secuencias consenso obtenidas tanto del basidioma como del

micelio, confirmaron la informacion dada por taxonomia tradicional, al obtener como

primero hits los valores de identidad >98% y valores E: 0.0, correspondientes con

secuencias de L. crinitus almacenadas en el GenBank (Tabla 2-2).

Tabla 2-2: Resumen de los resultados del BLAST

Longitud de la % % ldentidad (n° Nombre
Muestra _ Valores E . _ -
secuencia (bp) | Cobertura accesion) identificado
Micelio 661 81 0.0 98 (GU207295.1) | Lentinus crinitus
Micelio 661 86 0.0 98 (KX065949.1) | Lentinus crinitus
Basidioma 695 94 0.0 98 (KX065949.1) | Lentinus crinitus
Basidioma 695 89 0.0 99 (GU207295.1) | Lentinus crinitus

2.4.4 Identificacidon de grupos de metabolitos

Al realizar el analisis fitoquimico del extracto etanélico de basidiomas colectados, se

comprobd la presencia de carbohidratos, polifenoles, antraquinonas y terpenos (Tabla 2-

3).

Tabla 2-3: Prueba fitoquimica del extracto etandlico de los basidiomas colectados de

L.crinitus
Metabolito Prueba Basidiomas de L.crinitus
Molish +
Carbohidratos :
Benedict +
Yodo -
_ Espuma -
Saponinas
Rosenthaler -
Polifenoles FolinCiocalteu +
Taninos Cloruro Ferrico +
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Flavonoides shinoda -

Antraquinonas Borntraguer +

Lieberma-Burchard +
Terpenos

Reactivo de Salkwoski +

Tanred -

Dragendorff -

Alcaloides Mayer -

Wagner -
Erlich -

+ Presencia, - ausencia

2.4.5 Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de

basidiomas colectados

El extracto etandlico de basidiomas colectados, a una concentracion de 2500mg/L,
evidencio actividad antifungica con efectos inhibitorios de 60.50%, 48.30 %, 25.84% y
8.55% contra A. niger, Penicilium sp, R. oryzae y F. oxysporum, respectivamente (Figura
2-3). Ademas dicho extracto presentd actividad inhibitoria contra cepas bacterianas como
B. cereus (48.79 %), E. coli (24.56%), P. aeruginosa (20.25 %) y S. typhimurium (24.13%)
(Figura 2-4).

Figura 2-3: Porcentaje de inhibicion fingica a generada por el extracto

etanodlico de basidiomas colectados de L. crinitus
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Figura 2-4: Porcentaje de inhibicién bacteriana generada por el extracto

etandlico de basidiomas colectados de L. crinitus
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2.4.6 Evaluacion preliminar del crecimiento micelial de L. crinitus

sobre los sustratos

El analisis de regresiébn mdltiple evidencié que existen corelacién estadisticamente
significativa entre las variables y hay diferencias en la velocidad de crecimiento (pendiente)
de la cepa L. crinitus en los siete tratamientos (Figura 2-5). La figura 2-6, complementa
esta informacién con el crecimiento de L. crinitus a las 72 horas. La cepa en los
tratamientos T5, T6 y T7, presentd el mejor crecimiento con una velocidad de 0.0789 cm/h,
0.0753 cm/h y 0.0719 cm/h, respectivamente (Tabla 2-4). Para determinar cuales medias
en cada uno de los tratamientos, fueron significativamente diferentes de otras, se realiz6
un analisis de comparacion multiple con correccion de Bonferroni (Tabla 2-5). No existieron

diferencias significativas entre los tratamientos, excepto para el tratamiento T3y T2.
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Figura 2-5: Crecimiento micelial de L. crinitus en los tratamientos. Los datos son
reportados como la media + DE (ANOVA p<0.05)
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Figura 2-6: Crecimiento micelial de L. crinitus a las 72 horas en cada uno de los

tratamientos
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Tabla 2-4: Pendientes e interceptos para cada curva de crecimiento micelial de L. crinitus

en los tratamientos evaluados

Tratamiento | Intercepto | Pendiente
T1 -0,2694 0,0419
T -0,6776 0,0710
T3 -0,4088 0,0673
T4 -0,4238 0,0563
T5 0,1558 0,0720
T6 -0,7816 0,0790
T7 -0,3170 0,0753

Tabla 2-5: Comparacion multiple de Bonferroni para cada tratamiento en la cinética de

crecimiento
Tratamiento | Recuento | Media MC | Sigma MC | Grupos Homogéneos
T1 63 3,081 0,057 (X
T4 63 4,076 0,057 X
T3 63 4,978 0,057 X
T2 63 5,002 0,057 X
T6 63 5,538 0,057 X
T7 63 5,708 0,057 X
T5 63 5,914 0,057 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos

niveles que compartan una misma columna de X's.
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2.4.7 Analisis proximal de las combinaciones de residuos
agroindustriales y correlaciobn con la velocidad de

crecimiento micelial

Dado a que el andlisis proximal muestra una variabilidad de datos (Tabla 2-6), se realizo
un analisis de correlacion de Pearson, con el objetivo de evaluar que variables de la
composicion proximal del sustrato, estan relacionadas con la velocidad de crecimiento
micelial. La tabla 2-7, muestra los resultados de las variables que estuvieron relacionadas
con la velocidad de crecimiento micelial, asi como la correlacion, el nUmero de pares de
datos utilizados para calcular cada coeficiente entre paréntesis y el Valor P,
correspondiente al tercer nUmero en cada bloque de la tabla. Este valor-P prueba la
significancia estadistica de las correlaciones estimadas. Valores-P abajo de 0,05 indican
correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del 95,0%.
Por lo tanto, existié una correlacion entre la velocidad de crecimiento y la relacién C/N, el
% N vy el % de P. Para las demas variables, no existié una correlacion significativa con la

velocidad de crecimiento micelial.

Tabla 2-6: Andlisis proximal de las combinaciones de residuos agroindustriales usadas

para la evaluacién preliminar del crecimiento micelial de L. crinitus

Tratamientos: Residuos agroindustriales
Determinacion T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
% N 1,94 0,95 0,79 1,35 1,40 0,93 0,86
% Proteina 8,4 8,6 3,1 6,2 8,75 5,81 5,36
% Fibra 15,2 10,3 38,1 28 |22,333| 38,626 | 42,061
% Cenizas 32,25 | 28,33 | 34,09 | 33,22 | 46,66 | 47,51 57,51
% C 26,22 | 29,11 | 25,32 | 23,52 |55,220| 32,520 | 33,353
% P 2,84 0,224 0,32 1,58 0,96 0,254 0,73
% Ca 0,55 1,37 0,58 0,59 | 0,095 | 0,254 0,246
% Mg 0,11 0,21 0,12 0,14 | 0,237 | 0,216 0,398
% K 0,31 0,27 0,07 0,19 | 9,556 | 0,507 1,443
Mn (mg/kg) 47,8 29 24 35,9 [29,963| 25,107 | 89,330
Fe (mg/kg) 284 | 224 | 32,3 | 30,35 |61,365 111,000 | 44,577
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Zn (mg/kg) 635 | 155 | 29,6 | 46,55 |38,711| 9,892 | 33,925
Cu (mg/kg) 055 | 1,56 | 1,13 | 0,84 | 1,793 | 6,474 | 11,330
CIN 13,51 | 30,64 | 32,05 | 17,42 39,443 35,003 | 38,881

Tabla 2-7: Correlacion entre la velocidad de crecimiento y variables de la composicion

del sustrato

Velocidad de
% N C/N o % P
crecimiento (cm/h)
% N -0,6996 -0,8315 0,9355
(7) (7) (7)
0,0802 0,0204 0,0020
C/IN -0,6996 0,9264 -0,7930
(7) (7) (7)
0,0802 0,0027 0,0334
Velocidad de
o -0,8315 0,9264 -0,9163
crecimiento (cm/h)
(7) (7) (7)
0,0204 0,0027 0,0037
% P 0,9355 -0,7930 -0,9163
(7) (7) ()
0,0020 0,0334 0,0037

2.4.8 Cultivo de L. crinitus mediante fermentacion soélida y liquida

Los tres mejores resultados, de la anterior prueba: T5, T6 y T7, se escogieron para realizar

FESy FEL.

2.4.8.1 Fermentacién solida (FES)

El micelio sembrado en 50 g de semillas de trigo, colonizé a los 15 dias dicho material, sin

problemas de contaminacion por otros hongos, insectos o bacterias (Figura 2-7). Las

bolsas preparadas con 300g de las tres diferentes combinaciones de sustratos e
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inoculadas con dicha semilla, mostraron una invasion total de los residuos a los 40 dias
(Figura 2-8). Pese a los intentos de inducir fructificacién en cada una de las bolsas, no fue

posible obtener basidiomas.

Figura 2-7: Obtencion de semilla de L. crinitus
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2.4.8.2 Fermentacion liquida (FEL)

Para los cuatro tratamientos se evidenciaron diferencias en la obtencion de biomasa
micelial de L. crinitus (Figura 2-9). En el tratamiento T7, fue posible obtener mayor biomasa
micelial a los 20 dias de inoculado (4.69 g), en comparacién con el caldo saboraud
(0,599q), el T6 (2,37 ) y T5 (3,70 g) (Figura 2-10). Esto se complementa con la pendiente
obtenida para cada tratamiento donde fue mayor para el T7 (0,9271 g/dias), seguido de T5
(0,1658 g/dias), T6 (0,117 g/dias) y caldo saboraud (0,0273 g/dias). Al analizar las medias
de las pendientes obtenidas para cada tratamiento mediante la prueba de rangos multiples
de Bonferroni, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tres
tratamientos que comparte una misma columna de X's. (Tabla 2-8).

Figura 2-9: Fermentacion liquida de L. crinitus en los tres tratamientos

T5 T6 T7

Tabla 2-8: Comparacion multiple de Bonferroni para cada tratamiento en la ganancia de
biomasa micelial en FES.

Tratamiento Pendiente (g/dias) | Grupos Homogéneos

Caldo saboraud 0,0273 £ 0,003 X
T6 0,117 £ 0,021 X
T5 0,1852 + 0,05 X
T7 0,9325 £+ 0,03 X
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Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 2). Prueba de Rangos
Multiples de Bonferroni. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aguellos niveles que compartan una misma columna de X's.

Figura 2-10: Obtencion de biomasa micelial de L.crinitus mediante FEL. Los datos son
reportados como la media + DE (ANOVA p<0.05)
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2.4.9 Analisis proximal de basidiomas colectados, micelio
obtenido por FEL y de residuos degradados por L.crinitus
mediante FES.

Los residuos degradados con L. crinitus, evidenciaron mayores porcentajes en el contenido
de proteina, nitrégeno y fibra, con respecto a los resultados obtenidos de los residuos
agroindustriales sin adicionar el hongo (Tabla 2-9). Los demas valores fueron variables en
cada tratamiento. Los basidiomas colectados de L. crinitus, evidenciaron contenidos de
proteina de 14.42 % vy fibra de 57.185%. El micelio en los cuatro tratamientos obtenido
mediante FEL, mostré valores similares al de los obtenidos en los basidiomas colectados
(Tabla 2-10).
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Tabla 2-9: Analisis proximal del residuos agroindustriales degradado por L. crinitus
mediante FES

Residuos degradados con L. crinitus en Residuos
la FES agroindustriales (C-)
T5+L. T6+L. T7+L.

crinitus crinitus crinitus T5 T6 T7

% N 1,69 1,80 1,72 1,40 0,93 0,86

% Proteina 10,54 11,28 10,77 8,75 5,81 5,36
% Fibra 44,11 56,33 56,17 22,333 | 38,626 | 42,061
% Cenizas 39,05 48,90 47,84 46,66 47,51 57,51
% C 35,35 29,64 30,25 55,220 | 32,520 | 33,353

% P 1,10 1,15 0,28 0,96 0,254 0,73
% Ca 0,014 0,007 0,005 0,095 0,254 0,246
% Mg 0,226 0,28 0,28 0,237 | 0,216 | 0,398
% K 0,701 8,75 4,28 9,556 | 0,507 1,443
Mn (mg/kg) 115,41 44,02 88,83 29,963 | 25,107 | 89,330
Fe (mg/kg) 71,03 78,76 99,00 61,365 |111,000| 44,577
Zn (mg/kg) 40,84 41,52 27,12 38,711 | 9,892 | 33,925
Cu (mg/kg) 93,25 10,99 7,21 1,793 | 6,474 | 11,330
Relacion C/N 20,97 16,42 17,56 39,443 | 35,003 | 38,881

Tabla 2-10: Analisis proximal de basidiomas colectados y micelio obtenido mediante FEL

Basidiomas o

o o o Micelio
colectados de L. Micelio T5 | Micelio T6 | Micelio T7
o Caldo
crinitus

% N 2,31 1,51 1,62 1,58 1,31
% Proteina 14,42 12,3 12,8 13,12 13,15
% Fibra 57,18 54,21 52,89 53,21 54,24
% Cenizas 50,53 52,48 51,23 54,21 54,23
% C 28,69 23,45 25,25 28,47 26,41

%P 0,41 0,23 0,14 0,18 0,15
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% Ca 0,25 0,12 0,147 0,18 0,12
% Mg 0,005 0,001 0,001 0,008 0,05
% K 4,04 2,03 4,05 3,26 5,03
Mn (mg/kg) 120,34 100,12 99,04 88,47 120,15
Fe (mg/kg) 129,26 115,27 114,89 108,27 101,12
Zn (mg/kg) 59,59 52,45 57,04 54,12 53,14
Cu (mg/kg) 11,23 9,87 8,74 8,79 8,99

2.5 DISCUSION

El género Lentinus fue descrito por Fries y publicado validamente en 1825, e incluido en el
orden Agaricales, familia Pleurotaceae (Goday & Fr, 1975). Actualmente, este género
pertenece al orden Poliporales, familia Polyporaceae (Mycobank), compuesto por dos
subgéneros (Lentinus, Panus) basado en gran parte a la morfologia de sus hifas
esqueletoligativas encontradas en el pileo y la trama himenoforal (Pegler, 1983). Diversos
estudios han identificado que existen problemas en la aplicacion de observaciones
morfologicas y por lo tanto se hace necesario su identificacién utilizando herramientas
moleculares (Hibbett et al., 2007; Taylor et al., 2000). En especial, porque dentro de este
género, varias taxa de Lentinus sensu Pegler (1983), forman complejos de especies, que
incluyen L. crinitus, donde sus basidioma son dificiles de distinguir o separar entre si, dado
a que algunos miembros de tales complejos pueden cruzarse y generar morfotipos

ligeramente diferentes (Grand, Hughes, & Petersen, 2011).

Este género, esta distribuido a nivel mundial, pero especies del subgénero Lentinus,
especificamente L. crinitus, estd distribuido en las Américas (Justo, Nagy, Grand,
Redhead, & Hibbett, 2015). Para Colombia, segun el ultimo reporte realizado por Vasco-
Palacios and Franco-Molano 2013, L. crinitus, se reporta distribuido en Amazonas,
Antioquia, Caqueta, Cesar, Choco, Cundinamarca y Valle del Cauca, a una elevacion de
50-2800 m.s.n.m. Por lo tanto, los basidiomas colectados y micelio obtenido, e
identificados por taxonomia tradicional y molecular como L. crinitus, son un nuevo reporte

para el Tolima.
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Este nuevo aporte al conocimiento de la diversidad micol6gica, se suma a sus posibles
aplicaciones biotecnolégicas evaluadas en esta investigacion. Asi, basidiomas colectados
de L. crinitus presentaron contenidos de proteina de 14.42 %y de fibra de 57.18%, valores
superiores a los reportados por Rios Hurtado and Hicela Mosquera Mosquera 2015. Este
contenido de proteina puede ser comparado con productos que se encuentran en la
canasta familiar como frijol, maiz, arroz y trigo, que contienen valores de proteina de 28%,
10.2%, 7.6% y 14,3%, respectivamente (Chapingo et al., 2006; Koziot, 1992). Por otro
lado, la fraccién etandlica obtenida de basidiomas colectados de L. crinitus, presenta una
variedad de grupo de metabolitos como carbohidratos, polifenoles, antraguinonas y
terpenos que pueden estar generando un efecto inhibitorio de hongos y bacterias
patdgenas evaluadas, destacandose su efecto inhibitorio de 60.50 % contra Aspergillus
niger y de 48.79 % contra Bacillus cereus, a una concentracion de 2500 mg/L. Estos
porcentajes de inhibicién resultan ser prometedores en la utilizacion de extractos de
basidiomas de L. crinitus para contrarrestar infecciones oportunistas generadas por A.
niger como la onicomicosis (Guarro, 2012) o intoxicaciones alimentarias generadas por B.

cereus, donde el vehiculo implicado son las frutas y vegetales (INS, 2011).

En la literatura, solo existen dos reportes de la evaluacion de metabolitos de L. crinitus con
actividad antimicrobiana. Uno de ellos, corresponde al primer reporte de dicha actividad en
el afio 1994 (Abate & Abraham, 1994), en la cual, extractos con acetato de etilo obtenidos
del cultivo de L. crinitus en Fermentacion liquida y metabolitos aislados como 1-desoxI-
hlpnofilina, mostraron actividad antimicrobiana contra patégenos como B. cereus, S.
aureus, E. coli, A. niger. Una investigacidbn mas reciente evalué la actividad inhibitoria de
Fusarium sp con extractos acuosos obtenidos de basidiomas de L. crinitus, demostrando
gue la utilizaciébn de extractos Alcohol:agua (1:1), inhibieron mas del 92 % de la
esporulacién de conidios de Fusarium sp (Figueiredo & Silva, 2014). Aunque nuestro
trabajo evalud el efecto inhibitorio contra F. oxysporum, el extracto etandlico solo mostré
inhibicion del 8,5%. Estas diferencias se deben al solvente utilizado para la extraccion y
por lo tanto, para tener un perfil de metabolitos mas detallado y una aproximacion del tipo

de estructura encargada del efecto, es necesario fraccionar la muestra.

La evaluacion preliminar del crecimiento micelial de L. crinitus sobre residuos
agroindustriales como cascarilla de arroz, cdscara de naranjay salvado de arroz, evidencia
su capacidad para crecer sobre este tipo de residuos agroindustriales. Se ha demostrado

gue micelio de L. crinitus presenta altos porcentajes de biodegradacion de lignina (54.4 %)
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de paja de trigo (Hossain, Anantharaman, & Das, 2007), asi como crecimiento micelial y la
produccién de basidiomas sobre exocarpo de cacao (Theobroma grandiflorum) (Granda et
al., 2005). Sin embargo, es de aclarar que aparte del potencial degradador existe una
interrelacion entre la cepa-sustrato, la cual es especifica para cada especie de hongo. Esta
correlacion puede ser medida mediante ensayos preliminares a la realizacion de FES,
utilizando residuos agroindustriales en cajas de Petri, para determinar la velocidad de
crecimiento micelial y asi, seleccionar las combinaciones de cepas-sustratos mas
apropiadas para la bioconversién de residuos agroindustriales y la produccién de
basidiomas (Martinez et al., 2015; Motato R., Mejia G., & Ledn P., 2006; Oviedo, Casas, &
Valencia, 2016). Por lo tanto, la evaluacion del crecimiento micelial sobre las diferentes
combinaciones de residuos agroindustriales realizadas, demuestra que L. crinitus puede
crecer sobre dichos tratamientos, y su crecimiento esta correlacionado con la relacion C/N,
el contenido de fésforo, y de nitrégeno de los materiales lignocelulésicos evaluados. Las
combinaciones de los sustratos (T5, T6 y T7) que presentaron relaciones de C/N de 39.44,
35.00 y 38.881, y contenidos de Fosforo de 0.96, 0.25 y 0.73 %, respectivamente,
mostraron el mejor crecimiento de la cepa de L. crinitus, siendo el tratamiento T5, el que
presento la mejor velocidad de crecimiento, seguido de T6y T7. Por lo tanto, a medida que
aumento la relacion C/N y los contenidos de P, se presentd mayor velocidad de crecimiento
micelial. Se ha demostrado que dicha relacién C/N, es una de las variables principales que
afecta el crecimiento micelial, y por ende el rendimiento y la productividad cuando se desea

obtener basidiomas (Lopez, Diaz, & Garcés, 2011).

Esta relacion de C/N, es indispensable para el crecimiento del hongo, en especial porque
para su crecimiento anaerobico, es necesario altos contenidos de C y bajos contenidos de
N, y su valor dependera del tipo de cepa (Sanchez & Royse, 2001). Ademas, otros
elementos como el azufre, fésforo, potasio y magnesio son esenciales para el crecimiento
de los hongos ya que forman parte de la sintesis de aminoacidos, acidos nucleicos, y ATP,
y participan como cofactores en diversas reacciones enzimaticas entre otras muchas
funciones (Gow & Gadd, 1995). A pesar, de que se evalué la relacion de otros
componentes como calcio, magnesio, manganeso y otros, estos no mostraron una
correlacion con la velocidad de crecimiento y deben incluirse otras variables como el

contenido de vitaminas y aminoacidos presentes en los residuos agroindustriales, los
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cuales pueden influir en el crecimiento micelial (Marino, Dias de Abreu, Nascimento Pedra,
& Mesquita, 2008)

Estos tres mejores tratamientos (T5, T6 y T7) se utilizaron para realizar fermentacién sélida
y liquida. A pesar de la expansion micelial sobre las tres combinaciones de residuos
agroindustriales en la FES, no fue posible obtener basidiomas. Esto puede explicarse a
varios factores, como la temperatura de induccién de fructificacién asi como la humedad
relativa utilizada. Se ha demostrado que especies silvestres son mas dificiles de
acondicionar, en especial por que poco se conoce sobre las temperaturas éptimas,
humedad relativa y otros factores ambientales y bioquimicos que estan involucrados en el
cultivo de los mismos (Sanchez & Royse, 2001). Por ejemplo, se ha demostrado que la
presencia de saponinas triterpenoidales (Y. M. Magae & Hara, 2006) y tensioactivos
naturales como 3-Ooctil-y 3-O-decil-D-glucosa h, estan relacionados con la agregacion
hifal, formacién de primordios y la obtencién de basidiomas (Y. Magae, Nishimura, &
Ohara, 2005). A parte de este tensioactivo, una fuente apropiada de nutrientes constituyen
una base estructural necesaria para la induccion de fructificacion de Pleurotus ostreatrus
(Berne, Pohleven, Turk, & Sepc, 2008). Otro de los factores importantes es el pH, en
donde, el éptimo pH tanto para el desarrollo micelial como para la fructificacion debe estar
entre 6.5 -7.0 (Kalmis, 2008). Rango en el cual, se encontraron las mezclas de los sustratos
utilizados. Otros factores como la fuente de nitrégeno, las mezclas, los minerales, el
tamafio de particula, los niveles de inoculo, adicién de surfactantes, la luminosidad, la
temperatura, el envase, la aireacion, pueden estar involucrados en el proceso de induccién
de fructificacion (Barba et al., 2016). Por lo tanto, se hace necesario realizar un estudio
focalizado en estos parametros para evaluar las mejores condiciones de fructificaciones
para L. crinitus, asi como los diferentes parametros que pueden estar afectando esta

induccion.

Los residuos agotados por L. crinitus obtenidos en la FES, aumentaron su contenido de
proteina, fibra, nitrdgeno, fosforo, manganeso, hierro, zinc y cobre, asi como disminuyo el
contenido de carbono, calcio, magnesio y calcio. Al comparar los valores obtenidos de
proteina, de fibra y de nitrégeno, estos aumentaron en un 10-20% en comparacion con los
controles negativos. En cada uno de los tratamientos, los valores fueron similares y pueden
ser comparados con otros residuos agotados con especies de Pleurotus, donde
presentaron valores de proteina de 15.7-29 % (Pathmashini et al., 2008), asi como

sustratos degradados con Agrocybe cylindracea y P. ostreatus, con valores de proteina de
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3.8- 15.7% y de fibra de 26.9 — 59.4% (Koutrotsios, Mountzouris, Chatzipavlidis, & Zervakis,

2014), similares a los obtenidos en esta investigacion.

Estos aumentos en dicha composicién de los sustratos, propone una alternativa de la
biotransformacién de residuos agroindustriales para la generacion de productos agregados
como fuente de proteina animal; en especial porque el uso de residuos agroindustriales
para la alimentacion animal, esta limitado por la baja digestibilidad y la poca disponibilidad
de nutrientes (Sanchez & Royse, 2001). Los tratamientos para reducir la lignina, y
aumentar la digestibilidad de la celulosa remanente en dichos residuos, son altamente
costosos (Pandey & Soccol, 2000).Esta biotransformacion de los residuos por parte de
macromicetos, se considera la Unica tecnologia que permite obtener alimento humano y

animal (Bermudez et al., 2014).

La bioconvesién de residuos agroindustriales por parte de macromicetos y el intento en
aumentar el valor nutricional de los residuos para la alimentacion animal, ha sido
demostrada en diversas investigaciones. Un ejemplo de ello, es la utilizacion de Pleurotus
sajor-caju, para la bioconversion de paja de arroz, donde se demuestra la disminucién de
celulosade un 35,8a17,9%, y de ligninade 17,2 a 9.5 %, ademas los residuos degradados
por el hongo, aumentaron el contenido de proteina y fibra (Bisaria, Madan, & Vasudevan,
1997). Por consiguiente, la proteina bruta, el contenido de grasa, de ceniza y de otros
componentes como polisacaridos, vitaminas, y elementos menores, aumentan a medida
gue el hongo degrada el sustrato, concediendo enormes ventajas para la utilizacion de
dichos residuos con hongos, como fuente de alimento para rumiantes. Estudios sobre la
digestibilidad de paja de trigo con Agaricus bisporus, en experimentos con rumiantes, han
demostrado que dichos residuos presentan alta cantidad de nitrdgeno y puede ser utilizado
como alimentos para rumiante, sin afectar la ingesta de nutrientes, la digestibilidad y el
balance de nitr6geno (Fazaeli & Masoodi, 2004). También, se ha evaluado el efecto de la
suplementacién de sustratos agotados con hongos sobre la fermentacion del rumen y los
metabolitos de la sangre en bueyes de Hanwoo, encontrando que dichos sustratos pueden

ser utilizados como forrajes (Oh, Lee, Choi, Kim, & Hong, 2010).

Otros estudios demuestran que residuos agotados por micelio de Pleurotus ostreatus y
Pleurotus eryngii, poseen altos porcentajes de nutrientes primarios, Utiles para ser

aprovechados como fertilizantes o acondicionadores de suelos (Fontalvo et al., 2013). Esta
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alternativa presenta una gran ventaja de contener los elementos necesarios para
garantizar el equilibrio de la microbiota y la induccién de resistencia para las plantas. Por
ejemplo, se ha evaluado sustratos agotados mediante Pleurotus ostreatus y Agaricus
bisporus como biofertilizantes de suelos para el crecimiento de plantas de aji (Capsicum
annuum L), demostrando que dichos sustratos presentan un efecto positivo para el
crecimiento de plantas, asi como la movilizacién de fosfato del suelo, un aumento en el
contenido de clorofila, y contenido de proteina en hojas y frutos (Roy, Barman,
Chakraborty, & Chakraborty, 2015). El crecimiento de otras plantas ha sido evaluadas
(Cucumis sativus y Solanum lycopersicum), utilizando residuos agotados de Flammulina
velutipes, los tratamientos usados aumentaron la altura de las plantas, el area foliar y el
indice de calidad de la planta (Run-hua, Zeng-giang, & Zhi-guo, 2012). Este potencial de
los residuos agotados con hongos, se debe a que agregan materia organica y mejoran la
estructura del suelo, proporcionando los nutrientes necesarios para plantas. Por lo tanto,
los resultados obtenidos de los residuos agotados con L. crinitus, propone un alternativa
para la transformacién de residuos agroindustriales del departamento del Tolima, en miras
de generar productos de valor agregado. Dado a este potencial, es recomendable realizar

otras pruebas que fortalezcan dicha utilizacion.

La biomasa micelial obtenida por FEL, fue diferente dependiendo del tratamiento utilizado.
El andlisis de la composicion micelial obtenida en los tres tratamientos, fue similar a los
valores obtenidos de basidiomas colectados. Esto supone una nueva alternativa en la
transformacion de residuos agroindustriales para la generacion de biomasa micelial con el
fin de producir encapsulados proteicos u otros productos de valor agregado como
formulaciones de productos nutracéticos (Cardoso et al., 2017), utilizando fermentacion
liquida. Ademas, nuevamente se evidencia que las caracteristicas del sustrato y la técnica
empleada de fermentacion pueden intervenir en el crecimiento micelial y la obtencién de

biomasa.

2.6 CONCLUSION

Basidiomas de L. crinitus se reportan por primera vez para el Tolima, con un gran potencial
en el aprovechamiento biotecnoldgico, en especial por que dichos basidiomas pueden ser
usados como fuente de alimento, dado a sus contenidos de proteina, fibra y minerales,

nutricionales, asi como su potencial uso contra agentes patégenos como A. niger,



64 Cultivo de Lentinus crinitus (L.) Fr sobre residuos agroindustriales y evaluacion

de la bioactividad de sus extractos

Penicilium sp, B. cereus y E. coli. Ademas, dado a la capacidad que tiene el micelio de
L.crinitus en transformar residuos agroindustriales con altos valores proteicos, de fibra y
nitrégeno, estos pueden tener un potencial para ser utilizados como fuente de alimento
animal y como acondicionadores de suelo, asi como la posible utilizacion de micelio
obtenido mediante FEL para la generacion de encapsulados proteicos u otros productos
de valor agregado. Estos contenidos nutricionales, la obtencién de biomasa micelial y la
velocidad de crecimiento, se ve afectada por la composicién del sustrato y la técnica

utilizada para la obtencion de biomasa micelial.



3.Evaluacion preliminar del potencial
prebiético y actividad antimicrobiana de
polisacaridos extraidos de Lentinus
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3.1 Resumen

Uno de los compuestos que se postulan como promisorios por ejercer diferentes efectos,
entre los que se destacan inmunomoduladores, antidiabéticos y contra agentes infecciosos
son los polisacaridos de macromicetos, especificamente los B-glucanos. Por lo tanto, la
siguiente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana y el efecto
prebidtico de extractos acuosos obtenidos mediante fermentacion liquida (FEL) de micelio
de Lentinus crinitus (L.) Fr, asi como de basidiomas colectados y residuos agotados con
dicho hongo mediante FES. La FEL y la FES se llevé a cabo utilizando como sustratos,
residuos agroindustriales de la Region del Tolima (Cascara de naranja, Cascarilla y
salvado de arroz), bajo tres tratamientos. Del micelio obtenido para cada tratamiento y de
basidiomas, se realizé extraccién acuosa y se determind el contenido de polisacaridos
totales y de B-glucanos. Ademas, se determiné la actividad antimicrobiana contra agentes

patégenos e infecciosos. Los extractos acuosos obtenidos, mostraron contenidos de
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polisacéaridos entre 10- 86% y de B-glucanos entre 9-67 %, los cuales variaron entre las
muestras evaluadas. Los extractos acuosos obtenidos a las concentraciones evaluadas
mostraron actividad inhibitoria entre el 10-70 % de Rhizophus oryzae, Penicillium sp,
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli; destacandose los extractos acuosos derivados de micelio obtenido por
FEL. Ademas dichos extractos, mostraron potencial para estimular el crecimiento de
Lactobacillus paracasei, en un medio basal, siendo el extracto de basidiomas a una
concentracion de 4250 mg/L y de micelio obtenido por FEL con el tratamiento 6 a una
concentracion de 2500 mg/L, los que presentaron mayores porcentajes de estimulacion
(68,58% y 71, 19%). Estos resultados sugieren el potencial biotecnologico de moléculas
bioactivas producidas por los macromicetos, que podrian ser utilizadas para la generacién

de alimentos funcionales, asi como el potencial como agentes antimicrobianos.

Palabras clave: Polisacaridos, Macromicetos, Prebiéticos

3.2 INTRODUCCION

Los prebiéticos son ingredientes no digeribles de la dieta, que producen efectos
beneficiosos estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o mas tipos
de bacterias en el colon, las que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de
salud del hospedero (Reig & Anesto, 2002). Este potencial se ha evaluado con fracciones
de B-glucanos del género Pleurotus, los cuales demuestran una estimulacion selectiva de
cepas de probidticas como Lactobacillus, bifidobacterium y Enterococcus (Synytsya et al.,
2009), asi como mejoras en la supervivencia de microorganismos en productos lacteos y
en diferentes sistemas de cultivo durante los periodos de almacenamiento (W.-T. Chou,
Sheih, & Fang, 2013). Estos polisacaridos de macromicetos, han mostrado tener efectos
sinérgicos con péptidos y aminoacidos en condiciones in vitro, logrando efectos
beneficiosos en el huésped, asi como, la estimulacion de la microbiota fecal de una manera
positiva, bajando el pH y suprimiendo patégenos potenciales como Clostridium spp.,

Staphylococcus spp. y Enterococcus spp (Yu, Liu, Mukherjee, & Newburg, 2013).

Estos efectos antimicrobianos sobre cepas transmitidas en alimentos, en especial

Salmonella se asocian con enfermedades causadas por el consumo de aves de corral. Se
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han desarrollado diversas estrategias de intervencién antes del sacrificio de animales para
reducir las fuentes de transmision de patdgenos. Nuevos enfoques en la utilizacién de
prebidticos de macromicetos para disminuir estos patégenos son considerados como un
nuevo campo de investigacién, con el fin de promover la salud y seguridad de productos
de pollos de engorde. En una investigacion se evalud la administracion de extracto de
macromicetos en pollos de engorde sobre las poblaciones de bifidobacterias y Salmonella,
mostrando que el consumo del tratamiento con extracto de hongo por los pollos de engorde
mejoraron la eliminacion de bifidobacterias y disminuyeron las poblaciones de Salmonella
(Willis, King, Iskhuemhen, & Ibrahim, 2009). Otro estudio valor6 la morfologia intestinal y
las poblaciones de bacterias en pollos de engorde alimentados por seis semanas, con
dietas que contenian diferentes cantidades de Agaricus Bisporus (Giannenas et al., 2010).
Se reporta la utilizacion de polisacéaridos de Lentinus edodes y Tremella fuciformes sobre
los efectos de la microflora de pollos (Guo, Williams, Kwakkel, & Verstegen, 2003). Este
potencial prebiético de polisacaridos de macromicetos sumado a la actividad
antimicrobiana contra patégenos, se postulan como nuevas fuentes y por ende un nuevo
campo en la investigacion para generar productos funcionales con las propiedades
biolégicas exhibidas de estos compuestos. Por lo tanto, el objetivo de la siguiente
investigacion fue evaluar el contenido de polisacaridos, de B-glucanos y la actividad
antimicrobiana y efecto prebidtico de extractos acuosos obtenidos mediante fermentacién
liquida (FEL) de micelio de Lentinus crinitus (L.) Fr, asi como de basidiomas colectados y

residuos agotados con dicho hongo mediante FES.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Material de trabajo

Basidiomas colectados, micelio obtenido por fermentacion liquiday residuos agotados con
micelio de L. crinitus en tres tratamientos empleando residuos agroindustriales (Capitulo
2), fueron utilizados para la extraccion de polisacaridos y evaluacion de la actividad

prebidtica y antimicrobiana, asi como el contenido de polisacaridos totales y B-glucanos.
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3.3.2 Determinacion del contenido de polisacéaridos totales

Los polisacaridos totales se cuantificaron por el método de fenol acido sulfarico, usando
como solucién estandar glucosa (Arzave, 1987; DuBois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith,
1956; Laboratory, 2012), con algunas modificaciones: se utilizé antrona al 0.2% en &cido
sulfurico, dicha solucion se almacen6 a 8°C. Se realizé por triplicado una curva patron de
glucosa de 0, 80, 100,160, 200, 320, 400, 640, 800 mg/L (Anexo C) diluida en agua
desionizada. Se adicionaron en tubos eppendorf 50 pl de dichos estandares y se llevaron
a bafio de hielo, durante 10 minutos. Pasado el tiempo, se adicion6 100 ul de la antrona,
la cual fue agregada por las paredes del tubo lentamente, hasta formar una capa inferior
amarilla y una superior lechosa. Se descartaron aquellos tubos donde no se separaron las
capas, o los que se tornaron verde. Después de adicionar la antrona, estos permanecieron
durante 5 minutos en bafio de hielo. Pasado el tiempo, cada tubo se agit6é vigorosamente
en un vortex, hasta mezclar las dos capas. Una vez agitado todos los tubos, estos se
transfirieron a un bafio de agua a 100°C, durante 10 minutos. Luego, fueron llevados por
10 minutos a un bafio de hielo. Una vez atemperados los tubos, se tomaron 100 ul de cada
tubo y se agregaron al pozo de la caja de microplacas. Esta cuantificacion se llevé a cabo
mediante microplacas de 96 pozos, con una medicién a una densidad 6ptica de 630 nm
en lector de microplacas UV/VIS Multiskan® GO (ThermoScientific). Una vez construida
la curva de calibracion se determiné el contenido de polisacaridos totales de las muestras,
interpolando el valor dado de la absorbancia y teniendo en cuenta el factor de dilucién de

las muestras.

3.3.3 Determinacion del contenido de B-glucanos

Esta determinacion se hizo mediante un método colorimétrico propuesto por Nitschke et
al. 2011; Semedo, Karmali, and Fonseca 2014. Este método utiliza como complejante el
Rojo Congo y como ligante el B-glucano. El complejo formado de dicha interaccion genera
un cambio batocromico en el maximo de absorcion del Rojo Congo. Esta metodologia fue
usada con algunas modificaciones: Se utilizd una concentracion stock definida del patron
de B-glucano de Barley (Sigma-aldrich), el cual se prepar6 disolviéndolo en NaOH 1M, se
neutralizé con HCL y fue aforado con agua desionizada. A partir de esta concentracion, se

realizé un rango de concentraciones de 48 a 192 mg/L, con el fin de construir la curva de
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calibraciéon. Para preparar el complejante se utilizé 100 ml de buffer fosfato salino (PBS) a
pH 7.2 y se adicion6 0,017g de Rojo Congo. La reaccién consistié en adicionar 180 pL del
Buffer PBS con Rojo congo y 120 uL de la solucién estandar de 3-glucano de Barley a las
diferentes concentraciones para un volumen final de 300 pL. La curva de calibracién se
realizé por triplicado incluyendo el blanco, el cual contenia el buffer PBS con Rojo Congo,
y la dilucién en la que se prepar6 el B -glucano, pero sin este (Anexo D). Este ensayo fue
realizado en microplacas de 96 pozos, con una medicion a una densidad 6ptica de 523 nm
en lector de microplacas UV/VIS Multiskan® GO (ThermoScientific). Ademas, a la
concentracion de 48 y 192 mg/L y al blanco, se les realiz6 un barrido en el espectro UV-
VIS en el rango de 300 a 700 nm, con el fin de verificar el cambio batocrémico a 523 nm.
Una vez construida la curva de calibraciéon se determiné el contenido de $-glucanos de las
muestras, interpolando el valor dado de la absorbancia y teniendo en cuenta el factor de

dilucion de las muestras.

3.3.4 Actividad antibacteriana

Se utilizaron las cepas Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus aureus,, Bacillus
cereus (NCIMB7464) y Salmonella typhimurium (Salmonella entérica) (NCTC6017). La
determinacion se realizd por el método de microdilucion en caldo nutritivo BHI (Merk®)
(infusién cerebro-coraz6n) (CLSI, 2012). Se realiz6 una curva concentraciones con 6
réplicas por cada una, evaluando el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano a través
de concentraciones entre 312.5-17.000 mg/L de los extractos acuosos obtenidos,
valorando la Clso la cual reporta la concentracion que inhibe el 50 % de crecimiento
bacteriano. Los ensayos se efectuaron en microplacas de 96 pozos. Para el llenado de
cada pozo, se tomd 50 L del inéculo del patégeno bacteriano ajustado a 0,5 en la escala
de McFarland, 100 yL de medio liquido y 50 uL del extracto. Al control de crecimiento del
patdgeno (control negativo) se adiciond, 100 uL de medio, 50 uL del inéculo y 50 L de
agua estéril. Se emplearon controles de contaminacion, los cuales incluyeron 200 yL de
medio. Se utiliz6 como control positivo oxitetraciclina a 2000 mg/L.Finalmente todo se
incub6 a 37°C en un periodo de 24 Horas. El crecimiento bacteriano fue evaluado
espectrofotométricamente, midiendo los valores de absorbancia cada 12 horas a 460nm
mediante un lector de microplacas UV/VIS Multiskan® GO (Thermo scientific). Para

determinar el % de inhibicién del crecimiento, se utilizaron las siguientes ecuaciones:
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Abs Final- Abs Inicial

Tiempo Final-Tiempo inicial Ecuacion 1

Tasa o velocidad de crecimiento (TC) =

TC de la bacteria + extracto
TC del control negativo

% crecimiento = X 100 Ecuacioén 2

% de inhibicion= 100 - % de crecimiento Ecuacién 3

3.3.5 Actividad antifungica

Las cepas utilizadas para este ensayo fueron: Fusarium sp, Penicillium sp, Rhizophus
oryzae y Aspergillus niger. Se utiliz6 la metodologia CLSI 2009 teniendo en cuenta las
mismas consideraciones que en el item anterior con algunas modificaciones: utilizando
caldo Sabouraud (Merk®) para cada inoculo. Se prepararon suspensiones de esporas de
los patégenos a una concentracion de 1x10* conidias/mL. Se utilizé como control positivo
ketoconazol a 2000 mg/L El crecimiento micelial fue evaluado espectrofotométricamente,
midiendo los valores de absorbancia cada 24 h, a una densidad 6ptica de 595 nm. El

porcentaje de inhibicion se realiz6 utilizando las formulas anteriores.

3.3.6 Condiciones de crecimiento y mantenimiento de

Lactobacillus paracaseii

Se utiliz6 la cepa del probiotico Lactobacillus paracaseii, la cual fue activada en medio
solido MRS oxoid. Una colonia de este medio fue llevada a medio liquido de Rogosa (MRS)
con glucosa bajo condiciones anaerdbicas. El medio de Rogosa fue preparado aun pH=5.4
+ 0.2 con la siguiente composicién (-g/L): triptona-10; extracto de levadura-5; Tween-80;
Fosfato de potasio-6; acido citrico-2; acetato de sodio-17; sulfato de magnesio-0.57; sulfato
de manganeso-0.12; sulfato ferroso-0.034 y glucosa-20 (Nowak, Nowacka, Marek, & Anna,
2017).

3.3.7 Determinacion preliminar de los polisacaridos en la
estimulacién de crecimiento del probidtico
La determinacion se realiz6 por el método propuesto por Nowak et al., 2017; Su,

Henriksson, & Mitchell, 2007, con algunas modificaciones. Se realiz6 una curva

concentraciones con 6 réplicas por cada una, evaluando la estimulacion del crecimiento
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del probidtico a través de concentraciones entre 312.5-17.000 mg/L de los extractos
acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL
y de los residuos agotados con L. crinitus. Los ensayos se efectuaron en microplacas de
96 pozos. Para el llenado de cada pozo, se utilizé 100 uL de caldo MRS sin glucosa, al
cual se le adicion6 50 pL del extracto, a cada una de las concentraciones y 50 uL del
inoculo de L. paracaseii, ajustado a 0,5 en la escala de McFarland. Como control positivo
se utilizé 100 pL de medio MRS con glucosa al 1.5%, 50 yL de agua estéril y 50 yL del
in6culo. Como control negativo se utilizé 100 uL de medio MRS sin glucosa, 50 pL de agua
estérii 'y 50 pL del indéculo. EI crecimiento del probiético fue evaluado
espectrofotométricamente, midiendo los valores de absorbancia cada 24 horas a 600 nm
mediante un lector de microplacas UV/VIS Multiskan® GO (Thermo scientific). Los
resultados fueron presentados como porcentajes del crecimiento de L. paracaseii en
presencia de cada extracto acuoso en comparacion con el crecimiento en el medio sin

glucosa.

3.3.8 Analisis estadistico

Después de confirmar la normalidad y homogeneidad de los datos utilizando el programa
Statgraphics centurién XVI, se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA), y los porcentajes
de inhibicién, de estimulacion del probiotico y la composicion de proteinas y de $-glucanos
se presentaron con su respectiva desviacion estandar. Para comprobar diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos se utilizé la prueba de rangos multiples

Bonferroni. Un p-valor menor que 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Contenido de polisacéaridos totales y de B-glucanos

La tabla 3-1, muestra los contenidos de polisacaridos y de B-glucanos en los extractos
acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL
y de los residuos agotados con L. crinitus. De acuerdo con la prueba de rangos multiples
de Bonferroni, el contenido de polisacaridos totales y de B-glucanos para cada una de las

muestras analizadas y con letras iguales, no difieren estadisticamente. Por lo tanto, el
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contenido de polisacaridos mas bajo se presenta en el micelio obtenido en la FEL con el
T7 y en el micelio obtenido en caldo saboraud, con porcentajes entre 10.45-20.30%. Los
contenidos mas altos de polisacéaridos se encontraron en el micelio obtenido en la FEL con
el T5, con un porcentaje de 74.02 %. Para el caso de los B-glucanos el contenido mas alto
de estos, se presentaron en los residuos agotados con L. crinitus mediante FES, utilizando
el T5y T6.

El contenido de polisacaridos y de B-glucanos fue diferente en las combinaciones de los
residuos agroindustriales utilizados para obtener micelio, al igual que el tipo de
metodologia de fermentacion empleada, asi como de los basidiomas colectados.
Investigaciones sugieren que el contenido de dichos compuestos, puede variar de acuerdo
a las condiciones de cultivo en el que se ha sembrado la cepa del hongo, en especial la
relacién C/N, afecta la biosintesis de polisacaridos en la pared celular fungica (Bak, Park,
Park, & Ka, 2014; Brauer, Kimmons, Phillips, & Brauer, 2010; Wu, Cheung, Wong, &
Huang, 2004). Al relacionar los datos obtenidos con la relacion C/N, determinada para cada
tratamiento (Capitulo 2), se demuestra que a mayor relacién de esta, existe un aumento
en el contenido de polisacaridos y de -glucanos, asi como un aumento en la velocidad de
crecimiento micelial mediante FES y un aumento de biomasa micelial mediante FEL. Los
valores obtenidos en el contenido de B-glucanos se encuentran dentro de los rangos
reportados en algunas especies cultivables y comestibles, como Lentinula edodes (25%),
Agaricus bisporus (8.60%) y Pleurotus ostreatus (24.231%) (Sari, Prange, Lelley, &
Hambitzer, 2017). Estos valores obtenidos sugieren el uso de la cepa de L. crinitus para la
produccion de dichos compuestos, los cuales han demostrado presentar diversas
propiedades bioldgicas entre las que se incluyen su efecto prebidtico e inmunomodulador
(W. Wang et al., 2015; Zhu et al., 2016b). Ademas, estos datos complementan los
resultados obtenidos en el capitulo 2, con el fin de generar productos de valor agregado,
pues los B-glucanos, hacen parte de lo que se conoce como fibra dietética y por ende
presenta numerosos beneficios como la disminucion del colesterol, regulacion de los
niveles de glucosa en sangre y prevencion del sindrome metabdlico (Andrade et al., 2015;

Grindemann, Garcia-kaufer, & Sauer, 2015).
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Tabla 3-1: Contenido de polisacaridos y de 3-glucanos en los extractos acuosos
obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los

residuos agotados con L. crinitus

Polisacaridos totales B-glucanos
Muestra (g/100 g muestra) (g/100 g muestra)
Basidiomas de L. crinitus 63,34 +4,26 cd 19,58 +2,17 b
Micelio FEL T5 74,02+4,95¢e 34,20 +1,86 ¢
Micelio FEL T6 10,45+ 1,26 a 10,38+ 2,6 a
Micelio FEL T7 54,88 + 9,16 bcd 9,09+1,84a
Micelio Caldo saboraud 20,30+ 2,70 a 21,58+1,50hb
Residuo agotado FES T5 65,15 + 2,76 de 54,196 £ 2,39 e
Residuo agotado FES T6 86,02 +5,95f 56,96 + 0,726 f
EResiduo agotado FES T7 53,35 + 2,49 bc 40,77 £ 3,48 d
Residuo T5 48,16 + 11,31 b 8,25+1,054 a
Residuo T6 55,434 + 5,96 bcd 11,127 + 1,56 a
Residuo T7 49,994 + 4,215 b 19,644 +1,027 b

Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 3) ((ANOVA p<0.05). No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada

columna. Prueba de Rangos Multiples de Bonferroni.

3.4.2 Actividad antimicrobiana

De cada uno a uno de los extractos obtenidos se realizaron cuatro concentraciones que
estuvieron en un intervalo de 78- 3593 mg/L, el cual vari6 para cada extracto obtenido. La
velocidad de crecimiento y porcentajes de inhibicidn con su respectiva desviacion estandar
(DE) y el andlisis de la prueba de multiples rangos de Bonferroni para cada concentracion
de los extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio
obtenido por FEL, de los residuos agotados con L. crinitus y de los controles de dichos
residuos, se muestra en los Anexos E. De acuerdo con el ANOVA, se demuestra que dado
a que el valor-P es menor que 0,05, la concentracion present6 un efecto significativo sobre
los % de inhibicién generado por los extractos acuosos y para cada uno de los patégenos

evaluados.

La figura 3-1, muestra los porcentajes de inhibicién de R. oryzae generado por cada uno
de los extractos obtenidos. El control positivo, mostrd porcentajes de inhibicion de 78.38
% a una concentracién de 2500 mg/L. Los residuos agotados con L. crinitus utilizando el

tratamiento 5 mediante FES, y micelio obtenido mediante FEL en los cuatro tratamientos
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mostraron % de inhibicion mayores al 50 % (Tabla 3-2). Por lo tanto se determind, la
concentracion inhibitoria (Clso) de los extractos, capaz de generar el 50% de la inhibicidn
fungica respecto al comportamiento del control negativo. El extracto obtenido de micelio
saboraud con FEL, presenté la menor concentracién (64.55 mg/L) capaz de generar el 50
% de inhibicién de R. oryzae, seguida de extractos de micelio obtenido por FEL en el
tratamiento 6, con una concentracion de 145, 88 mg/L. Sélo extractos obtenidos del residuo
agotado mediante FES del T6, mostraron un porcentaje de inhibicion del 30-35% contra
Penicillium sp (Figura 3-2). Los extractos acuosos del micelio obtenido por FEL en el T5,
T6 y en medio saboraud, presentaron porcentajes de inhibicion del 12 al 33% contra F.
oxysporum (Figura 3-3). Para el caso de la inhibicion de A. niger, extractos de micelio
obtenido por FEL en caldo saboraud, gener6 los mayores porcentajes de inhibicion (50-
54%), asi como extractos del micelio obtenido por FEL en el T5, T6 y T7, con porcentajes
de 9-38% (Figura 3-4). Para todas las actividades antifingicas, los controles negativos, los
cuales corresponden solo a las combinaciones de residuos, sin inocular la cepa de L.
crinitus, no mostraron porcentajes de inhibicion contra los cuatro hongos patégenos

evaluados.

Los residuos agotados con L. crinitus utilizando el tratamiento 7 mediante FES, mostraron
un 13,3 % de inhibicién contra S. aureus a una concentracion de 2500 mg/L (Figura 3-6),
al igual que mostraron los mayores porcentajes de inhibicion (59,96%) contra S.
typhimurium comparado con los demas extractos, y junto con los extractos de basidiomas,
presentaron porcentajes de inhibicion mayores al 50%, siendo la CE50 de 1823.45 mg/L,
3864.38 mg/L, respectivamente. Los demdas extractos presentaron porcentajes de
inhibicién, a la mayor concentracion evaluada entre 21-48 % (Figura 3-5). Solo extractos
de basidiomas y de micelio obtenido por FEL en los cuatro tratamientos, mostraron
porcentajes de inhibicion entre 8.55-24.83%, en las mayores concentraciones evaluadas
contra E. coli (Figura 3-7). Ningun extracto evaluado presentd actividad antibacteriana
contra la cepa de Bacillus cereus (Tabla 4-8) (Anexo E). Para todas las actividades
antibacterianas, los controles negativos, los cuales corresponden solo a las combinaciones
de residuos, sin inocular la cepa de L. crinitus, no mostraron porcentajes de inhibicién

contra las bacterias patégenos evaluadas.

Estos resultados sugieren que extractos aislados mediante FEL, presentaron mayores

porcentajes de inhibicion contra hongos patégenos, en comparacion de los extractos



Capitulo 3 75

obtenidos de los residuos agotados con L. crinitus mediante FES, los cuales presentaron
los mejores porcentajes de inhibicion contra las bacterias patégenas evaluadas. Dichos
extractos, podrian usarse para combatir infecciones causada por dichas bacterias que se
han vuelto resistentes a farmacos de uso habitual y convencional; convirtiéndose en un
problema de salud publica a nivel mundial (Flores & Herrera, 2005), o su uso para
contrarrestar agentes causales de la descomposicién de alimentos causado por hongos
fitopatdgenos evaluados, los cuales pueden generar diferentes grados y tipos de pudricién

a diversos cultivos (Maiz, papa, tomate, fresa), causando importantes dafios econémicos.

Ademas, también se sugiere que la bioactividad de los extractos acuosos obtenidos no
esta relacionada con la cantidad de biomasa micelial producida, ni con la cantidad de B-
glucanos, ni de polisacaridos presentes. Por lo tanto, dicha actividad puede estar en
funcién de otros parametros, no estudiados, como el grado de ramificacion y la solubilidad
de dichos compuestos(Q. Wang et al., 2017).

Tabla 3-2: Concentracion inhibitoria (Clsp) de extractos obtenidos para inhibir R. oryzae

R B L e
Micelio FEL T5 447,14 325,688 | 681,403
Micelio FEL T6 145,88 105,90 196,95
Micelio FEL T7 405,45 326,11 523,96

Micelio saboraud 64,55 44,59 96,48
Residuo agotado FES T5 685,073 366, 684 | 1271, 46
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Figura 3-1: Porcentaje de inhibicién de R. oryzae por accion de extractos acuosos
obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los
residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05).

# Control + 2500 (mg/L)
mResiduo agotado FES T7 1250 (mg/L)
m Residuo agotado FES T7 2500 (mg/L)
mResiduo agotado FES T5 312,5 (mg/L)
m Residuo agotado FES T5 625 (mg/L)
Residuo agotado FES T5 1250 (mg/L)
Residuo agotado FES T5 2500 (mg/L)
m Micelio Caldo saboraud 78 (mg/L)
m Micelio Caldo Saboraud 156 (mg/L)
= Micelio Caldo Saboraud 313 (mg/L)
Micelio Caldo saboraud 625 (mg/L)
= Micelio FEL T7 312,5 (mg/L)
m Micelio FEL T7 625 (mg/L)
m Micelio FEL T7 1250 (mg/L)
Micelio FEL T7 2500 (mg/L)
m Micelio FEL T6 312,5 (mg/L)
= Micelio FEL T6 625 (mg/L)
= Micelio FEL T6 1250 (mg/L)
Micelio FEL T6 2500 (mg/L)
m Micelio FEL T5 312,5 (mg/L)
m Micelio FEL T5 625 (mg/L)
= Micelio FEL T5 1250 (mg/L)
Micelio FEL T5 2500 (mg/L)
m Basidiomas 1062,5 (mg/L)
m Basidiomas 2125 (mg/L)
Basidiomas 4250

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
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Figura 3-2: Porcentaje de inhibicién de Penicillium sp por accion de extractos acuosos
obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los
residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05)

mResiduo agotado FES T6 3593 (mg/L) _ a

Residuo agotado FES T6 1796 (mg/L) —a
# Control + 2500 (mg/L)

Figura 3-3: Porcentaje de inhibicion de F. oxysporum por accién de extractos acuosos

obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los

residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05).

Micelio Caldo saboraud 78 (mg/L)
m Micelio Caldo saboraud 156 (mg/L)
® Micelio Caldo saboraud 313 (mg/L)
m Micelio Caldo saboraud 625 (mg/L)
= Micelio FEL T7 2500 (mg/L)

Micelio FEL T6 312,5 (mg/L)

m Micelio FEL T6 625 (mg/L)

= Micelio FEL T6 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T6 2500 (mg/L)
Micelio FEL T5 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T5 625 (mg/L)

= Micelio FEL T5 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T5 2500 (mg/L)

® Control + 2500 (mg/L)
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Figura 3-4: Porcentaje de inhibicion de A. niger por accion de extractos acuosos
obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los
residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05).

m Residuo agotado FES T6 1796 (mg/L)

mResiduo agotado FES T6 3593 (mg/L)
Micelio Caldo saboraud 78 (mg/L)
Micelio Caldo saboraud 156 (mg/L)

= Micelio Caldo saboraud 313 (mg/L)

m Micelio Caldo saboraud 625 (mg/L)
Micelio FEL T7 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T7 625 (mg/L)

m Micelio FEL T7 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T7 2500 (mg/L)
Micelio FEL T6 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T6 625 (mg/L)

= Micelio FEL T6 1250 (mg/L)

® Micelio FEL T6 2500 (mg/L)
Micelio FEL T5 625 (mg/L)

= Micelio FEL T5 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T5 2500 (mg/L)

Basidiomas 1062,5 (mg/L)
m Basidiomas 2125 (mg/L)

m Basidiomas 4250 (mg/L)

# Control + 2500 (mg/L)
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Figura 3-5: Porcentaje de inhibicion de S. typhimurium por accién de extractos acuosos
obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los
residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05).

Residuo agotado FES T7 312,5 (mg/L)

Residuo agotado FES T7 625 (mg/L)
® Residuo agotado FES T7 1250 (mg/L) _ b
m Residuo agotado FES T7 2500 (mg/L) a
Residuo agotado FES T6 449 (mg/L)
Residuo agotado FES T6 898 (mg/L) b
® Residuo agotado FES T6 1796 (mg/L) E
m Residuo agotado FES T6 3593 (mg/L) a

Residuo agotado FES T5 312,5 (mg/L)

Residuo agotado FES T5 625 (mg/L) C
m Residuo agotado FES T5 1250 (mg/L) ‘_
m Residuo agotado FES T5 2500 (mg/L) a

Micelio Caldo Saboraud 78 (mg/L)
Micelio Caldo Saboraud 156 (mg/L) 8 P

= Micelio Caldo Saboraud 313 (mg/L) - a

m Micelio Caldo Saboraud 625 (mg/L) a
Micelio FEL T7 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T7 625 (mg/L)

m Micelio FEL T7 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T7 2500 (mg/L)
Micelio FEL T6 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T6 625 (mg/L)

m Micelio FEL T6 1250 (mg/L)

= Micelio FEL T6 2500 (mg/L)
Micelio FEL T5 312,5 (mg/L)
Micelio FEL T5 625 (mg/L)

m Micelio FEL T5 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T5 2500 (mg/L)
Basidiomas 1062,5 (mg/L)

m Basidiomas 2125 (mg/L)

m Basidiomas 4250 (mg/L)

# Control + 2500 (mg/L)
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Figura 3-6: Porcentaje de inhibicion de S. aureus por accion de extractos acuosos

obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los

residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE
(ANOVA p<0.05).

m Residuo agotado FES T7 1250 (mg/L)
m Residuo agotado FES T7 2500 (mg/L)
# Control + 2500 (mg/L)

0 5 10 15 20

Figura 3-7: Porcentaje de inhibicion de E. coli por accién de extractos acuosos obtenidos
tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por FEL y de los residuos

agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media + DE (ANOVA p<0.05).

Micelio Caldo saboraud 78 (mg/L) — b
Micelio Caldo saboraud 156 (mg/L) ——- ab

= Micelio Caldo saboraud 313 (mg/L) ab

m Micelio Caldo saboraud 625 (mg/L) a

= Micelio FEL T7 2500 (mg/L)

Micelio FEL T6 312,5 (mg/L) - b
Micelio FEL T6 625 (mg/L) —— ab

= Micelio FEL T6 1250 (mg/L) ‘L

= Micelio FEL T6 2500 (mg/L) a
Micelio FEL T5 312,5 (mg/L) —————— a
Micelio FEL T5 625 (mg/L) - a

® Micelio FEL T5 1250 (mg/L) ‘

m Micelio FEL T5 2500 (mg/L) a
Basidiomas 531,25 (mg/L)
Basidiomas 1062,5 (mg/L)

E Basidiomas 2125 (mg/L)

m Basidiomas 4250 (mg/L)
& Control + 2500 (mg/L)
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3.4.3 Efecto preliminar prebiotico

Los resultados del andlisis estadistico se muestran en el Anexo E, tabla 4-9. La figura 3-8,
muestra los porcentajes de estimulacion de L. paracasei por parte de los extractos acuosos
obtenidos. De acuerdo con el ANOVA realizado, se demuestra que existe un efecto
significativo sobre el porcentaje de crecimiento generado por los extractos acuosos. Todos
los extractos acuosos obtenidos a la mayor concentracion, presentaron una estimulacion
del probiotico entre 15.77- 68.56 %, destacandose los extractos obtenidos de basidiomas
colectados (68.56 %) y del micelio obtenido por FEL en los tratamientos T6 (47,416 %) y
T7 (54,29 %), a las mayores concentraciones evaluadas.

A diferencia de las actividades antimicrobianas, los controles negativos, los cuales
corresponden solo a las combinaciones de residuos, sin inocular la cepa de L. crinitus,
mostraron porcentajes de estimulacion entre 42.23-50.53%, lo cual puede estar
relacionado con el contenido de polisacaridos presentes en las combinaciones de residuos
empleados como la cascarilla de arroz, salvado de arroz y cascara de naranja. Estos
porcentajes de estimulacion del probiético evaluado generado por los extractos acuosos
obtenidos, sugiere que el contenido de polisacaridos presentes en las muestras puede
actuar como sustrato para el crecimiento de la bacteria evaluada. Ademas, también se
sugiere que dichos extractos tienen gran potencial para ser utilizados como ingredientes
en alimentos funcionales tales como productos dietarios, entre ellos jugos o cervezas
(Arena, Russo, Fiocco, Capozzi, & Spano, 2016; W.-T. Chou et al., 2013; Esteban Boza,
lleana Morales, & Marjorie Henderson, 2010; Nowak et al., 2017; Rivera & Oesterling,
2010), dado a que incrementan la viabilidad de dicha bacteria. Ademas, los extractos que
presentaron una mayor estimulacién de L. paracasei, presentaron efectos inhibitorios de
bacterias patdgenas evaluadas como S. typhimurium y E. coli, por lo tanto estos extractos
acuosos pueden estimular selectivamente el crecimiento de L. paracasei, un
microrganismo de la microbiota intestinal. Sin embargo, dado a estos resultados es
necesario evaluar de manera in vitro e in vivo, el potencial prebiético de dichos extractos

asi como su posible efecto inmunomodulador u otras actividades bioldgicas.

Figura 3-8: Crecimiento de L. paracasei en medio MRS suplementado con extractos

acuosas obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por
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FEL y de los residuos agotados con L. crinitus. Los datos son reportados como la media
+ DE (ANOVA p<0.05).

® Control Positivo (glucosa) 1,50% :
Residuo T7 4000 (mg/L) ' H 50,535
Residuo T6 4000 (mg/L) 42,706
Residuo T5 4000 (mg/L) 42,232
Residuo agotado FES T7 312,5 (mg/L) Hc
Residuo agotado FES T7 625 (mg/L)

—ic
m Residuo agotado FES T7 1250 (mg/L) -b
mResiduo agotado FES T7 2500 (mg/L) a
—+a
a
a
H b

79,422

Residuo agotado FES T5 625 (mg/L)
m Residuo agotado FES T5 1250 (mg/L)
mResiduo agotado FES T5 2500 (mg/L)
Micelio Caldo saboraud 78 (mg/L)
Micelio Caldo Saboraud 156 (mg/L) — ab
= Micelio Caldo Saboraud 313 (mg/L) m_
m Micelio Caldo saboraud 625 (mg/L) a
Micelio FEL T7 312,5 (mg/L) HC
Micelio FEL T7 625 (mg/L) Hc
= Micelio FEL T7 1250 (mg/L) -_b
® Micelio FEL T7 2500 (mg/L) a
Micelio FEL T6 312,5 (mg/L) —ic
Micelio FEL T6 625 (mg/L) ¢
= Micelio FEL T6 1250 (mg/L) L
m Micelio FEL T6 2500 (mg/L) a
Micelio FEL T5 312,5 (mg/L) Ha
Micelio FEL T5 625 (mg/L) Ha
= Micelio FEL T5 1250 (mg/L)

m Micelio FEL T5 2500 (mg/L)
Basidiomas 1062,5 (mg/L)

a
b
b
= Basidiomas 2125 (mg/L) b
m Basidiomas 4250 L a

0,

o

0 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

3.5 CONCLUSION

Los resultados obtenidos sugieren que existe una diferencia en el contenido de

polisacaridos y de B-glucanos, dependiente de los tratamientos utilizados, asi como de la
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técnica empleada para la produccién de micelio de L. crinitus. Extractos acuosos obtenidos
mediante FEL y de basidiomas colectados generaron una estimulacion en el crecimiento
de L. paracasei, asi como un efecto inhibitorio de bacterias patdbgenas como S.
typhimurium y E. coli. En cambio, los extractos acuosos obtenidos mediante FES,
mostraron los mayores porcentajes para inhibir patégenos fungicos como R. oryzae.
Ademas, estos resultados sugieren el potencial biotecnolégico de moléculas bioactivas
producidas por L. crinitus, para ser utilizadas como ingredientes en alimentos funcionales,

asi como su uso como agentes antimicrobianos.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

e La evaluacion preliminar del crecimiento micelial de la cepa de L. crinitus permitié
confirmar que puede crecer sobre sustratos agroindustriales y este crecimiento se
ve afectado por la composicion del sustrato, en especial por la relacién C/N, el
contenido de nitrégeno y fosforo. Asi que el mejor tratamiento en el que se observo
mayor velocidad micelial fue la combinacién de sustrato compuesta por cascarilla
de arroz y naranja. Sin embargo, al evaluar la obtencién de biomasa micelial
mediante FEL, se observo que en el tratamiento mixto (cascarilla de arroz, cascara
de naranja y salvado de arroz), fue posible obtener mayor biomasa micelial a los
20 dias de inoculado. Esto sugiere que la velocidad de crecimiento en los residuos
agroindustriales, depende de una relacion de la cepa-sustrato, asi como de la
técnica empleada. Pese a que en el ensayo preliminar se logré obtener las mejores
combinaciones de sustratos para realizar fermentacion sélida, no fue posible
obtener basidiomas, y por lo tanto, se deben evaluar otros parametros para generar
la produccion de setas.

e Los basidiomas colectados, el micelio obtenido mediante FEL y el residuo agotado
con L. crinitus mediante FES, mostraron altos contenidos de proteina, fibra, y
minerales menores, sugiriendo el potencial que pueden tener como fuente
alternativa de alimento animal y humano, y cuyos valores pueden ser comparados
con legumbres y la carne de origen animal. Ademas, la utilizacion de los residuos
agotados para alimento animal y dado a sus altos contenidos de nitrégeno, y
minerales, su potencial uso como mejoradores de suelos.

e El contenido de polisacaridos y de B-glucanos varioé dependiendo del sustrato, la
composicion de dicho sustrato y la técnica utilizada para la obtencion de micelio,

asi como de los basidiomas colectados. Los datos obtenidos demuestran
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contenidos de dichos compuestos, similares e incluso superiores a los reportados
en algunas especies cultivables y comestibles. Pese que existe una variedad de
métodos para la determinacion de B-glucanos, se demostrd que la técnica de rojo
congo empleada, puede servir para la cuantificacién de dichos compuestos, siendo
una técnica reproducible y sencilla.

o Extractos acuosos obtenidos mediante FEL y de basidiomas colectados generaron
una estimulacion en el crecimiento de L. paracasei, asi como un efecto inhibitorio
de bacterias patdogenas como S. tiphyphirum y E. coli. En cambio, los extractos
acuosos obtenidos mediante FES, mostraron los mayores porcentajes para inhibir
patdégenos fungicos como R. oryzae. Ademas, se sugiere que la bioactividad de
dichos extractos, puede estar relacionada con otros parametros no evaluados.
Estos resultados sugieren el potencial biotecnolégico para producir moléculas
bioactivas (Polisacaridos y [-glucanos), que podrian ser utilizadas como

ingredientes alimentarios 0 como agentes antimicrobianos.

4.2 Recomendaciones

o Esnecesario utilizar otros tipos de solventes para extraer compuestos de diferentes
polaridades y evaluar su bioactividad. Ademas, es necesario realizar identificacion
de estructuras quimicas con técnicas mas avanzadas que permitan elucidar los
metabolitos activos, encargados de las posibles actividades biol6gicas.

e Se debe evaluar que otros parametros pueden afectar la induccion de fructificacion.
e Se recomienda evaluar con mas detalle, diferentes técnicas para la obtencion de la
fraccion de polisacéaridos, asi como de las metodologias para su cuantificacion.

e Es necesario realizar otras pruebas que fortalezcan los resultados obtenidos de la

actividad antimicrobiana y el efecto prebiético.



A. Anexo: Secuencia consenso del
basidioma

5 AGTAAAAATCGTACAAGGTTTCCGTAGGTGGACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGT
CTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATYCACT
CTACACCTGTGCACTTACTGTAGGCTTTCGGGAGCTTCGAAAGCAGAGGGGGCTGG
CCTTCACAAGCCGGTCTCTAATGCCTGTAGTTGTGACCGGGGCTTACGTCYTACCAC
AAACTCTTACAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTACATACAACTTTC
AGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTAACGGGTTCT
TAACCGGACTTGCTTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCTTTGCTTCTGGCATAA
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCACGGTGTGAT
AATTGTCTACGCCGCGACCGTTGAAGCGTTTTAATGGGCCAGCTTCTAATCGTCTCT
TGCGAGACAACAYTCATCGAACTCTGACCTCAAATCAGGTGRGACTACCCGCTGAAC
TTAAGCTATATT3"
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B. Anexo: Secuencia consenso del
micelio

S'ATATAGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCCACCTGATTTGAGGTCAGAGTTCGATGAA
TGTTGTCTTGCAAGAGACGATTAGAAGCTGGCCCATTAAAACGCTTCAACGGTCGCG
GCGTAGACAATTATCACACCGTGAGCCGATCCGCAAGGAACCAAGCTAATGCATTTA
AGAGGAGCCGACTTATGCCAGAAGCAAAGCCGACAAGCCTCCAAGTCCAAGCCTAA
GCAAGTCCGGTTAAGAACCCGTTAGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATG
CTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAA
GAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATGTAGATGCGTTACATCGCAATACACATTCTGATA
CTTGTAAGAGTTTGTGGTAAGACGTAAGCCCCGGTCACAACTACAGGCATTAGAGAC
CGGCTTGTGAAGGCCAGCCCCCTCTGMKTTCRMAGCTCCCGAAAGCCTACAGTATG
TGMACAKRYSTATMGTTGCTKMGSMGGGANNGCCCCGKGCACMTTGNGTGCCTCG
GAAGKCCAGSYACAAGCCGGGGGACCTTAASWCTTGT3
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C. Anexo: Curva de calibracién para
polisacaridos totales
Concentraciones de Glucosa (mg/L)

0 80 100 160 200 320 400 640 800
0,062 0,614 0,724 1,049 1,164 1,695 1,832 3,103 3,856
0,063 0,613 0,738 1,054 1,183 1,638 2,214 3,065 3,856
0,062 0,612 0,735 1,051 1,199 1,683 1,955 3,008 3,789

Promedio| 0,613 0,732 1,052 1,182 1,672 2,000 3,059 3,834
Sin Blanco| 0,550 0,672 0,989 1,137 1,620 1,892 2,946 3,727
Desviacién| 0,001 0,007 0,003 0,018 0,030 0,195 0,048 0,039

4,5000
4,0000
3,5000 '
3,0000 @
£ 2,5000
S "y =0,0044x + 0,2281
2 2,0000 . o R2 = 0,999
1,5000 -
1,0000
0,5000
0,0000
0 200 400 600 800 1000

Concentracién glucosa (mg/L)
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D. Anexo: Curva de calibracion para
B-glucanos

Concentracion de B-glucano Barley (mg/L)
Concentracion 48 57,6 76,8 96 115,2 153,6 192
0,359 | 0,424 | 0,545 | 0,754 | 0,888 | 1,148 | 1,489

0,341 | 0,435 | 0,546 | 0,713 | 0,819 | 1,143 | 1,494

0,359 | 0,426 | 0,544 | 0,713 | 0,935 | 1,145 | 1,499

0,353 | 0,428 | 0,545 | 0,727 | 0,881 | 1,145 | 1,494

Promedio
Desviacién 0,010 0,006 0,001 0,023 0,057 0,003 0,005
1,6000
[
1,4000 L
1,2000 <
£ 1,0000 o
c &
< 0,8000 .
10 = 0,0079x - 0,0339
< 0,6000 ‘ y R2 = 0,998
0,4000 o
0,2000
0,0000
0 50 100 150 200 250

Concentracion 3-glucano (mg/L)
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E. Anexo: Actividad antimicrobiana
de extractos acuosos obtenidos

Tabla 4-1: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de R. oryzae por accion

de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio

obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus

Concentracioén

Tasa o velocidad de

Muestra (mglL) crecimiento % inhibicién
Control - 0,024 £ 0,002
Control + 2500 0,0070 + 0,0011 73,38 + 4,08
4250 0,013 £ 0,002 45,634+ 2,98 a
Basidiomas 2125 0,019 + 0,002 30,73+2,417b
1062,5 0,024 + 0,002 10,13+5,09 c
531,25 0,026 + 0,006 NP
2500 0,0071 £ 0,0007 71,48 £ 2,72 a
L 1250 0,0068 + 0,0007 72,43+ 3,39 a
Micelio FEL T5
625 0,0090 + 0,0007 64,25+ 2,63 b
3125 0,0171 + 0,0049 16,874 £ 1,49 c
2500 0,00797 £ 0,00378 73,23+ 2,18 a
Micelio FEL T6 1250 0,00708 +0,00061 71,08 + 2,48 ab
625 0,00769 % 0,0010 70,015+1,60b
312,5 0,0089 *0,0006 63,78+ 2,89 ¢
2500 0,0074 + 0,0004 72,89+ 1,69 a
o 1250 0,0072 +0,0012 70,15+ 1,78 a
Micelio FEL T7 625 0,0137 +0,0061 | 57,025« 4,00 b
3125 0,0139 + 0,0036 44104+ 3,23 c
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625,0 0,0061 = 0,0005 75,30 +1,862 a
Micelio Saboraud 312,5 0,0066 +0,0009 7428+2911a
156,3 0,0078 + 0,0017 65,12 + 4,908 b
78,1 0,0083 + 0,0027 57,037 +7,23¢c
2500 0,0073 + 0,0062 72,25+ 1,750 a
) 1250 0,0086 + 0,0077 66,26 +2,35b
Residuo agotado FES T5 625 00168 = 0,0015 36,4+57¢C
312,5 0,0172 + 0,0035 31,47 +1,48 ¢
3593 0,0294 + 0,0011 NP
Residuo agotado FES T6 1796 0.0318 +0,0006 NP
9 898 0,0262 + 0,0012 NP
449 0,0322 + 0,0055 NP
2500 0,0192 + 0,0043 37,55+ 1,66 a
) 1250 0,0172 +0,0020 31,95+ 3,76 a
Residuo agotado FES T7 625 00271« 0,0051 NP
312,5 0,029 + 0,0011 NP
ResiduoT5 4000 0,0221 +0,0020 16,51 + 1,54
ResiduoT6 4000 0,0279 + 0,0011 NP
ResiduoT7 4000 0,0344 + 0,0011 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estdndar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Multiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-2: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de Penicillium sp por

accion de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del

micelio obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus.

Concentracion Tasa o velocidad de e
Muestra S % inhibicién
(mg/L) crecimiento
Control - 0,004 + 0,003
Control + 2500,0 0,0068 + 0,0011 68,02 + 2,05
4250,0 0,0107 £ 0,0024 NP
Basidiomas 2125,0 0,0111 £ 0,0014 NP
1062,5 0,0085 + 0,0013 NP
531,3 0,0161 £ 0,0079 NP
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2500,0 0,0147 + 0,0056 NP
o 1250,0 0,0078 + 0,0005 NP
Micelio FEL T5 6250 0,0068 + 0,0017 NP
3125 0,0061 + 0,0008 NP
2500,0 0,0099 + 0,0013 NP
o 1250,0 0,0082 + 0,0025 NP
Micelio FEL T6 625,0 0,0075 + 0,0028 NP
3125 0,0069 + 0,0006 NP
2500,0 0,0213+ 0,0068 NP
o 1250,0 0,0103 +0,0023 NP
Micelio FEL T7 625,0 0,0071 + 0,0006 NP
312,5 0,0067 + 0,0004 NP
625,0 0,0073 + 0,0023 NP
Micelio Saboraud 312,5 0,0065 +0,0026 NP
156,3 0,0065 + 0,0009 NP
78,1 0,0064 + 0,0012 NP
2500,0 0,0218 + 0,0041 NP
. 1250,0 0,0185 +0,0013 NP
Residuo agotado FES T5 625.0 0.0172 % 0.0043 NP
3125 0,0168 + 0,0033 NP

3592,5 0,0045 + 0,0023 35,61+ 2,97 a

. 1796,3 0,0049 +0,0026 30,04 + 5,76 a
Residuo agotado FES T6 898.1 0.0240 £ 0.0018 NP
4491 0,0242 +0,0114 NP
2500,0 0,0220 + 0,0006 NP
. 1250,0 0,0175 + 0,0008 NP
Residuo agotado FES T7 625.0 00158 £ 0,0011 NP
312,5 0,0130 + 0,0066 NP
ResiduoT5 4000,0 0,0274 +0,0058 NP
ResiduoT6 4000,0 0,0230 + 0,0077 NP

ResiduoT? 4000,0 0,0211+ 0,0038

NP
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Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-3: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de F. oxysporum por

accion de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del

micelio obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus.

Concentracion

Tasa o velocidad de

Muestra (malL) crecimiento % inhibicion
Control - 0,010 £+ 0,002
Control + 2500 0,0045+ 0,0006 4573 + 4,13
4250 0,0218 + 0,0026 NP
Basidiomas 2125 0,0112 + 0,007 NP
1062,5 0,0167 + 0,0096 NP
531,25 0,0103 + 0,0007 NP
2500 0,0074 + 0,0011 3337+252a
o 1250 0,0076 + 0,0005 21,21+ 4.62b
Micelio FEL TS 625 0,0079 + 0,0008 17,39 + 4,44 bc
3125 0,0089 + 0,0010 12,7+279¢
2500 0,0072 + 0,0003 24,8+031a
o 1250 0,0075 0,002 21,71+22b
Micelio FEL T6 625 0,0078 + 0,0003 18,74+ 2,78 b
3125 0,0092 + 0,0001 362+ 142¢
2500 0,0099+ 0,0025 9,91+ 254
o 1250 0,0203 + 0,0053 NP
Micelio FEL T7 625 0,0128 + 0,0016 NP
3125 0,011 + 0,0007 NP
625 0,0064 + 0,0002 30,21 +2,67 a
Micelio Saboraud 312,5 0,0062 +0,0001 32,09+ 0,790 a
156,3 0,0062 + 0,0005 32,64 +508 a
78 0,0062 + 0,0002 32,60+ 2,54 a
2500 0,0171 + 0,0038 NP
Residuo agotado FES T5 1250 0,0165 £ 0,0036 NP
625 0,0153 + 0,0017 NP
3125 0,0147 + 0,0027 NP
. 3593 0,0215 + 0,0009 NP
Residuo agotado FES T6 1796 0.0161  0.0024 NP
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898 0,0102 + 0,0015 NP

449 0,0092 + 0,0003 NP

2500 0,0139 + 0,0014 NP

. 1250 0,0138 + 0,0007 NP
Residuo agotado FES T7 625 0.0123 £ 0,0005 NP
312,5 0,0120+ 0,0008 NP

ResiduoT5 4000 0,0173 +0,0025 NP
ResiduoT6 4000 0,0165 + 0,0041 NP
ResiduoT7 4000 0,0158 + 0,0022 NP

Cada valor es expresado como media * desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-4: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicién de A. niger por accion de
extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio
obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus.

Concentracién Tasa o velocidad de L,
Muestra N % inhibicién
(mg/L) crecimiento
Control - 0,010 + 0,004
Control + 2500 0,0048+ 0,0008 527 +1.25
4250 0.0062 = 0.0006 3441 +043 a
Basidiomas 2125 0,0069 = 0,0003 2747 +301b
10625 0.0081 + 0,0001 1445+ 1,08 ¢
531.25 0.0132 + 0,0029 NP
2500 0,006 + 0,0005 37.01+4,85a
+
Vicelio FEL 5 1250 0.0073 = 0.0007 22.66 £ 35 b
625 0.0074 + 0,0004 2235+383b
3125 0,00194 + 0,0047 NP
2500 0,0072 + 0,0003 3269 +3.83 a
o 1250 0.0075 + 0,002 2074+ 2,55 a
Micelio FEL T6 625 0.0078 + 0.0003 2411 + 3,89 bc
3125 0,0092 + 0,0001 15,57 + 2.42 ¢
e 2500 0,0072+ 0,0017 3250+197a
Micelio FEL T7 1250 0,0075 + 0,0011 29,52 + 1,76 a
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625 0,0083 = 0,0007 21,83+6,41 a

3125 0,0096+ 0,0007 9,69+195b

625,0 0,0064 + 0,0002 53,80 + 4,12 a

Micelio Saboraud 312,5 0,0062 +0,0001 50,39+2,95a

156,3 0,0062 = 0,0005 53,07 £ 2,47 a

78 0,0062 = 0,0002 50,43 £ 3,63 a
2500 0,0206 = 0,0048 NP
Resid tado FES T5 1250 0,0191 + 0,0015 NP
esiduo agotado 625 0,0127 + 0,0030 NP
3125 0,0120 + 0,0030 NP

3593 0,0036 + 0,0002 43,46 £ 2,77 a

] 1796 0,0161 + 0,0024 39,57 +4,83 a
Residuo agotado FES T6 393 0.0102 £ 0.0015 NP
449 0,0092 + 0,0003 NP
2500 0,0219 + 0,0065 NP
Resid tado FES T7 1250 0,0182 + 0,0039 NP
esiduo agotado 625 0,0170 + 0,0065 NP
3125 0,0167+ 0,0040 NP
ResiduoTh 4000 0,0169 + 0,0049 NP
ResiduoT6 4000 0,0236 + 0,0040 NP
ResiduoT?7 4000 0,0078+ 0,0046 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-5: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicién de S. aureus por accion

de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio

obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus.

Muestra Concentracion Tasao v_elo_cidad de % inhibicion
(mg/L) crecimiento
Control - 0,03+0,01
Control + 2500 0, 0210 + 0,0007 14,7 + 1,77
4250 0,0840 + 0,0052 NP
. 2125 0,0665 +0,0104 NP
Basidiomas 1062,5 0,0572 + 0,0029 NP
531,25 0,0578 + 0,0049 NP
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2500 0,0667 + 0,0026 NP
o 1250 0,06 £ 0,0043 NP
Micelio FEL T5

625 0,0576 + 0,0055 NP
312,5 0,0501 + 0,0021 NP
2500 0,0605 + 0,0068 NP
o 1250 0,0560 + 0,0033 NP
Micelio FEL T6 625 0,0532 +0,0041 NP
312,5 0,0502 + 0,0025 NP
2500 0,0337 = 0,0004 NP
o 1250 0,0327 + 0,0025 NP
Micelio FEL T7 625 0,0274 +0,0027 NP
312,5 0,0229 + 0,0025 NP
625 0,0349 = 0,0021 NP
Micelio Caldo saboraud 313 0,0323 +0,0011 NP
156 0,0307 + 0,0013 NP
78 0,0307 + 0,009 NP
2500 0,0476 = 0,0075 NP
_ 1250 0,0426 + 0,0069 NP
Residuo agotado FES T5 625 0,0355 £ 0,0037 NP
312,5 0,0266 + 0,0023 NP
3593 0,0396 + 0,0055 NP
Residuo agotado FES T6 1796 0,0388 +0,0079 NP
898 0,0375 + 0,0041 NP
449 0,03 £ 0,0078 NP

2500 0,0180 + 0,0006 13,3 +1,09 a

Residuo agotado FES T7 1250 0,0188 *0,0010 9,24 +167a
625 0,0411 + 0,0127 NP
3125 0,0346 = 0,0159 NP
Residuo T5 4000 0,0519 +0,0038 NP
Residuo T6 4000 0,0524 + 0,0034 NP
Residuo T7 4000 0,0572 + 0,0028 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estdndar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.
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Tabla 4-6: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de S. typhimurium por

accion de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del

micelio obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus

Concentracion

Tasa o velocidad de

Muestra O % inhibicion
(mg/L) crecimiento
Control - 0,005 £ 0,001
Control + 2500 0,0219 + 0,0013 56,27 + 2,62
4250 0,0217 + 0,0025 56,93 + 4,86 a
N 2125 0,0457+ 0,0036 9,43 +2,19b
Basidiomas 1062,5 0,0085 + 0,0013 8,98 2,70 b
531,25 0,0057 + 0,0047 NP
2500 0,0398 + 0,0012 21,03 +2,39a
Micelio FEL T5 1250 0,0424 + 0,0012 15,92 +2,36 b
625 0,0451 + 0,0015 10,66 +2,99 ¢
312,5 0,0458 + 0,0009 9,29 1,74 ¢
2500 0,0360 + 0,0013 28,6 +2,07 a
o 1250 0,0368 + 0,0007 27,01 +1,36 a
Micelio FEL T6 625 0,0384 + 0,0003 23,83 0,50 b
312,5 0,0403 +0,0011 20,06 2,19 ¢
2500 0,0229+ 0,0025 53,98 + 1,09 a
o 1250 0,0274 + 0,0027 46,44 £ 536 b
Micelio FEL T7 625 0,0327 * 0,0025 34,42 £2,01c
312,5 0,0337 + 0,0004 29,73 +267¢C
625 0,0307 £ 0,0013 38,33 +2,65a
Micelio Caldo Saboraud 313 0,0307 + 0,009 3832 +1,85a
156 0,0323 + 0,0011 35,19 +2.29 b
78 0,0349 + 0,0021 29,9 +4.19 ¢
2500 0,0266 * 0,0023 46,94 +4,50 a
_ 1250 0,0355 +0,0037 2014 +3,390b
Residuo agotado FES T5 625 0,0425 + 0,0020 15,13 + 4,08 C
312,5 0,0441 + 0,0030 11,84 +2,97 ¢
3593 0,0258 + 0,0023 48.46 +4.66a
Residuo agotado FES T6 1796 0,0375 +0,0021 25,11 +4,140 b
898 0,0387 + 0,0030 22,74 +59 be
449 0,0415 +0,0022 17,15 + 4,49 ¢
Residuo agotado FES T7 2500 0,020 = 0,0029 59.96 £2,732
1250 0,0210 +0,0025 5778 +5030 a
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625 0,0254 + 0,0028 48,97 +559b

312,5 0,0341 + 0,0024 31,62 +4,89c
Residuo T5 4000 0,0524 +0,0030 NP
Residuo T6 4000 0,0572 + 0,0028 NP
Residuo T7 4000 0,0524 + 0,0034 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Muiltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibiciéon.

Tabla 4-7: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicién de E. coli por accién de

extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio

obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus

Muestra

Concentracion

Tasa o velocidad de

% inhibicion

(mg/L) crecimiento
Control - 0,005 + 0,001
Control + 2500 0,0218 + 0,0013 56,3 + 2,63
4250 0,0348 + 0,0014 24,83+ 3,10 a
Basidiomas 2125 0,0370 = 0,0011 20,11 +2,45b
1062,5 0,0447 + 0,0013 337 £281c
531,25 0,0453 + 0,0005 2,19 £1,18c
2500 0,0358 + 0,0022 22,72 + 4,66 a
Micelio FEL T5 1250 0,0356 = 0,0006 23,03 +1,310 a
625 0,0363 + 0,0016 21,54 £ 3,46 a
3125 0,0370 + 0,0028 20,1 £+6,11a
2500 0,0324 = 0,0036 29,98 +7,75a
o 1250 0,0353 + 0,0029 23,82 +6,2 ab
Micelio FEL T6 625 0,0349 £ 0,0013 24,62 + 2,77 ab
3125 0,0350 = 0,0009 2451 +1,84b
2500 0,0443 + 0,0015 2,67 +2,62
o 1250 0,0481 = 0,0033 NP
Micelio FEL T7 625 0,0473 + 0,0010 NP
3125 0,0470 = 0,0022 NP
625 0,0410 + 0,0010 8,55 +2,16 a
Micelio Caldo saboraud 313 0.0413 +0,0030 7,91 +2,68 ab
156 0,0418 + 0,0018 6,79 £3,92 ab
78 0,0434 + 0,0010 3,08 £2,27b




Anexos 99

2500 0,0553 + 0,0009 NP

_ 1250 0,0524 + 0,0018 NP
Residuo agotado FES T5 625 0.0504 £ 0,0017 NP
312,5 0,0479+ 0,0042 NP

3593 0,0535 + 0,0008 NP

Residuo agotado FES T6 1796 0,0518 + 0,0015 ALis
898 0,0495 + 0,0014 NP

449 0,0421 + 0,0035 NP

2500 0,0491 + 0,0019 NP

Residuo agotado FES T7 1250 0,0485 *0,0016 NP
625 0,0477 + 0,0009 NP

312,5 0,0465 + 0,0009 NP

Residuo T5 4000 0,066 + 0,0023 NP
Residuo T6 4000 0,0702 + 0,004 NP
Residuo T7 4000 0,0673 % 0,0025 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-8: Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de B. cereus por accion
de extractos acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio

obtenido por FEL y de los residuos agotados con L. crinitus

Concentracién Tasa o velocidad de e
Muestra o % inhibicion
(mg/L) crecimiento
Control - 0,03 £ 0,004
Control + 2500 0,02 + 0,0015 10,7 + 6,86
4250 0,0840 + 0,0052 NP
Basidiomas 2125 0,0665 + 0,0085 NP
1062,5 0,0572 + 0,0029 NP
531,25 0,0578 + 0,0049 NP
2500 0,0667 + 0,0055 NP
o 1250 0,0576 + 0,0055 NP
Micelio FEL T5
625 0,06 + 0,0043 NP
3125 0,0501 + 0,0022 NP
Micelio EEL T6 2500 0,0605 + 0,0068 NP
1250 0,0560 + 0,0033 NP
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625 0,0532 + 0,0041 NP

312,5 0,0502 +0,0025 NP

2500 0,0697 + 0,0036 NP

o 1250 0,0565 + 0,0043 NP
Micelio FEL T7 625 0,0551 + 0,0055 NP
312,5 0,0549 + 0,0071 NP

625 0,0530 * 0,0055 NP

- 313 0,0534 +0,0029 NP
Micelio Caldo Saboraud 156 0.0428  0.0057 NP
78 0,0401 + 0,0028 NP

2500 0,0602 = 0,0022 NP

) 1250 0,0504 = 0,0187 NP
Residuo agotado FES T5 625 0.0510 + 0,0010 NP
312,5 0,0530 + 0,0014 NP

3593 0,0606 * 0,0052 NP

Residuo agotado FES T6 1796 0,0514 * 0,0038 NP
898 0,0532 + 0,0010 NP

449 0,0538 + 0,0003 NP

2500 0,0673 = 0,0027 NP

Residuo agotado FES T7 1250 0,0630 + 0,0069 NP
625 0,0533 + 0,0041 NP

3125 0,0579 = 0,0047 NP

Residuo T5 4000 0,0680 = 0,0065 NP
Residuo T6 4000 0,0751 + 0,0099 NP
Residuo T7 4000 0,0656 + 0,0095 NP

Cada valor es expresado como media + desviacion estdndar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Mdltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibicion.

Tabla 4-9: Crecimiento de L. paracaseii en medio MRS suplementado con extractos
acuosos obtenidos tanto de los basidiomas colectados como del micelio obtenido por

FEL y de los residuos agotados con L. crinitus

Muestra Concentracion % de crecimiento
(mg/L)
4250 68,56 £ 0,92 a
Basidiomas 2125 32,76 255D
1062,5 32,24+3,20b
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531,25 29,70+ 2,86 b
2500 38,15 +2,10 a
Micelio EEL T5 1250 37,73 £ 2,20 a
625 34,18 + 1,20 a
312,5 30,35 + 1a
2500 71,18 + 1a
- 1250 35,88 + 2,23 b
Micelio FEL T6 625 2710 = 2.20 ¢
312,55 24,50 + 3,01c
2500 29,77 + 284 a
Micelio FEL T7 12°0 28,70 + 1,68b
625 19,016 = 1c
312,5 17,32 + 0,57 ¢
625 26,18 3,2 a
Micelio Caldo saboraud 313 17,84 + 1,6 ab
156 15,18 + 1,4b
78 12,39 + 1,230 b
2500 15,77 £ 1,3 a
Residuo agotado FES T5 1250 12,729 + 15a
625 11,096 + 2,35a
312,5 3,198 + 32a
3593 47,416 + 12a
Residuo agotado FES T6 1796 33,19 £ 2,27h
898 1962 + 21¢c
449 9,40 + 3,2d
2500 54,29 + 2,5a
Residuo agotado FES T7 1250 20,56 + 2,3b
625 10,65 = 2,3 ¢
312,5 760 + 1c
Residuo T5 4000 42,23 + 2,02
Residuo T6 4000 42,706 + 2,14
Residuo T7 4000 50,53 + 1,06
Control Positivo 1.50% 70,421 + 4.47
(Glucosa)
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Cada valor es expresado como media + desviacion estandar (n = 7) (ANOVA p<0.05). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellas letras iguales, para cada muestra.

Prueba de Rangos Muiltiples de Bonferroni.NP: No presenta inhibiciéon.
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