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CARACTERIZACION Y CULTIVO DE DIFERENTES RECURSOS GENETICOS DE
HONGOS Y SU IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO REGIONAL DE LA ZONA
CENTRAL DE MEXICO
Gilmar Apolo Rendon Hernandez, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

En México, gran parte de la poblacion rural practica la recoleccion y el consumo de
hongos. En el presente trabajo, se cultivaron tres especies de hongos comestibles, Hericium
erinaceus (CP-663), Volvariella bombycina (CP-675) y Fistulina guzmanii (CP-378),
utilizando como sustrato la formulacion COLPOS-17, paja hidratada estéril (PHE) y aserrin de
encino (AE), respectivamente. Los sustratos de cultivo se hidrataron con soluciones de &cido
acetil salicilico (AAS) 100 uMy 10 mM. La mejor eficiencia biologica (EB) se obtuvo con la
cepa CP-663 (42.36 + 0.37 %) en la solucion de AAS 10 mM, asi como con la CP-675 (33.54
+ 0.23 %) en el testigo. Al hongo F. guzmanii no se le midio la EB debido a la poca obtencién
de biomasa fresca durante su ciclo de cultivo, siendo para el testigo de 7.3 g, de 15.9 g para
AAS 100 uM y de 33.2 g para la solucion de AAS 10 mM. Se seleccion6 a H. erinaceus para
analizar sus propiedades funcionales. Para ello, se deshidrataron los basidiocarpos cosechados
de H. erinaceus, se molieron y realizaron maceraciones, utilizando solvente hidroalcohdlico
(32 %). Los macerados fueron concentrados en un rotavapor hasta la obtencién del extracto, al
cual se le determin6 su rendimiento y las propiedades funcionales (antioxidantes y
antimicrobianas). Se calculd la cantidad de proteina mediante el método de Bradford en los
tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y 10 mM). Se obtuvieron 860.49 + 54.49 ug mL™ en
el tratamiento AAS 10 mM, 434.42 + 22.58 ug mL™* en AAS 100 puM, 486.12 + 2.45 ug mL*
en el testigo. Se cuantificd la concentracion de polifenoles totales (CPT) en los extractos de H.
erinaceus por el método de Folin-Ciocalteau, obteniendose 2.319 + 0.006 mg EAG
(Equivalentes de Acido Gélico)/g de hongo seco para el testigo, 2.271 + 0.007 mg EAG/g de
hongo seco con AAS (10 mM) y de 1.892 + 0.030 mg EAG/g de hongo seco con AAS (100
puM). La actividad bacteriostatica y bactericida de los extractos se determind en nueve
bacterias por el método de dilucion en microplaca. La mejor actividad antibacteriana se
observo en la dilucion 4 de la microplaca contra la CPB-6 (Pseudomonas aeruginosa) con una
concentracion del extracto de H. erinaceus de 16.06 mg mL™? cultivado en el tratamiento de
AAS 100 uM. Se propone una estrategia para promover el consumo de estos recursos fingicos
y su cultivo en la regién central de México, generando un paquete tecnoldgico que impulse el
desarrollo y bienestar social en nuestro pais.

Palabras clave: Cultivo, funcionalidad, hongos, H. erinaceus, recursos genéticos.



CHARACTERIZATION AND CULTURE OF DIFFERENT GENETIC RESOURCES
OF MUSHROOMS AND THEIR IMPORTANCE IN REGIONAL DEVELOPMENT
OF THE CENTRAL AREA OF MEXICO

Gilmar Apolo Renddn Hernandez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

In Mexico, great part of the rural population collects and eats mushrooms. In this study, three
species of edible mushrooms, Hericium erinaceus (CP-663), Volvariella bombycina (CP-675)
and Fistulina guzmanii (CP-378), were grown using as substrate COLPOS-17 formulation,
sterile straw grown hydrated (PHE) and oak sawdust (AE). The substrates were hydrated with
acetylsalicylic acid (ASA) 100 uM and 10 mM. The best biological efficiency (BE) was
obtained in the CP-663 strain with 42.36 + 0.37% in the solution of 10 mM ASA and the CP-
675 33.54 = 0.23% in the control. The BE in the mushroom F. guzmanii was not measured due
to the low fresh biomass during its growing cycle, being 7.3 g in the control, 15.9 g for ASA
100 uM and 33.2 g for the solution of ASA 10 mM. H. erinaceus was chosen to analyze their
functional properties. To do this, the harvested basidiocarps of H. erinaceus were dehydrated,
grounded and macerated, using a hydroalcoholic solution as a solvent (32 %). The extracts
were concentrated on a rotary evaporator and their performance and functional properties
(antioxidant and antimicrobial properties) were determined. The amount of proteins in the
three treatments (control, ASA 100 uM and 10 mM) was obtained 860.49 + 54.49 ug mL*
ASA treatment 10 mM, 434.42 + 22.58 ug mL? in AAS 100 uM and 486.12 + 2.45 mM pg
mL? in the control was calculated by the method of Bradford. The concentration of total
polyphenols (CPT) was quantified in extracts of H. erinaceus by the Folin-Ciocalteau method
where 2.319 + 0.006 mg EAG (gallic acid equivalents)/g of dried mushroom were obtained in
the control, 2.271 + 0.007 mg EAG/g of dried mushroom with ASA (10 mM) and 1.892 +
0.030 mg EAG/g of dried mushroom with ASA (100 uM). The bacteriostatic and bactericidal
activity of the extracts was determined in nine bacteria by the microplate dilution method. The
higher antibacterial activity was observed in the dilution 4 against CPB-6 (Pseudomonas
aeruginosa) with a concentration in the extract of H. erinaceus of 6.16 mg mL? from the
treatment of ASA 100 uM. A strategy is proposed to promote the consumption of these
resources and native fungal cultivation in the central region of Mexico, generating a
technology package to promote the development and welfare in our country.

Key words: Crop, functionality, fungi, genetic resources, H. erinaceus.
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l. INTRODUCCION
México posee conocimiento tradicional y una amplia micodiversidad debida principalmente a
su riqueza biologica y cultural, diferentes tipos de vegetacion, caracteristicas edéaficas, a su
ubicacion geografica y a sus diversos tipos de climas y nichos ecoldgicos, los cuales hacen a
nuestro pais importante a nivel mundial. La primera y la méas importante utilidad que el
hombre ha atribuido a los recursos fungicos existentes en su entorno ecoldgico es el de la
obtencion de alimentos. La bioconversion de los residuos agricolas lignoceluldsicos como
fuente para la produccion de hongos comestibles a través de procesos de fermentacion solida,
representa una posibilidad biotecnolégica para la obtencion de alimento humano rico en
proteinas, reducir el impacto ambiental de los residuos organicos y, valorarlos como materia
prima de bajo costo (Sanchez y Royse, 2002). Actualmente, la produccion de hongos moviliza
cientos de millones de pesos y puestos de trabajo en todo el mundo y en México, debido al
gran potencial para el cultivo de las especies comestibles por la variedad de climas que posee
y la gran diversidad de residuos organicos que se generan en los diferentes cultivos agricolas y
agroindustriales. Gracias al conocimiento tradicional generado a través de los afios por el
hombre, los hongos superiores se han venido integrando a nuestra dieta en sus formas
silvestres, y actualmente algunos de ellos ya son cultivados y comercializados en algunos

mercados regionales y a nivel mundial.

Su empleo con fines curativos es una practica que se ha utilizado desde hace miles de afios. Su
permanencia en la practica medicinal de diversos pueblos ha ocasionado que se profundizara
en el conocimiento y asilamiento de extractos o compuestos responsables de la actividad
medicinal (Pino et al., 2004). Algunas culturas prehispanicas fueron las primeras en usar
preparaciones derivadas de hongos para contrarrestar ciertos padecimientos y enfermedades en
sus poblaciones (Goodman, 1989). En China y Japon, los hongos han sido la base de su
medicina tradicional hasta la actualidad, y es a partir de este conocimiento empirico que surge
el interés por generar conocimiento cientifico de la actividad bioldgica de estos organismos.
En las Gltimas décadas, se han venido desarrollando distintas técnicas y métodos para la
extraccion, purificacion y fraccionamientos de las multiples substancias de los basidiocarpos
silvestres y cultivados y de los micelios de numerosas especies fungicas (Piqueras, 2004). El

uso de los macromicetos se ha extendido practicamente en todo el mundo, debido al gran valor



alimenticio y al potencial medicinal que presentan, por lo que han sido llamados nutracéuticos,
es decir, son alimentos que ademds de proporcionar carbohidratos, proteinas, vitaminas y

minerales, tienen la propiedad de prevenir y/o curar ciertas enfermedades (Wasser, 1997).

En nuestro pais existen abundantes recursos genéticos de hongos comestibles y funcionales,
razén por la cual se debe fortalecer estratégicamente su conservacion, estudio y utilizacion
(Pérez et al., 2010). En este sentido el cultivo de los hongos Hericium erinaceus, Volvariella
bombycina y Fistulina guzmanii, podrian ser parte de una estrategia integral para la
formulacion de un paquete tecnolégico accesible con relevancia social, econémica y ecologica
para el sector rural, urbano y privado, obteniendo alimento, salud, y generacion de ingresos
econdémicos a familias y pequefios productores, ya que no afectaria los valores, ni las

actividades centrales de la vida social, ni dafiaria el entorno ecoldgico.

Il.  MARCO TEORICO

2.1 Desarrollo rural

En términos comunes el desarrollo es el proceso de evolucién, crecimiento y cambio de un
objeto, persona o situacion especifica en determinadas condiciones. El desarrollo es la
condicion de evolucion que siempre tiene una connotacion positiva ya que implica un
crecimiento o paso hacia etapas o estadios superiores. El concepto de desarrollo, tal como hoy
se entiende, surge después de la Segunda Guerra Mundial y desde entonces ha sido objeto de
un amplio debate, y no resulta facil resumir en pocas palabras su evolucion ya que este es un
concepto que no posee una definicién Unica y ha ido evolucionando de acuerdo al pensamiento
y valores en la sociedad, respondiendo a las convicciones expectativas y posibilidades que
predominan en ellas, entendiéndolo en una categoria de futuro (Dubois, 2002).

El desarrollo rural es concebido como la transformacion productiva, subita o paulatina, pero
ineludible y univoca de las formas campesinas, tradicionales o preindustriales en modalidades
agroindustriales 0 modernas, tanto en su version estatal-socialista como en su version de libre
mercado, resultado de una serie de transformaciones cuantitativas que se producen en el seno
de la poblacion rural y que, al conjugarse con el tiempo producen una elevacion del nivel de
vida (Toledo et al., 1997).



2.2 Desarrollo sostenible

El desarrollo sustentable se configura en el &mbito nacional, regional e internacional como la
nueva estrategia de desarrollo que nos permitiria alcanzar niveles de vida, mas justos y
equitativos, en los que se conjugue una proteccion y uso responsable de los recursos naturales
con un incremento en los niveles de bienestar de la mayoria de la poblacion y un crecimiento
econodmico sostenido. Supone una integracién de esfuerzos que se condensen en importantes y
comprometidos canales de participacion y cooperacion, entre el Estado, la comunidad
cientifica, la iniciativa privada, las organizaciones no gubernamentales y la poblacion en
general, en este rubro el desarrollo sustentable sigue seis grandes lineas la cuales son:
satisfacer las necesidades bésicas, lograr un crecimiento econémico de manera constante,
mejorar la calidad del crecimiento econdémico, atender a los aspectos demogréaficos,
seleccionar opciones tecnoldgicas adecuadas y aprovechar, conservar y restaurar los recursos
naturales (Arias, 2003). Actualmente, el sector agropecuario representa uno de los enormes
retos en la estrategia de desarrollo del pais, hacia el futuro inmediato. La politica agropecuaria
busca como principal objetivo que la oferta de productos agropecuarios garantice la
autosuficiencia alimentaria, en el marco de un desarrollo sustentable y un mejor nivel de vida
para las familias campesinas (Escalante, 2006). A través de la produccion primaria o rural, las
sociedades extraen materiales y energias de la naturaleza que sirven como materias primas que
luego seran transformadas a través de la produccion manufacturera y/o industrial para su
posterior consumo, o bien como productos (alimentos y otros bienes) para ser consumidos
directamente por los seres humanos (Toledo et al., 1997), en este contexto, hoy en dia el
cultivo de los hongos comestibles es un vivo ejemplo del desarrollo sostenible ya que en esta
actividad las fases del crecimiento de los hongos comestibles mantienen una armonia con la
naturaleza, tanto interna (los productores de hongos comestibles) como externa (pequefias
areas que se ocupan para cultivar hongos comestibles), ademas de requerir poca cantidad de
agua para producir un kilo de hongos comestibles (28 litros) en cortos periodos de tiempo en
comparacion con otros productos alimenticios como la carne, que se necesita 100, 000 litros
para obtener 1 kg de carne. EI material de desecho después del cultivo de hongos comestibles
puede ser usado para alimento de animales, o para lombricomposta y, finalmente ser utilizados

para fertilizantes de granos de cereales (Tello, 2010).



2.3 Produccion rural de hongos comestibles

La produccién de hongos comestibles constituye una alternativa en la produccion de alimentos
en el medio rural porque no afecta los valores, ni las actividades centrales de la vida
campesina y tampoco dafia su entorno ecoldgico (Naranjo et al., 2012). En el ambito
economico, el cultivo de los hongos comestibles funcionales y medicinales es una actividad
productiva que se ha desarrollado ampliamente en distintas partes del mundo. Se trata de una
actividad industrial, cuya produccion se ha elevado constantemente desde 1965, dando cuenta
de las capacidades de rentabilidad y adaptabilidad de esta biotecnologia alimentaria (Chang,
1999).

2.4 La biotecnologia en el desarrollo

La biotecnologia aplicada a diversas actividades productivas impacta, crecientemente, sobre el
desarrollo de los paises latinoamericanos, generando o potenciando mercados a partir de los
cuales es factible captar rentas adicionales. Procesos como la fermentacion de bebidas, la
fabricacion de quesos, e incluso la panificacion son tan viejas como la humanidad y tienen
como epicentro el uso de procesos bioldgicos (las levaduras) como herramientas de
transformacion de materias primas en productos finales. Esos procesos fueron desarrollados a
partir de mecanismos de prueba y error y “afinados” desde el siglo XIX con diversas técnicas
(en consonancia con el desarrollo de la quimica). Lo mismo ocurrié para el desarrollo de
vacunas y de otros medicamentos de origen bioldgico: identificando el agente, su atenuacion
permitia el cultivo reproductivo controlado y con ello la generacion de vacunas. La utopia de
modificar las caracteristicas (de conformacion y comportamiento) de los denominados “seres
vivos” para fines especificos ha sido una constante en la busqueda cientifica por miles de afios

(Solbrig, 2004; Rifkin, 1998).

La descripcion hipotética del funcionamiento del ADN (en 1953) permitio iniciar a
profundizar los conocimientos sobre el funcionamiento interno de los procesos genéticos.
Posteriores investigaciones avanzaron en la identificaciobn de cada gen, sus funciones
asociadas, las formas de relacion con las proteinas y otros mecanismos de la compleja biologia
de las células. De alli surgio rapidamente el interés por el uso aplicado de los avances

cientificos: la manipulacion de los cddigos del ADN de cada ser vivo, la posibilidad de copiar



individuos (clonar), la identificacién de qué gen corresponde a qué rasgo (estructural y/o
funcional), guiaban investigaciones. A mediados de los sesenta estos avances cientificos
abandonaron el plano tedrico y sirvieron de base para el desarrollo de nuevos productos y
procesos. A inicios de la década de los ochentas, se lanzaron al mercado los primeros
medicamentos obtenidos a través de recombinantes (la insulina recombinada y la
eritropoyetina fueron los productos méas destacados). En los noventa, aparecen mas productos
en el area farmacéutica a la vez que se inicia la aplicacion crecientemente masiva a los
cultivos (modificados genéticamente), a los alimentos y a la provision de materias primas
industriales (denominado genéricamente biomasa para usos industriales). La biotecnologia
abre espacios de intercambios (y bajo ciertas condiciones genera nuevos mercados) no sélo en
el &mbito productivo sino también en el cientifico. El pasaje de una idea teorica a un producto
final, implica una larga serie de pasos técnicos, en cada uno de los cuales es recomendable
identificar subproductos (genes, servicios de secuenciamiento, test, servicios de
bioinformaética, cultivos, plasmidos, equipamiento especifico —como los secuenciadores y/o los
cafiones génicos-) pasible de ser desarrollados en forma integrada o bien, en el marco de una
red de intercambios de bienes y conocimiento. Dicha red puede tener cobertura local o
integrarse a escala internacional. En otros términos, la moderna biotecnologia, articula una
forma de produccion que abre multiples oportunidades de negocios (y acumulacion),

previamente inexistentes.

Se define a la biotecnologia moderna como la aplicacion cientifica y tecnoldgica a organismos
vivientes, sus partes, productos y modelos destinados a modificar organismos vivos y/o
materiales aplicados a la produccién de conocimientos, bienes y servicios (OECD, 2006). Se
trata de una tecnologia que tiene un conjunto de principio cientificos y técnicos comunes y una
larga lista de especificidades técnicas aplicables a desarrollos especificos. Es una plataforma
tecnoldgica que sirve de base para tecnologias especificas de uso concreto en actividades
productivas.

2.5 La biotecnologia y los hongos

En las ultimas décadas se han descrito muchas propiedades nutricéuticas y funcionales de los
macromicetos, asi como sus propiedades anticancerigenas 'y  antitumorales,

hipocolesterolémicas, antivirales, antibacterianas, o inmunomoduladoras, entre otras. La



biotecnologia es fundamental para el desarrollo de técnicas rentables y productivas para la
obtencidon de estos metabolitos, tal como lo es la produccion de hongos por cultivo tradicional
(Suarez y Nieto, 2013). Segun lo reportado hasta ahora, los metabolitos secundarios que
producen los macromicetos y que les dan caracteristicas nutracéuticas especiales han sido en
su mayoria aislados del basidiocarpo y en la actualidad algunos de estos compuestos se
extraen para ser empleados en la produccion de medicamentos comerciales (Smith et al.,
2002). Estos compuestos se pueden aislar tanto del micelio como del carpéforo y del medio de
cultivo agotado. Dentro de estos se encuentran glucanos, enzimas, policétidos, acidos grasos,
polifenoles, flavonoides y terpenoides, entre otros (Suérez y Nieto, 2013). Recientes
investigaciones preliminares han puesto de manifiesto que la proporcion de estos compuestos
varia tanto con el estadio del hongo como con el medio en que es cultivado (Chang y Miles,
2004). Los metabolitos secundarios de la clase triterpenoidal presentan interesantes
propiedades de tipo farmacoldgico; entre ellas, la anticancerigena y la antimicrobiana (Nieto,
2010).

Se pueden distinguir dos tendencias en la biotecnologia de hongos comestibles y medicinales
las cuales son la Biotecnologia aplicada y la Biotecnologia moderna, la biotecnologia aplicada
en hongos comestibles se ha derivado de las técnicas tradicionales, enriquecidas con
innovaciones biolégicas, mecanicas y locales derivadas de un contexto social, econémico y
ecologico. En cambio, la biotecnologia moderna se ha desarrollado y visto fortalecida con
poderosas tecnologias que permiten el estudio y manipulacion directa del material genético de
los hongos comestibles y medicinales, concretamente del &cido desoxirribonucleico (ADN)
(Martinez-Carrera et al., 2006). La produccion de metabolitos fungicos, son inducidos por
factores externos, tanto bidticos (organismos competidores extrafios) como abidticos
(compuestos quimicos contaminantes toxicos) (York et al., 1984).

2.6 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotes, con pared celular rara vez ausente y constituida
principalmente de quitina. Su micelio esta formado por estructuras ramificadas y filamentosas
Ilamadas hifas, cuyas fructificaciones portan esporas. No poseen pigmentos clorofilicos, por lo
tanto su nutricion es heterotrofa y presentan reproduccion sexual y asexual, asi mismo se
encuentran ampliamente distribuidos en todo el planeta y prosperan en casi todos los climas

(Stamets, 2003). Estos organismos pueden ser microscopicos 0 macroscopicos y su micelio



estd oculto debajo del suelo, en madera, o en otras fuentes de alimento. Estos micelios crecen
hasta que aparecen los basidiocarpos (el caso de los macroscépicos) y se alimentan
absorbiendo nutrimentos del material organico en que viven, por lo que éstos secretan acidos y
enzimas que simplifican el material organico en particulas mas faciles de digerir y luego
atraviesan la pared celular de la hifa (Fogel, 1997). Infectan a plantas, animales y hasta otros
hongos; viven como compafiero con las plantas formando una asociacion simbiotica llamada
micorriza, estableciendo con ellas una relacion de dependencia o colaboracion nutricional
(Kobold, 2000), el alcance de sus posibles interacciones (antagonicas, sinergisticas, etc.) entre
estos organismos y otros sistemas vivientes a traves de sus metabolitos secundarios es enorme,
y las mismas constituyen una fuente inagotable para la obtencion de nuevos metabolitos

activos (Brizuela et al., 1998).

Desempefian una importante funcion en la estructura y funcionamiento de los ecosistemas ya
que contribuyen al desarrollo de las poblaciones vegetales, particularmente de especies
arboreas, algunas de sus principales funciones dentro de estos ecosistemas son la intervencion
en los ciclos y transferencia de nutrimentos. Al participar de manera activa en la regulacion de
la tasa fotosintética; a través del crecimiento de sus hifas modifican la permeabilidad y
estructura del suelo; representan una fuente de alimento para algunos vertebrados (incluyendo
mamiferos) e invertebrados, son habitat de invertebrados, algas y otros hongos. Participan en
la creacion y alteracién de nichos, sobre todo para invertebrados; establecen asociaciones
mutualistas con plantas, termitas, hormigas y con algunas especies de algas (Herrera y Ulloa,
1990), ademas de que se encuentran involucrados en numerosos fendmenos bioldgicos y
quimicos vinculados a la desintegracién de la materia organica, procesos industriales de
fermentacion (pan, vino, cerveza, etanol, ciertos quesos, etc.), produccion comercial de

medicamentos, alimentacion humana y los sistemas de produccién agroforestal (Chang, 1999).

Estos organismos incluyen desde formas microscépicas, como los mohos y las levaduras,
hasta formas macroscopicas, el basidiocarpo, que la gente identifica normalmente como
hongo. Dependiendo de la forma como obtienen sus nutrientes, los hongos se clasifican en
parasitos, saprofitos y micorricicos. Los primeros consumen plantas o animales vivos, los

segundos digieren celulas y tejidos muertos, conocidos también con el nombre de hongos



lignocelulésicos o de pudricion blanca. El tercer grupo de hongos, menos numerosos que los
anteriores, son los que establecen relaciones simbiéticas con las raices de las plantas Ilamadas
micorrizas, en la cual, tanto el hongo como la planta se benefician (Stamets, 2000). Se
desarrollan en un sin fin de habitats, por lo que bien se dice que los hongos son cosmopolitas.
El término hongo se deriva del latin “fungus” que significa seta y del griego “sphongos” que
significa esponja (Guzman, 1997). Se ha demostrado que los hongos son el grupo de
organismos mas numeroso en la Tierra después de los insectos. En efecto, se calcula que hay
mas de 1, 500,000 especies de hongos en el mundo, por lo que su impacto en el medio es
enorme (Guzméan-Davalos, 1998). Los hongos, en general, forman parte de uno de los reinos
mas diversos en la naturaleza, en donde actuan biodegradando y reciclando la materia organica
(principalmente lignina y celulosa) en los ecosistemas; el ciclo de vida de estos organismos
estd conformado por una fase vegetativa (micelio) y otra reproductora (cuerpo fructifero)
(Herrera 'y Ulloa, 1990).

El consumo de hongos ha formado parte del acervo cultural de nuestro pais y de la poblacion
rural asi mismo su conocimiento y uso fue muy importante para las culturas prehispanicas y
mesoamericanas; de tal manera que constituyeron parte de una estrategia de subsistencia
basada en el uso mdltiple de los recursos naturales, incluso en algunas regiones del pais ain
persisten las recolectas realizadas por toda la familia con fines de autoconsumo o
comercializacion (Villareal y Pérez Moreno, 1989). Su empleo con fines curativos es una
préactica que se ha utilizado desde hace miles de afios. La diversidad de los nombres comunes
tradicionales de los hongos comestibles en México supera los 400, mismos que corresponden a
200 especies. Haciendo mencidn que alrededor del 46% de estas especies son micorrizogenas,
lo que dificulta su cultivo y la Unica forma de aprovecharlas es su recoleccién. Su distribucion
geografica en el ambito nacional comprende 28 entidades federativas (Villareal y Pérez
Moreno, 1989).

2.7 Beneficios en la salud y la alimentacién con hongos comestibles

Los hongos comestibles poseen un valor nutricional para los seres humanos, ya que son fuente
de proteinas, y contienen vitaminas como la B1, B2, B12, A, C y D (Martinez-Carrera et al.,
2000), asi mismo se les atribuyen beneficios en la salud del consumidor, debido a la accion



bioldgica de algunos de sus componentes aportan cantidades considerables de calcio, fésforo,
hierro, sodio, potasio y carbohidratos ademas de que proveen de un valor nutritivo igual al de
algunos alimentos ricos en proteinas y fibras (Roberfroid, 1999). Actualmente, el uso de los
macromicetos se ha extendido practicamente en todo el mundo, debido al gran valor
alimenticio y al potencial medicinal que presentan, por lo que han sido llamados nutracéuticos,
es decir, son alimentos que ademas de proporcionar carbohidratos, proteinas, vitaminas y
minerales, tienen la propiedad de prevenir y/o curar ciertas enfermedades (Wasser, 1997). Hoy
en dia algunos hongos comestibles son considerados como alimentos funcionales como es el
caso de Hericeum erinaceus, Agrocybe aegerita, Auricularia aricula, entre otros los cuales
han demostrado ser capaces de afectar en forma positiva a una o mas funciones del organismo
al ser consumidos, de tal manera que su ingesta incrementa la salud y disminuye el riesgo de

contraer alguna enfermedad como lo es el cancer o trastornos cardiovasculares (Arai, 2002).

El cultivo de los hongos comestibles es un sistema de bioconversion ecoldgica, pues lo que al
hombre le es poco Util y que desecha, como las pajas, bagazos, cascarillas y pulpas, los hongos
lo transforman en alimento proteinico y en mercancia para venta. Ademas, una vez que se
obtuvo el producto comestible, del sustrato residual se puede obtener abono organico mediante
procesos de composteo y vermicomposteo para la produccion de plantas y hortalizas; dado el
efecto directo en la conservacién y mejora de la calidad de los suelos. Esta alternativa de
produccién ha sido explotada con éxito desde hace mucho tiempo en otros paises,
principalmente en Asia, donde se ha desarrollado toda una tecnologia para la produccion y
conservacion de los hongos comestibles como el champifion, el hongo ostra y el shiitake
(Stamets, 2000).

2.8 Los hongos comestibles, medicinales y funcionales

Los hongos han presentado un inestimable valor en muchas culturas debido a sus propiedades
tanto nutricionales como medicinales, constituyéndose desde siempre en el alimento funcional
por excelencia (Trigos y Suarez-Medellin, 2010). En la fraccion lipidica fangica también
hacen parte los acidos grasos, constituyentes que exhiben marcada accion bioldgica, hasta el
punto de que son considerados como reguladores del metabolismo lipidico, reductores de la
arterioesclerosis (Yilmaz et al., 2006), asi como poseedores de actividad antioxidante,

antiinflamatoria, anticancerigena, antibacteriana y anticonvulsionante (Castafio et al., 2007).



Estas bioacciones de los metabolitos fungicos han logrado posicionar a los macromicetos
como los nutricelticos ideales, término acufiado para catalogar a una nueva clase de
compuestos que han sido extraidos tanto de la seta como del micelio vegetativo, y que poseen
cualidades medicinales y nutricionales (Miles y Chang, 1998). Los hongos tienen usos
ornamentales, medicinales, industriales, ceremoniales, insecticidas y comestibles (Zamora-
Martinez, 1999). En este sentido se han registrado més de 100 especies de hongos
macroscopicos con uso medicinal, para la prevencién o el tratamiento de diversas
enfermedades, entre ellas el cancer y recientes estudios cientificos los han establecido como
potenciales fuentes naturales de sustancias bioactivas con actividad antitumoral e
inmunomoduladora, antioxidantes y anticancerigenas que pueden evaluarse por métodos
quimicos, experimentales y epidemiologicos, entre los géneros enunciados estan los
siguientes: Fomitopsis, Laetiporus, Inonotus, Phellinus, Calvatia, Langermannia, Lycoperdon,
Armillaria, Bovista, Pycnoporus, Calocybe, Lentinula, Lepista, Pleurotus, Trametes,
Ganoderma, Grifola, Flammulina y Hericium; que han sido empleados para el tratamiento en
alrededor de 100 padecimientos (Galvan et al., 1997).

Los macromicetos son una buena fuente de antioxidantes extraidos de sus extractos acuosos,
alcoholicos e hidroalchdlicos los cuales evitan reacciones de oxidacién indeseables, pudiendo
afectar a otras biomoléculas como lo son los lipidos, proteinas y acidos nucleicos, dafiando
diversas funciones celulares (Cheung, 2008). Algunos usos gue se le han dado al ergosterol de
los hongos son la inhibicion del crecimiento de cancer de vejiga en ratas, peroxidacion lipidica
dependiente del hierro en las membranas, asi como otras propiedades como la reduccion del
dolor asociado a la inflamacion, inhibicion de tumores cancerosos, disminucion de
enfermedades cardiovasculares, asi como una actividad antimicrobiana y antioxidante (Kobori
et al., 2007). Al ser metabolizado en la dieta genera vitamina D2 cuya funcion es la
regularizacion de la homoestasis del calcio y el fésforo (Trigos y Martinez-Carrera, 1999;
Yuan et al., 2006).

El valor nutritivo de los hongos, se centra en su contenido mineral y vitaminico, similar al de

las hortalizas comunes. Contienen cantidades utilizables de vitaminas del complejo B y C.

Ademas minerales como calcio, hierro, fosforo y potasio, importantes para una dieta
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balanceada. Poseen un alto contenido proteico en peso seco y son bajos en calorias,
carbohidratos y grasas (Sommerkamp, 1990). El contenido graso de los hongos es una de sus
cualidades nutricionales mas estimadas ya que, comparado con otros alimentos que tienen
contenidos proteicos y de fibra similares, sus valores (de 1 hasta 15%), son menores, lo que
los convierte en una excelente alternativa alimenticia para personas con hipercolesterolemia e
incluso entre diabéticos que presentan niveles altos de colesterol (Miles y Chang 1998).
Producen aceites importantes en la dieta como el oleico, palmitico, linoleico y estearico.
Tienen el potencial de actuar como fuente comercial de grasas similares a la mantequilla de
cacao; la produccion de acido estearico es una alternativa para la confeccion de cosméticos y
en confiteria. Son fuentes importantes de vitaminas como la riboflavina, y precursores de
vitamina A y D (carotenos y ergosterol). Los aminoacidos se usan en la industria de los
alimentos para acentuar el sabor, y en la alimentacion animal y humana como aditivos.
También son producidas algunas hormonas de crecimiento para plantas como las giberelinas y
promotores del crecimiento en ganado, como la zearalenona (Gaitan-Hernandez et al., 2004).

Los carbohidratos en los hongos estan representados por azucares utilizables por el organismo
humano como fuente de energia, quitina y hemicelulosa (principalmente hexosanos) (La
Guardia et al., 2005). Las paredes celulares de los hongos contienen varios componentes
indigeribles con importantes propiedades fisioldgicas para la salud del tracto alimenticio y el
cuerpo, definiendo al hongo como una importante fuente de fibra dietética (Bauer et al., 2001).
Con la popularizacién mundial del consumo de los hongos se presume que mas de 10 millones
de toneladas métricas de hongos comestibles 0 medicinales se producen al afio en varios paises
(Leifa et al., 2006). Actualmente, la produccion comercial de hongos comestibles se ha
estimado en 47,468 toneladas anuales, incluyendo el champifion (Agaricus: 95.3%), las setas
(Pleurotus: 4.6%), y el shiitake (Lentinula: 0.1%). Su valor econémico supera los 200
millones de délares anuales, generando alrededor de 25, 000 empleos directos e indirectos
(Martinez-Carrera et al., 2007). Su cultivo es una actividad que se ha implementado desde
hace méas de 200 afios en Europa con la produccién de champifion (Agaricus bisporus), en
Asia con el cultivo de especies como Lentinula edodes y Auricularia spp. (Royse y Sanchez-
Véasquez, 2001).
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Los hongos micorricicos comestibles de alto valor econémico son una atractiva inversion en la
silvicultura, ya que tienen una positiva repercusion en el desarrollo de las plantas y también
puede afectar positivamente los costos de establecimiento, manejo de recursos, la rentabilidad
de las plantaciones y el interés de propietarios para invertir en el establecimiento de nuevas
plantaciones forestales (Chung, 2005). Algunas de las ventajas del cultivo de los hongos son
que se genera mas empleos para favorecer la economia de los cultivadores en las comunidades
rurales de México ademas de que los sustratos degradados por los hongos, se proporcionan
como alimento para el ganado vacuno o con ellos se prepara una composta para después

incorporarlo a las tierras de cultivo (Bernabé y Cayetano, 2010).

En las zonas agricolas existen una variedad de subproductos (agricolas, forestales y
agroindustriales) utilizados como sustratos que pueden ser utilizados, entre los que se
encuentran el olote de maiz, la pulpa de café, el aserrin y los rastrojos (maiz, frijol, sorgo),
entre otros, con la finalidad de la utilizacion de y reciclaje de los mismos. Utilizando el
proceso tradicional que requiere la preparacion del sustrato (picado), asi como la hidratacion
de los materiales, para posteriormente pasteurizar el sustrato mediante inmersién en agua
caliente o en agua alcalina. Para la siembra o inuculacion generalmente se utilizan bolsas de
polietileno de 40 x 60 cm, con siembra en capas alternas de sustrato y semilla (Sanchez-
Véazquez et al., 2010). Algunos problemas con los que los cultivadores de hongos se pueden
encontrar son las enfermedades causadas por el moho verde (Trichoderma spp.), asi como la
presencia de mosquitos, la mosca doméstica, acaros y un gasterépodo conocido como babosa,
asi mismo la falta de conservacion de germoplasma nativo y la disponibilidad de la semilla.

I1l. REVISION DE LITERATURA

Los inicios de los estudios etnomicoldgicos en México comenzaron a mediados de 1950°s por
los hongos usados por los indigenas mazatecos, de los que Maria Sabina, era la representante
mas conocida (Wasson, 1993). Los trabajos de Guzméan-Déavalos (1998), han comparado y
sefialado el hecho de que el nimero de especies de hongos conocidos de las zonas tropicales es
menor que el de las regiones templadas del pais. En cuanto al consumo de los hongos en la
poblacion, provienen tanto del bosque, como de cultivos, otros son importados del continente

asiatico, entre los que destacan los géneros Lentinula y Auricularia, ademas de algunos
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restaurantes donde se ofrecen platillos con diferentes especies de hongos. Siendo que la
micofilia y micofagia se presenta mayormente en zonas templadas y donde los grupos étnicos
son mas numerosos en dichas regiones templadas y son ellos los principales transmisores de
esta tradicion (Sanchez-Vazquez et al., 2010). El cultivo de hongos comestibles es reciente y
sus inicios se refieren a los trabajos iniciados con el cultivo de Pleurotus en el Sosonusco,
Chiapas en 1991 (Sanchez-Vazquez, 1994). Ya para el afio de 1995, la secretaria de Pueblos
Indios, inicié un programa de apoyo al cultivo de setas en el centro del Estado, que resulto
exitoso, ya que de ahi se derivaron aproximadamente 200 modulos de cultivo en municipios
fuera del area central inicial, dedicados a la produccion de P. ostreatus (Santiz de la Cruz,
2007).

Los requerimientos de estos organismos pueden variar segun los nutrientes presentes en el
medio, por lo tanto la utilizacion de sustratos adecuados es conveniente para el crecimiento
Optimo de los hongos, si el medio de cultivo contiene todos los requerimientos nutritivos en
cantidad suficiente para que el organismo sintetice sus metabolitos y tome la energia que
requiere, el hongo crecerd adecuadamente (Sanchez-Vasquez y Royse, 2001). De acuerdo a
Toledo et al., 2004, las principales acciones quimico-ecoldgicas en el campo de los hongos
son las siguientes:

Actividad fitohormonal. Se encontrd que la afectacion de las plantas por el mal del pie del
arroz por esta enfermedad resultaron mas altas, delgadas y palidas que las normales, lo que se
achaco a las gibberellinas aisladas del hongo Gibberella fujikuroi capaces de producir un
incremento de la division celular en las plantas (Hedden et al.,, 2001). Actividad
antimicrobiana. La produccion de antibioticos son el resultado de la lucha por la supervivencia
gue mantienen los hongos con otros microorganismos, los cuales suelen ser inhibidores del
crecimiento de bacterias, levaduras y hongos (Nagaraj et al., 2001; Brady et al., 2000).
Actividad mutagénica y carcinogénica. Algunos metabolitos fungicos, como los policétidos de
Ceratocystis fimbriata coffea presentan, junto a sus actividades antibioticas, una clara accion
mutagénica y carcinogénica (Gremaud y Tabacchi, 1996). Actividad micotoxinica. Debido a la
batalla quimica que mantienen estos organismos contra la depredacién animal, han
desarrollado defensas quimicas (micotoxinas) que inhiben la alimentacion de nematodos,

protozoos, insectos y animales superiores (Bhatnagar et al., 2002). Actividad fitotoxica. Las
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fitotoxinas permiten a estos organismos penetrar en los tejidos vegetales donde se encuentran
nutrientes dichos materiales presentan gran interés como herbicidas ecolégicos e, incluso,
como herramientas en el estudio del crecimiento de los 6rganos en las plantas superiores
(Pedras y Soledade, 2001). Actividad citotoxica. El descubrimiento de actividad citotoxica
descubre en las setas un posible mecanismo defensivo en contra de la ovoposicion animal
(Buchanan et al., 1997). Actividad feromonal. El descubrimiento de dihidroisocumarinas
como mellesina en el hongo Pezicula livida (Krohn et al., 1997) sugiere un posible mecanismo
de control poblacional analogo al que ejercen muchos vegetales con hormonas sexuales

femeninas (Harborne, 1982).

Otras aplicaciones que se les ha dado actualamente a los hongos comestibles y medicinales es
la sobreexpresion de enzimas (e.g., lacasas, manganeso peroxidasa), la produccion de
medicinas (proteinas) recombinantes, asi como la trasformacion de sistemas microbianos para
la biorremediacion in situ de lugares contaminados (e.g., hidrocarburos aromaéticos
policiclicos, pentaclorofenoles, aguas residuales con colorantes textiles, pesticidas
organoclorados) y la biodegradacién/bioconversion de subproductos lignoceluldsicos,
destacando en este sentido especies como Coriolus versicolor, Coprinopsis cinérea, Agaricus
bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus cinnabarinus y Volvariella
volvacea (Yanai et al., 1996; Kim et. al., 1999; Alves et al., 2004; Kuo y Huang, 2008). De
acuerdo a Kirk (1971), su actividad lignolitica, los hongos que degradan a la madera se han
dividido en: 1) Hongos de podredumbre blanda, 2) Hongos de podredumbre café y 3) Hongos
de podredumbre blanca. Segiin Wasser et al. (2000) se usa la palabra nutracéutico, cuando se
trata de un complemento alimenticio derivado de un alimento; y nutricéutico cuando el
complemento es elaborado a partir de una fuente no considerada tradicionalmente comestible.
3.1.1 Antibidticos

Los primeros trabajos realizados con el uso de basidiomicetos reportados fueron los de
Anchel, Hervey y Wilkins en 1941, quienes examinaron extractos de cuerpos fructiferos y
cultivos miceliales de mas de 200 especies de hongos detectando en los mismos diversas
actividades antibioticas (Florey, 1949). Los diterpenos producidos por basidiomicetos poseen
una estructura propia hasta ahora no encontrada en otras fuentes naturales (Stark, 1991).

Algunos otros compuestos con actividad antagonista en hongos superiores, los poliacetilenos
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son el grupo més ampliamente caracterizado. Mas de 50 de estos compuestos insaturados con
actividad antibiotica han sido aislados a partir de especies de Clitocybe, Coprinus, Cortinellus,

Daedalea, Marasmius, Merulius, Pleurotus, Polyporus, Poria, etc. (Anke, 1980).

3.1.2 Aromas

Los cultivos miceliales de basidiomicetos son una fuente potencial de sustancias aromaéticas.
El rol de estos metabolitos ain no ha sido totalmente esclarecido, ya que algunos de estos
compuestos presentan a su vez actividad antifungica y pueden definir la funcion de los hongos
como antagonistas ante otros microorganismos. Otros de estos compuestos son inductores de

la germinacion, crecimiento micelial o de la fructificacion (Gross y Asther, 1989).

3.1.3 Enzimas, inhibidores y reguladores

Los basidiomicetos constituyen un amplio espectro de actividades enzimaticas, lo que conlleva
a que estos microorganismos jueguen un papel importante en diversos sistemas bioldgicos, por
si esto fuera poco numerosas enfermedades estan asociadas a una excesiva 0 no regulada
actividad enzimatica, por lo que inhibidores de estos hongos pueden aportar numerosas
actividades farmacoldgicas beneficiosas (Atsumi et al., 1990; Hautzel y Anke, 1990). En
China, Corea y Japdn se han utilizado a los macromicetos desde hace mas de 700 afios como
base de su medicina tradicional y alimentacién. Dentro de los géneros mas utilizados por la
cultura oriental se encuentran algunos hongos comestibles a los que se les ha atribuido
propiedades medicinales como: Lentinula, Auricularia, Grifola, Flammulina, Pleurotus y
Tremella, asi como otros géneros considerados como no comestibles también con propiedades

medicinales como Ganoderma y Trametes (Ikekawa, 1995).

La actividad antitumoral en los macromicetos fue demostrada por primera vez por Lucas et al.
(1957), quienes emplearon extractos acuosos obtenidos de basidiomas de Boletus edulis y
observaron que dichos extractos inhibian el crecimiento del tumor S180 implantado en
ratones. Posteriormente Lucas et al. (1958) aislaron a partir de basidiomas de Calvatia
gigantea un compuesto al cual llamaron Calvacina, este compuesto mostro tener actividad
antitumoral hacia lineas celulares de Sarcoma 180, carcinoma 755, Leucemia L-1210 Y HeLa.

La investigacion de los hongos medicinales se ha enfocado principalmente al aislamiento de
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compuestos con actividad antitumoral. En este contexto las especies mas estudiadas son
Lentinula edodes, Ganoderma lucidum, Trametes versicolor y Grifola frondosa (Wasser y
Weis, 1999). Las sustancias antitumorales aisladas de estos macromicetos son principalmente
polisacaridos y proteoglucanos, los cuales son el Lentinan, LEM, LAP y KS-2 de Lentinula
edodes, PSP Y PSK de Trametes versicolor y PSG de Ganoderma lucidum (Kenneth, 1995).
Ikekawa et al. (1969) reportaron que los extractos acusosos obtenidos de basidiomas de siete
hongos comestibles silvestres: Auricularia auricula, Flammulina velutipes, Lentinula edodes,
Pholiota nameko, Pleurotus ostreatus, Pleurotus spodoleucus y Tricholoma magnivelare,

presentaron actividad in vitro e in vivo.

3.1.4 Requerimientos para el cultivo de hongos

Para un buen cultivo de los hongos comestibles y medicinales son primordiales las fuentes de
carbono (presentes en la celulosa, la hemicelulosa y la lignina de los vegetales), nitrogeno y
compuestos indrganicos como fuentes nutritivas (Wood y Fermor, 1982). El cultivo en medio
solido es el mas comun de propagacion del micelio para su posterior utilizacion en la
produccion de “semilla” y consiste en el crecimiento de micelio en granos de cereales (trigo,
sorgo, arroz, etc.), una vez obtenido el indculo-grano se mantiene en condiciones 6ptimas para
su conservacion, hasta su utilizacion para ser inoculado sobre el sustrato que se empleara para
la produccion de cuerpos fructiferos. Una alternativa para la obtencion de la “semilla” es la
utilizacion de micelio crecido en medio liquido ya que permitira producir mayor cantidad de
biomasa de mejor calidad en menor tiempo, favorecera la adaptacion y dispersion del hongo
en el trigo y facilitara su manipulacion durante la siembra (Guillen-Navarro et al., 1998).

La introduccion de la técnica del cultivo en bolsa no solo incremento la cantidad y el lugar de
produccidén de algunas especies de hongos comestibles, si no también incremento el nimero de
especies convencionalmente cultivadas. Aquellas especies formalmente cultivadas en troncos
de madera son ahora capaces de crecer en los cultivos en bolsa en sustratos no solo
compuestos por aserrin, sino también de otros desechos agro-industriales, por ejemplo
semillas de algoddn, olotes, semillas de girasol, residuos de papel, etc. La técnica de cultivo en
bolsa ofrece la oportunidad de un mayor control de experimentacion en varios aspectos del

proceso de cultivo.
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Los hongos silvestres comestibles se encuentran en muchos mercados de los paises de Europa
y Asia. Son apreciados en el ambito gourmet por su fino sabor y textura de muchos hongos
silvestres. Por consiguiente, hay muchos hongos que serian bien recibidos por el publico si
ellos estaban disponibles en grandes cantidades y no solo en las épocas en que los hongos
fructifican en la naturaleza. La demanda de estos hongos silvestres ha sido responsable del
establecimiento de negocios para suministrarlos. EI mayor de ellos fue Helmut Lingens de
Alemania en 1987, cuya organizacion importaba hongos comestibles de los colectores en todo
el mundo. Estos colectores habian estado dando instrucciones de la correcta recaudacion de
especies especificas que se desean. Un estudio reporta que China posee méas de 900 especies
de hongos silvestres comestibles, de las cuales solo 60 han sido cultivadas o estado en proceso
de domesticacion. ElI nimero de especies incrementa a 90 si se incluyen las especies en
produccién de micelio en medio liquido. Esto significa que solo cerca del 10% de especies de
hongos en China son utilizados (Mao, 2002). El hongo Auricularia ha sido reportado como el
primer hongo cultivado en China cerca del afio 600 A.C. Desde entonces este hongo ha
continuado el dnico y mas popular de los hongos comestibles en China (Chang y Miles, 1987).
Muchos de los mejores hongos comestibles requieren asociaciones micorrizicas, y muchos
intentos han sido realizados en hongos tales como la trufa (Tuber), el matsutake o hongo de
pino (Tricholoma), el canterel (Cantharellus) y el cepe (Boletus), especialmente los primeros
dos. Es de esperar que nuevos estudios a lo largo de las lineas ecolégicas con otros hongos
micorricicos dé lugar a una mayor produccion de los otros hongos muy apreciados por los

métodos de semicultivacion (Delmas, 1978).

Hay un gran nimero de hongos comestibles que poseen un fuerte atractivo en ciertas regiones,
usualmente derivado de su disponibilidad en la naturaleza. Alrededor de 1970, miles de
personas en paises como Alemania, Polonia, Hungria, Checoslovaquia, entre otros, llevaron a
cabo el cultivo de los hongos en sus jardines, como algo simple y de facil procedimiento que
habia sido elaborado y publicado para su distribucion general. China fue el primero en cultivar
exitosamente Auricularia, Lentinula, Tremella, Ganoderma, Hericium, Volvariella y otros

hongos comestibles y medicinales (Huang, 1997).
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3.2 El acido acetil salicilico

El &cido salicilico (AS) es muy conocido gracias al extenso uso clinico de la aspirina o acido
acetil salicilico. EI nombre de acido salicilico proviene de Salix, el arbol cuyas hojas y corteza
tradicionalmente se utilizaban como cura para el dolor y fiebre, y de donde Johann Buchner en
1828 aisl6 la salicina. En 1874 se inicio la produccion comercial de AS en Alemania, mientras
que el nombre comercial de aspirina, aplicado al &cido acetilsalicilico fue introducido en 1898
por la Bayer Company (Raskin, 1992). EI AS es un compuesto encontrado en todos los tejidos
de las plantas, pertenece a un grupo muy diverso de sustancias conocidas como fenolicos. En
las plantas los compuestos fenolicos, relacionados con el llamado metabolismo secundario,
estan involucrados en gran cantidad de actividades de regulacion en las plantas. Su
concentracion se eleva cuando las células, érganos o plantas completas son sometidas a la
accion de alguna clase de estrés sea este biotico o abidtico. En esas situaciones el acido
salicilico participa en forma importante en la cascada de sefializacion que da lugar a las
respuestas de adaptacién en ambientes extremos, a la expresion de los sistemas de control del
dafo oxidativo asi como a la induccion de la resistencia sistémica adquirida en el caso de
patogénesis. El Acido Acetil Salicilico (A.A.S.) cobra un especial relieve. Su perdurabilidad
puede considerarse realmente excepcional, pues su tradicién terapéutica se remonta a fines del
siglo XIX. Pero, ademas, no es solo que haya sobrevivido de una forma precaria, sino siendo
en la practica uno de los farmacos mas utilizados en el mundo. ElI AAS tiene sus origenes en el
uso de diversos productos de plantas que contienen salicilatos. S6lo en la familia de las
salicaceas se encuentran mas de 200 especies, entre ellas, chopos y sauces que contienen
glucoésidos, y entre éstos la salicilina (Pancorbo y Madrigal, 2007).

Los efectos analgésicos del acido salicilico (dcido o—acetoxibenzoico) se conocen desde muy
antiguo (400 afios antes de nuestra Era). Aunque aspirina es un nombre registrado en muchos
paises, se acepta esa denominacién como su nombre genérico. El acido acetilsalicilico se
presenta en forma de cristales blancos, o bien como un polvo cristalino. Funde a 135 — 137°C,
descomponiéndose a 140°C. Su solubilidad en agua a 25°C es de 3'3 g/L de agua (Austin,
1984).
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3.2.1 Aplicaciones del Acido Salicilico

El &cido salicilico se emplea principalmente en la fabricacion de aspirina, que es el producto
farmacéutico méas vendido. Sus ésteres, amidas, y sales son materia prima de otros productos
farmacéuticos. El acido salicilico de grado técnico se usa sobre todo en la produccién de
productos agroquimicos, tintes, colorantes, caucho, perfumes, y resinas fendlicas. Su
distribucion: 55% a aspirina, 18% a ésteres y sales, 10% a resinas, 10% a tintes y colorantes.
La introduccion de nuevos analgésicos ha afectado a su consumo, por la reduccion de ventas
de aspirina (Wiley, 1997). A su vez, la aspirina se usa por sus propiedades analgeésicas,
antiinflamatorias, y antipiréticas. Su formula estructural del &cido acetil salicilico se puede
obervar en la figura 1.

Q)
r:n':I:n::H3 Acido acetilsalicilico
COOH (Aspirina)

Figura 1. Formula estructural del acido acetil salicilico.

3.3 Hericium erinaceus (Bull.) Pers.

Hericium erinaceus (Bull. Ex Fr.) Pers. Es cultivado en China. Es llamado Houtou (Hongo
cabeza de mono) su fructificacion se ve como si fuera la cabeza de un bebé mono. En algunas
ocasiones es referido como hongo cabeza de 0so. Hericium es un miembro de la clase de los
Basidiomicetes, subclase Holobasidiomicetidae, orden Afiloforales, y familia Hericiaceae. El
cuerpo fructifero es de 5 a 30 cm de tamafio en la naturaleza, con un rudimentario estipite. Es
blanco pero tiende a amarillo, y su caracteristica sobresaliente es que esta cubierto por dientes
de 3 a 6 cm de largo. Sus esporas son blancas, subglobosas en su forma, lisay de 6 a 7 um de
tamario. Es un hongo comestible famoso en China, algunos lo han descrito como delicioso,
altamente apreciado y sabroso. Esto se debe también a la buena reputacion de sus propiedades
medicinales. Un medicamento tradicional Chino es preparado con especimenes secos de este
hongo el cual es llamado “Houtou” para el tratamiento de enfermedades cronicas del

estomago. Recientemente, se ha reportado que los polisacaridos contenidos en el cuerpo
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fructifero de H. erinaceus presentan efectos carcinostaticos en la gastritis, esofagico, hepatico
y cancer de piel, basado en la regulacion de las funciones inmunoldgicas. Su habitat se

encuentra en lo profundo del bosque donde crece en madera vieja y muerta (Mizuno, 1999).

Hericium fue domesticado por cientificos de la Academia de Ciencias Agricolas de Shangai, y
de ahi fue difundida la técnica de su cultivo a otros lugares. Hoy en dia es cultivado en bolsas
de plastico en una variedad de sustratos como lo son: bagazo de cafia de azucar, aserrin,
cascaras de semillas de algoddn, olote y paja picada de arroz suplementados con arroz, salvado
de trigo, sacarosa, yeso y algunas veces con ingredientes adicionales. Las cascaras de la
semilla de algodon han sido consideradas por algunos como el mejor material para cultivar el
hongo cabeza de mono en cualquier region algodonera, porque su costo es bajo, es facil de
preparar y presenta un alto rendimiento (Liu, 1981). Actualmente, es principalmente
producido en China. Su produccion anual fue estimada en 2800 Toneladas en 1998 y 9547
Toneladas en 2001. Un substrato para el inoculo de la siguiente composicion ha sido usado:
Aserrin: 78 kg, Salvado 20 kg, Sacarosa: 1 kg y Yeso: 1 kg (Adicionar agua para dar mayor
humedad de 65%).

H. erinaceus ha sido cultivado en distintos sustratos como lo son: Aserrines de pino , Roble,
Haya, abedul, caucho y mezclas de aserrin suplementados con salvado de trigo, asi como
también en paja de trigo y arroz, paja de centeno, bagazo de cafia de azucar, cascarillas de
semillas de algodon y olote (Liu,1981; Stamets, 2000; Siwulski y Pawlak, 2005; Hyunjong y
Thatithatgoon, 2005; Hassan, 2007; Siwulski et al., 2009).

Hoy en dia el hongo Hericium erinaceus es catalogado como un alimento con potencial
funcional muy alto debido a su capacidad para mejorar algunos funcionamientos bioldgicos de
los seres humanos como lo es su actividad antioxidante, la regulacion de los niveles de lipidos
en la sangre, y la reduccion de los niveles de glucosa en la sangre, ademas de que es utilizado
en platillos convencionales en paises asiaticos (Wang et al., 2005). Los polisacaridos de este
hongo pueden tener efectos en ulceras gastricas, cancer esofagico, hepatitis y cancer de piel
(Mizuno et al., 1992). Asimismo, se han realizado pruebas antimicrobianas y sus propiedades
antioxidantes tanto en micelio como en basidiocarpos de este hongo (Wong et al., 2009).
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3.4 Fistulina guzmanii Brusis

F. guzmanii presenta colores brillantes (rojo carmin o rojo purpura) en fresco, tanto en el
pileo como en el himendforo, el tamarfio del basidioma es generalmente mas pequefio y solo se
ha encontrado sobre Mimosa galeottii Benth, como lo sefiala Brusis (1972).

Clasificacion taxonomica:

Reino:Fungi, Filo: Basidiomycota, Clase: Agaricomycetes Orden: Agaricales, Familia:
Fistulinaceae, Género: Fistulina y Especie: Fistulina guzmanii.

Pileo de 5-15 x 4-8 cm, 0.8-1.5 cm de ancho, reniforme y lenguiforme, semicircular, aplanado,
carnoso, en el principio, papiloso-flocoso, viscoso con superfiecie gelatinosa, purpureo,
carminoso, bruneuroso oscuro, sésil. Estipite 3-5cm longitud, 1.5-3.5 cm grueso, pileo
concolor cilindrico. Tubulos de 0.5 cm de longitud, poros carminosos-purpureos un tanto
brunescentes. Basidiosporas de 4.0-5.5 x 3-4.5 . Habitat, solitario y gregario especificamente

en troncos de Miimosa galeotii (Brusis, 1972).

3.5 Uso de Fistulina guzmanii como recurso

Hoy en dia este hongo este hongo esta muy poco estudiado, se tiene avance en su descripcién
taxonodmica, pero no se tiene registro alguno de su consumo y cultivo en mercados regionales
de México, sin embargo es un hongo comestible, al cual se le han encontrado oligosacéaridos
mediante técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y HPLC mediante extractos
hidroalcoholicos (Mitzi, 2011). Esto sugiere que este hongo puede tener importantes
metabolitos funcionales Utiles para el ser humano. No se tiene registro del cultivo de esta
especie en México ni el mundo. Para el caso de F. hepatica si se tienen registros de su cultivo

en sustratos suplementados (Hattori y Tanaka, 1997).

3.6 Genero Volvariella

El hablar del género Volvariella es hablar de una amplia diversidad de especies vinculadas a
hongos comestibles cultivados en el Sureste Asiatico y dado que su fructificacion se puede
llevar a cabo a temperaturas calidas y al aire libre, lo que lo hace tener un gran potencial de
cultivo en zonas tropicales y subtropicales e ideal para estrategias de desarrollo agricola y

rural ya que requieren bajos costos de inversion.
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3.6.1 Volvariella bombycina (Schaeff.) Singer

V. bombycina es un hongo comestible perteneciente a la familia Pluteaceae, cominmente
Ilamado el hongo de paja sedoso de plata (Mallavadhani et al., 2006)

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero grande, de 5 a 20, de ovoide a aplanado, algo mamelonado. Cuticula seca, brillante,
recubierta de fibrillas radiales o mechas sedosas, a modo de capullo de seda (bombix =
“gusano de seda”), con la zona central mas lisa, de color blanco-crema o amarillento. Laminas
numerosas, apretadas, libres, con lamélulas, borde denticulado, color blanco que al esporar
vira a rosa. Pie robusto, cilindrico, fibroso, separable, curvado en la base, sin anillo pero con
gran volva carnosa, persistente, saciforme, de color blanco sucio o parduzco. Carne blanca,
tierna, al roce amarillea. El agradable olor de joven, se vuelve desagradable al madurar (a

rabano). Esporada rosa (Chiu y Moore, 1989).

3.6.1.1 Habitat
Saprofita tocones de latifolios: alcornoque, aliso, fresno, sauce, olmo. Sale también sobre
serrin. Es el hongo sapréfito de mayor porte y tacto aterciopelado. Primavera a Otofio, Se

cultiva en madera de chopo o similar, a temperatura alta. Sobre todo en Oriente medio.

3.6.1.2 Propiedades funcionales de Volvariella bombycina

Es apreciado por sus caracteristicas nutricionales y quimicas y se le han reportado una buena
cantidad de antioxidantes y efectos antitumorales e hipercolesterolemicos (Badalyan, 2003).
Anédlisis proximales mostraron que el micelio de este hongo posee 31.8% de fibra ditética,
25.5% de proteina cruda, 1.15% lipidos, 9.03% de ceniza, 8.75% de humedad y 34.75% de
carbohidratos, mientras que el basidiocarpo mostro 24.6% de fibra dietética, 28.3%%, 28.3%
de proteina cruda, 2.72% lipidos, 10.09% ceniza, 9.68% humedad y 38.9% de carbohidratos
(Jegadeesh et al., 2010).

3.7 Radicales libres
Los radicales libres son aquellas moléculas que en su estructura atdmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera una

elevada inestabilidad. Esto los hace extraordinariamente reactivos y de vida efimera, con una
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enorme capacidad para combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos, asi como
con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular: carbohidratos, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos, al buscar su equilibrio

electroquimico mediante reacciones de 6xidoreduccion (Daglia et al., 2000).

3.7.1 Fuentes de radicales libres

Los radicales libres resultan de procesos fisioldgicos propios del organismo (fuentes
enddgenas) como el metabolismo de nutrientes, la respiracion y el ejercicio, o bien son
generados por factores ambientales o fuentes exdgenas tales como la contaminacion industrial,
el tabaquismo, la radiacion, los aditivos quimicos en alimentos procesados y los pesticidas
(Bennati et al., 2008). Dentro de las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) o ROS por sus
siglas en inglés, se encuentran radicales libres y ciertas especies no radicales las cuales son
oxidantes y/o se convierten facilmente en radicales libres.

3.8 Antioxidantes

Para prevenir y proteger a los componentes celulares del dafio por los radicales libres, los
organismos aerobios han desarrollado un elaborado mecanismo de defensa Ilamado sistema de
defensa antioxidante. Existen diversas defensas a nivel celular contra los niveles elevados de
radicales libres tales como las enzimas superdxido dismutasa, catalasa o glutation peroxidasa
que protegen al organismo contra las ERO (Alvarez-Parrilla et al., 2007). Un antioxidante se
define como cualquier substancia que, cuando esta presente a bajas concentraciones respecto a
las de un substrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de este
substrato. Como substrato oxidable se pueden entender a la mayoria de las moléculas
organicas 0 inorganicas que se encuentran en las células vivas (proteinas, lipidos,
carbohidratos y moléculas de ADN) (Beristain et al., 2003).

3.8.1 Polifenoles como fuente de antioxidantes

Las terapias antioxidantes y dietas ricas 0 enriquecidas con antioxidantes parecen prevenir o al
menos, disminuir el deterioro funcional organico originado por un exceso de estrés oxidativo.
Asi, ha surgido el interés por obtener moléculas con potencial actividad antioxidante. Los
polifenoles representan un grupo de metabolitos secundarios que se encuentran

abundantemente en frutas, verduras, vinos, tés, aceite de oliva extra virgen, chocolate y otros
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productos de cocoa, asi como en hongos comestibles (Soares et al., 2009; Dubost et al., 2007,
Wong y Chye , 2009).

3.8.2 Determinacion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteau

El ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu ha sido utilizado durante muchos afios como una
medida del contenido de compuestos fendlicos totales en productos naturales y el cual puede
considerarse como un método de medida de actividad antioxidante total (Prior et al., 2005). El
método Folin-Ciocalteau se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. Los compuestos fenolicos oxidan al reactivo de Folin-Ciocalteau. Este reactivo
contiene una mezcla de acido fosfowolframico (H 3 PW 12 O 40) y de &cido fosfomolibdico
(H3PMo12 040) en medio basico, que se reducen por oxidacion de los fenoles originando
oxidos de wolframio (W8 023) y de molibdeno (Mo8 023) los cuales pueden observarse a
través de la coloracion azul generada por la oxidacion, dicha coloracién es proporcional a la
concentracion de compuestos fendlicos presentes (Kuskoski et al., 2005).

3.9 Los hongos como fuente de antioxidantes

Algunos compuestos antioxidantes que se pueden encontrar en los hongos son: Ergotioneina,
es un compuesto tiol hidrosoluble (2-tioimidazol betaina) que ha despertado mucho interés por
su habilidad in vivo para capturar el oxigeno singlete, radicales hidroxilos y peroxilos,
actuando como agente protector contra el estrés oxidativo (Franzoni et al., 2006).
Polisacaridos, son compuestos de composicion especial (carbohidratos normalmente unidos a
proteinas formando complejos especificos). Se ha puesto de manifiesto que poseen
propiedades antioxidantes. Aparentemente, la actividad de captacion de radicales superoxidos
de las fracciones de polisacaridos depende de la cantidad de proteina o péptido que tienen en
sus complejos polisacarido-proteina (Liu et al., 1997). Ademas, los polisacaridos de los
hongos pueden potenciar los sistemas de defensa in vivo contra el dafio oxidativo (Yu et al.,
2009).

3.10 Bacillus subtilis como patogeno en la salud humana

Desde 1970, han habido varios informes de infecciones causadas por B. subtilis en los que la
identificacion de la especie ha sido confiable. Los casos que se describen incluyen:
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endocarditis, manifestandose después del abuso de drogas; neumonia fatal y bacteriemia en
tres pacientes con leucemia; septicemia, en un paciente con carcinoma de mama con
metastasis; en la infeccidén de un tumor necrotico axilar en otro paciente de cancer de mama;
de los aislamientos de un derrame pleural contiguo a un absceso subfrénico de una protesis de
pecho; de varias heridas quirurgicas (Ihde y Armstrong, 1973). Ademas, Bacillus subtilis es
una bacteria que presenta relevancia clinica. También, el uso de productos de lavanderia
derivados de que contengan enzimas proteoliticas de B. subtilis, ha generado casos de

dermatitis y enfermedades respiratorias (Norris et al., 1981).

3.11 Escherichia coli como patdgeno en la salud humana

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia (Rodriguez, 2002). En afios recientes, la etiologia de las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) ha cambiado a la vez que han surgido
patdgenos nuevos 0 cepas Mas agresivas y resistentes a los antibidticos. Actualmente, la
industria de alimentos ha reenfocado su atencion sobre éstos microorganismo como una causa
de morbilidad y mortalidad significativa y reconoce su valor como un indicador del estado

higiénico de muchos tipos de alimentos.

3.12 Salmonella typhi como patdgeno en la salud humana

Salmonella es un bacilo Gram negativo que se comporta como patdgeno intracelular
facultativo, se divide en dos especies Salmonella bongori y Salmonella enterica, tomando en
cuenta sus caracteristicas bioquimicas generales. Esta Gltima se subdivide en seis subespecies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae; las salmonelas de mayor
importancia médica pertenecen a las subespecies entérica y arizonae y son consideradas
serovars. Por lo que la nomenclatura que se estd manejando actualmente es Salmonella
enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi, S. enterica serovar Typhimurium
(Figueroa y Verdugo, 2005). Las cepas de Salmonella son una de las principales causas de
infecciones de origen alimentario en los paises industrializados ya que se han descrito brotes
por Salmonella typhimurium en distintos paises, transmitidos a través de alimentos

procesados, como huevos y leche pasteurizada, alimentos crudos como leche, lechugas o por
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transmision a través de manipuladores de alimentos por ejemplo en paises como México que

ha llegado a ser el serotipo més identificado (Gutierrez-Cogco et al., 2000).

3.13 Pseudomonas aeruginosa como patdgeno en la salud humana

Es una bacteria Gram-negativa, aerobica, con motilidad unipolar. Es un pat6geno oportunista
en humanos y también en plantas.Como otras Pseudomonas, P. aeruginosa secreta una
variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso
fluorescente) y piorrubina (rojo pardo). Pseudomonas aeruginosa puede causar diversos tipos
de infecciones pero rara vez causa enfermedades graves en personas sanas sin algun factor
predisponente. Coloniza predominantemente partes dafiadas del organismo, como quemaduras
y heridas quirurgicas, el aparato respiratorio de personas con enfermedades subyacentes o las
lesiones fisicas en los o0jos. Desde estos lugares puede invadir el organismo y causar lesiones
destructivas o septicemia y meningitis. Las personas con fibrosis quistica o inmunodeprimidas
son propensas a la colonizacion por P. aeruginosa, que puede conducir a infecciones
pulmonares progresivas graves. Las foliculitis y las otitis relacionadas con el agua se asocian
con ambientes humedos y calidos como las piscinas y bafieras de hidromasaje. Muchas cepas
son resistentes a diversos antibioticos, lo que puede aumentar su relevancia en el &mbito
hospitalario (Ruiz, 2007).

3.14 Listeria monocytogenes como patdgeno en la salud humana

Es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es causante de la Listeriosis. Es uno de
los patégenos causante de infecciones alimentarias mas virulentos, con una tasa de mortalidad
entre un 20 a 30%, mas alta que casi todas las restantes toxicoinfecciones alimentarias. L.
monocytogenes es un bacilo Gram positivo, pequefio (0,4 a 0,5 micrones de ancho x 0,5 a 1,2
de largo) no ramificado y anaerobio facultativo capaz de proliferar en un amplio rango de
temperaturas (1 °C a 45 °C) y una elevada concentracion de sal. Es catalasa positivo y no
presenta capsula ni espora. Tiene flagelos peritricos, gracias a los cuales presenta movilidad a
30 °C o menos, pero es inmovil a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan
(Cossart y Toledo, 2008).

Listeria monocytogenes es una bacteria grampositiva anaerobia facultativa, intracelular, que

puede causar infecciones invasivas muy graves en el hombre y los animales y sobrevivir sin
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dificultad en medios inanimados, adaptandose rapida y eficazmente a cambios extremos en las
condiciones ambientales, lo que explica su gran capacidad para la transmision. Listeria afecta
en mayor medida a los extremos de edad de la vida, embarazadas y personas con algun tipo de
inmunodepresion, fundamentalmente celular, o enfermedad debilitante, como neoplasias
hematoldgicas, trasplantados, tratados con corticoides o antagonistas del factor de necrosis
tumoral, cirrosis hepética (sobre todo endlica), enfermedades por depdsito de hierro
(hemocromatosis), insuficiencia renal avanzada, diabetes mellitus y enfermedades

autoinmunes (Sanchez y Palencia, 2010).

3.15 Staphylococcus aureus como patdégeno en la salud humana

Como estafilococo aureo, o comunmente estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia
facultativa, grampositiva, productora decoagulasa, catalasa, inmévil y no esporulada que se
encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres
personas se hallan colonizadas, aunque no infectadas, por ella. Puede producir una amplia
gama de enfermedades, que van desde infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente
benignas, tales comofoliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo
vital, como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o
neumonia. Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por presencia
fisica de Staphylococcus aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilococica secretada por
la bacteria (Lowy, 2003).

El estafilococo aureus (staph) es un tipo de bacteria (germen) que se encuentra en la piel o en
la nariz. La mayoria de las veces, estas bacterias no causan problemas para la gente. Sin
embargo, si el estafilococo entra al organismo por medio de una cortada o herida, puede
causar furdnculos o abscesos dolorosos en la piel o infeccion en los pulmones (neumonia),
torrente sanguineo o en una herida que se esté cicatrizando después de una cirugia. Las
personas con mas alto riesgo de contraer una infeccion por estafilococo son las personas
enfermas en hospitales, personas que se estén recuperando de cirugias o procedimientos
médicos, personas que viven en condiciones de hacinamiento (albergues o prisiones), nifios en
guarderias, personas que abusan las drogas via intravenosas (IV), personas con sistema

inmune débil, atletas y personal militar (Cervantes et al., 2014).

27


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Organismo_anaerobio
http://es.wikipedia.org/wiki/Organismo_anaerobio
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_positiva
http://es.wikipedia.org/wiki/Coagulasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Esporulaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Foliculitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Enterotoxina

3.16 Stenotrophomona maltophilia como patogeno en la salud humana

La Stenotrophomona maltophilia, una bacteria Gram negativa, que fue considerada como de
patogenicidad limitada, actualmente se asocia a un aumento en la morbimortalidad. Su
presencia representa un gran problema debido a su multirresistencia. Son lisas, con un color
que puede variar de blanco a ligeramente amarillo; en agar sangre puede observarse una ligera
coloracion verdosa alrededor de las colonias que confluyen y en otros medios de cultivo puede
observarse una coloracion café (Senol, 2004). Es un aerobio obligado, que no crece a una
temperatura inferior a 5 °C, y a una temperatura superior de 40 °C, siendo la temperatura
Optima de crecimiento 35 °C. La SM ha sido aislada de muestras provenientes de heces de
humanos y animales. Puede encontrarse en diversas fuentes ambientales, como aguas sucias o
residuales, leche cruda, etc. Aunque por afios fue considerada como una bacteria de
patogenicidad limitada, en afos recientes nuevos reportes indican que las infecciones
asociadas a esta bacteria se relacionan con ARAP aumento en la morbimortalidad,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos, con estancia prolongada en el hospital y
que han recibido antimicrobianos de amplio espectro.Algunos reportes sugieren que la SM se
encuentra entre los primeros tres gérmenes aislados con mayor frecuencia (Gutiérrez et al.,
2007).

3.17 Streptococcus agalactiae como patoégeno en la salud humana

Es una bacteria estreptococo del grupo B (EGB), gram-positivo, beta-hemolitico, catalasa
negativo, oxidasa negativo y anaerobio facultativo, caracterizado por presentar el grupo B de
antigenos Lancefield. Se puede encontrar en el aparato digestivo, urinario y genital de los
adultos. Aunque una infeccion por EGB normalmente no ocasiona problemas a las mujeres
sanas antes del embarazo, puede provocar una enfermedad grave a la madre y al bebé durante
la gestacion y después del parto. Este estreptococo se reconoce como patégeno humano desde
1938, a partir de tres casos fatales de sepsis puerperal. En la década del 60 se transformé en el
primer microorganismo en frecuencia, en sepsis neonatal. La transmisién de madre a hijo
puede ocurrir durante el parto en el caso de existir colonizacion vaginal, o antes del

nacimiento, en el marco de la infeccion maternal. Hussain y col. en 1995 describieron
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infecciones por este microorganismo en pacientes pediatricos en un hospital de EEUU (Jancey
etal., 1996).

En adultos, ademas de la infeccion posparto, ha sido reconocido como patdgeno en pacientes
no embarazadas, al provocar una variedad de infecciones, principalmente en piel y tejidos
blandos e infeccion urinaria. El hébitat natural de este microorganismo es el itestino;
intermitentemente coloniza la vagina, donde la portacion es mayor en la primera etapa del
ciclo menstrual de mujeres jovenes (9-12). Estudios realizados en embarazadas demuestran

una variacion en la portacion entre un 5 y un 25% (Viegas et al., 2004).

3.18 Los hongos como fuente de compuestos antibacterianos

El auge que ha presentado ultimamente el consumo de los hongos como nutra y nutriceuticos
ha llevado a implementar métodos modernos de cultivo (fermentaciones en fase sélida y en
medio sumergido) que permitan optimizar los resultados en un menor tiempo y con calidad
superior a través de la manipulacion de las variables del proceso biotecnolégico, lo que
representa un gran atractivo para la industria farmacéutica. Se han aislado compuestos
antimicrobianos de diversos hongos basidiomicetos que abarcan desde componentes
estructurales con actividad antitumoral e Inmunologicamente activos hasta agentes
antimicrobianos, antifngicos, antivirales, citostaticos, reguladores del crecimiento y

productores de aromas (Brizuela et al., 1998).

Dentro de estos metabolitos se encuentran : diterpenos, compuestos fendlicos, polisacéridos,
sesquiterpenos, p-terfenilos, fenilacetoxilados, glucanos acetilenos, sales de diazonio,
terpenoides, alcaloides y compuestos nitrogenados, acidos fenilglicosidicos sustituidos,
quinonas, entre otros (Brizuela et al., 1998). El metabolismo secundario de los basidiomicetos
es rico en terpenoides, muchos de los cuales poseen estructuras que hasta ahora sélo han sido
detectadas en estos organismos y que han demostrado tener actividad antibidtica,

especialmente sesquiterpenos, diterpenos y triterpenoides (Zjawiony, 2009).
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IV. MARCO DE REFERENCIA

Los hongos han sido uno de los candidatos Utiles en la busqueda de compuestos bioactivo con
actividad captadora de radicales tanto en la fructificacion mediante el cultivo en medio sélido,
como en el cultivo en medio liquido que puede ser producido en menos tiempo para producir
cantidades Optimas de productos activos. Las propiedades antioxidantes de los hongos
macromicetos han sido ampliamente estudiadas y muchos compuestos antioxidantes extraidos
de estas fuentes han sido identificadas, tales como compuestos fendlicos, tocoferoles, acido

ascorbico y carotenoides (Sharma et al., 2012).

4.1 Residuos agroindustriales, agroforestales y agricolas como sustrato de hongos

Segun Navarro et al., 1995, se puede definir como residuos a “aquellas materias derivadas de
actividades de produccion y/o consumo que no han alcanzado ningln valor econdmico”. De
acuerdo a lo anterior estos residuos lignoceluldsicos incluyen a aquellos subproductos tanto
de origen forestal, agricola e industrial (Marqués, 2010). Poseen caracteristicas que los hace
similares, como lo es su composicion quimica cuyo contenido de celulosa, hemicelulosa,
lignina y pectinas es variable (Saval, 2012), representan la mayor fuente de energia y materia
orgénica renovable de la biosfera, cuya estructura y composicién quimica varia dentro de
amplios rangos, lo que determina su uso industrial y la posible aplicacion de métodos
biotecnologicos (Marqués, 2010). El aserrin de encino es un subproducto agroforestal que ha
sido utilizado por muchos productores de Hongos dandole un valor agregado, encontrando
este aprovechamiento de este residuo como una alternativa para la disposicion del mismo,

reduciendo asi los impactos generados a raiz de su produccion (Saval, 2012).

Grandes cantidades de aserrin existentes no aprovechables, desprovistas de proteccion y
areas especiales para su acumulacion las convierten en fuentes de dafio medioambiental,
incendios e impiden que las mismas sean empleadas en todas sus potencialidades, lo anterior
unido al ineficiente manejo que se realiza con estos residuos (quemas a cielo abierto y arrojo
en vertederos inapropiados) provocan serios problemas de contaminacion ambiental que se
traducen en problemas a la salud y dafio al medio ambiente. Lo mejor seria que todos los
desechos sean reaprovechados y reincorporados de alguna forma al medio, en nuestro caso

como sustrato.
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Los residuos agroindustriales, son materiales ricos en compuestos parietales (celulosa,
hemicelulosa y lignina) los cuales representan la mayor fuente de energia y materia organica
renovable de la biosfera, cuya estructura y composicion quimica varian dentro de amplios
rangos, lo cual determina su wuso industrial y la posible aplicacion de métodos
biotecnoldgicos (Marqués, 2010). Su condicion de residuos altamente lignificados limita su
remineralizacién al medio, lo que es visto como un grave problema ambiental debido a los
volumenes manejados y los métodos poco efectivos aplicados para su disposicion. Algunos
de estos residuos son vistos como fuente de alimento para el ganado, tal es el caso de los
generados por el sector agricola y algunos subproductos agroindustriales, sirviendo como
“forraje” durante época de secas, sin embargo su aporte nutricional esta limitado por la
capacidad del ganado para ingerirlos, costo econdmico y la digestibilidad de los pocos

nutrientes digestivos para el animal (Ellis et al., 1988).

4.1.2 Celulosa

Es el componente mayoritario de residuos como la madera y otras fibras vegetales, ademas
de ser el compuesto mas sencillo y abundante en la naturaleza, ya que constituye entre el 40 y
50% de la pared celular de la planta en estado de madurez (Delfin y Durdn, 2003),
confiriéndole estructura y soporte; posee cadenas poliméricas que al ser hidrolizadas liberan
unidades de glucosa; se le encuentra asociadas con fibras hemiceluldsicas, que son polimeros

distintos a la glucosa, basicamente xilosas y manosas (Espino, 2000).

4.1.3 Hemicelulosa

Constituye el principal componente de las paredes celulares en las plantas, actuando como
matriz de soporte para las microfibrillas de celulosa y estructuralmente son mas complejas
que esta ultima (Marqués, 2010); se trata de un polimero heterogéneo constituido por
diferentes polimeros de monosacéridos de cadenas de hexosas (glucosa, manosa y galactosa)
y pentosas (xilosa y arabinosa), cuya molécula predominante es el xiloglucano constituida
por cadenas de unidades de D-glucosa con enlaces tipo -1,4 con ramificaciones terminales
de unidades de xilosa con enlaces del tipo a 1, 6 (Maynard et al., 1981), cuyas moléculas se
encuentran unidas por enlaces covalentes a la fraccion péctica de la pared celular y por

uniones de hidrogeno a las microfibrillas de celulosa aumentando significativamente la
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resistencia de células vegetales (Naranjo, 1999). La hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa
depende de la estructura de la que forman parte, de los mondémeros que las conforman y del

tipo de enlace entre ellos (Hadar et al., 1992).

4.1.4 Lignina

Es un compuesto resistente a la degradacion, posee una estructura reticular tridimensional de
anillos aromaticos unidos por a&tomos de oxigeno, la cual obstaculiza el acceso de enzimas
hidroliticas hacia las fibrillas celulésicas. La biotransformaciéon de lignina es un proceso
fundamental en el ciclo del carbono, cuyo proceso metabolico es realizado por mecanismos
oxidantes extracelulares (Delfin y Duran, 2003). Ademas, es el segundo polimero maés
abundante en el mundo vegetal, después de la celulosa, “actia como aglomerante de las
fibras debido a su caracter hidrofobo siendo una de las moléculas organicas mas
recalcitrantes” (Marqués, 2010), por lo que se le atribuye la rigidez de las plantas y el
desarrollo de mecanismos de resistencia al estrés y ataques microbianos. La molécula de
lignina es un heteropolimero aromatico de estructura tridimensional irregular (Marqués,
2010) de elevado peso molecular, componente principal de las paredes celulares vegetales y
responsable la estructura lefiosa de los mismos (Ravera et al., 2008); constituida por unidades
de fenilpropano, alcoholes aromaticos, p-coumarilico, coniferil y sinapilico asociados con la
celulosa y hemicelulosa de las plantas (Marqués, 2010). La asociacion existente entre la
lignina y los polisacaridos de la pared celular, determina la rigidez y resistencia estructural de
la planta, lo que esta en funcion de la especie y edad de la misma. Los organismos aerobios y
los hongos macromicetos son los Gnicos organismos que poseen la capacidad de romper éstos
enlaces permitiendo degradar la lignina por accién de enzimas como lacasas, lignina

peroxidasa y manganeso peroxidasa (Cohen, 2002).

4.2  Fistulina hepatica Shaeffer :Fr. Syst

Basidioma anual, de 80-20 x 40-75 x 20-50 mm, pileadoestipitado, fl abeliforme, de
consistencia carnosa en fresco a correosa en ejemplares de herbario, solitario. Pileo dimidiado
a reniforme, con la superficie radialmente estriada, ligeramente pegajosa en fresco, viloso a
hispido en ejemplares jovenes, glabrescente con la edad, de color café amarillento a café rojizo

en fresco, café oscuro a negro en ejemplares herborizados; margen entero, obtuso, ligeramente
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involuto, fértil, concoloro con la superfi cie del pileo. Himendforo con poros circulares, de 5 a
6 por mm, de color café claro, café oscuro hacia el margen, con el borde entero. Tubos
individuales, separables unos de otros, de 3-5 mm de longitud, concoloros con los poros.
Estipite de 30-60 x 15-30 mm, lateral, ventricoso, pubescente a ligeramente viloso, granuloso
en algunas porciones y liso en otras, concoloro con el pileo. Contexto de 20-40 mm de grosor,
simple, carnoso y acuoso, de color rojizo en fresco y café obscuro a negro en especimenes de
herbario. Sistema hifal monomitico con hifas generativas de 3.2-5.0 um de diametro, con
fibulas, hialinas, de paredes delgadas. Hifas gleoplerdticas hasta 5.6 um de didmetro, de color
amarillo dorado, presentes en la superfi cie del estipite. Elementos cistidioides presentes en el
borde de los tubos, de 65-115 X 6-12 pum, hialinos a amarillo dorado en KOH, con pared
delgada y algunos son septados. Basidios de 18-28 x 5- 7 um, tetraspéricos, hialinos,
claviformes. Basidiosporas de 4.0-5.2 x 3.2-4.0 um, ovoides a lagrimoides, hialinas a palido
amarillentas en KOH, lisas, de pared delgada, inamiloides. Sus parametros de cultivo se

muestran en el cuadro 1.

Esta especie crece solitaria sobre madera muerta de Quercus causando pudricion café en
bosque de Pinus-Quercus o Quercus. Fistulina hepatica es muy parecida a F. guzmanii Brusis,
solo crece sobre Quercus y Castanea en Norteamérica y Europa (Gilbertson y Ryvarden,
1986; Farr et al., 1989). En cuanto a los caracteres microscopicos, el tamafio de las esporas es
muy similar en ambas especies, y Brusis (1972) no menciona la presencia de los elementos
cistidioides en el borde de los tubos en F. guzmanii. Las diferencias morfoldgicas entre ambas
especies son suficientes para considerarse como especies distintas y seria necesario
corroborarlo con un analisis molecular. Es una especie comun en Norteamérica (Gilbertson y
Ryvarden, 1986). En México, s6lo se ha registrado en el estado de Oaxaca por Raymundo y
Valenzuela (2003).

4.3 Antecedentes de cultivo de Fistulina guzmanii y Hericium erinaceus
Cabe destacar que de acuerdo a la revision bibliografica que se realizd en el presente trabajo
no se tiene reporte del cultivo de Fistulina guzmanii y de Hericium erinaceus en México,

tampoco se le ha determinado las actividades funcionales de F. guzmanii, de modo que de

33



Ilegarse a lograr el cultivo de estos hongos en la formulacion COLPOS-17, serian los primeros

reportes a nivel nacional.

Cuadro 1. Parametros de cultivo de Fistulina hepatica (Hattori y Tanaka, 1997).

Temperatura Temperatura Arboles usados Humedad
de incubacion de como sustrato relativa (%)
°O) fructificacion
10-30/1-30 dias  15-32 con una 3.5-55 Quercus, 50-85
Optima de Castanopsis
25/15-60 dias Betula
Pasania
Abies
Pinus
entre otros
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V.PROBLEMA DE INVESTIGACION

México posee una amplia diversidad de recursos genéticos fungicos nativos poco conocida por
la mayoria de la poblacion respecto a su uso, cultivo y explotacion racional de estos
organismos, asi como sus propiedades funcionales y medicinales a pesar de que en algunas
regiones se tiene un gran conocimiento tradicional de algunas especies que se comercializan
en mercados regionales. Los hongos macromicetos juegan un rol muy importante en la
transformacion de subproductos agricolas y forestales para generar alimentos sanos y
nutritivos.

Hoy en dia nuestro pais es el principal productor de hongos en América Latina, haciendo
énfasis en el champifién (Agaricus bisporus) que genera alrededor de 62,374 toneladas anuales
provocando una derrama econdmica de mas de 200 millones de dolares al afio y generando
cerca de 25,000 empleos (Martinez-Carrera et al., 2012). Por otro lado, la biotecnologia
moderna y las ciencias omicas (genémica, transcriptomica, metabolémica, entre otras) tendran
un fuerte impacto en la utilizacion de estos hongos comestibles y medicinales al convertirlos
en fabricas de metabolitos bioactivos benéficos para el ser humano y, como transformadores
de subproductos lignoceluldsicos, teniendo un gran impacto en el desarrollo regional. Con
base a lo anteriormente expuesto, la presente investigacion se enfoca en la region central del
pais para identificar y seleccionar recursos genéticos de hongos comestibles, cuyos
rendimientos y propiedades funcionales y medicinales demuestren su potencial de cultivo a
mayor escala. Se estudiara el efecto del &cido acetil salicilico sobre el rendimiento y las

propiedades funcionales (antioxidantes, antibacterianas) de las especies seleccionadas.
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VI. HIPOTESIS

Los hongos seleccionados y cultivados en presencia del acido acetil salicilico (AAS) tendran

propiedades funcionales (antioxidantes y antibacterianas) diferentes a aquellas del testigo.

VII. OBJETIVO GENERAL
Seleccionar recursos genéticos de hongos comestibles y funcionales con potencial de

aprovechamiento en la zona central de México.
Determinar las propiedades funcionales de las especies Hericium erinaceus, Volvariella

bombycina y Fistulina guzmanii cultivados en presencia del acido acetil salicilico (AAS).

7.1  Objetivos particulares

1.- Cultivar Hericium erinaceus, Volvariella bombycina y Fistulina guzmanii en sustratos
estériles (COLPOS-17, Paja Hidratada Estéril y Aserrin de Encino) en presencia de AAS.

2.- Obtencion y caracterizacién de extractos hidroalcoholicos (32 %) a partir de los
basidiocarpos obtenidos.

3.- Determinar el efecto de los extractos hidroalcoholicos obtenidos mediante pruebas de

sensibilidad bacteriana en nueve especies por el método de microdilucion.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles,
Medicinales y Funcionales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla y en el modulo
experimental del laboratorio. En la figura 2 se muestra la metodologia general del presente
trabajo de investigacion.

Seleccion de las cepas
Hericium erinaceus (CP-663)
Volvariella.bombycina (CP-675)
Fistulina guzmanii (CP-378)

I
Cinética de fermentacion en estado
solido

\’ \’

Preparacion de los sustratos (AE, PHE, Elaboracién del inéculo
COLPOS 17)

I | I
‘ Testigo ‘ ‘ AAS 100 pM ‘ AAS 10 mM

|
‘ Elaboracion de las UP ‘

Cultivo

Variables
‘ Fructificacion y cosecha }% EB (%)
I pH
Seleccion de 1a cepa Hericium Temperatura (°C) Humedad (%)
erinaceus Caracterizacion de los
I basidiocarpos

‘ Deshidratacion de los basidiocarpos (40°C) ‘

oncentracién de los macerados en rotavapor, aforado a 10 m
I C i6n de 1 d p forado a 10 mL
Maceracion de los hongos en solucion con el solvente utilizado y esterilizacién por filtracién del extracto
hidroalcohélica
Pruebas antimicrobianas Contenido de proteinas —{ Concentracion de fenoles totales ‘
L 4 g

Determinacion de CMB

v CMI %‘ Andlisis de Resultados H Propuesta de estrategia ‘

Figura 2. Metodologia general utilizada para la presente investigacion. EB= Eficiencia bioldgica.
AAS= Acido acetil salicilico. PHE= Paja hidratada estéril. AE=Aserrin de encino. CMI=
Concentracion Minima Inhibitoria. CMB= Concentracion Minima Bactericida.
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8.1 Material bioldgico

Las cepas de hongos y bacterias que se utilizaron en este trabajo se encuentran depositadas en
el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales
(CREGENHC) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla, las cuales estan identificadas
con las claves CP-663 (Hericium erinaceus), CP-378 (Fistulina guzmanii), ambas mantenidas
en medio de cultivo EMS (Agar Extracto de Malta y Salvado) y la CP-675 (Volvariella
bombycina) conservada en medio de cultivo completo para levaduras CYM (Cuadro 2).

Cuadro 2. Material biologico utilizado y depositado en el CREGENHC del Colegio de
Postgraduados Campus Puebla para la presente investigacion.

Cepas Clave Procedencia Tincion
I. Hongos comestibles

Hericium erinaceus (Bull.:Fr.)Pers. CP-663 Comercial

Volvariella bombycina (Schaeff.) Singer CP-675 Morelos

Fistulina guzmanii Brusis CP-378 Morelos

Il. Bacterias

Salmonella typhi (ex Kauffmann and Edwards) Le CPB-1 BUAP Gram —
Minor and Popoff serovar

Streptococcus agalactiae Lehmann and Neumann CPB-4 BUAP Gram +
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula CPB-6 BUAP Gram —
Stenotrophomonas maltophilia (Hugh) Palleroni and CPB-7 BUAP Gram —
Bradbury

Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers CPB-8 ATCC 25922 Gram —
Bacilus subtilis (Ehrenberg) Cohn CPB-9 ATCC 6633 Gram +
Staphylococcus aureus Rosenbach CPB-10 ATCC 25923 Gram +
Listeria monocytogenes (Murray et al.) Pirie CPB-11 ATCC 19115 Gram +
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula CPB-13 ATCC 27853 Gram —

8.2 Medios de cultivo para propagar los hongos en estudio

Una vez elegidas las cepas, se procedi6 a preparar medio de cultivo para propagar los hongos
en estudio, siendo el medio EMS (Agar extracto de malta y salvado) el utilizado para
propagar en cajas Petri los hongos H. erinaceus y F. guzmanii y, el medio de cultivo

completo para levaduras (CYM) para propagar a V. bombycina.

8.2.1 Medio CYM

El medio de cultivo completo para levaduras (CYM), contiene la siguiente composicion
(g/L): 2 de peptona de carne (BIOXON, México), 20 de dextrosa anhidra (J.T. Baker,
México), 2 de extracto de levadura (BIOXON, Mexico), 0.5 de sulfato de magnesio 7-
hidratado en cristal (J.T. Baker, México), 0.46 de fosfato de potasio monobasico cristal (J.T.
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Baker, México), 1 de fosfato de potasio dibasico en polvo (J.T. Baker, México) y 20 de agar
bacteriologico (BIOXON, México), las cantidades estan calculadas para elaborar 1 L de
medio. EI medio se esterilizo en autoclave por 20 min a 121°C. Posteriormente, el medio de
cultivo se incub6 durante 48 horas antes de utilizarse para confirmar la ausencia de

contaminantes.

8.2.2 Medio EMS
El medio de agar extracto de malta y salvado (EMS), contiene la siguiente composicion (g/L):
33.6 de agar extracto de malta (Bacto, México) y 30 de salvado estéril. Este medio se

esterilizé como el medio CYM.

8.3 Preparacion del inéculo “semilla” para el cultivo en sustrato sélido

8.3.1 Preparacion del grano

Para la elaboracidon de la semilla, se pusieron a hervir granos de trigo en agua por 20
minutos hasta que se hidrataron sin romperse. Posteriormente, los granos de trigo se
dejaron reposar por otros 20 minutos sin hervir. Después de este tiempo son distribuidos
en una tina para eliminarle el exceso de humedad y enfriar la semilla, utilizando una pala
para remover la misma y acelerar este proceso. Una vez que los granos tienen la humedad
adecuada, se agregan 4 gramos de cal y 12 gramos de yeso por cada kilogramo de trigo en
peso seco, la mezcla se distribuye bien y el trigo se coloca en frascos de vidrio a 2/3 de su

capacidad.

8.3.2 Esterilizacion

Los frascos con semilla de trigo se esterilizaron en una autoclave u olla de presion (All
American) a 121°C con 1.05 kg/cm? de presion o 15 libras/pulg?, durante 1 hora y 30
minutos. Posteriormente, los frascos se enfriaron a temperatura ambiente antes de ser

inoculados.
8.3.3 Inoculacidn e incubacién de la “semilla”

Para este proceso se hizo crecer previamente los hongos en estudio en caja Petri en los

medios de cultivo EMS y CYM. Posteriormente, se sembraron los frascos de vidrio con 100
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g de granos de trigo estéril, incubandose de 14 a 20 dias a 27 °C + 3 °C para H. erinaceus,
14 dias para V. bombycina y de 25 a 35 dias para F. guzmanii hasta que el micelio cubri6 al
100% la semilla, a este cultivo se le llama inoculo (Figura 3). Finalmente, los granos de
trigo cubiertos con micelio se replican en mas frascos con semilla de trigo estéril, segun se

necesite.

Figura 3. Inoculo o “semilla” de los hongos utilizados colonizando el trigo estéril en frascos de
100 g.

8.4 Preparacion de las unidades de produccion (UP) para cultivo en medio sélido

Los sustratos solidos elegidos fueron: la formulacion COLPOS-17 para la CP-663 (H.
erinaceus), aserrin de Encino para la CP-378 (F. guzmanii) y paja hidratada estéril (PHE) para
la CP-675 (V. bombycina). Se us6 agua de garrafon para hidratar el susbstrato del tratamiento
testigo y también se prepararon diluciones de acido acetil salicilico (SIGMA, China), a la
concentracion AAS 10 mM y 100 puM.

8.4.1 Formulacién COLPOS-17

La composicion de la formulacion COLPOS-17 se prepard de acuerdo a Sobal et al., (2010),
y contiene lo siguiente (g en peso seco): 1,280 de bagazo de cafia de azucar, 2,970 de
salvado de trigo, 6,430 de aserrin de encino, 1,230 de aserrin de Bursera, 2,720 de olote de
maiz, 450 de carbonato de calcio [Ca(OH),] y 1,800 de sulfato de calcio [CaSQ,], para
alcanzar el 64.4 % de humedad se agregaron 26 litros de agua 0 AAS, segun el caso a un peso
de 7 kg de sustrato. Para ello se homogenizaron los componentes para las tres condiciones
(Testigo, AAS 10 mM y AAS 100 uM). Posteriormente, se prepararon 33 unidades de 2 kg
de sustrato himedo y se colocaron en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm

con filtro (Unicorn Imp. E.U.A) y se esterilizaron en autoclave por una hora y media a
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121 °C. Despues de la esterilizacion, las unidades se dejaron enfriar por 12 horas antes de

la inoculacion.

8.4.2 Preparacion de la paja hidratada estéril

Se adquirieron pacas de paja de trigo, las cuales se picaron lo més finamente posible con la
finalidad de que el micelio del hongo creciera uniformemente dentro de la bolsa, hidratar
mejor este sustrato, el cual fue utilizado para cultivar a V. bombycina. En este sustrato
también se prepararon las condiciones de testigo, AAS 10 mM y AAS 100 uM. Se
elaboraron 64 unidades de produccion de 750 gramos de sustrato humedo y se
colocaron en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp.
E.U.A) se esterilizaron en autoclave por una hora y media a 121 °C. De igual forma, las

unidades se dejaron enfriar por 12 horas antes de su inoculacion.

8.4.3 Preparacion del aserrin de encino

Para el cultivo de F. guzmanii se prepard aserrin de encino, elaborando el testigo, y los
tratamientos AAS 10 mM y AAS 100 uM. Se elaboraron 36 unidades de 1 kg de sustrato
hdmedo en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A),
este sustrato siguié el mismo procedimiento que la COLPOS -17 y la paja de cebada.

8.5 Determinacion del peso seco del sustrato y pH

De cada sustrato elaborado se tomaron muestras a TO y tiempo final del ciclo de produccién,
se homogenizaron y se pesaron en una balanza analitica (Ohaus, USA). Las muestras con un
peso conocido se colocaron en un horno (Felisa, México) para su secado a 100°C durante 48
horas. Para determinar el pH de los sustratos antes y después de ser esterilizados, y
al final del ciclo de produccidn, se utilizd6 una relaciéon 1:1 de sustrato y agua
destilada estéril: Para la lectura del pH se utilizé un potenciometro (Conductronic) el cual
fue previamente calibrado desde un pH bésico con buffer de sulfato pH 7 hasta un pH
acido con buffer de biftalato pH 4 (J: T: Backer, México). Para cada lectura se registraron de

3 a 5 repeticiones homogenizando la mezcla previa a la lectura.
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8.6 Inoculacion del sustrato estéril

A las bolsas con 2000, 1000 y 750 gramos de sustrato estéril se les agregd
aproximadamente 200 g de inéculo y se homogenizé por toda la bolsa. Las bolsas fueron
selladas con un sellador termo electronico (Impulse Sealer, UL), para evitar la

contaminacion y la perdida de humedad.

8.7 Incubacion de las unidades de produccion

Las unidades de produccion se incubaron en un cuarto con ciclos de 14 horas luz y 10
horas de obscuridad a temperatura maxima de 27 °C y minima de 15 °C durante 35 dias para
H. erinaceus, 20 dias para V. bombycina y de 30-60 dias para F. guzmanii hasta que se

observo la presencia de primordios de cada hongo.

8.8 Fructificacion de las unidades de produccion

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las unidades de produccion se transfirieron al
modulo de fructificacion. La parte superior de la bolsa se retiré con ayuda de tijeras (para el
caso de V. bombycina) y, en otras ocasiones se perford en esta misma area (para el caso
de H. erinaceus y F. guzmanii), las unidades de produccion se mantuvieron por 45 dias
con un rango de temperatura de 23 °C y 14 °C con una humedad relativa superior al 65%
hasta que los basidiocarpos alcanzaron el estadio adulto. Finalmente, los cuerpos
fructiferos fueron cosechados desprendiéndolos desde la base del sustrato y fueron

procesados.

8.9 Manejo postcosecha de los basidiocarpos

A los basidiocarpos cosechados se les registrd el peso fresco por unidad de produccion en
una balanza analitica (OHAUS, E.U.A), y se describieron las caracteristicas
macroscopicas como el largo y ancho del pileo, largo y ancho del estipite, color, forma,
ancho del himenio, olor, contaminaciones o presencia de insectos, entre otras.
Los basidiocarpos se deshidrataron en charolas en un horno (Felisa, México) durante un
periodo de 24 horas a 40 °C y fueron nuevamente pesados en balanza analitica (OHAUS,
E.U.A). Una vez deshidratados, los basidiocarpos se almacenaron en bolsas de polipapel
para su posterior procesamiento. Por otro lado, para conocer el peso seco de los basidiocarpos
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producidos y la humedad (%) que estos presentaron, segun los tratamientos estudiados, se
pesaron muestras de peso conocido y se secaron en un horno (Felisa) a 100 °C durante 24

Horas, Posteriormente, se pesaron los basidiocarpos secos y se calcul6 la humedad.

8.10 Determinacion del rendimiento, eficiencia bioldgica (EB) e indice eficiente de
degradacion

La produccion de los basidiocarpos se determiné mediante la siguiente férmula, expresada
en peso de los basidiocarpos (g) por kilogramo de sustrato en peso seco (g/k Ps): Y = X/S, es
decir, el rendimiento () es el promedio de los basidiocarpos o biomasa (X) de cada unidad
de produccion multiplicado por 1000 entre el peso seco del sustrato (S) (Sanchez y Royse,
2001). Por otra parte, la eficiencia biologica (EB) se calculd de acuerdo a Tschierpe y
Hartmann (1977), en donde, la eficiencia bioldgica es el resultado del peso fresco de los
basidiocarpos (Pf Cf) entre el peso seco del substrato utilizado multiplicado (Ps S) por
100, es decir: EB= (Pf Cf / Ps S) x 100. El indice eficiente de degradacion (IED) es el
resultado de restar el peso seco inicial de la unidad de produccion (UP) menos el peso seco
final de la unidad de produccion entre el pesos seco inicial de la unidad de produccion

multiplicado por 100 (Nyochembeng, 2008).

8.11 Preparacion de las muestras para maceracion

Una vez procesados Yy caracterizados los basidiocarpos, se pesaron 10 g de basidiocarpo seco
de la cepa seleccionada y se moli6 en vasos de licuadora de 200 mL hasta obtener un tamafio
de particula lo mas fina posible. La muestra molida se colocé en sobres de papel filtro de poro

mediano de 6.0 cm de ancho x 9.5 cm de largo y finalmente se cerraron.

8.12 Extraccion por maceracion

Para obtener los extractos por maceracion, las muestras de 10 g basidiocarpo en peso seco
contenidas en los sobres de papel filtro se colocaron en un frasco estéril de vidrio con tapa de
rosca de 200 mL y en seguida a cada frasco se le agregaron 150 mL de una solucion
hidroalcohdlica (32 %) de acuerdo con la patente de Martinez-Carrera et al., (2014). El tiempo
de maceracion fue de 24 horas en condiciones de obscuridad y a temperatura ambiente.
Después de este tiempo, se retird el sobre y exprimié hasta recuperar el macerado.
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8.13 Proceso de concentracion de los macerados

Los macerados se concentraron utilizando un rotavapor (Modelo HS-2000NS, Hahn Shin
Scientific) a presion reducida, a 40 °C y a 90 rpm hasta obtener un volumen de
aproximadamente 7 mL. El concentrado asi obtenido se afor6 a 10 mL en un matraz de 10 mL
con el mismo solvente. Posteriormente, el extracto se esterilizé en un sistema Sterifil (Merk
Millipore) con filtros S-Pak de poro de 0.22 pm de 47 mm de didmetro (Merk Millipore). El
extracto estéril se coloco en tubos falcon estériles de 50 mL y se almacenaron en refrigeracion

a 4 °C hasta su uso.

8.14 Peso residual de los extractos

Para determinar el peso residual del extracto, se pusieron 4 réplicas de 0.5 ml de extracto en
cajas de Petri previamente pesadas y se colocaron en un horno de secado a 38°C por 48 horas
hasta obtener un peso constante. La densidad se obtuvo de dividir el promedio del peso de las
muestras sobre el volumen de la misma (0.5 ml), esto se realiz6 por cuadruplicado. El
rendimiento de los extractos de hongo fue obtenido de dividir el peso seco (constante) a 38°C

del extracto sobre el volumen de la muestra y el resultado se multiplicé por 100.

8.15 Caracterizacion del extracto de Hericium erinaceus

La caracterizacion consistié en la cuantificacion del contenido de polifenoles totales, y en la
evaluacion del efecto bacteriostatico y el efecto bactericida de los extractos de basidiocarpo
(peso seco) de las cepas. Es importante destacar que se realizo un ensayo preliminar con las
cepa CP-663 con basiodiocarpos cultivados con tratamientos de Acido Acetil Salicilico (AAS

100 uM y 10 mM) para analizar su efecto antioxidante y antimicrobiano.

8.16 Concentracidon de polifenoles totales
Para la determinacion de polifenoles totales en los extractos se us6 el método colorimétrico-
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Mdller et al., 2010).

8.17 Curva de calibracion para polifenoles
Para realizar la curva de calibracion se prepararon 10 mL de una solucion stock de acido

galico monohidratado (Meyer) pesando 0.01 g de acido géalico los cuales fueron pre disueltos
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en 1 mL de etanol para ayudar a su disolucion. Posteriormente, éste volumen se aforé a 10 mL
con agua destilada. Las soluciones estandar de &cido gélico se prepararon a concentraciones de
25, 50, 100, 150 y 200 pg mL™. Estas soluciones estandar se realizaron tomando 250, 500,
1000, 1500 y 2000 uL de la solucion stock de &cido gélico y se transfirieron a matraces
aforados de 10 mL perfectamente etiquetados, y se aforaron a 10 mL con agua destilada. Para
preparar la concentracion 0 pg mL™ se empled agua destilada estéril en lugar del &cido galico.
La reaccion colorimétrica se realizd en una microplaca de 96 pozos de fondo redondo
(corning), colocando 20 plL de cada una de las soluciones estandar (en orden ascendente
respecto a su concentracion) para las concentraciones de 25 a 200 pg mL™? y agua destilada
para la concentracion 0 ug mL™, mas 100 uL del reactivo Folin Ciocalteau (Sigma, Aldrich)
(diluido 1:10), e inmediatamente se adicionaron 75 pL de una solucién de carbonato de sodio
(Baker) (7.5 g 100 mL™Y) (Miller et al., 2010).

La reaccion se incubd 2 horas en condiciones de obscuridad a temperatura ambiente y
finalmente, se procedio a tomar las lecturas en el espectrofotdbmetro de microplacas Epoch
(Biotek, USA) a una longitud de onda (A) de 740 nm. El promedio de la absorbancia
(cuadruplicado) se graficd en el programa Excel 2007 para generar una linea de tendencia y
obtener la ecuacion de la recta y valor de R2. Los valores de la ecuacion se utilizaron para
conocer la concentracion de acido galico presente en los extractos. Cuando los valores de la
absorbancia se salen fuera del rango de la curva de calibracion, se procedié a diluir en el

mismo solvente hasta que todos los valores se quedaron dentro del &rea de la curva.

8.18 Concentracidon de proteina

El contenido de proteinas fue determinado por el método de Bradford (1976) con Albumina de
Suero Bovino (BSA, Sigma) como estandar, con una curva de calibracion de 0 a 100 ug mL™,
Las reacciones se llevaron en una microplaca (Corning) de 96 pozos y las lecturas se

realizaron en un lector de microplacas (Epoch, Biotek) a 595 nm.
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8.19 AnAlisis estadistico

Se realiz6 con ayuda del programa estadistico SAS version 9.0, una prueba Tukey con a=0.05,
con el objetivo de hacer un analisis de medias para la variables eficiencia bioldgica (EB),
rendimiento de los extractos, cantidad de proteina y polifenoles totales (antioxidantes) y
analizar sus interacciones entre ellas y verificar si hay o no diferencias estadisticas
significativas entre estas variables, asi como su correlacién entre ellas por el coeficiente de

concentracion de Pearson (Cuadro 7).

8.20 Prueba de la sensibilidad antibacteriana

8.20.1 Preparacion de medios de cultivo

8.20.1.1 Medio de cultivo Agar Mueller Hinton

Se disolvieron 38 g del medio agar Mueller Hinton BD Bioxon en 1 litro de agua destilada, a
temperatura de ebullicion de 3 a 5 minutos en un horno de microondas (SHARP, Carousel).
Una vez disuelto el medio, se esterilizé en una olla de presion (ALL AMERICAN) durante 20

minutos a 121 °C, posteriormente, se vacio el medio en cajas de Petri de 60 x 15 mm.

8.20.1.2 Medio de cultivo liquido Mueller Hinton

Se disolvieron 21 g de medio de cultivo liquido Mueller Hinton en un litro de agua destilada,
se hirvié de 3 a 5 minutos en un horno de microondas (SHARP, Carousel). Se vertieron 20 mL
del medio en matraces Erlenmeyer con tapa de rosca de 125 mL y se esterilizaron bajo las

mismas condiciones que el medio de agar.

8.20.2 Obtencion del indculo bacteriano

De un cultivo fresco (24 horas a 35.5 °C) de cada una de las bacterias en estudio, se tomé una
asada y se sembraron los matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 20 mL de medio de
cultivo liquido estéril Mueller Hinton, los matraces se incubaron a 35.5 °C en una incubadora
orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) por 24 horas a 120 revoluciones por minuto,
de ese matraz “semilla” se tomaron 100 pUL con una micropipeta (Finnpippete) y se colocaron
en una microplaca que se leyo en un espectrofotometro (Epoch, BIOTEX Instruments) a una

longitud de onda de 600 nm, con ésas lecturas se genero el valor promedio que fue procesado
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en un programa desarrollado en Excel, obteniendo el resultado en una tabla y en una gréfica,
mostrando la concentracion en bacterias por mL que se encontraban en el matraz “semilla”.
Conocida la concentracion en el matraz semilla se determind el volumen a agregar de ése al
matraz (1) para tener una concentracion de 1x10® bact./mL. Asimismo, se determiné el
volumen a pasar del matraz 1 al matraz 2, para que al inocular 4 pL de este Ultimo en cajas de
Petri de medio de cultivo Agar Mueller Hinton se confirmara una poblacién de 50 Unidades
Formadoras de Colonias e sembraron los matraces Erlenmeyer de 125 mL con 20 mL de
medio de cultivo liquido Mueller Hinton esteéril, los matraces se incubaron a 35.5 °C en una
incubadora orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) por 24 horas a 120 revoluciones
por minuto, de ese matraz “semilla” se tomaron 100 pJL con una micropipeta (Finnpippete)
(triplicado) y se colocaron en una microplaca donde se leyo en un espectrofotometro (Epoch
BIOTEK) a una longitud de onda de 600 nm, lo cual nos dio el valor de la densidad Optica
(D.0.), con éstas lecturas se generd el valor promedio que fue procesado en un programa
desarrollado en Excel obteniendo el resultado en una tabla y en una gréfica, mostrando la
concentracion en bacterias por mL que se encontraban en el matraz “semilla”. Conocida la
concentracion en el matraz semilla se determind el volumen a agregar de ése al matraz (1) para
tener una concentracion de 1x10® bact/mL. Asi mismo, se determiné el volumen a pasar del
matraz 1 al matraz 2 para que al inocular 50 pL de este Ultimo en cajas de Petri con medio de
cultivo Agar Mueller Hinton (por triplicado) se tenga una poblacién aproximada de 50

Unidades Formadoras de Colonias (Figura 4).
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Figura 4. Ajuste de la cantidad de las bacterias a una concentracion de 1x10® UFC mL™* para el
disefio experimental y, de 1x10* UFC mL™* para verificar el inéculo 50 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) en cajas de Petri con medio de cultivo Agar Mueller Hinton.

8.20.3 Arreglo de las muestras en la microplaca

Todos los ensayos se realizaron en microplacas transparentes de 96 pozos con fondo redondo
(Corning) siguiendo el protocolo del Clinical and Laboratory Standads Institute (2006). A
todos los pozos de la microplaca se le agregaron 100 pL de agar liquido estéril Mueller
Hinton. Con el fin de poder probar el efecto del extracto como agente antibacteriano
(tratamiento), se establecieron controles positivos y negativos para la bacteria, el solvente y el
extracto del hongo (tratamiento). EI control positivo de la bacteria también Ilamado control de
crecimiento bacteriano, muestra la viabilidad de la bacteria en estudio. El control positivo del
solvente muestra el efecto del solvente sobre el crecimiento de la bacteria (Figura 5). El blanco
positivo del tratamiento, es el tratameinto sin la bacteria, cuyo valor de D.O. se resta a la
lectura del tratamiento por el tono propio del extracto. El control de esterilidad comprueba que
no hubo contaminacion durante la prueba. El control negativo del solvente determind el valor

de la D.O. que tiene el solvente el cual se restd al control positivo del solvente para cada
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dilucion en estudio. El tratamiento (extracto) demostrd la actividad antibacteriana sobre la
bacteria (Fig. 5).

Blanco positivo del tratamiento

Control positivo del solvente (Extracto + agar MH)

Tratamiento

Control de
esterilidad

Control negativo del solvente
(Tequila+MullerHinton)

Control positivo de la bacteria
(Control de crecimiento bacteriano)

Figura 5. Distribucion de las microdiluciones en la microplaca para la prueba de sensibilidad
antibacteriana.

La figura 5 muestra la adaptacién de la microplaca en este estudio y estuvo basada en la
propuesta hecha por Wiegan et al. (2008). En ella se notan los colores que presentan las
diluciones de los controles del solvente, del medio de cultivo y del extracto (tratamiento).
Después de realizada la distribucion se procedi6 a inocular la microplaca con 2 pL de indculo
bacteriano (B), segun se indica en la figura 6. EI volumen final de cada pozo fue de 200 L.
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Figura 6. Especificaciones de la inoculacion de la bacteria en estudio para realizar la prueba de
sensibilidad antibacteriana en esta investigacion.

El Cuadro 3 describe la microplaca basada en el rétulo de la placa para relacionar las lecturas
con los resultados y poder procesarlas en la base de datos, seguin lo propuesto por Escudero
(2014).

Cuadro 3. Distribucion de la prueba de sensibilidad antibacteriana usando extracto de hongo como
agente antimicrobiano. Toda la placa contenia 100 uL de medio de cultivo estéril Mueller Hinton
(MH).

Descripcion Microdiluciones (soluciones) Ubicacidn (pozos)
Control positivo del solvente 100 pL de solvente + 2 uL de in6culo bacteriano  Al1-G4

Tratamiento 100 L de extracto + 2 pL de in6culo bacteriano A5-F8 y G5-G6
Blanco positivo del tratamiento 100 pL de extracto A9-F11

Control de esterilidad 200 pL de MH Al2-F12

Control positivo de la bacteria 200 pL de MH + 2 pL de solucién bacteriana H1-H6

Control negativo del solvente 100 pL de solvente G7-G12 y H7-H12

La concentracion del extracto (tratamiento) en cada microdilucidn esta representada en la
figura 7. Dependiendo de la microdilucion se tomaron 100 pL de ese pozo y se transfirieron a
la siguiente columna y asi sucesivamente, hasta el Gltimo pozo de cada tratamiento. Los

ultimos 100 pL de cada pozo se eliminaron.
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Figura 7. Vista longitudinal de la forma en que se realiz6 la microdilucion de los extractos en la
microplaca. El valor que esta indicado dentro de cada pozo representa la dilucion del extracto o del
solvente, expresado en %, el 100 fue el valor de la concentracién inicial, el 50 es el valor de la
concentracion diluida a la mitad, y asi sucesivamente. El volumen total de la microdilucién de cada
pozo fue de 200 pL.

Una vez terminada las microdiluciones de la microplaca se colocd en una caja semi hermética
simulando una camara himeda usando agua destilada estéril (Figura 8a) y se incub6 en una
incubadora orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) a 35.5 °C (Figura 8b). Después
de 24 horas, se leyo la microplaca en el espectrofotdmetro (Epoch, BIOTEX Instruments) a
una longitud de onda de 600 nm. Los valores de densidad Optica de cada dilucién se tomaron
en cuenta para calcular el efecto del agente antimicrobiano (extracto del hongo) sobre las

bacterias en estudio.

Figura 8. (A) Forma en la que se colocd la microplaca evitar la pérdida de humedad y B)
Incubadora donde se coloco la microplaca.

Para comprobar el efecto bactericida o el efecto bacteriostatico del tratamiento (extracto), se
tomaron muestras de los pozos que contenian las microdiluciones del tratamiento (indicadas
como D1 al D7) y ubicadas en los pozos 5A, 6A 'y 7A al 5G, 6G y 7F, el control de esterilidad
(CE) tomada de los pozos 12A al 12F, el control de crecimiento (CC) de la bacteria en estudio,
tomado de los pozos 1H al 6H y, del extracto estéril tomado de los pozos 9A al 11A (Figura
9).
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Figura 9. Representacion de los pozos de la microplaca de donde fueron tomadas las muestras para
evaluar el efecto bactericida de los extractos (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus.

8.21 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos en

la prueba de sensibilidad antibacteriana

Para comprobar la actividad bactericida de los diferentes extractos probados en cada una de las
bacterias, se disefié una caja de Petri con medio de cultivo agar Mueller Hinton (Figura 10).
Después de leer en el espectrofotémetro la placa de la prueba de sensibilidad bacteriana (24
horas de incubacion), se sembraron 1.3 uL de cada una de las microdiluciones de la placa, la
caja de Petri se incubd por 24 horas. Se comprobo la concentracién minima inhibitoria cuando
el extracto mata la bacteria después de 24 horas de incubacion de la caja de Petri. Se establecio
como actividad bactericida la concentracion del extracto del hongo que mata el crecimiento

bacteriano a las 48 horas de realizada la prueba de sensibilidad antibacteriana.
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8.22 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los extractos en
la prueba de sensibilidad antibacteriana

Basada en el mismo principio que la CMI, se definio como actividad bacteriostatica a la
concentracion del extracto que inhibié el crecimiento de las bacterias a las 24 horas de
incubacion de la caja de Petri, pero permite el crecimiento de las bacterias a las 48 horas de
realizada la prueba de sensibilidad bacteriana.

Figura 10. Modo de inoculacién de la caja de Petri con agar Mueller Hinton para verificar la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) del extracto
(tratamiento) del hongo Hericium erinaceus diluido en la microplaca (D1-D7) y sembrado con la
cepa bacteriana en estudio. C.E.= Control de esterilidad. C.C.= Control de crecimiento bacteriano
(Blanco positivo de la bacteria). B.P.T= Blanco positivo del tratamiento.
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IX. RESULTADOS

La produccion de basidiocarpos correspondientes a la primera y Unica cosecha de la cepa CP-
378 de Fistulina guzmanii cultivado en aserrin de encino hidratado en los tratamientos, sin
testigo y con AAS 100 uM y 10 mM se pueden observar en la figura 11. El tiempo de
colonizacion total del substrato por el hongo fue de 30 dias para testigo y AAS 100 uM y 60
dias para el tratamiento con AAS 10 mM. El periodo de fructificacion se inici6 con el
desarrollo de los primordios en un lapso de 35 a 57 dias para testigo y AAS 100 uM y de 70 a
90 dias para el tratamiento con AAS 10 mM vy diferenciandose totalmente en un lapso de 15 a
20 dias. EI color de los basidiocarpos fue rosa mexicano a pardo al paso del tiempo en todos
los tratamientos, como se aprecia en la figura 15. En cuanto al tamafio del pileo de los
basidiocarpos en el tratamiento testigo fue de 0.5 a 2 cm, para el tratamiento con AAS 10 mM
fue de 1.3 a 5 cm vy, para el tratamiento con AAS 100 uM fue de 0.5 a 1 cm. Respecto al
tamafio del estipite el diametro de los basidicarpos fue de 0.7 a 1.7 cm para el testigo, de 1.1 a
1.5 cm para el tratamiento con AAS 10 MM vy, de 1 a 2.1 cm para el tratamiento con AAS 100
uM. El largo del estipite fue de 1.5 a 2.5 cm para el testigo, de 3 a 5 cm para el tratamiento
con AAS 10 mM y de 2.5 a 3 cm para el tratamiento con AAS (100 puM). No se midi6 pH
debido a que la biomasa obtenida de los basidiocarpos fue muy escasa. El ciclo total de la
Unica cosecha fue de 76 a 84 dias en testigo y el AAS 100 uM y de 96 a 114 dias para el
tratamiento con AAS 10 mM.

» W : .
Figura 11. Produccion de basidiocarpos correspondientes a la primera y Unica cosecha de la cepa
CP-378 de Fistulina guzmanii cultivada en aserrin de encino en sus tres tratamientos. A=Testigo). B=
tratamiento con AAS 100 pM. C= tratamiento con AAS 10 mM.
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Las condiciones ambientales de fructificacion de la cepa CP-378 de Fistulina guzmanii que se

presentaron en el médulo de produccién fueron temperaturas maximas de 23 °C y minimas de

16 °C, con una humedad relativa promedio de 86% (Figura 12).
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Figura 12. Condiciones ambientales registradas en el médulo de produccion de hongos comestibles
del COLPOS, Campus Puebla durante la fructificacion de las cepa CP-378 de Fitulina guzmanii. A.
Temperaturas maximas (23°C) y minimas (16°C). B. Humedad relativa (86%).

9.1 Eficiencia biologica de Fistulina guzmanii

No se calcul6 la EB, debido a la poca biomasa del hongo fresco, solo se caracterizd

morfologicamente y solo se pudo obtener una cosecha durante el ciclo de cultivo. A la fecha

no existe ningun registro de cultivo de esta especie, ni reporte de sus propiedades funcionales.

La biomasa fresca obtenida durante el cultivo de este hongo en sus tres tratamientos fue de

18.36 g para testigo, de 6.12 g para el trata miento con AAS 100 uM vy, 33.2 g para el
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tratamiento con AAS 10 mM. La biomasa deshidratada fue almacenada en un refrigerador
(REVCO modelo ULT340) a una temperatura de -26°C para su futuro andlisis de

funcionalidad.

La produccion de basidiocarpos de la CP-675 de V. bombycina cultivada en paja estéril en la
primera cosecha obtenida del testigo y con AAS 100 uM y 10 mM se observa en la figura 13.
El tiempo de colonizacion del substrato por el hongo fue de 13 dias. El periodo de
fructificacion se inicid con el desarrollo de los primordios en un lapso de 9 a 15 dias y se
diferenciaron totalmente en un lapso de 8 dias en todos los tratamientos. El color de los
basidiocarpos fue amarillo intenso en estadio maduro a cobrizo al paso del tiempo en todos los
tratamientos. En cuanto al tamafio del pileo de los basidiocarpos en el tratamiento testigo
fueronde 5a11.7 cm de largo y de 4.2 a 11.8 cm de ancho y con AAS 10 mM fue de 6.5a 11
cm de largo y de 5.5 a 13.5 cm de ancho y, para el tratamiento con AAS 100 uM fue de 3.9 a
11.3 cm de largo y de 4 a 11 cm de ancho. Respecto al tamafio del estipite el diametro de los
basidicarpos fue de 0.7 a 2.5 cm para el testigo, de 0.7 a 2.2 cm para el tratamiento con AAS
10 mM y de 0.5 a 2 cm para el tratamiento con AAS 100 uM. El largo del estipite fue de 4 a
22 cm para el testigo, de 6 a 14 cm para el tratamiento con AAS (10 mM) y de 4.5 a 12.3 cm
para el tratamiento con AAS 100 uM. EIl pH promedio de los basidiocarpos fue de 6.8 para el
tratamiento testigo, 6.4 para el tratamiento AAS 10 mM y de 6.7 para el tratamiento 100 uM.
El ciclo total de produccion de la primera y segunda cosecha fue de 40 a 48 dias en todos los
tratamientos. Al final del ciclo de cultivo, se encontraron mohos como Trichoderma sp.
creciendo sobre el substrato y contaminando las unidades de produccion.

9 g

Figura 13. Produccién de basidiocarpos correspondientes a la primera cosecha de la cepa de la
CP-675 de Volvariella bombycina, cultivada en paja estéril en tres tratamientos. A=Testigo. B=
Tratamiento con AAS 100 uM. C= Tratamiento con AAS 10 mM.
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Las condiciones ambientales de fructificacion de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
que se presentaron en el modulo de produccion fueron temperaturas méaximas de 27°C y

minimas de 14°C, con una humedad relativa promedio de 85% (Figura 14).
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Figura 14. Condiciones ambientales registradas en el médulo de produccién de hongos comestibles

del COLPOS campus Puebla durante la fructificacion de las cepa CP-675 de Volvariella bombycina.
A. Temperaturas méaximas (30°C) y minimas (15°C). B. Humedad relativa (85%).
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9.2 Eficiencia bioldgica e Indice de Eficiencia de Degradacion de Volvariella bombycina
Una vez caracterizados y procesados los basidiocarpos de V. bombycina se les calculd la
Eficiencia Bioldgica (EB) acumulada de la primera y segunda cosecha, siendo el testigo del
33.54 %, le siguid la del tratamiento con AAS 100 uM con un 32.59 %, y la menor EB fue la
obtenida en el tratamiento con AAS 10 mM de 28.53 % (Figura 15).
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Figura 15. Eficiencia biolégica acumulada del hongo Volvariella bombycina (CP-675), cultivada en
paja estéril de trigo hidratada con agua testigo y dos concentraciones de AAS 100 uM y 10 mM.
AAS= Acido acetil salicilico.

En cuanto al Indice Eficiente de Degradacion (IED) en el tratamiento con AAS 10 mM se
obtuvo un IED del 19.81 %, siendo el mas alto, seguido del tratamiento con AAS 100 uM con
15.91y, el testigo con 11.20 % (Figura 16).

30 -
R 204 o
200 EE o B
HHHH
0 AAS 10 mM Testigo AAS 100 uM
|IED (%) 19.81 11.20 15.91
n=3

BAAS 10 mM [Testigo EAAS 100 uM

Figura 16. indice eficiente de degradacion (IED) del hongo Volvariella bombycina (CP-675),
cultivada en paja estéril de trigo hidratada con agua (testigo) y dos concentraciones de AAS 100 uM
y 10 mM. AAS= acido acetil salicilico.

58



9.3 Resultados del andlisis estadistico para Volvariella bombycina
Las variables y caracteristicas morfologicas evaluadas durante el ciclo de cultivo de los
basidiocarpos cultivados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina en paja hidratada estéril

en dos concentraciones de acido acetil salicilico (AAS) y su testigo se muestran Cuadro 4 y 5.

Cuadro 4. Caracteristicas morfoldgicas y variables del cultivo del hongo Volvariella bombycina
(CP-675) cultivado en paja estéril hidratada con agua (testigo) y con AAS 10 mM y 100 uM.

Tiempo de Ciclo de cultivo
Tratamiento Color de los Fetptte(em Fieotem %%Izﬂlbzsi(r:;?: ()
basidiocarpos :
(dias)
Largo Ancho Largo Ancho
Testigo 1284518 | 1.7£04~ | 95+17A | 91+2A
Amarillo intenso a 13 40-48
AAS 100 uM cobrizo con el 9.6+25% | 16+03* | 95+17% | 85+16"
tiempo
AAS 10 mM 106+24% | 1.7+02% | 105+21* | 9.8+23"

AAS= Acido acetil salicilico. Los valores representan el promedio de 3 réplicas. Valores que
comparten una misma letra no son significativamente diferentes con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Cuadro 5. Caracteristicas y variables del cultivo del hongo Volvariella bombycina (CP-675)
cultivado en paja estéril hidratada con agua (testigo) y con AAS 10 mM y 100 uM.

Biomasa fresca Indice eficiente H del honao
Tratamiento EB (%) acumulada por U.P. | de degradacion P fresco 9
(@* (IED) (%)
Testigo 33.54 +£0.234 95.97 + 1.51~ 17.92 £ 0.47A 6.82 + 0.017
AAS 100 uM 32.5+0.08* 92.7 + 0A 17.60 + 0.934 6.78 £ 0.01B
AAS 10 mM 28.53 + 0.538 81.27 + 4.378 16.41 +0.278 6.33 + 0.00¢

EB= Eficiencia bioldgica. AAS= Acido acetil salicilico. U.P.= Unidad de produccion. Los valores
representan el promedio de 3 réplicas. Valores que no comparten una misma letra son
significativamente diferentes con la prueba de Tukey (p < 0.05). *= Biomasa de 1a y 2a cosecha.

9.3.1 Eficiencia bioldgica (EB %)

De acuerdo al andlisis obtenido del programa SAS para la prueba de Tukey se encontré que
para el tratamiento con AAS 10 mM se obtuvo una media en la eficiencia de 42.36 + 0.37 %
siendo esta la mayor durante el ciclo de cultivo, siguiéndole el tratamiento con AAS 100 uM
con 36.62 = 0.15, y el testigo con 33.68 + 0.20 %. De acuerdo a lo anterior se puede
determinar que estadisticamente el tratamiento AAS 10 mM fue el mejor en cuanto a la

eficiencia biologica con una marcada diferencia significativa frente a los demaés tratamientos.
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La produccidon de basidiocarpos correspondientes a la primera cosecha de la cepa CP-663 de
Hericium erinaceus cultivado en la formulacion COLPOS-17 testigo y con AAS (100 uM y
10 mM) se puede observar en la figura 17. El tiempo de colonizacién del substrato fue de 20
dias. El periodo de fructificacion se inicio con el desarrollo de los primordios a los 15 dias y se
diferenciaron totalmente en un lapso de 15 a 18 dias. El color de los basidiocarpos fue blanco
en el estadio maduro tornandose marron al paso del tiempo en todos los tratamientos. En
cuanto al tamario, el diametro de los basidiocarpos para el tratamiento testigo fue de 9 a 14 cm
de largo y de 7 a 13 cm de ancho, para el tratamiento con AAS 10 mM fue de 9 a 13 cm de
largo y de 10 a 12 cm de ancho y para el tratamiento con AAS 100 uM fue de 9.6 a 16 cm de
largo y de 8.5 a 12 cm de ancho. El largo de las espinas fue de 0.4 a 1.5 cm de largo para el
testigo, de 0.8 a 1.7 cm para el tratamiento con AAS 10 mM vy, de 0.7 a 1.5 cm para el
tratamiento con AAS 100 uM. El pH promedio de los basidiocarpos fue de 5.7 para el
tratamiento testigo, de 5.9 para el tratamiento con AAS 10 mM y de 5.8 para el tratamiento
con AAS 100 uM. El ciclo total de produccién de la primera, segunda y tercera cosecha fue de
90 a 98 dias en todos los tratamientos. La biomasa fresca obtenida (en gramos) en promedio
por unidad de produccion (U.P.) para el tratamiento testigo fue de 273 * 0.33, para el
tratamiento AAS 100 uM fue de 340.06 + 2.88 y para el AAS 10 mM de 382 + 3.5. En la
tercera cosecha las U.P. presentaron problemas de insectos del género Licoriella sp. y de
mohos como Trichoderma sp. que crecieron en las unidades de produccion.
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Figura 17. Produccién de basidiocarpos correspondientes a la primera cosecha de la cepa CP-663 de
Hericium erinaceus cultivado en la formulacion COLPOS-17. A=testigo). B= cultivado con AAS 100
pM. C= tratamiento con AAS 10 mM.

60



Las condiciones de fructificacion de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus que se presentaron
en el modulo de produccién fueron temperaturas maximas de 27°C y minimas de 14°C, con

una humedad relativa promedio de 80% (Figura 18).
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Figura 18. Condiciones ambientales registradas en el médulo de produccion de hongos comestibles
del COLPOS campus Puebla durante la fructificacion de las cepa CP-663 de Hericium erinaceus
cultivada en la formulacion COLPOS-17. A. Temperaturas maximas (27°C) y minimas (14°C). B.
Humedad relativa (80%).
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9.4 Eficiencia biologica (EB) de Hericium erinaceus e Indice Eficiente de Degradacion
(IED)

Una vez caracterizados y procesados los basidiocarpos de H. erinaceus se les calculd la
eficiencia biologica (EB) acumulada de la primera, segunda y tercera cosecha en los
tratamientos a los que fue sometido. Se encontré que para el tratamiento con AAS 10 mM se
obtuvo una eficiencia del 42.36 % siendo la mayor durante el ciclo de cultivo, siguiéndole la
del tratamiento con AAS 100 uM en la cual se obtuvo un 36.62 %, y la del testigo fue de
33.69 % (Figura 19).
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Testigo AAS 100 uM AAS 10 mM
|EB (%) 33.69 36.62 42.36

n=3
B Testigo [[@AAAS100pM [M@AAS 10 mM
Figura 19. Eficiencia bioldgica (%) acumulada del hongo Hericium erinaceus (CP-663),

cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) y en dos concentraciones de
AAS 100 uM y 10 mM. AAS= Acido acetil salicilico.

9.5 Indice Eficiente de Degradacion (IED) de Hericium erinaceus

De acuerdo al calculo y resultados obtenidos del Indice de Eficiencia de Degradacion (IED) en
el tratamiento con AAS 10 mM se obtuvo un IED de 13.73 %, seguido del testigo con 12.47 %
y el mas bajo fue el del tratamiento con AAS 100 uM con 6.17 % (Figura 20).
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Figura 20. indice de Eficiencia de Degradacion (IED) obtenido después de cultivar la cepa CP-663
de Hericium erinaceus en la formulacion COLPOS-17 a los 98 dias.

Las variables, caracteristicas morfoldgicas y del substrato fueron evaluadas durante el ciclo de
cultivo de los basidiocarpos cultivados de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus en la
formulacién COLPOS-17 en dos concentraciones de &cido acetil salicilico (AAS) y su testigo

y se muestran en las Cuadro 6y 7.

Cuadro 6. Caracteristicas morfoldgicas y variables del cultivo del hongo Hericium erinaceus (CP-
663) perteneciente a la primera cosecha, cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratado con
agua (testigo) y dos concentraciones de AAS (10 mM y 100 uM).

Tratamiento

Diametro (cm)

Largo de las

Colonizacion de

Ciclo de cultivo

espinas (cm) substrato (dias (dias)

Largo Ancho 20 90-98
Testigo 11.4 +0.87A 10.6 + 1.06% 1.02 +0.47
AAS 100 uM 11.7 £1.15° 10.1+0.574 1.14 +0.3”
AAS 10 mM 11.3 +0.667 10.8 +0.334 1.02 +0.47

AAS= Acido acetil salicilico

. COLPOS= Formulacién. Los valores representan el promedio de 3

réplicas. Valores que comparten una misma letra no son significativamente diferentes con la prueba
de Tukey (p <0.05).

Cuadro 7. Variables evaluadas del substrato COLPOS-17 al inicio y final del ciclo de cultivo.

Peso seco Peso seco indice
. o . inicial (PSI final (PSF eficiente de
Tratamiento | pH inicial pH final de I U.(P. (g)) de I U(.P. (Z]) degradacion
(IED %)
Testigo 5.44 +0.02~ 4.15+0.028 855.92 764.29 11.80 + 0.25~
AAS 100 pM 5.47 £0.01~ 4.37 +0.024 807.82 743.48 11.87 +0.27A
AAS 10 mM 4.68 +0.028 4.36 +0.06" 895.49 737.67 12.67 +1.05~

AAS= Acido acetil salicilico. COLPOS= Formulacion. U.P.= Unidades de produccion. Los valores
representan el promedio de 3 réplicas. Valores que no comparten una misma letra son
significativamente diferentes con la prueba de Tukey (p < 0.05).
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9.6 Extractos obtenidos de Hericium erinaceus (CP-663)

Se obtuvieron en total 15 extractos alcohdlicos con 10 g de muestra de basidiocarpos
deshidratados y molidos de cada tratamiento (AAS 10 mM, AAS 100 uM vy testigo) de los
cuéles se procedié a analizar sus propiedades funcionales. Se obtuvieron 5 extractos en un
volumen total de 50 mL de cada uno de los tratamientos. Posterior a esto se realizd el analisis
para determinar el rendimiento de los extractos de cada uno de los tratamientos (Figura 21),
doénde se muestra que el mayor rendimiento obtenido fue el del tratamiento testigo con 292 mg
mL? siguiéndole el del tratamiento con AAS 10 mM con 283 mg mL™ y, el menor

rendimiento fue del tratamiento con AAS 100 uM con 257 mg mL™L,
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Rendimiento ( mg mL1)

AAS 10 AAS 100
mM uM
H Rendimiento 292 283 257

TESTIGO

n=3
BETESTIGO EAAS10mM [MAAS 100 uM

Figura 21. Rendimiento de los extractos obtenidos de los basidiocarpos del cultivo de la cepa CP-
663 de Hericium erinaceus cultivado en la formulacion COLPOS-17 en sus tres tratamientos (testigo,
AAS 100uM y 10 mM). AAS= Acido acetil salicilico.

Una vez obtenidos los rendimientos se definid la concentracién de las diluciones de los

extractos de los tres tratamientos de la microplaca por fila (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion de los extractos de Hericium erinaceus por el nivel de dilucién realizada
en la microplaca.

Fila Dilucion | Extracto (mg mL?)/pozo | Extracto (mg mL?)/pozo Extracto (mg
(testigo) (100 uM) mL*)/pozo (10

mM)
A D1 146 128.5 141.5
B D2 73 64.25 70.75
C D3 36.5 32.13 35.38
D D4 18.25 16.06 17.69
E D5 9.13 8.03 8.84
F D6 4.56 4.02 442
G D7 2.28 2.01 2.21

AAS= Acido acetil salicilico. D= Dilucién.

9.7 Anadlisis de la conductividad y pH de los concentrados de los extractos

Las lecturas obtenidas en el potenciometro se muestran en la figura 22, a las cuales se les
analizé la conductividad y el pH de los extractos concentrados (50 g) de cada tratamiento
(testigo, AAS 100 uM y 10 mM).
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Figura 22. Conductividad y pH de los extractos obtenidos de los basidiocarpos de la cepa CP-663
de Hericium erinaceus cultivado en la formulacion COLPOS-17 en sus tres tratamientos (testigo,
AAS 100pM y 10 mM). AAS= Acido acetil salicilico.
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9.8 Andlisis de fenoles totales y proteina en los extractos de Hericium erinaceus (CP-
663)
La concentracion de fenoles totales fue expresada en mg de equivalentes de acido galico (mg
EAG). Para la determinacion del contenido de los fenoles en los extractos de los
basidiocarpos, se procedié a realizar la curva de calibracion estdndar con acido gélico (Figura
23).

1.4

1.2

y = 0.0065x + 0.0348
R?=0.99

Absorbancia (740 nm)

50 100 150 200 250
Concentracion (mg EAG/g de hongo seco)

Figura 23. Curva de calibracion con acido galico para medir la concentracion de fenoles totales, en
la cepa CP-663 de Hericium erinaceus. EAG= Equivalentes de acido galico.

Se encontrd que el tratamiento con mayor cantidad de polifenoles totales fue el AAS 10 mM
con 2.271 mg EAG/g de hongo seco, seguido por el testigo con 2.319 mg EAG/g de hongo
secoy, el tratamiento que tuvo una menor concentracion fue la del AAS 100 uM con 1.892 mg
EAG/g de hongo seco (Figura 24).
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Figura 24. Concentracion de polifenoles totales obtenidos de basidiocarpos del hongo Hericium
erinaceus (CP-663) en los macerados en tequila blanco en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100
1M y 10 mM) expresado en mg EAG/gramo de hongo seco (hs). AAS= Acido acetil salicilico.
EAG= Equivalentes de acido gélico.

Para la determinacién del contenido de proteina en los extractos de los basidiocarpos, se

procedio a realizar la curva de calibracion mediante BSA (Albumina de Suero Bovino Sigma)
de 0 a 100 pg mL* (Figura 25).
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Figura 25. Curva de calibracion para medir la concentracion de protreina en la cepa CP-663 de
Hericium erinaceus en sus tres tratamientos.

El tratamiento con mayor cantidad de proteina fue el del AAS 10 mM con 860.49 pug mL*,

siguido del tratamiento testigo con 486.12 mL™y la menor concentracion fue en el tratamiento
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con AAS 100 uM con 434.42 pg mL™. Estos valores fueron expresados en pug mL™? por cada

50 g de peso seco de basidiocarpo como se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Cantidad de proteina obtenida de basidiocarpos del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
en los extractos obtenidos en sus tres tratamientos, expresado en pg mL?. AAS= Acido acetil
salicilico.

9.9 Resultados del analisis estadistico para Hericium erinaceus

Los anélisis obtenidos mediante el programa SAS versién 9.0 se muestran en la Cuadro 9.

Cuadro 9. Variables analizadas de la CP-663 (Hericium erinaceus) en respuesta a tratamientos con
AAS a dos concentraciones.

Tratamiento EB (%) Proteina (ug mL™) Antioxidantes (mg EAG/ Rendlml_elnto (0

g hs) mL™)
Testigo 33.68 + 0.20¢ 486.12 + 2.45g 2.319 + 0.006 291.00 +0.574
AAS 100 um 36.62 + 0.15g 434.42 + 22.58p 1.892 + 0.030g 256.66 + 0.33¢
AAS 10 mM 42.36 + 0.37a 860.49 + 54.494 2.271 £ 0.007 283.33 £ 0.88g

EB: Eficiencia biologica. mg EAG/g hs: miligramos de equivalente de acido galico por
gramos de hongo seco. Los valores representan el promedio de 3 réplicas. Valores que no
comparten una misma letra son significativamente diferentes con la prueba de Tukey (p <
0.05).

9.9.1 Eficiencia biologica (EB %)
De acuerdo al andlisis obtenido del programa SAS para la prueba de Tukey se encontré que
para el tratamiento con AAS 10 mM se obtuvo una media en la eficiencia de 42.36 £ 0.37 %

siendo esta la mayor durante el ciclo de cultivo, siguiéndole el tratamiento con AAS 100 puM
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con 36.62 + 0.15, vy el testigo con 33.68 £ 0.20 %. De acuerdo a lo anterior se puede
determinar que estadisticamente el tratamiento AAS 10 mM fue el mejor en cuanto a la
eficiencia biologica con una marcada diferencia significativa frente a los demas tratamientos.
9.9.2 Proteina

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el programa SAS, correspondiente a la
curva de calibracion de la albumina bovina dio un valor de F de 46.52 y Pr>0.0002 poco
significativa, con una R2 = 0.939 (es decir: la ecuacion obtenida esta representando al
resultado experimental, lo cual demuestra el grado de confiabilidad de cada uno de los
experimentos). Los resultados obtenidos de acuerdo al programa SAS nos dicen que el
tratamiento con mayor cantidad de proteina fue el tratamiento con AAS (10 mM) con 860.49 +
54.49 pug mL?, siguiéndole el tratamiento sin AAS (testigo) con 486.12 + 2.45 mL y el que
tuvo la menor concentracion de proteina fue el tratamiento con AAS (100 uM) con 434.42 +
22.58 pug mL™. El mejor tratamiento en cuanto a la cantidad de proteina fue el del AAS 10
mM, siguiéndole el testigo, aunque cabe sefialar que el programa agrupo a este Ultimo
tratamiento con el tratamiento AAS 100 pM, por lo que se puede decir que no hay una
diferencia significativa entre estos dos tratamientos, sugiriendo que son estadisticamente

similares en cuanto a la cantidad de proteina.

9.9.3 Polifenoles totales (Antioxidantes)

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el programa SAS, correspondiente a la
curva de calibracion del acido galico dio un valor de F de 155.04 y Pr<0.0001 altamente
significativa, con una R? = 0.981, lo cual muestra que hay diferencias altamente significativas
entre los tratamientos en relacion a la concentracion de fenoles totales (antioxidantes). Los
resultados obtenidos de acuerdo al programa SAS nos dicen que el tratamiento con mayor
cantidad de polifenoles totales fue el tratamiento con AAS (10 mM) con 2.271 = 0.007 mg
EAG/g de hongo seco, siguiéndole el tratamiento sin AAS (testigo) con 2.319 + 0.006 mg
EAG/g de hongo seco y el tratamiento que tuvo una menor concentracion fue el tratamiento
con AAS (100 pM) con 1.892 + 0.030 mg EAG/g de hongo seco. El programa asigno al
tratamiento AAS 10 mM vy al testigo dentro del mismo grupo ya que no existe diferencia

significativa entre ellos y son estadisticamente similares, pudiéndose decir que el mejor
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tratamiento fue el del testigo en cuanto a la obtencion de antioxidantes y el mas bajo el del
tratamiento AAS 100 pM.

9.9.4 Rendimiento de los extractos

Los resultados obtenidos de acuerdo al programa SAS nos dicen que el mayor rendimiento
obtenido fue el del tratamiento sin AAS (testigo) con 291.00 + 0.57 mg mL? siguiéndole el
del tratamiento con AAS 10 mM con 283.33 + 0.88 mg mL* y el menor el del tratamiento con
AAS (100 pM) con 256.66 + 0.33 mg mL™. El programa diferencio claramente en tres grupos
distintos a cada uno de los tratamientos, habiendo una diferencia estadistica significativa entre
los tres, siendo el mejor el del tratamiento testigo, siguiéndole el correspondiente al AAS 10
mM y el més bajo fue el del AAS 100 puM.

9.10 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Salmonella
thyphi (CPB-1)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL™.Se tuvo un efecto bacteriostatico en la primera dilucion con un
rendimiento de 146 mg mL* (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivados en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-1 de Salmonella typhi a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

70



9.11 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Salmonella thyphi (CPB-1)

Se encontro que para el tratamiento sin AAS (testigo) no se encontrd ningun efecto bactericida
en ninguna dilucién al medir el efecto contra la CPB-1 (S. typhi), de acuerdo a lo obtenido en

las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 28).

Figura 28. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-1
(Salmonella typhi) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-1
(C.C.)= Control de crecimiento de la bacteria de S. typhi. T (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento.
P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.12. Unidades formadoras de colonias (UFC) de Salmonella typhi (CPB-1) en 50 uL de
inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del inoculo o semilla de la CPB-1 de Salmonella
typhi se tomaron 50 pL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con agar Mueller Hinton,
mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C (Figura 29).

Figura 29. Concentracién de bacterias en 50 pL de inéculo de la CPB-1 de Salmonella typhi.

71



9.13 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 puM) vs Salmonella
thyphi (CPB-1)
La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100

1UM) fue de 257mg mL™L. Al hacer el anélisis no presento efecto bacteriostatico (Figura 30).
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Figura 30. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivados en la formulacién COLPOS-17 hidratada con AAS 100 uM sobre la bacteria CPB-1
(Salmonella typhi) a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

9.14 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs
Salmonella thyphi (CPB-1)

El tratamiento con AAS (100 puM) no presento ningun efecto bactericida en ninguna dilucion
al evaluarlo contra la CPB-1 (S. typhi), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 31).

Figura 31. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre la bacteria CPB-1
(Salmonella typhi) a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. D1 a la D7=
Microdiluciones del tratamiento. CPB-1(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. typhi. A-4
(B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.15 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Salmonella
thyphi (CPB-1)

La concentracion inicila del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL™. Se encontré que no hubo un efecto bacteriostatico en ninguna

dilucion (Figura 32).
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Figura 32. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663) cultivado en
la formulacion COLPQOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento bacteriano de la CPB-1 de
Salmonella typhi a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.16 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Salmonella thyphi (CPB-1)

Se encontr6 que para el tratamiento con AAS (10 mM) no se encontré ningln efecto
bactericida en ninguna dilucion al medir el efecto contra la CPB-1 (S. typhi), de acuerdo a lo
obtenido en las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”
(Figura 33).

Figura 33. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-1 (Salmonella
typhi) a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-1(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. typhi. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo
del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.17 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Streptococcus
agalactiaei (CPB-4)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la primera dilucion con un
rendimiento de 146 mg mL™ (Figura 34).
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Figura 34. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-4 de Streptococcus agalactiae a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.18 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Streptococcus agalactiae (CPB-4)

Se encontrd que para el tratamiento sin AAS (testigo) no se encontrd ningln efecto bactericida
en ninguna dilucion al medir el efecto contra la CPB-4 (S. agalactiae), de acuerdo a lo
obtenido en las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”
(Figura 35).

Figura 35. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-4
(Streptococcus agalactiae) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-4 (C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. agalactiae. T (B.P.T.)= Blanco
positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.19 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Streptoccocus agalactiae (CPB-4) en 50
pL de inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del inoculo o semilla de la CPB-4 de
Streptococcus agalactiae se tomaron 50 uL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con
agar Mueller Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C
(Figura 36).

Figura 36. Concentracién de bacterias en 50 pyL de in6culo de la CPB-4 (Streptococcus
agalactiae).

9.20 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs Streptococcus
agalactiaei (CPB-4)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
uM) fue de 257 mg mL1. Se encontré que no hubo efecto bacteriostatico en ninguna dilucion
(Figura 37).
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Figura 37. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-4 de Streptococcus agalactiae a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. UFC=
Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de
la bacteria.
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9.21 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs
Streptococcus agalactiae (CPB-4)

El tratamiento con ASS (100 uM) no presentd efecto bactericida en ninguna dilucion al
evaluarlo contra la CPB-4 (S. agalactiae), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 38).

Figura 38. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (100 pM) sobre la bacteria CPB-4
(Streptococcus agalactiae) a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. D1 a la D7=
Microdiluciones del tratamiento. CPB-4(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. agalactiae. A-4
(B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.22 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Streptococcus
agalactiaei (CPB-4)

La concentracién inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la dilucion tres la cual

corresponde a una concentracion de 35.38 mg mL* (Figura 39).
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Figura 39. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-4 de Streptococcus agalactiae a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil
salicilico. UFC= Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.=
Control de crecimiento de la bacteria.
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9.23 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Streptococcus agalactiae (CPB-4)

Se encontrd que para el tratamiento con ASS (10 mM) se encontrd un efecto bactericida en la
dilucion uno al medir el efecto contra la CPB-4 (Streptoccus agalactiae), de acuerdo a lo
obtenido en las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”
(Figura 40).

Figura 40. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-4
(Streptococcus agalactiae) a las 24 horas de incubacion. AAS= Acido acetil salicilico. D1 a la D7=
Microdiluciones del tratamiento. CPB-4(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. agalactiae.
A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.24 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-6)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la primera dilucion con un

rendimiento de 146 mg mL? (Figura 41).
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Figura 41. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

9.25 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-6)

Se encontr6 que para el tratamiento sin AAS (testigo) hubo efecto bactericida en la dilucion
uno al medir el efecto contra la CPB-6 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en las tres

réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 42).

Figura 42. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-6
(Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-6(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa. T (B.P.T.)= Blanco
positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.26 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-6)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
uM) fue de 257 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la cuarta dilucion con un
rendimiento de 16.06 mg mL (Figura 43).
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Figura 43. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 puM) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-6 de Pseudonomas aeruginosa a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

9.27 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-6)

Se encontrd que para el tratamiento con ASS (100 uM) el efecto bactericida se observo en la
dilucion cuatro contra la CPB-6 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas
de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 44).

Figura 44. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (100 puM) sobre la bacteria CPB-6
(Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-6(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa. A-4 (B.P.T.)=
Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.28 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-6)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (10 mM)
fue de 283 mg mL™, se tuvo un efecto bacteriostatico en la segunda dilucién con un

rendimiento de 70.75 mg mL™* (Figura 45).
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Figura 45. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-6 de Pseudonomas aeruginosa a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

9.29 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-6)

Se encontré que para el tratamiento con ASS (10 mM) se encontrd efecto bactericida en la
dilucion uno al medir el efecto contra la CPB-6 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en
las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 46).

Figura 46. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-6
(Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-6(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa. A-2 (B.P.T.)=
Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.30 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Pseudomona aeruginosa (CPB-6) en 50
pL de inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del inoculo o semilla de la CPB-6 de
Pseudomonas aeruginosa se tomaron 50 uL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con
agar Mueller Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C
(Figura 47).

Figura 47. Concentracién de bacterias en 50 pL de in6culo de la CPB-6 (Pseudomonas aeruginosa).

9.31 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con un

rendimiento de 36.5 mg mL™ (Figura 48).
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Figura 48. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano
de la CPB-7 de Stenotrophomonas maltophilia a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.
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9.32 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

Se encontro que para el tratamiento sin AAS (testigo) hubo efecto bactericida hasta la dilucion
tres al medir el efecto contra la CPB-7 (S. maltophilia), de acuerdo a lo obtenido en las tres

réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 49).

Figura 49. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-7
(Stenotrophomonas maltophilia) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-7(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. maltophilia. T (B.P.T.)= Blanco
positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.33 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
uM) fue de 257 mg mL™2. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con un

rendimiento de 32.13 mg mL™ (Figura 50).
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Figura 50. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-7 de Stenotrophomonas maltophilia a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

82



9.34 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

Se encontr6 que para el tratamiento con ASS (100 pM) se encontré efecto bactericida en la
dilucion tres al medir el efecto contra la CPB-7 (S. maltophilia), de acuerdo a lo obtenido en

las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 51).

Figura 51. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (100 puM) sobre la bacteria CPB-7
(Stenotrophomonas maltophilia) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-7(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. maltophilia. A-4 (B.P.T.)=
Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.35 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

La concentracidn inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (10 mM)
fue de 283 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucién con un
rendimiento de 35.38 mg mL* (Figura 52).
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Figura 52. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-7 de Stenotrophomonas maltophilia a las 24 horas de incubacién. UFC=
Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de
crecimiento de la bacteria.
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9.36 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

Se encontré que para el tratamiento con ASS (10 mM) se encontro efecto bactericida en la
dilucion uno al medir el efecto contra la CPB-7 (S. maltophilia), de acuerdo a lo obtenido en

las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 53).

Figura 53. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-7
(Stenotrophomonas maltophilia) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-7(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. maltophiliai. A-2 (B.P.T.)=
Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.37 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Stenotrophomonas maltophilia (CPB-7)

en 50 pL de indculo
Para determinar la concentracion de bacterias del in6culo o semilla de la CPB-7 de

Stenotrophomonas maltophilia se tomaron 50 pL y se vertieron por triplicado en cajas Petri
con agar Mueller Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C
(Figura 54).

Figura 54. Concentracion de bacterias en 50 pL de inéculo de la CPB-7 (Stenotrophomonas
maltophilia).
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9.38 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Escherichia coli
(CPB-8)
La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)

fue de 292 mg mL™. Este tratamiento no presento efecto bacteriostatico (Figura 55).
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Figura 55. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano
de la CPB-8 de Escherichia coli a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.39 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Escherichia coli (CPB-8)

Se encontrd que para el tratamiento sin AAS (testigo) no hubo efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-8 (E. coli), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas Petri con

medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 56).

Figura 56. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-8 (Escherichia
coli) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-8(C.C)= Control de
crecimiento de la bacteria E. coli. T (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de
esterilidad.
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9.40 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs Escherichia
coli (CPB-8)
La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100

1UM) fue de 257 mg mL™. No hubo efecto bacteriostatico en ninguna dilucién (Figura 57).
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Figura 57. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-
663) cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 pM) sobre el
crecimiento bacteriano de la CPB-8 de Escherichia coli a las 24 horas de incubacion. UFC=
Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de
crecimiento de la bacteria.

9.41 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs
Escherichia coli (CPB-8)

Se encontrd que para el tratamiento con ASS (100 uM) no hubo efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-8 (Escherichia coli), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 58).

Figura 58. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-
663) cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre la bacteria
CPB-8 (Escherichia coli) a las 24 horas de incubaciéon. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-8(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria E. coli. A-4 (B.P.T.)=
Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.42 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Escherichia coli
(CPB-8)
La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (10

mM) fue de 283 mg mL™ . Se encontr6 que no hubo un efecto bacteriostatico (Figura 59).
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Figura 59. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-
663) cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el
crecimiento bacteriano de la CPB-8 de Escherichia coli las 24 horas de incubacion. UFC=
Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de
crecimiento de la bacteria.

9.43 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Escherichia coli (CPB-8)

Se encontré que para el tratamiento con ASS (10 mM) se encontr6 efecto bactericida en la
dilucion uno al medir el efecto contra la CPB-8 (Escherichia coli), de acuerdo a lo obtenido en

las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 60).

Figura 60. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-8
(Escherichia coli) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
8(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria E.coli. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento.
P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.44 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Escherichia coli (CPB-8) en 50 pL de
inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del inoculo o semilla de la CPB-8 de
Escherichia coli se tomaron 50 pL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con agar Mueller

Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C (Figura 61).

Figura 61. Concentracién de bacterias en 50 pL de inéculo de la CPB-8 (Escherchia coli).

9.45 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Bacillus subtillis
(CPB-9)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la segunda dilucién con un
rendimiento de 76 mg mL™* (Figura 62).
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Figura 62. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-9 de Bacillus subtillis a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de colonias.
C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.46 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Bacillus subtillis (CPB-9)

Se encontro que para el tratamiento sin AAS (testigo) hubo efecto bactericida en la dilucion
uno al medir el efecto contra la CPB-9 (B. subtillis), de acuerdo a lo obtenido en las tres

réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 63).

Figura 63. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-9
(Bacillus subtillis) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
9(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria B. subtillis. T (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.47 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs Bacillus
subtillis (CPB-9)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
uUM) fue de 257 mg mL™2. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con un

rendimiento de 32.13 mg mL™ (Figura 64).
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Figura 64. Efecto del extracto del hongo Hericium erinaceus (CP-663) cultivado la formulacion
COLPOQOS-17 hidratado con solucion de AAS 100 uM sobre el crecimiento bacteriano de la CPB-9
(Bacillus subtillis) a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de colonias. C.P.S=
Control positivo del solvente. C.C= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.48 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs
Bacillus subtillis (CPB-9)

Se encontr6 que para el tratamiento con ASS (100 pM) se encontré efecto bactericida en la
dilucion cuatro al medir el efecto contra la CPB-9 (B. subtillis), de acuerdo a lo obtenido en

las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 65).

Figura 65. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre la bacteria CPB-9
(Bacillus subtillis) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
9(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria B. subtillis. A-4 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.49 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Bacillus subtillis
(CPB-9)

La concentracién inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL™?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la segunda dilucion con un
rendimiento de 70.75 mg mL™* (Figura 66).
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Figura 66. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-9 de a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control
positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.50 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Bacillus subtillis (CPB-9)

Se encontr6 que para el tratamiento con AAS (10 mM) se encontr6 efecto bactericida en la
dilucion dos al medir el efecto contra la CPB-9 (B. subtillis), de acuerdo a lo obtenido en las

tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 67).

Figura 67. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-9
(Bacillus subtillis) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
9(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria B. subtillis. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.51 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Bacillus subtillis (CPB-9) en 50 uL de
inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del indculo o semilla de la CPB-9 de Bacillus
subtillis se tomaron 50 L y se vertieron por triplicado en cajas Petri con agar Mueller Hinton,

mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C (Figura 68).

Figura 68. Concentracién de bacterias en 50 pL de indculo de la CPB-9 (Bacillus subtillis).
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9.52 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Staphilococcus
aureus (CPB-10)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL%. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la cuarta dilucién con un rendimiento
de 18.25 mg mL™ (Figura 69).
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Figura 69. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano
de la CPB-10 de Staphilococcus aureus a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.53 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Staphilococcus aureus (CPB-10)

Se encontr6 que para el tratamiento sin AAS (testigo) hubo efecto bactericida en la dilucion
tres al medir el efecto contra la CPB-10 (S. aureus), de acuerdo a lo obtenido en las tres

réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 70).

Figura 70. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-10
(Staphilococcus aureus) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
10(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. aureus. T (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento.
P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.54 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs Staphilococcus
aureus (CPB-10)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
uUM) fue de 257 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucién con un

rendimiento de 32.13 mg mL (Figura 71).
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Figura 71. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663) cultivado en
la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre el crecimiento bacteriano de la CPB-10 de
Staphilococcus aureus a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de colonias. C.P.S.= Control
positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.55 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 pM) vs
Staphilococcus aureus (CPB-10)

Se encontrd que para el tratamiento con ASS (100 uM) no se encontrd efecto bactericida al
medir el efecto contra la CPB-10 (S. aureus), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de

cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 72).

Figura 72. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (100 pM) sobre la bacteria CPB-10
(Staphilococcus aureus) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
10(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. aureus. A-4 (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento.
P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.56 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Staphilococcus
aureus (CPB-10)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con un
rendimiento de 35.38 mg mL™* (Figura 73).
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Figura 73. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-10 de Staphilococcus aureus a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.57 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Staphilococcus aureus (CPB-10)

Se encontré que para el tratamiento con ASS (10 mM) no se encontr6 efecto bactericida al
medir el efecto contra la CPB-10 (S. aureus), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de
cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 74).

Figura 74. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-10
(Staphilococcus aureus) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento.
CPB-10(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria S. aureus. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.58 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Staphilococcus aureus (CPB-10) en 50
pL de inoculo

Para determinar la concentracion de bacterias del indculo o semilla de la bacteria
Staphilococcus aureus se tomaron 50 pL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con agar
Mueller Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C (Figura
75).

Figura 75. Concentracién de bacterias en 50 pL de in6culo de la CPB-10 (Staphilococcus aureus).

9.59 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Listeria
monocytogenes (CPB-11)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la segunda dilucion con un

rendimiento de 73 mg mL™* (Figura 76).
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Figura 76. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano
de la CPB-11 de Listeria monocytogenes a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras
de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.60 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Listeria monocytogenes (CPB-11)

Se encontrd que para el tratamiento sin AAS (testigo) no hubo efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-11 (L. monocytogenes), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de

cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 79).

Figura 77. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-11
(Listeria monocytogenes) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento.
CPB-11(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria L. monocytogenes. T (B.P.T.)= Blanco positivo
del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.61 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 puM) vs Listeria
monocytogenes (CPB-11)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (100
UM) fue de 257 mg mL?. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la tercera dilucion con un
rendimiento de 16.06 mg mL™* (Figura 78).
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Figura 78. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-11 de Listeria monocytogenes a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.62 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs
Listeria monocytogenes (CPB-11)

Se encontr6 que para el tratamiento con ASS (100 pM) se encontré efecto bactericida en la
dilucion dos al medir el efecto contra la CPB-11 (L. monocytogenes), de acuerdo a lo obtenido
en las tres réplicas de cajas Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura
79).

Figura 79. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre la bacteria CPB-11 (Listeria
monocytogenes) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
11(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria L. monocytogenes. A-4 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.63 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Listeria
monocytogenes (CPB-11)

La concentracién inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL™. Se tuvo un efecto bacteriostatico en la segunda dilucion con un
rendimiento de 70.75 mg mL* (Figura 80).

1.0E+10
1.0E+09 -
1.0E+08 -
1.0E+07 -
1.0E+06 -
1.0E+05 -
1.0E+04 -
1.0E+03 -
1.0E+02 -
1.0E+01 - = =
1.0E+00 - = B = = = dg-
1415 70.75 35.38 17.69 8.84 442 221 C.C.
Concentracion del extracto (mg mL1)

T N

A Tratamiento
BC.P.S.
nC.C.

V=
h=
=
A=
A=
=
=
A=
"=
=
A=
=
4=
’:

Crecimiento bacteriano (UFC mL1)

Figura 80. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-11 de Listeria monocytogenes a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.
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9.64 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Listeria monocytogenes (CPB-11)

Se encontro que para el tratamiento con ASS (10 mM) no se encontro efecto al medir el efecto
contra la CPB-11 (L. monocytogenes), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 81).

Figura 81. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria CPB-11 (Listeria
monocytogenes) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento. CPB-
11(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria L. monocytogenes. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.

9.65 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Listeria monocytogenes (CPB-11) en 50
pL de inéculo

Para determinar la concentracion de bacterias del in6culo o semilla de la bacteria L.
monocytogenes se tomaron 50 pL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con agar Mueller

Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C (Figura 82).

Figura 82. Concentracién de bacterias en 50 pL de inéculo de la CPB-11 (Listeria monocytogenes).
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9.66 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-13)

La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados sin AAS (testigo)
fue de 292 mg mL™. Se encontr6 que no hubo efecto bacteriostatico al evaluar el efecto de los

extractos (Figura 83).
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Figura 83. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con agua (testigo) sobre el crecimiento bacteriano
de la CPB-13 de Pseudomonas aeruginosa a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades formadoras
de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.67 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado sin AAS (testigo) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13)

Se encontrd que para el tratamiento sin AAS (testigo) no hubo efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-13 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 84).

Figura 84. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con agua (testigo) sobre la bacteria CPB-13
(Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7= Microdiluciones del
tratamiento. CPB-13(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa. T (B.P.T.)= Blanco
positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.68 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 puM) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-13)
La concentracion inicial del extracto alcoholico de basidiocarpos cultivados con AAS (100

uM) fue de 257 mg mL*. Se encontr6 que no hubo efecto bacteriostatico (Figura 85).
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Figura 85. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre el crecimiento
bacteriano de la CPB-13 de Pseudonomas aeruginosa a las 24 horas de incubacién. UFC= Unidades
formadoras de colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la
bacteria.

9.69 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (100 uM) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13)

Se encontrd que para el tratamiento con ASS (100 uM) no hubo efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-13 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas

Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 86).

Figura 86. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacién Colpos-17 hidratada con AAS (100 uM) sobre la bacteria CPB-13
(Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacién. D1 a la D7= Microdiluciones del tratamiento.
CPB-13(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa. A-4 (B.P.T.)= Blanco positivo del
tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de esterilidad.
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9.70 Efecto de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs Pseudomonas
aeruginosa (CPB-13)

La concentracion inicial del extracto alcohdlico de basidiocarpos cultivados con AAS (10
mM) fue de 283 mg mL*. Se encontr6 que hubo un efecto bacteriostatico en la dilucion uno,

con una concentracion del extracto de 141.5 mg mL™* (Figura 87).
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Figura 87. Efecto del extracto (tratamiento) de los basidiocarpos de Hericium erinaceus (CP-663)
cultivado en la formulacion COLPOS-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre el crecimiento bacteriano de
la CPB-13 de Pseudonomas aeruginosa a las 24 horas de incubacion. UFC= Unidades formadoras de
colonias. C.P.S.= Control positivo del solvente. C.C.= Control de crecimiento de la bacteria.

9.71 Efecto bactericida de los extractos de la CP-663 cultivado con AAS (10 mM) vs
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13)

Se encontrd que para el tratamiento ASS 10 mM no se encontrd efecto bactericida al medir el
efecto contra la CPB-13 (P. aeruginosa), de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas
Petri con medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel” (Figura 88).

Figura 88. Efecto bactericida del extracto (tratamiento) del hongo Hericium erinaceus (CP-
663) cultivado en la formulacion Colpos-17 hidratada con AAS (10 mM) sobre la bacteria
CPB-13 (Pseudomonas aeruginosa) a las 24 horas de incubacion. D1 a la D7=
Microdiluciones del tratamiento. CPB-13(C.C)= Control de crecimiento de la bacteria P.
aeruginosa. A-2 (B.P.T.)= Blanco positivo del tratamiento. P.E. (C.E.)= Control de
esterilidad.
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9.72 Unidades formadoras de colonias (UFC) de Pseudomona aeruginosa (CPB-13) en 50
pL de indculo

Para determinar la concentracion de bacterias del indculo o semilla de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa se tomaron 50 UL y se vertieron por triplicado en cajas Petri con
agar Mueller Hinton, mismas que se incubaron por 24 horas a una temperatura de 28+2 °C
(Figura 89).

Figura 89. Concentracion de bacterias en 50 pL de indculo de la CPB-13 (Pseudomonas
aeruginosa).

El efecto individual de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima
bactericida (CMB) de los extractos de la CP-663 de H. erinaceus por tratamiento se muestran

en las figuras 90-95.
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Figura 90. Representacion del efecto bacteriostatico (concentracién minima inhibitoria) de
los extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 del
tratamiento sin AAS (testigo) sobre las bacterias estudiadas.
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Figura 91. Representacion del efecto bacteriostatico (concentracion minima inhibitoria) de
los extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 del
tratamiento con AAS (100 uM) sobre las bacterias estudiadas.
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Figura 92. Representacion del efecto bacteriostatico (concentracién minima inhibitoria) de
los extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 del
tratamiento con AAS (10 mM) sobre las bacterias estudiadas.
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Figura 93. Representacion del efecto bactericida (concentracion minima bactericida) del
efecto de los extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion
COLPQOS-17, hidratado sin AAS (testigo) sobre las bacterias estudiadas
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Figura 94. Representacion del efecto bactericida (concentracion minima bactericida) de los
extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17del
tratamiento con AAS (100 uM) sobre las bacterias estudiadas.
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Figura 95. Representacion del efecto bactericida (concentracion minima bactericida) de los
extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 del
tratamiento con AAS (10 mM) sobre las bacterias estudiadas.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de
los extractos de los tres tratamientos (testigo, AAS 100uM y 10 mM) de la CP- 663 de H.

erinaceus se resumen en las figuras 96 y 97 y en la Cuadro 10 y 11.
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Figura 96. Resumen del efecto bacteriostatico (concentracion minima inhibitoria) de los
extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 en sus
tres tratamientos: sin AAS (testigo), y con AAS (100 uM y 10 mM) sobre las bacterias
estudiadas.
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Figura 97. Resumen del efecto bactericida (concentracion minima bactericida) de los
extractos de la CP-663 (Hericium erinaceus) cultivado en la formulacion COLPOS-17 en sus
tres tratamientos: sin AAS (testigo), y con AAS (100 uM y 10 mM) sobre las bacterias
estudiadas.

Cuadro 10. Efecto bacteriostatico de los extractos de Hericium erinaceus (CP-663) contra las nueve
bacterias analizadas.

Promedio Tratamientos
. . Testigo AAS 100 UM AAS 10 mM
Registro Especie de UFC 9€l ™Nivel de | CMI (mg | Nivel de | CMI(mg | Nivelde | CMI(mg
dilucién mL?) dilucién mL1) dilucién mL?Y)
CPB-1 | Salmonellatyphi | 81+21 D1 146 SE 1285 SE 1415
CPB-4 Streptococcus 79+11 D1 146 SE 1285 D3 35.38
agalactiae
CPB-6 Pseudomonas 48+5 D1 146 D4 16.06 D2 70.75
aeruginosa
Stenotrophomonas
CPB-7 maltophilia 112+ 11 D3 365 D3 32.13 D3 35.38
CPB-8 Escherichia coli 193 +11 SE 146 SE 128.5 SE 141.5
CPB-9 Bacillus subtillis 82+8 D2 73 D3 32.13 D2 70.75
cpp-10 | Staphylococcus | 115+ 16 D4 18.25 D3 32.13 D3 35.38
aureus
CPB-11 Listeria 57+8 D2 73 D3 32.13 D2 70.75
monocytogenes
CPB-13 P. aeruginosa 54+9 SE 146 SE 1285 D1 1415

SE: Sin efecto. CMI: Concentracion minima inhibitoria. UFC= Unidades formadoras de colonias. D= dilucion.
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Cuadro 11. Efecto bactericida de los extractos de Hericium erinaceus (CP-663) contra las nueve
bacterias analizadas.

Promedio Tratamientos
Redistro Especie de UFC Testigo AAS 100 uM AAS 10 mM
Y P del Nivelde | CMB (mg | Nivelde | CMB (mg | Nivelde | CMB (mg
inéculo dilucion mL?) dilucion mL?) dilucion mL™)
CPB-1 Salmonella typhi 8121 SE 146 SE 128.5 SE 141.5
CPB-4 Streptococcus 79+11 SE 146 SE 128.5 D1 141.5
agalactiae
CPB-6 Pseudomonas 48 +5 D1 146 D4 16.06 D1 141.5
aeruginosa
CPB-7 | Stenotrophomonas | 4, , 19 D3 365 D3 3213 D3 35.38
maltophilia
CPB-8 Escherichia coli 193+ 11 SE 146 SE 128.5 SE 1415
CPB-9 Bacillus subtillis 82+8 D1 146 D3 32.13 D2 70.75
CPB-10 Staphylococcus 115+ 16 D3 36.5 SE 128.5 SE 141.5
aureus
CPB-11 Listeria 57+8 SE 146 D2 64.25 D2 141.5
monocytogenes
CPB-13 P. aeruginosa 54+9 SE 146 SE 128.5 SE 141.5

SE: Sin efecto. CMB: Concentracion minima bactericida. UFC= Unidades formadoras de colonias. D= dilucién.
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X.DISCUSION

En la presente investigacion se estudio el cultivo de hongos comestibles de Hericium erinacus,
Volvariella bombycina y Fistulina guzmanii, asi como las propiedades antioxidantes y pruebas
de sensibilidad antibacteriana de H. erinaceus. Las cepas estudiadas se cultivaron in vitro, asi
como en substrato solido estéril a base de aserrin de encino, paja estéril y la formulacion
COLPOS-17 e hidratada con soluciones de AAS (10 mM y 100 uM) y su respectivo testigo
sin AAS, hasta la obtencion de basidiocarpos en condiciones de modulo experimental. Por
razones de mayores ciclos de cultivo, mayor biomasa deshidratada obtenida y por motivos de
tiempo para la realizacion del presente trabajo, se eligi6 a H. erinaceus para andlisis de
funcionalidad realizdndole extractos alcohdlicos (tequila blanco), empleando en cada caso 50
g de basidiocarpos secos y molidos. En las tres condiciones de cultivo, no hubo influencia del

AAS en la morfologia ni en el color de los basidiocarpos de las cepas estudiadas.

Fistulina guzmanii

Los antecedentes de este hongo solo se remontan a estudios taxonémicos y ecologicos (Brusis,
1972), a nivel de género se registran estudios de cultivo (Hattori, 1997) y funcionales (Ribeiro
et al., 2007) para el caso de Fistulina hepatica. En el presente estudio se logré la fructificacion
por primera vez de este recurso genético nativo cultivado en aserrin de encino suplementado
con &cido acetil salicilico (AAS) a dos concentraciones (10 mM y 100 uM) vy su testigo. Este
hongo nativo de México requirio de una humedad del 85 al 90%, por lo que se puede suponer
que el cultivarlo en temporada de lluvias, ayudod en gran parte a la fructificacion de este hongo.
El color de los basidiocarpos no varid en ninguno de los tratamientos el cual fue rosa
mexicano, igual al de su crecimiento en forma silvestre. La concentracion 10 mM ayudo a
generar fructificaciones mas grandes y por lo tanto una mayor obtencién de biomasa tanto
fresca como deshidratada, pero con un tiempo de colonizacion de las bolsas mas lento que el
de los otros dos tratamientos (testigo y100 uM), en base a lo anterior se puede suponer que la
adicion de AAS en substratos suplementados para su cultivo, podria producir basidiocarpos
mas grandes que los obtenidos en el presente estudio, y asi poder caracterizarlo a nivel
funcional.

Este recurso genético nativo es poco conocido en mercados regionales de la zona centro de

México, es por eso que mediante trabajos como el realizado se pretende comenzar a difundir,
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proponer y generar estrategias sociales y ambientales para promoverlo como un recurso

fangico nativo con aspiraciones futuras de comercializacion.

Volvariella bombycina

El cultivo de este recurso genético fangico podria tener una alto impacto en cuanto a la
aceptacion social para su consumo y cultivo en la region central de México, debido a que en
esta region, la mayoria de las personas tienen conocimiento respecto al consumo de hongos
comestibles de temporada, que obtienen en mercados regionales (tianguis, mercados locales)
por recolectores silvestres. Ademas de que el substrato en el que fue cultivado (paja de trigo),
es accesible y no es caro, su velocidad de desarrollo y, teniendo en cuenta que puede
fructificar en climas tropicales, semicalidos y templados asi como el conocimiento tradicional
de su uso como alimento en algunos estados (Morelos y Puebla) de la zona centro lo hace
considerarlo como recurso con un gran potencial de cultivo y de comercializacion. La
humedad requerida para este cultivo fue del 85% con temperaturas que fueron de 27° C a 14°
C. El color de los basidiocarpos obtenidos fue amarillo intenso en todos los tratamientos
tornandose rojo cobrizo al paso del tiempo, ademas de que en cuanto al tamafio de los mismos,
los del tratamiento testigo fueron ligeramente méas grandes que los de los otros tratamientos
cultivados con AAS 10 mM y 100 pM.

De acuerdo a lo analizado en este trabajo no se recomienda la hidratacion del substrato (paja
de trigo) con acido acetil salicilico (AAS) ya que disminuye gradualmente la eficiencia
biolégica (EB) al hidratar el substrato con una mayor concentracién de este (10 mM), el
tratamiento que mas degrado el substrato fue el del tratamiento testigo, siendo el de mayor
eficiencia bioldgica, mientras que el tratamiento que menos degrado substrato y que tuvo la
menor eficiencia bioldgica fue el AAS 10 mM. Sin embargo ain no se sabe si el AAS pueda
incrementar la cantidad de antioxidantes y proteinas asi como su actividad antibacterial de este
hongo, ya que por falta de tiempo no se pudieron llevar a cabo estos anélisis. Segin Kim y Ho
(2009) al cultivar V. bombycina en aserrines previamente degradados por los hongos Pleurotus
0 Auricularia, 2% de salvado de arroz y 2% de urea, les dio como resultado una eficiencia
biologica del 33% en promedio, esta eficiencia es igual a la obtenida en este trabajo en los
tratamientos testigo y AAS 100 pM con 33.5% y 32.5% cultivado en paja de trigo.
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Comparando lo obtenido por Smith et al., (1988) que reportaron una EB del 6 al 10% en paja
y del 30-45% en residuos de algodon compostado para Volvariella volvacea podria decirse
que las eficiencias obtenidas en este trabajo fueron mucho mejores al utilizar la paja.En cuanto
al rendimiento en peso fresco (biomasa fresca) promedio obtenido por estos autores es de 132
gramos de basidiocarpo fresco por cada 400 gramos de substrato seco, mientras que en este
trabajo el rendimiento en peso fresco promedio fue de 91 g por cada 282 gramos de substrato

seco, podria decirse que lo obtenido en este trabajo fue mayor a lo reportado en la literatura.

Hericium erinaceus

La cepa utilizada respecto a este hongo (CP-663) es una cepa comercial, sin embargo este
hongo suele aparecer en los meses de agosto y septiembre y es poco conocido en nuestro pais,
se han encontrado su uso como alimento solo en algunas regiones como Morelia Michoacan,
donde es conocido como el hongo sopa. Debido a la versatilidad de este hongo se puede decir
que es ampliamente recomendable su cultivo en México ya que se cuenta con una amplia
variedad de climas en los que puede ser cultivado, utilizando diversos substratos
suplementados, es rico en antioxidantes y proteina, se le han encontrado propiedades
anticancerigenas y otras funcionales, ademas de que la biomasa fresca obtenida y deshidratada
es alta, su facil y rapida propagacion en el substrato presentd pocas contaminaciones durante
las primeras cosechas, incluyendo que la humedad necesaria para su cultivo fue del 80% con
temperaturas maximas de 27 °C y de 14° C por lo que es un recurso genético fangico
adecuado a las condiciones ambientales de nuestro pais. Este hongo se cultivd en dos
concentraciones de &cido acetil salicilico (10 mM y 100 uM) y su testigo. La produccién de
basidiocarpos tuvo diferencias significativas entre los tres tratamientos, haciendo énfasis en el
tratamiento 10 mM que tuvo un incremento considerable en la produccién de basidiocarpos en
relacién al testigo y al AAS 100 uM con una media de 382.5 g. El color de los basidiocarpos
en todos los tratamientos fue blanco intenso a marrén pasado el tiempo. La hidratacion del
substrato con AAS 10 mM es recomendable si lo que se busca es una mayor eficiencia
bioldgica y una mayor concentracion de proteina ya que incremento gradualmente la eficiencia
bioldgica (42.36%) y la cantidad de proteina (860.49 pug mL™) y por el contrario la hidratacion
del substrato con AAS 10 mM no es recomendable si lo que se busca es un mayor rendimiento

de los extractos o una mayor cantidad de polifenoles totales (antioxidantes) ya que disminuy6
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la concentracion de antioxidantes (2.271mg EAG/ g hs) asi como su rendimiento (283.3 g mL"
1) de los extractos (tratamientos) analizados cuando se hidrato con esta concentracion.

Los resultados referentes a la eficiencia biologica (EB) son analogos a los obtenidos por
Siwulski (2009), Hassan (2007) y, Kirchhof (1996) que obtuvieron una EB que iba de 35 a
54%, menores a las reportadas por Ko et al., (2005) que obtuvieron una EB del 70% vy
mayores a las reportadas por Chang y Roh (1999) que obtuvieron una EB del 17%. La mayor
cantidad de biomasa fresca obtenida durante el ciclo de cultivo de H. erinaceus fue de 382.33
+ 3.48 perteneciente al tratamiento 10 mM, la que le siguio fue de 36.62 = 0.15 y la mas baja
de 273.33 + 0.33 en el tratamiento testigo. El pH fue incrementandose gradualmente en los
tratamientos con AAS.

En cuanto a la biomasa fresca obtenida en promedio en los tres tratamientos se tuvo que por
cada 850 gr de peso seco de substrato se obtuvieron 331 g de hongo fresco, esto es similar a la
biomasa fresca obtenida por Wong et al., (2009) la cual fue de 300 g por cada 800 g de
substrato en peso seco, los resultados en esta investigacion son mayores a los reportados por
Stamets (2000) quien reporta que por cada 2.26 kg de peso seco se obtiene 550 g de hongo
fresco.

Fenoles totales

Respecto al contenido de fenoles totales mediante el ensayo de Folin Ciocalteu se pudo
observar gue la cantidad obtenida de fenoles totales en los tratamientos de H. erinaceus fue
mayor el tratamiento testigo con 2.319 + 0.006 mg EAG/ g hs (hongo seco) siguiendole el
AAS 10 mM con 2.271 + 0.007 mg EAG/ g hs y en menor cantidad el AAS 100 uM con 1.892
+ 0.030, usando como solvente tequila blanco (hidroalcohdlico al ) estos resultados son
similares a los obtenidos por Mau et al.(2002) con 2.37 £ 0.24 mg EAG/ g hs usando como
solvente metanol, mayores a los obtenidos por Fu y Shieh (2002) quienes ontuvieron solo 0.46
+ 0.11 mg EAG/ g usando como solvente al etanol y menores a los fenoles totales reportados
por Wong et al.(2009) quienes obtuvieron a partir del micelio de H. erinaceus 31.20 + 2.66
mg EAG/ g usando metanol como solvente de extraccion.

En la determinacion de las propiedades antibacterianas de los extractos de H. erinaceus, se
desarroll6 un modelo poblacional empleando el programa Excel con macros. Este programa
permitio ajustar eficientemente las diluciones bacterianas a la concentracion de 1 x 108 UFC
mL? (la concentracion puede ser ajustable por el operador) con un +/- 10% de error, en un
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paso directo de dilucién. También incluyo el calculo para una segunda dilucién que al inocular
un volumen especifico en una caja de Petri, crecio un ndmero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) que permitio comprobar la concentracion y viabilidad bacteriana. Esto a su
vez, permitié confirmar la ausencia de contaminacion en la muestra. EI método sefialado en la
presente investigacion para la determinacion de la concentracion de las bacterias, resulto ser
mas eficaz cuantitativamente y en menor tiempo de ajuste de la concentracion de bacterias que
el método tradicionalmente usado para la estimacion bacteriana establecido por MacFarland
en el cual para hacer el ajuste de las bacterias a la concentracion establecida se requerian de
muchos experimentos y lecturas en la densidad Optica de la muestra por ser un método
estimativo y de rebasar la concentracion deseada hay que volver a iniciar el proceso de ajuste
con el uso quiza no previsto de nuevo medio de cultivo (Escudero, 2014). La concentracion
deseada de bacterias se ajusto en un tiempo menor de 5 min, en una Unica dilucion y en forma
directa.

Este recurso genético fungico no presento una actividad bactericida y bacteriostatica alta, sin
embargo se definid la concentracién a la cual el extracto inhibié o no inhibié las bacterias en
estudio. Con los extractos de la cepa CP-663 de Hericium erinaceus se realizaron pruebas de
sensibilidad antibacteriana por medio del método de microdilucién contra nueve bacterias de
interés clinico, cuatro Gram-positivas y cinco Gram-negativas, (Salmonella typhi CPB-1,
Streptococcus agalactiae CPB-4, Pseudomonas aeruginosa CPB-6 y CPB-13,
Stenotrophomona maltophilia CPB-7, Escherichia coli CPB-8, Bacillus subtillis CPB-9,
Staphyllococcus aureus CPB-10 y Listeria monocytogenes CPB-11). Los extractos de los
basidiocarpos cultivados en el testigo y en las dos concentraciones de AAS tuvieron un efecto
bactericida en todas las bacterias, excepto en la CPB-8 de E. coli, la cual creci6 en todos los
tratamientos. Se ha observado que las bacterias Gram-negativas tienen resistencia mas alta
hacia los agentes antimicrobianos. Esto es debido a que poseen una estructura diferente en su
pared celular (Cox y Wright, 2013).
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Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos de H. erinaceus sobre las
bacterias estudiadas

Testigo

Se encontr6 que no hubo ningun efecto en las bacterias: E. coli, y P. aeruginosa (CPB-13), un
efecto débil en S. typhi, S. agalactiae, P. aeruginosa (CPB-6), B. subtillis, L. monocytogenes
con concentraciones minimas de 146 y 73 mg mL™ y un efecto regular en: S. maltophilia y S.
aureus con concentraciones minimas del extracto de 36.5y 18.5 mg mL™.

AAS 100 uM

Se encontrd que no hubo ningun efecto en las bacterias: S. typhi, E. coli, y P. aeruginosa
(CPB-13), un efecto regular en: P. aeruginosa (CPB-6), S. agalactiae, B. subtillis, L.
monocytogenes, S. maltophilia y S. aureus con concentraciones minimas de 32.13 y 16.06 mg
mL™.

AAS 10 mM

Se encontré que no hubo ningun efecto en las bacterias: E. coli y S. typhi, un efecto débil en:
P. aeruginosa (CPB-6), P. aeruginosa (CPB-13), L. monocytogenes y B. subtillis con
concentraciones minimas de 141.5 y 70.75 mg mL™* y un efecto regular en: S. agalactiae, S.

maltophilia y S. aureus con una concentraciones minimas de 35.38 mg mL ™.

Concentracién minima bactericida (CMB) de los extractos de H. erinaceus sobre las
bacterias estudiadas

Testigo

Se encontrdé que no hubo ningin efecto en las bacterias: E. coli, S. agalactiae, S. typhi, L.
monocytogenes y P. aeruginosa (CPB-13), un efecto débil en: P. aeruginosa (CPB-6) y B.
subtillis, con una concentraciones minimas de 146 mg mL? y un efecto regular en: S.
maltophilia y S. aureus con una concentraciones minimas del extracto de 36.5 mg mL™.

AAS 100 uM

Se encontré que no hubo ningun efecto en las bacterias: S. typhi, E. coli, S. agalactiae, S.
aureus y P. aeruginosa (CPB-13), un efecto débil en: L. monocytogenes con una
concentracion de 64.25 mg mL, un efecto regular en: P. aeruginosa (CPB-6), B. subtillis y S.

maltophilia con concentraciones minimas de 32.13 y 16.06 mg mL™.
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AAS 10 mM

Se encontr6 que no hubo ningun efecto en las bacterias: E. coli, S. aureus, S. typhi y P.
aeruginosa (CPB-13), un efecto débil en: P. aeruginosa (CPB-6), S. agalactiae, B. subtillis y
L. monocytogenes y con concentraciones minimas de 141.5 y 70.75 mg mL? y un efecto

regular en: S. maltophilia y con una concentraciones minimas de 35.38 mg mL™.

Este recurso genético fungico no presento una actividad bactericida y bacteriostatica alta, sin
embargo se definid la concentracion a la cual el extracto inhibié o no inhibi6 las bacterias en
estudio. La mejor actividad bactericida y bacteriostatica de los extractos de H. erinaceus se
presentd contra la cepa bacteriana CPB-6 de Pseudomonas aeruginosa con una concentracion
del extracto de16.06 mg mL™,
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XI.
1)

2)

XIl.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

CONTRASTACION DE HIPOTESIS
Se seleccionaron y cultivaron tres especies de recursos genéticos de hongos
comestibles.

Se encontro un efecto diferenciado del &cido acetil salicilico (AAS) sobre la eficiencia
bioldgica y las propiedades funcionales en los extractos hidroalcohdlicos.

CONCLUSIONES
Se seleccionaron y cultivaron los tres hongos comestibles: Fistulina guzmanii,
Volvariella bombycina y Hericium erinaceus.
Se cultivd por primera vez en México el hongo nativo comestible Fistulina guzmanii.
El AAS no incremento la eficiencia biologica de Volvariella bombycina.
En el caso de Hericium erinaceus hubo un efecto significativo del AAS sobre la
eficiencia bioldgica (42.36 %) y la cantidad de proteina (860.49 pug mL™?) en la
concentracion de AAS 10 mM.
La mejor actividad antibacteriana se observé en la dilucion 4 (16.06 mg mL* de
extracto hidroalacohdlico de H. erinaceus) de la microplaca contra la CPB-6
(Pseudomona aeruginosa) en el tratamiento de AAS 100 pM.
La bacteria Escherichia coli (CPB-8) fue la mas resistente a los extractos
hidroalacohoélicos de H. erinaceus, ya que crecid en todas las concentraciones de los

extractos de los tres tratamientos (146, 129.5y 141.5 pg mL™).
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XI11. PERSPECTIVAS

- Recolectar recursos geneticos nativos de Hericium erinaceus, aislarlo, cultivarlo,
caracterizarlo y, hacer los subsecuentes analisis de proteina, antioxidantes y antibacterianos y
compararlos con los resultados obtenidos del presente trabajo, ya que en esta investigacion se

trabaj6 con una cepa comercial de H. erinaceus.

- Buscar sustratos alternativos o formulaciones mediante las cuales se pudiera llevar a cabo un
crecimiento mayor de los basidiocarpos de Fistulina guzmanii, para tener una mejor
caracterizacion del mismo y obtener mayor biomasa deshidratada para analisis antibacterianos,
antioxidantes y de proteina.

- Implementar un paquete tecnoldgico de cultivo de Hericium erinaceus y Volvariella

bombycina a pequefios, medianos y grandes productores de hongos, en zonas rurales y al
publico en general.
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XIV. ESTRATEGIA PROPUESTA PARA EL APROVECHAMIENTO Y CULTIVO
DE LOS RECUROS GENETICOS FUNGICOS, COMESTIBLES, MEDICINALES Y

FUNCIONALES: Volvariella bombycina, Hericium erinaceus y Fistulina guzmanii

En el entendido de que nuestro pais se encuentra en una crisis, opacada por el modelo
neoliberalista en el cual se privilegia la privatizacion y la desregularizacion, se tiene que optar
por estrategias y tecnologias que ayuden y promuevan la autosuficiencia alimentaria y la tan
anhelada seguridad alimentaria. Haciendo énfasis en el concepto de estrategia se puede decir
que una estrategia se refiere una manera de cdmo se resolverian los problemas o se alcanzaria
un objetivo (Mintzberg, 1988). Las estrategias se disefian para el futuro, tienen un profundo
sentido metodologico y aplicado, estan respaldadas por una filosofia y contienen un sentido
politico. En el terreno de las ciencias agricolas, el concepto es utilizado como guia de acciones
y decisiones (Garcia-Herrera et al., 2004): asi mismo el prop6sito de la estrategia es proveer
un mapa de la realidad, lo suficientemente preciso a fin de que quien la instrumente pueda
efectuar cambios en el sistema (Felstehausen, 1992). En base a lo anterior, se propone un
paquete tecnoldgico como estrategia utilizando el recurso genético nativo como materia
primordial, la utilizacién de subproductos agricolas, agroforestales y agroindustriales para
fortalecer el proceso de desarrollo social, politico y econdmico principalmente en el sector
rural. La propuesta de estrategia en este trabajo de investigacion estd representada como un
gran potencial con el cultivo de hongos comestibles funcionales buscando como objetivos
principales: (1) generar incrementos en el aporte econémico para las familias de escasos
recursos, asi como para pequefios y medianos productores agricolas (2) comercio de
productos novedosos con propiedades benéficas para la salud (3) degradacion de los
materiales de origen agroindustrial, agricola y agroforestal por accién de su utilizacion en el
cultivo de hongos funcionales (H. erinaceus, F. guzmanii y V. bombycina), (4) contribuir al
mejoramiento de la produccién para el autoconsumo familiar y comercial a nivel regional de
hongos comestibles funcionales y (5) difusion de una cultura de consumo de hongos

funcionales comestibles, medicinales y funcionales.
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12.1 Actores principales en la propuesta de estrategia

Los principales actores (Figura 98) se citan a continuacion:

- Los productores de Maiz, frutales, amaranto, trigo, nueces, pajas, entre otros, ya que los
subproductos agricolas, agroforestales y agroindustriales se les dara una valor agregado como
substrato para el cultivo de dichos hongos.

- Los recolectores de hongos que usan estos recursos genéticos para autoconsumo y venta de
los mismos en mercados regionales.

- Los productores de hongos y personas interesadas en la explotacion de dichos productos.

- Los técnicos expertos en el manejo de esta tecnologia, ya que tendran oportunidades de
trabajo mediante la contratacion de productores de hongos comestibles para su asesoramiento.
- Las instituciones de investigacion y organizaciones encargadas de proporcionar alternativas
en paquetes tecnologicos viables con vision de mejorar la calidad de vida en el entorno social,
politico, econémico, cultural y ecoldgico. Como es el caso del Colegio de Postgraduados
Campus Puebla con su programa de biotecnologia en hongos comestibles, universidades,
institutos, centros de investigacion y escuelas.

- El sector gubernamental, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), SEDESOL, SDR, entre otras y fundaciones de
otros organismos que estdn en posibilidades de brindar apoyos técnicos, financieros y
administrativos.

- Los consumidores que finalmente son los segundos beneficiados mas importantes del
producto generado a través del paquete tecnolégico.

- Industrias farmacéuticas, procesadoras de alimentos, centros comerciales, centrales de abasto

asi como mercados regionales de diversas regiones del pais.
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Figura 98. Mapa conceptual de la aplicacion del paquete tecnoldgico aunado a la estrategia
propuesta, intervenciones y actores principales
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XV. PAQUETE TECNOLOGICO

El cultivo de los hongos comestibles, funcionales y medicinales representa hoy en dia una
importante actividad que ha dejado no solo beneficios econdmicos, sino también beneficios a
la salud y a la alimentacion de los seres humanos. En nuestro pais se tiene poco conocimiento
respecto al uso y cultivo de estos recursos fungicos y a los beneficios que con ellos conllevan,
mas sin embargo la demanda de estos a nivel mundial y nacional se ha venido incrementando
en la dltima década, representando una alternativa econémica importante e impulsando la
generacion de empleos. En el entendido de que existe la necesidad de crear innovacion en el
sector agricola, el objetivo de la propuesta de este paquete tecnoldgico elaborado en el Colegio
de Postgraduados Campus Puebla tiene como finalidad poder realizar la transferencia
tecnoldgica de la produccién de la especies Hericium erinaceus (CP-663), Volvariella
bombycina (CP-675) y Fistulina guzmanii (CP-378) con fines de explotacion comercial. Cabe
resaltar la importancia de usar formulas o sustratos a base de residuos agricolas, forestales y
agroindustriales ya que el reciclado de estos ayudan a reducir el detrimento del ambiente e
inclusive los sustratos de la post-cosecha pueden ser utilizados como composta en suelos para
cultivos para ayudar a restaurar micro y macro nurrientes que son absorbidos por cosechas
excesivas y/o por problemas de cultivo. Entre otras aportaciones de estos organismos puede
mencionarse la utilizacién de sus enzimas para la biorremediacién de suelos contaminados por
hidrocarburos. Hoy en dia gracias a los conocimientos, experiencias adquiridas y a las
tecnologias generadas respecto a los hongos, se pueden generar estrategias para solucionar
problemas de caracter social, econémico y ecoldgico. Para la realizacion del paquete
tecnoldgico es necesaria la integracion multidisciplinaria de conocimientos, saber las
necesidades de los consumidores, tecnologias de equipo, proceso, operacion y de producto,
universidades, institutos, centros de investigacion y desarrollo, colegios, empresas,
organizaciones financieras e instancias gubernamentales. El centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles (CREGENHC) posee una amplia diversidad de recursos genéticos
fangicos nativos y comerciales recolectadas en distintos lugares y en distintas condiciones
ambientales, asi como otras que fueron donadas y depositadas en este banco genético, lo cual

perfila a muchas de ellas a tener un gran potencial de explotacion.
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La obtencion de semilla para la siembra de las especies propuestas se puede obtener en el
Colegio de Postgraduados Campus Puebla en el laboratorio de hongos comestibles
medicinales y funcionales en presentaciones de 5 kg y 3kg, la sugerencia para el cultivo de
estos hongos puede variar de acuerdo a la especie, sugiriendo la formulacion COLPOS-17
constituida por 6.43 kg de aserrin de encino, 1.23 kg de aserrin de Bursera, 1.28 kg de bagazo
de cafia de azlcar, 2.72 kg de olote de maiz, 2.97 kg de salvado de trigo, 450 g de Cal[Ca
(OH)2] y 1800 g de yeso (CaSOg4) y 26 L de agua con un pH de 6.7 y una humedad de 61.6%.
La recomendaciéon de esta formulacion es debido a que se han obtenido altos rendimientos en

cuanto a los basidiocarpos obtenidos durante el cultivo de diversas cepas.

La infraestructura minima necesaria para el crecimiento de los hongos propuestos se puede
dividir en cinco areas que se citan a continuacion:

Area de almacenamiento de los substratos

Para esta area se recomienda que se tengan unas dimensiones de 3 m de ancho por 3 m de
largo y la altura de 3 m, semi-cerrada y libre de humedades y contaminantes asi como de
roedores.
Material imprescindible:

» Tambos de plastico y/o costales para almacenar los diferentes componentes para

elaborar los substratos.

» Bascula granataria con capacidad minima de 1 g y maxima de 20 kg

» Tinas de plastico con tapa con capacidad de 200 litros

» Pala de metal para mezclar los diversos ingredientes

Area de preparacion del substrato

Las dimensiones pueden ser de 3-4 m de ancho por 4 m de largo con una altura de 3 m, el area
debe ser cerrada y libre de contaminantes como polvo.
Material imprescindible:

» Un extractor de aire colocado en alguna esquina del area en la parte superior.

» Bascula granataraia con capacidad minima de 1 g y maxima de 10 kg.

» Pala de metal para combinar los componenetes.

» Tina de plastico de 500 litros.

» Ollas de presion de 21 litros con manometro (All american).
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Parrilla con quemadores.
Bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp.E.U.A).
Pinzas de presion metalicas.

Vaso graduado de 1 litro.

YV V. V V V

Vasija de pléstico de aproximadamente 5 litros.

Para la elaboracion del substrato (las cantidades que se proporcionan de la formula COLPOS-
17 proporcionan 12 unidades de produccion con 2000 g de substrato): Los componentes son
mezclados primeramente con la pala metdlica dentro de la tina de plastico hasta
homogenizarlos, posterior a esto se pesan individualmente en la vasija 1 kg de sustrato en peso
seco Yy posteriormente se hidrata con 1.3 litros de agua, esto se mezcla hasta homogenizar la
humedad con los componentes de la formulacion, posteriormente el sustrato preparado es
depositado en bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn
Imp.E.U.A) cerrando ligeramente las bolsas con pinzas de presion metélicas, las bolsas con
substratos son esterilizadas mediante ollas de presion por hora y media a 121 °C. Una vez
transcurrido el tiempo las bolsas con substrato estéril son enfriadas a temperatura ambiente
durante 24 horas antes de ser utilizadas. Para el caso del aserrin de encino que fue utilizado en
esta investigacion como substrato de cultivo para Fistulina guzmanii, es el mismo
procedimiento que se describe anteriormente para la formulacion COLPOS-17. En el caso de
Volvariella bombycina fue el mismo procedimiento anterior a diferencia de que la cantidad
pesada de paja molida en la vasija de plastico en substrato seco fue de 1 kg hidratandose con 2
litros de agua, ademas de que las bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro
(Unicorn Imp.E.U.A) fueron llenadas con 750 g de substrato en peso himedo.

Area de inoculacion

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 4 m de largo vy la altura de 3 m, el area debe
ser cerrada y libre de cualquier contaminante, corrientes de aire y transito de personas.
» Termosellador electronico (Impulse sealer UL).
» Campana de flujo laminar con norma 1SO 9002 (filtro tipo HEPA).
» Dosificador de alcohol etilico.
» Papel absorbente (servilletas).
» Semilla de hongo.
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Tijeras.
Plumon.
Libreta para registros.

Masking tape.

YV V. V V V

Béscula granataraia con capacidad minima de 1 g y méxima de 10 kg.

Inoculacién del substrato y formacion de las unidades de produccion: las manos, la parte
superior de la bolsa y las tijeras deben estar desinfectadas con alcohol etilico antes de
cualquier procedimiento. En una campana de flujo laminar las bolsas con substrato se abren
totalmente retirando las pinzas de presién metalicas. Posteriormente, el substrato es inoculado
con aproximadamente 250 gramos de “semilla” de Hericium erinaceus, Volvariella
bombycina o Fistulina guzmanii, dispersando el indculo por todo el substrato, una vez
homogenizadas las bolsas (unidades de produccion) son selladas mediante un termo-selllador
eléctrico y rotuladas con el masking tape. Una vez realizado este paso las bolsas son pesadas y
registradas en una libreta para tener un parametro del peso inicial y final al termino del ciclo
de cultivo.

Area de incubacion

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

» Estantes metalicos o de plastico

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

Las dimensiones pueden ser de 4 m de ancho por 4 m de largo vy la altura de 3 m, el area debe
ser cerrada y contener estructuras de metal o estantes de plastico con diferentes niveles y
soportes para colocar las unidades de produccion. El area de fructificacion debe estar limpia
de lodo o polvo y de unidades de produccion contaminadas, también se debe procurar la
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aireacion continua a través de extractores, ademéas del 50% de iluminacion con una humedad
relativa de entre 75- 90%. La humedad puede conseguirse de manera manual rociando agua
con un recipiente en las paredes del area de fructificacion y/o con una mochila fumigadora o
automatica, mediante un sistema de nebulizacion y riego automatizado, el riego por estos
métodos deben ser los necesarios siempre y cuando se mantenga la humedad. A las unidades
de produccidn se les retirard la parte superior de la bolsa exponiendo un 10% del substrato
(para el caso de Volvariella bombycina) y/o realizandoles pequefios cortes en los costados para
ayudar al crecimiento de los primordios (para el caso de Hericium erinaceus y Fistulina
guzmanii) y colocéandolos sobre los soportes en los diferentes niveles hasta que los cuerpos
fructiferos alcancen el estadio adulto y puedan ser cosechados y procesados. Las
caracteristicas favorables para la produccién de cuerpos fructiferos fueron de una temperatura
minima de 15 y una méaxima de 28 °C y una humedad relativa que fue del 70 al 90 % para las

tres especies analizadas.
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