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CARACTERIZACION Y VIABILIDAD FINANCIERA DE EXTRACTOS
HIDROALCOHOLICOS DE Ganoderma lucidum POR MACERAC;ION, COMO
ESTRATEGIA DE APROVECHAMIENTO DE LOS RECURSOS GENETICOS NATIVOS

Beatriz Inés Petlacalco Sanchez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

Dentro de los recursos genéticos de México, destacan los hongos comestibles y medicinales
por su uso ancestral. Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. es un hongo medicinal que crece
de manera silvestre en diversas regiones del pais. Investigaciones sobre G. lucidum han
demostrado que contiene una gran variedad de compuestos bioactivos con propiedades
funcionales y medicinales. La velocidad y eficiencia de la extraccién de estos compuestos
bioactivos es afectada por factores fisicos, quimicos y biolégicos, los cuales determinan su
viabilidad econémica y financiera. En este trabajo, se estudio el método estandarizado de
maceracion para la extraccion de compuestos bioactivos de G. lucidum a nivel de laboratorio,
analizando variables fisicas (tiempo de maceracion, reposo o agitacién del macerado; tamafio
del poro de filtracion, 20 um o 0.45 pm), variables quimicas (solvente y su volumen), y
variables bioldgicas [cultivo del hongo en aserrin de encino (AE) y AE con &cido
acetilsalicilico (AAS) 10 mM; seccion del basidiocarpo analizado (pileo o estipite)]. Las
muestras se maceraron en obscuridad y a temperatura ambiente, para Su posterior
caracterizacion y evaluacién de las propiedades funcionales. A partir del rendimiento de los
extractos, se realizé un andlisis financiero del extracto a una concentracion de 20 mg/mL y 10
mg/mL, utilizando como indicadores el valor actual neto (VAN), la tasa de interés real (TIR) y
la relacion beneficio costo (B/C). Se incluyeron principalmente costos directos, tales como el
equipo, la materia prima, la mano de obra, la luz y el gas. Se encontré que las condiciones de
maceracion para obtener un extracto hidroalcoholico de G. lucidum, con un rendimiento alto
de propiedades funcionales, son: 10 g de pileo cultivado en AE suplementado con AAS 10
mM + 500 mL de solvente hidroalcohdélico (32% por volumen), macerado por 72 h en reposo
esterilizado y filtrado (0.45 pm). Estas condiciones generaron un rendimiento de 136.76 +
0.80 mg/mL, con un contenido de polifenoles totales de 2,399.81 + 33.91 mg EAG/10 g de
hongo seco y una actividad antioxidante de 84.51 + 0.11%. El extracto estandarizado con el
costo de produccidon mas bajo corresponde al extracto E49 (10 g de pileo cultivado en aserrin
de encino con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48 h de maceracion filtrado (20 pm),
con un costo de MN $4.68 pesos/mL (USD $0.25/mL) y MN $2.40 pesos/mL (USD $0.12
/mL) para las concentraciones de 20 mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente; su valor B/C fue el
mas alto de 1.69 y 3.26. El valor de TIR fue de 202% y 622%, mientras que el VAN de MN
$1, 316,181.41 pesos/mL (USD $70, 384.03) y MN $4, 434,276.17 pesos/mL
(USD$237,127.06). Estos datos indicaron que la produccion de estos extractos estandarizados
de G. lucidum es rentable y que puede desarrollarse una estrategia para su aprovechamiento y
de agregacion de valor por parte de los productores.

Palabras clave: Actividad antioxidante, andlisis financiero, Ganoderma lucidum, maceracion,
México.



CHARACTERIZATION AND FINANCIAL VIABILITY OF MACERATED
HYDROALCOHOLIC EXTRACTS FROM Ganoderma lucidum AS STRATEGY FOR
UTILIZATION OF NATIVE GENETIC RESOURCES

Beatriz Inés Petlacalco Sanchez, Ms.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

Within the genetic resources of Mexico, the edible and medicinal mushrooms highlight for
their ancestral use. Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. is a medicinal mushroom that grows
wild in many parts of the country. Research on G. lucidum has shown that it contains a variety
of bioactive compounds with functional and medicinal properties. The speed and efficiency of
the extraction of these bioactive compounds is affected by physical, chemical and biological
factors, which determine their economic and financial viability. In this research, the
standardized mashing for the extraction of bioactive compounds from G. lucidum at laboratory
level was studied by analysing physical variables (maceration time, stationary or shaking
conditions, filter pore size of 20 or 0.45 pum), chemical variables (solvent and its volume), and
biological variables [mushroom growing on oak sawdust (OS) and OS with acetylsalicylic
acid (ASA) 10 mM; basidiocarp analysed section (pileus or stipe)]. The samples were
macerated in dark and at room temperature for further characterization and evaluation of
functional properties. From the performance of the extracts, a financial analysis of the extract
at a concentration of 20 mg/mL and 10 mg/mL was performed, using as indicators the net
present value (NPV), the real interest rate (IRR) and benefit cost ratio (B/C). Direct costs such
as equipment, raw materials, labour, light and gas were included. It was found that the
conditions of maceration to obtain a hydroalcoholic extract of G. lucidum, with high
performance of functional properties are 10 g of pileus grown in OS supplemented with ASA
10 mM + 500 mL of solvent hydroalcoholic (32% by volume), macerated for 72 h, in
stationary conditions and filtered (0.45 um). These conditions generated a yield of 136.76 +
0.80 mg/mL with a total polyphenol content of 2,399.81 + 33.91 mg EAG/10 g of dried
mushroom and antioxidant activity of 84.51 + 0.11%. The standardized extract with the lower
production costs corresponded to extract E49 (10 g of pileus grown on sawdust oak with ASA
10 mM + 150 mL of solvent) with 48 h of maceration filtered (20 pum) at a cost of MN $ 4.68
per mL (USD$ 0.25/mL) and MN $ 2.40 per mL (USD$ 0.12/mL) for concentrations of 20
mg/mL and 10 mg/mL, respectively; its the highest value B/C of 1.69 and 3.26. The IRR value
was 202% and 622%, while the NPV of MN $1,316,181.41 per mL (USD$70,384.03) and MN
$4,434,276.17. per mL (USD$237,127.06). These data indicated that the production of these
standardized extracts of G. lucidum is profitable and that a strategy can be developed for their
use and value added by the producers.

Key words: Antioxidant activity, financial analysis, Ganoderma lucidum, maceration, Mexico.
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I. INTRODUCCION

El presente trabajo tuvo por objetivo analizar el efecto de los principales factores fisicos,
quimicos, y bioldgicos sobre la extraccion hidroalcoholica estandarizada de compuestos
bioactivos de Ganoderma lucidum.

Los compuestos bioactivos asociados directamente a las propiedades funcionales y
medicinales de los hongos comestibles cultivados son Unicos y bastante complejos, por lo
que solo ha sido posible extraerlos, purificarlos y caracterizarlos basicamente durante las
ultimas dos décadas empleando diversos protocolos y técnicas de Gltima generacion (Zhang
et al., 2007).

Este trabajo comienza con una revision bibliografica acerca de la Biotecnologia en
México de los hongos comestibles y funcionales. Las propiedades medicinales y funcionales
de Ganoderma lucidum. Los métodos de obtencion de compuestos bioactivos, y que factores
afectan este proceso. Se hace énfasis en la regulacion en el mercado de alimentos
funcionales actualmente. Y se mencionan los principales indicadores de un anélisis
financiero para conocer la viabilidad de proyectos.

En el marco de referencia se hace una revision bibliografica acerca de proyectos
productivos y obtencion de compuestos bioactivos de otros hongos comestibles en México
comparandolos con G. lucidum del cual solo hay informacién de estudios en el extranjero.
Se menciona el cultivo en sustratos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) usado
actualmente para el cultivo G. lucidum, para obtener un mayor rendimiento. Se citan
estudios actuales acerca de las propiedades de G. lucidum in vivo. Asi como las
presentaciones comerciales de productos a base de extractos de G. lucidum que se
comercializan en México, y los principales productores. Se hace referencia al control de
calidad y sanidad que deben cumplir los productos funcionales en México ante la
COFEPRIS para su venta.

Martinez-Carrera et al. (2014), patentaron un método estandarizado de extraccion de
compuestos bioactivos utilizando extractos hidroalcohdlicos (32% por volumen). Sin
embargo, no se han realizado investigaciones sobre el efecto del método de cultivo, tipo de
basidiocarpo, volumen del solvente, tiempo de maceracion, la agitacion y tipo de filtracion

del macerado sobre las propiedades funcionales de los extractos de G. lucidum.



La maceracion es uno de los métodos de obtencion de compuestos bioactivos en el que la
velocidad y eficiencia de la obtencion es afectada por diversos factores, principalmente por
aquellos que tienen relacién directa con la solubilidad de los componentes que se desean
extraer, ya que estos permiten la obtencidon de compuestos bioactivos del interior de la célula
al exterior, hasta que se produce un equilibrio de concentraciones y se agota el disolvente
utilizado. A partir del problema de investigacion se establecen los objetivos que nos
permitieron la contrastacion de la hipotesis planteada en este trabajo. El estudio del efecto de
los principales factores fisicos, quimicos y biologicos que intervienen en el método
estandarizado de extraccion hidroalcohdlica de compuestos bioactivos de Ganoderma
lucidum, permitirA obtener mayores propiedades funcionales (antioxidantes,
antimicrobianas) al menor costo de produccion. Esta hipotesis se relaciona con la teoria de la
difusion que establece que la velocidad de la difusién depende de factores, como el
movimiento de las particulas y el tiempo de contacto del soluto y el solvente (Aljanti et al.,
2009).

Se establecio una metodologia que consto de dos etapas para evaluar las variables
fisicas (tiempo de maceracion, reposo o agitacién del macerado; tamafio del poro de
filtracién, 20 um o 0.45 um, volumen de solvente), variables quimicas (tipo de solvente), y
variables bioldgicas [cultivo del hongo en aserrin de encino (AE) y AE suplementado con
acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM]. Se caracterizaron los macerados, extractos y
soluciones exploratorias obtenidas a partir del rendimiento de cada extracto con una
concentracion de 20 y 10 mg/mL.

Lo que permitié tener una proyeccion financiera acerca de la viabilidad del proyecto
de inversién, y tomar en cuenta que el mercado de medicinas alternativas y medicamentos
naturales esta tomando cada vez mas fuerza.

Los resultados mostraron que las mejores condiciones para la obtencion de
compuestos bioactivos de G. lucidum al menor costo y con propiedades funcionales es 10 g
de pileo cultivado en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente con 48 h de maceracion filtrado con filtro de poro de 20 um. El cual tiene un costo
de M.N. $4.68 pesos/mL ($0.25 USD/mL) y M.N. $2.40 pesos/mL ($0.12 USD/mL) para las
concentraciones de 20 mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente; como valor de la relacion
beneficio costo (B/C) fue de 1.69 y 3.26. La tasa interna de retorno (TIR) fue de 202% y



622%, mientras que el valor actual neto (VAN) es de 1, 316,181.41 y 4, 434,276.17. Estos
datos indican que la produccion de estos extractos estandarizados de G. lucidum es rentable
y que puede desarrollarse una estrategia para su aprovechamiento y agregacion de valor por
parte de los productores.

Debido al interés por conservar la salud a traves de consumo de alimentos
funcionales o de “nutricéuticos” se ha creado un sector demandante de productos
alimenticios de origen natural, en el cual el productor de hongos comestibles a través de la
capacitacion y transferencia de conocimientos generados por instituciones gubernamentales,
le permite establecerse como proveedor de un nuevo mercado al cual puede accesar y situar
su producto obteniendo un incremento en sus ingresos mejorando no solo su calidad de vida
sino también la de sus comunidades, impulsando el desarrollo regional. Por ello se requiere
generar informacion acerca de cuales son las mejores condiciones de obtencién de
compuestos bioactivos por el método de maceracion, sin la pérdida de las propiedades
funcionales, con un buen rendimiento y una elevada pureza, que permita ofrecer un producto
que cumpla con las normas de sanidad, que sea inocuo para el consumidor y que aporte

evidencia cientifica de sus propiedades y beneficios a la salud.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Biotecnologia y desarrollo en México

La biotecnologia en Meéxico en relacion a la investigacion, el desarrollo y la
comercializacion se encuentra en fase de expansion y diversificacion de especies y
ecosistemas debido a su privilegiada posicion geogréafica, a su variedad de climas y a su
compleja topografia. Al albergar a cerca del 10% de la biodiversidad global de especies. La
gran cantidad de recursos biologicos y genéticos que posee Meéxico representa un importante
activo no solamente para el desarrollo y el bienestar del pais, sino también para encontrar
soluciones innovadoras a los grandes retos a los que se enfrenta la humanidad. Por esa
razén, el desarrollo de la industria de la biotecnologia en México, y el uso sostenible con
fines comerciales de la biodiversidad, constituyen un area de oportunidad significativa para
organizaciones tanto nacionales como internacionales (Valdés y Quezada, 2013; Izquierdo y
Pérez, 2014).

Sin embargo el cambio climético, el impacto humano negativo sobre los habitats
naturales, la creciente produccion comercial de hongos, la pérdida del conocimiento
tradicional, la biopirateria, y la escasa capacidad de conservacion in situ e in vitro
(infraestructura, recursos humanos especializados, validacion de técnicas de
criopreservacion, atencidn a zonas estratégicas) representa serias amenaza en el corto plazo
para los recursos genéticos de hongos comestibles y medicinales en México. Por lo que es
importante fortalecer la investigacion cientifica basica y aplicada para resolver problemas de
caracter cognoscitivo y de interés social. Es posible desarrollar estrategias integrales para los
recursos genéticos nativos de hongos comestibles y medicinales involucrando su
recoleccion, conservacion, identificacion, caracterizacion, y aplicaciones biotecnolégicas
(Morales et al., 2010)

2.2 Los hongos comestibles funcionales y medicinales en México

México alberga una gran diversidad bioldgica y cultural, la cual se ve reflejada en el extenso
conocimiento que poseen los diversos grupos étnicos sobre la biota. En particula, es de los
paises mas ricos en tradicion sobre los hongos y existe un arraigado conocimiento
micoldgico desde la época prehispanica, el cual se ha manifestado en una tradicion que

algunos pueblos antiguos y actuales tienen de comer hongos, utilizarlos como medicina, en



festividades, en ceremonias magico-religiosa y en general en su cultura (Ruan-Soto et al.,
2006).

Se han realizado diversos analisis para poder tener una aproximacion acerca del
conocimiento y la cantidad de especies de hongos registrados en el pais. Se estima que se
conocen 4 500 especies de macrohongos y 2 000 de microhongos, esto basado en revisiones
bibliogréficas y especimenes de colecciones. Sin embargo, considerando las propuestas de
estimacion de Hawksworth, se calcula que en México habra mas de 20 000 especies de
hongos por lo que solo se conoce el 3.2% de las que crecen en el pais (Aguirre-Acosta et al.,
2014). En México, el aprovechamiento y cultivo de hongos comestibles se ha desarrollado
por méas de 70 afios, desde 1933, en pequefia escala (rural) y gran escala. Actualmente, la
produccién 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 econdémico supera los 200 millones de dolares anuales,
generando alrededor de 25,000 empleos directos e indirectos (Mayett y Martinez-Carrera.,
2010). Sin embargo, a pesar de la relevancia social, econémica y ecoldgica que tienen los
hongos comestibles en México se tiene poco conocimiento acerca de sus propiedades
medicinales y funcionales.

Los hongos comestibles estan considerados como genuinos nutracéuticos o alimentos
funcionales (alimentos que ademas de su contenido nutrimental, mejoran la salud y reducen
el riesgo de contraer enfermedades) (Pisqueras, 2004; Reyes-Garcia et al., 2009). Los
alimentos funcionales estdn desempefiando un papel cada vez méas importante en los
esfuerzos nacionales de los paises occidentales para reducir los gastos médicos y también
para mejorar los habitos alimenticios de su poblacion (Smith y Sullivan 2004). Sin embargo,
los pobladores de México no aprovechan en su totalidad las especies susceptibles de ser
consumida por falta de tradicion o por temor a sufrir intoxicaciones (Moreno-Fuentes et al.,
1994). A pesar de que en México el consumo de hongos forma parte del acervo cultural de la
poblacion rural con arraigo indigena, esta costumbre de comer hongos se mantiene vigente
gracias a las tradiciones que pasan de generacién en generacién; en contraste con el
conocimiento de la poblacion urbana para quienes la mayoria de los hongos son venenosos y
generalmente conocen solo los hongos cultivados (Reyes-Garcia et al., 2009). En el pais se
han encontrado reportes de comestibilidad para 349 especies de hongos silvestres de los



cuales muchos son medicinales (Garibay-Orijel y Ruan-Soto, 2014). La confirmacion
cientifica de propiedades funcionales en un gran nimero de hongos comestibles y
medicinales, tanto en la fase vegetativa (micelio) como reproductora (cuerpo fructifero), asi
como el descubrimiento de sus mecanismos bioldgicos de accién en el organismo humano,
estan promoviendo un gran impulso al desarrollo de esta industria (Martinez-Carrera et al.,
2010).

Los efectos atribuidos a los hongos medicinales han sido principalmente;
antimicrobianos, antifangicos, antivirales, antiinflamatorios, antioxidantes,
antihipertensivos, antitumorales, citostaticos, cardiotonicos, reductores de los niveles de
colesterol y estimulantes del sistema inmunitario (Brizuela et al., 1998; Pérez-Moreno et al.,
2010). Entre sus diversas propiedades medicinales, su actividad antitumoral ha sido la mas
investigada, esta actividad se debe a la presencia de polisacaridos, glicoproteinas y acidos
nucleicos (Brizuela et al., 1998). Aunque recientemente diversas lecitinas y terpenoides
estan siendo investigados como prometedores de agentes antitumorales (Pisqueras, 2004).
Hasta el 2002 se tenia el registro de alrededor 650 especies de basidiomicetos con actividad
antitumoral, ocasionada principalmente por la activacién de la respuesta inmune del
organismo huésped, a esto se le conoce como inmunomodulacion (Wasser, 2002). Sus
efectos antibidticos estan relacionados con la presencia de compuestos fenodlicos, acidos
fenilglicoxidicos sustituidos, purinas, quinonas y derivados terpénicos (Brizuela et al.,
1998).

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

quimicamente para mejorarlas (Martinez-Carrera et al., 2010).

2.3 Generalidades de Ganoderma lucidum
G. lucidum es un Basidiomycete de la familia Ganodermateaceae (Cuadro 1), reconocido por
sus multiples propiedades beneficiosas para la salud por muchos siglos en China, Japén y



Corea. Ganoderma lucidum recibe diferentes nombres segun el pais, por ejemplo, en Japdn
es conocido como “Reishi”, en China como “Lingzhi” y en Corea como “Youngzhi”. G.
lucidum pertenece a la familia de hongos que naturalmente crecen en arboles caidos y en
troncos de otros arboles de hojas amplias (Shao et al., 2004; Bidegain et al., 2014). G.
lucidum es de gran tamafio satinado al exterior y con textura leflosa. La estructura
microscopica de su micelio se caracteriza por ser trimitica (Shi et al., 2010).

Cuadro 1. Taxonomia de Ganoderma lucidum.

Reino: Fungi Familia: Ganodermataceae
Filo: Basidiomycota Género: Ganoderma
Clase: Basidiomycetes Especie: Ganoderma lucidum

Orden: Polyporales

El ciclo de vida de G. lucidum (Fig. 1) inicia cuando una basiodiospora germina para
formar una colonia de ramificacion de hifas filamentosas. Este micelio joven estd compuesto
de mdltiples compartimientos, separados por tabiques con doliporo y nucleo haploide. Estos
ndcleos se forman por mitosis, empezando por la primera division del unico ndcleo de la
espora de origen. El micelio resultante se denomina homocarién debido a que todos sus
nacleos son clones genéticamente idénticos. EI micelio homocarion se expande a través del
suelo y la madera, u otros materiales alimenticios. Cuando un par de homocariones
sexualmente compatibles se combinan producen micelio heterocariético en el que cada
compartimiento hifal contiene un par de nulcleos, derivado de cada homocarién. Los
términos dicarion y micelio dicariético también se usan para describir estas colonias. La
aparicion de un hongo a partir de la colonia comienza con el desarrollo de un nudo de hifas.
Este agregado es del tamafio de la punta de un alfiler, donde las células esperan las
condiciones ambientales propicias para una rapida expansion del cuerpo fructifero. Los
basidios se forman en los extremos de las hifas cuyas puntas dejar de crecer en la superficie
de las laminillas del cuerpo fructifero, éstos tejidos del cuerpo fructifero se conoce como
himenio. Como los miles de millones de otros compartimentos de células dentro del tejido
del hongo, los jovenes basidios son heterocarioticos. Se fusionan y luego se someten a la
meiosis para producir cuatro nucleos haploides, cada uno de los cuales se desplazan a una de

las cuatro basidiosporas formadas a partir del basidio. Las esporas se caen desde la



superficie de las laminillas por mecanismos diferentes. Ganoderma puede arrojar 30 mil
millones de esporas por dia, unos méas de 5 billones en los 6 meses que el soporte perineal

esta activo cada afio (Money, 2015) en Castillo (2016).

L Micelio dicariético
Micelios
haploides (n)

Basidiocarpo
(dicarion)

Germinacion
/ Basidios

Basidiosporas (n) (dicaricticos) “*;

. Basidio con cuatro
apéndices

Basidio con cuatro nG
haploides

MEIOSIS

Figura 1. Ciclo de vida de Ganoderma lucidum (Modificado de Mukhin y Votintseva, 2002;
Campbell y Reece, 2007).

El cuerpo fructifero conocido como basidioma en los basidiomicetos, puede estar
integrado por un sombrero o pileo que en su parte inferior presenta laminas o himenio, pie o
estipite, anillo y un saco o volva. En el himenio se desarrollan las esporas y de acuerdo a la
especie ademas de laminas, también se pueden observar en forma de venas, poros, dientes o

aparente liso (Tello, 2010).



2.4 Propiedades medicinales y funcionales de G. lucidum

G. lucidum es y ha sido ampliamente utilizado por el hombre para mejorar su salud,
aumentar su longevidad y para combatir diversas enfermedades, por lo que fue reconocido
en la Shen Nong Ben Cao Jing (Materia Medica de Shen Nong) publicada en 206 a.C. como
“promotor de longevidad y tonico de clase superior”. Su empleo proviene de 2000 afios a.C.
(Zhanga et al., 2016). La medicina tradicional china moderna presenta tres caracteristicas
para la prevencion y tratamiento de enfermedades con G. lucidum. En primer lugar, el uso de
G. lucidum sin toxicidad y la ausencia de efectos secundarios; en segundo lugar, no tiene
ninguna permanencia en un organo especial; y el ultimo es su efecto de mejora sobre la
normalizacion de la funcién del érgano. Con el desarrollo de la biotecnologia, muchos
investigadores han estudiado intensamente los componentes bioactivos de G. lucidum. La
farmacol6gica moderna y los ensayos clinicos han demostrado que G. lucidum mostrd un
efecto significativo en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (Zhou et al.,
2012). Las aplicaciones especificas y beneficios para la salud atribuidos a G. lucidum
incluyen el control de los niveles de glucosa en la sangre, la modulacion del sistema inmune,
hepatoproteccidon, efecto bacteriostatico, anti-hipertension, anti-oxidacion, hiper-
colesterolemia y enfermedades inmunolégicas. Asi como el uso de G. lucidum en la
prevencion y tratamiento de diversas enfermedades como la hepatitis, la bronquitis cronica,

gastritis, crecimiento de tumores y trastornos inmunoldgicos (Zhanga et al., 2016).

2.5 Métodos de obtencidn de compuestos bioactivos
Un componente bioactivo en el campo de la alimentacién y especificamente, en alimentos
funcionales, se define como aquellos compuestos quimicos que ejercen un efecto benéfico
para alguna funcion corporal del individuo, produciendo una mejora en su salud y bienestar
0 reduciendo un riesgo o enfermedad (Barragan-Valbuena, 2011). La extraccién de
compuestos bioactivos de hongos comestibles y medicinales significa la necesidad de un
método adecuado para obtener la mayor cantidad posible de estos componentes activos,
dentro de los métodos de extraccion los mas importantes son:

Maceracion: El proceso de maceracion consiste en remojar el material a extraer,
debidamente fragmentado, con un disolvente apropiado, hasta que este penetre en los tejidos

ablandando y disolviendo las porciones solubles. En un recipiente que no reaccione con el



disolvente (preferentemente de vidrio), se coloca el material a extraer y se cubre con el
disolvente elegido. Se tapa y se deja en reposo, con agitacion esporédica. Posteriormente se
filtra el liquido y si el material contuviera las sustancias de interés, se repite el proceso con
disolvente fresco (puro) tantas veces como sea necesario.

Reflujo: En este proceso, el material fragmentado disuelto en un disolvente se somete
a ebullicion. La temperatura elevada del disolvente permite una mejor extraccioén de los
componentes deseados ya que la solubilidad de la mayoria de las sustancias aumenta con la
temperatura. Este método presenta el inconveniente de que muchos compuestos termolabiles
se alteran o descomponen. Es un proceso ampliamente difundido que consiste en colocar el
material fragmentado en un recipiente cdnico o cilindrico, hasta pasar un disolvente
apropiado a través del mismo. Sin embargo, el material debe estar debidamente compactado
de modo que el disolvente eluya con cierta lentitud dando tiempo al mismo a tomar contacto
con los tejidos y extraer los componentes deseados

Extraccion por arrastre con vapor de agua: EI mas antiguo y sencillo método para
obtener aceites, a partir del material vegetal, lo més fresco posible. Si un liquido organico es
insoluble en agua y tiene una presion de vapor apreciable a la temperatura de ebullicién de
aquella, puede destilarse arrastrandolo con vapor de agua.

Extraccion continua: Para efectuar una extraccion eficiente y “agotar” el material que
se esta extrayendo, muchas veces se requieren volimenes muy grandes del disolvente de
extraccion. Existen tres disefios basicos de aparatos para realizar una extraccion continua
(Lamarque et al., 2008).

1. Aparato de Soxhlet para extraccion solido-liquido.

2. Aparato para extraccion liquido-liquido con un disolvente menos denso que la solucién
gue contiene la sustancia a extraer.

3. Aparato para extraccién liquido-liquido con un disolvente mas denso.

Extraccion asistida por microondas: Las microondas mejoran el rendimiento de
extraccion al aplicar un tratamiento térmico, que utiliza radiaciones electromagnéticas que se
encuentran en el rango de 0.3 a 300 GHz (A = lhasta 0.001 m) para generar calor dentro del
material y que éste se caliente en periodos de tiempo mas cortos. Con todo ello se evita una

posible degradacion de los compuestos de interés al aplicar tratamientos de larga duracion.
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Extraccion asistida por ultrasonidos: Los ultrasonidos son vibraciones mecéanicas en
un solido, un liquido o un gas con una frecuencia superior a la audible por los humanos.
Estas ondas mecéanicas sélo se transmiten a través de la materia, ya que implica ciclos de
expansion y compresion.

Extraccion mediante tratamiento enzimético: Las enzimas actian como catalizadores
de la reaccién, acelerando el proceso. Con las enzimas apropiadas se consigue romper la
estructura de las membranas celulares para provocar la liberacion del compuesto de interés.
Extraccion con disolventes acelerada: En este caso el proceso se lleva a cabo a presiones
elevadas para trabajar con disolventes en fase liquida a temperatura por encima de su punto
de ebullicion.

Extraccion con fluidos supercriticos: Un fluido supercritico posee propiedades de
disolvente que se parecen a las de un liquido, pero también exhibe propiedades de transporte
parecidas a las de un gas. De esta manera, un fluido supercritico no solo puede disolver
solutos sino que también es miscible con los gases ordinarios y puede penetrar en los poros

de los sélidos facilitando la extraccion.

2.6 Factores que intervienen en el proceso de obtencion de compuestos bioactivos

La velocidad y eficiencia de la extraccion es afectada por diversos factores, principalmente
por aquellos que tienen relacién directa con la solubilidad de los componentes que se desean
extraer entre los que se menciona:

Tamafo de particula: La eficiencia del proceso extractivo sera mayor cuanto menor
sea el tamafio de las particulas, ya que al reducir el tamafio del sélido al cual se le quiere
extraer alguna fraccién, se logra una mayor area de contacto solido liquido, acelerando e
incrementando la extracciéon. La extraccion termina cuando se produce un equilibrio de
concentraciones y se agota el disolvente utilizado (Burriel et al., 2008).

Agitacion: La eficiencia del proceso extractivo, es funcion del equilibrio de
saturacion del disolvente. La agitacion continua tiende a romper, no solo la fase a dispersar
sino también el medio de dispersion.

Temperatura: Contribuye al desplazamiento de la constante de equilibrio de
saturacion y aumenta la eficiencia del proceso. Sin embargo, muchos principios activos son

termolabiles y pueden ser destruidos, total o parcialmente a temperaturas elevadas (Riafio,
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2007). Se ha observado que la extraccion a temperaturas elevadas afectan la estabilidad de
los compuestos fendlicos, debido a la degradacion enziméatica y quimica y a las pérdidas
causadas por la volatizacion y descomposicion térmica (Gonzalez-Montelongo et al., 2010).
pH: Influye en la solubilidad de diversos compuestos, ya que permite la posibilidad
de formacion de sales. El pH debera ser diferente para cada especie de hongo utilizada.
Naturaleza del disolvente: Dependiendo de la finalidad deseada, el disolvente
utilizado extrae selectivamente o no, cierta clase de compuestos. La eleccion del disolvente
de extraccion depende de la solubilidad del compuesto a extraer, de la volatilidad,
inflamabilidad y toxicidad de los posibles disolventes a emplear. El alcohol etilico y sus
mezclas con agua, es el disolvente por excelencia para la obtencidn de extractos y tinturas
vegetales. Se aplica la regla que dice “lo semejante disuelve a lo semejante” es decir cuanto
mayor sea la afinidad de la muestra organica por el disolvente de extraccion elegido, mas
facilmente se extraera en la cuadro 2 se muestran ejemplos de disolventes del menos polar al

mas polar (La Fuente y Santiago, 1997).

Cuadro 2. Disolventes mas usados para extraer compuestos bioactivos en orden de polaridad.
n- Hexano Menos polar

Ciclohexano
Tolueno
Cloroformo
Eter etilico
Acetato de etilo
Acetona

Etanol

Metanol

Agua v
Acido acético Mas polar

Escoger el solvente adecuado es uno de los factores mas importantes en la obtencion
de extractos con alto contenido de compuestos bioactivos. En general las formas aglicinas
altamente hidroxiladas de los compuestos fendlicos son solubles en solventes tales como
etanol, metanol y agua. Los solventes como el acetato de etilo, acetona y cloroformo se
utilizan para las menos polares y altamente metoxiladas (Paulino et al., 2013).
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Cantidad de disolvente: EI volumen del disolvente en una extraccion de compuestos
bioactivos dependera de la naturaleza y cantidad de sustancia a separar (Lamarque, 2008).
Comunmente se utiliza 1:1 y 1:10, sin embargo mayores relaciones como 1:20 a 1:100 han
dado mejores resultados (Dorta et al., 2013). Cuanto mayor sea la cantidad, mas elevado
serd el agotamiento de los principios activos.

Tiempo de extraccion: Otro factor importante en la obtencién de compuestos
bioactivos es el tiempo de maceracion en el solvente, este debe ser suficiente para permitir la
separacion de los compuestos de interés, dependiendo de las caracteristicas de la materia
prima (dureza, grado de division) y de la naturaleza de los principios activos (volatiles,
hidrolizables, oxidables, entre otros).

2.7 Compuestos bioactivos de G. lucidum

Durante las Gltimas dos décadas, las investigaciones modernas han revelado que Ganoderma
contiene una gran variedad de compuestos quimicos, que incluyen,
triterpenes/triterpenoides, polisacaridos, nucleosidos, esteroles, acidos grasos, alcaloides,
proteinas, péptidos, aminoacidos y otros elementos inorganicos. Entre estos compuestos, los
triterpenes y los polisacaridos han adquirido gran atencidn, ya que se ha probado que poseen
propiedades farmacoldgicas diversas y posiblemente significativas. Los triterpenes/
triterpenoides son los componentes amargos de Ganoderma que han recibido gran atencion
debido a sus tan conocidas propiedades farmacolédgicas (Huie y Di, 2004). Cuanto mas
amargo es, mayor serd el nivel de triterpenoides. Los triterpenoides son hidrocarburos
hidrofébicos ciclicos (Lin et al., 2003). Se ha encontrado que los triterpenoides poseen
propiedades bioactivas importantes, tales como anti-oxidacién, hepatoproteccion, anti-
alergia, antihipertension, disminucion de colesterol, asi como también la inhibicion de la
agregacion plaquetaria, debido a la inhibicion de ciertas enzimas (tales como B-
galactosidasa, enzima convertidora de angiotensina, colesterol sintasa). Los componentes
principales de la fraccion triterpénica son los acidos ganodéricos A, B, C y D, el acido
lucidénico B y ganodermanontriol (Lin et al., 2003). En el presente, mas de 200
polisacaridos han sido aislados de los cuerpos fructiferos, esporas, micelio y caldo de cultivo
de G. lucidum (Huie y Di, 2004). Los polisacaridos de Ganoderma son las principales

fuentes de su actividad bioldgica y usos terapeuticos. Los polisacaridos presentes en
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Ganoderma poseen propiedades inmunomoduladoras, que incluyen el aumento de la
proliferacion de linfocitos y la produccion de anticuerpos (Liu et al., 2002). Los esteroides
de G. lucidum también poseen propiedades relevantes. El peroxido de ergosterol mejora el
efecto inhibitorio del acido linoleico sobre la ADN polimerasa de mamiferos, y la fraccion
esterolitica total disminuye el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria en cultivos
neuronales corticales de rata expuesta a hipoxia y reoxigencion.

La oxidacion es esencial para muchos organismos vivos para la produccion de
energia para alimentar los procesos bioldgicos. Sin embargo, los radicales libres de oxigeno
y otras especies reactivas de oxigeno, que se producen continuamente, dan como resultado la
muerte celular y el dafio tisular. El dafio oxidativo causado por los radicales libres puede
estar relacionado con el envejecimiento y enfermedades, tales como la aterosclerosis, la
diabetes, el cancer y la cirrosis (Halliwell y Gutteridge, 1984). La actividad antitumoral de
G. lucidum esté relacionada con sus propiedades antioxidantes, ya que los polisacaridos
solubles en agua de G. lucidum mostraron ser eficaces en la prevencion de roturas de la
cadena de ADN (Paterson, 2006). Una fraccion aminopolisacarida de G. lucidum (G009) se
encontrd que tenia la capacidad de proteger contra especies reactivas de oxigeno (ERO), que
estan implicadas en la fisiopatologia de cancer (Pincemail, 1995). G009 inhibe la
peroxidacién lipidica inducida por hierro e inactiva radicales y aniones superoxido y
radicales hidroxilo. Ademés, G009 también redujo el dafio oxidativo en el ADN, lo que
sugiere que la fraccién aminopolisacarido de G. lucidum posee potencial quimiopreventivo
(Lee et al., 2001). En el cuadro 3 se describen las principales propiedades de los compuestos

bioactivos de G. lucidum en los Gltimos afios.
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Cuadro 3. Compuestos bioactivos de Ganoderma lucidum y efectos reportados a la fecha (Basado

en Paterson, 2006).

Compuestos Efecto Referencia
bioactivos
Adenosina Antiagregante plaquetario  Kawagishi et al. (1993)
Lecitinas Mitogénesis Ngai y Ng. (2004)
Antifibrotico Park et al. (1997)

Polisacaridos

Proteina (“LZ-8”)

Terpenoides

Antihipertensivo
Antinflamatorio
Hepatoprotector
Hipoglucemiante

Inmunomodulador
anti-tumoral

Inmunomodulador
Inmunosupresor
Antimicrobiano

Anti-inflamatorio

Antioxidante

Antiagregante plaguetario
Antiviral
Citotoxico

Hepatoprotector
Hipolipemiante

Hipotensivo

Kim et al. (2000), Oh et al. (2000)

Ukai et al. (1983)

Zhang et al. (2002)

Bastami et al., 2007; Zhang y Lin, 2004; Zhang
etal., 2003

Zhang y Lin (2004); Gao et al. (2000 a, b); Li et
al., (2000); Li y Zhang (2000); Ooi et al.,
(2002) ; Li et al., (2007); Paterson, (2006);
Yuen y Gohel, (2008); Zhang et al., (2007);
Shao et al. (2004)

Van der Hem et al. (1995)

Van der Hem et al. (1995)

Smania et al. (1999), Gao et al. (2003).

Min et al. (2001)

Zhu et al. (1999), Xiao-Ping et al. (2009), Jia et
al. (2009); Xu et al. (2009)

Shiao (1992)

Mothana et al. (2003)

Gao et al. (2002), Gonzalez et al. (2002),
Kimura et al. (2002), Su et al. (2000), Wu et al.
(2001)

Cheny Yu, (1999)

Shiao (1992), Hajjaj et al. (2005); Gao et al.
(2004); Meneses et al. (2016)

Morigiwa et al. (1986)

2.8 Regulacién en el mercado para el uso de compuestos bioactivos

Como respuesta al creciente interés sobre alimentos funcionales, han aparecido nuevos
productos y ahora el interés se centra en la necesidad de establecer normas y directrices que
regulen el desarrollo y la publicidad de dichos alimentos. A nivel internacional Japén es el
pais con el mercado mas desarrollado para alimentos funcionales, se caracteriza por contar
con un sistema de reglamentacion (FOSFU) “Alimentos para uso especificado de la Salud”,

a partir del cual se aprueban las declaraciones hechas en las etiquetas de los alimentos sobre
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los efectos de estos en el cuerpo. De esta manera los productos alimenticios para su
aprobacion por la aplicacion de FOSHU son cientificamente evaluados en términos de su
eficacia y seguridad por el Consejo de Asuntos Farmaceéuticos e Higiene de los Alimentos en
el marco del MHLW (Ministerio Japonés de Salud, Trabajo y Bienestar).

La Comision Europea y los Estados miembros, basados en la evaluacion cientifica,
para lo cual en una accion concertada la Comision Europea, crea un nuevo programa
denominado Proceso para la Valoracion de Soporte Cientifico de las Alegaciones con
respecto a los Alimentos (Process for the Assessment of Scientific Support for Claims on
Foods. “PASSCLAIM”), que tiene como objetivo resolver los temas relativos a la validacion
y verificacion cientifica de la alegaciones en los alimentos y la informacién al consumidor.
En los Estados Unidos tres agencias muy importantes intervienen en el campo de alimentos
funcionales estas son: la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), la
Asociacion Americana del Corazén AHA) y el Instituto de Medicina (IOM), todas ellas
trabajan en el control y estudio cientifico de estos alimentos. Ademéas cuentan con el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USA), quien ha prestado gran interés
en los alimentos funcionales especificamente en los compuestos antioxidantes (Barragan-

Valbuena, 2011; http://www.eufic.org/article/es/expid/basics-alimentos-funcionales/).

2.9 Analisis de la viabilidad financiera de proyectos de inversion

Los proyectos de inversion surgen como respuesta a determinadas necesidades humanas y su
éxito depende de la importancia de la necesidad a satisfacer, en funcion del numero de
personas y del valor que éstas le asignan. Desde el punto de vista empresarial, lo que
interesa es la posibilidad de que dicho valor corresponda a una determinada capacidad y
disposicion a pagar existiendo la generacién de beneficios para financiar al menos los costos
econdmicos. De manera que la evaluacion financiera de proyectos de inversion se entiende
como el analisis que permite anticipar el futuro al identificar, medir y valorar la cantidad de
inversion, ingresos, gastos, utilidad de la operacion del proyecto de inversion, nivel de
inventarios requeridos, capital de trabajo, depreciaciones, amortizaciones, sueldos, etc., a fin
de identificar con precision la rentabilidad y tomar la decision final de invertir o no. En el
estudio financiero de un proyecto de inversion se encuentra presente el riesgo y la

incertidumbre, el cual representa la probabilidad de cambio en las variables
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macroeconomicas y operacionales, por lo que puede ocasionar la reduccion y/o eliminacion
de la rentabilidad de la inversion (Pérez et al., 2011). Los indicadores para la evaluacién
econdémica de proyectos son conceptos valorizados que expresan el rendimiento econémico
de la inversion en una empresa que permite obtener informacion para tomar las mejores
decisiones de inversion (Ramirez, 2000). Los indicadores més utilizados para determinar la
rentabilidad de una organizacion o empresa son: la Relacion Benéfico Costo, el Valor Actual
Neto (VAN) y la Tasa Interna de Retorno (TIR) (Garcia, 2008).

2.9.1 Valor actual neto (VAN)
El VAN de un proyecto de inversion es la ganancia o pérdida en términos del valor del
dinero en el momento cero después de haber recuperado la inversion inicial a una tasa de
interés de oportunidad. La tasa de interés de oportunidad, es la tasa de interés de referencia,
sobre la cual todo inversionista se basa para hacer sus inversiones. La expresion matematica
para obtener este indicador es la siguiente:

VPN = ¥ FCY (1+1)

Donde:

t = tiempo

n = afos de vida til del negocio

FCt = Flujo de caja neto en el periodo indicado
r = tasa de descuento

El criterio de aceptacién para el VAN, es que este valor sea > 0 (mayor que cero), como
consecuencia, se obtienen beneficios adicionales. Lo anterior implica que el proyecto de
inversion genera una tasa de interés mayor que la tasa de oportunidad con la cual se

descontaron los flujos.

2.9.2 Tasa interna de retorno (TIR)
Es la tasa de interés real maxima que podria pagar un proyecto por los recursos monetarios
utilizados sin perder dinero. La TIR representa la rentabilidad promedio generada por el

proyecto durante su vida Util, es decir la retribucion al capital invertido (Anzil, 2005). Su

TIR=Y ECt/ (1+i)5‘ lo=0

férmula matematica es:
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Donde:

lo = inversion inicial

FC = flujo de caja del proyecto (ingresos menos egresos)

I = tasa de descuento o costo de oportunidad del capital

t = tiempo

n = vida util del proyecto.

El criterio de aceptacion para este indicador, es que el resultado obtenido sea > i (tasa de

descuento), es decir, TIR > i (Alvarez, 2001).

2.9.3 Relacion beneficio costo (B/C)
Esta razon indica el retorno en dinero obtenido por cada unidad monetaria invertida durante
la vida util del proyecto. Se basa en el "valor presente” y consiste en dividir el valor presente

de los ingresos entre el valor presente de los egresos.

B/C=VPi/VPe

Donde:
VPi= Valor Presente de los ingresos
VPe= Valor Presente de los egresos

El criterio formal de seleccion para medir la relacion beneficio-costo, es que el resultado sea
>1; este analisis por si solo no debe ser usado para determinar la viabilidad o no de un

proyecto (Alvarez, 2001).
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I1l. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Proyectos productivos de cultivo y obtencién de extractos de G. lucidum en México
En México, el cultivo de hongos comestibles se inicié desde mediados de la década de los
307s, sin embargo, la actual industria en el pais data de apenas 40 afios, cultivando solamente
el champifion, con técnicas y cepas extranjeras y a partir de 1974 empezd con las setas
blancas (P. ostreatus) (Martinez-Carrera et al., 1991). México es un pais esencialmente
agricola, produce millones de toneladas anuales de esquilmos y residuos agricola-
industriales, por lo que se incrementa el potencial para cultivar los hongos en tales desechos,
como lo demostraron Mata y Martinez-Carrera (1998).

El mercado mundial de los hongos medicinales se ha estimado en 3.9 billones de
dblares Americanos solo para 1995, representando el mercado de tonicos y medicinas
(Quiriz, 2012). Durante la década pasada, su crecimiento ha sobrepasado en forma consisten
el desarrollo rapido de hongos comestibles. Sin embargo la demanda de hongos medicinales
esta concentrada en Asia, su atractivo esta aumentado en Europa y en Norte América. El
valor por comparacion de los tonicos y nutracéuticos de Ganoderma en los Estados Unidos
de América es solo de 10 millones de ddlares (Tello, 2010). EI mercado de G. lucidum va en
aumento sin embargo en México no hay estudios financieros acerca de si el cultivo de G.
lucidum es una buena inversidon que sea viable para cualquier persona o sociedad, pues la
mayoria de estudios se basan en otros tipos de hongos comestibles como las setas.

Aguilar (1993), realizd un analisis econémico y financiero en una planta de hongos
comestibles en Cuetzalan, tras el andlisis de las inversiones realizadas en 1988 la planta
result6 ser rentable por el periodo de vida util calculado en 20 afios, desde el punto de vista
financiero como econdmico, la cual tuvo una relacion B/C de 2.24 y 3.33, respectivamente;
el VAN de 903.262 y 1, 468.062 una tasa superior al 50% en ambos casos. Herrera y
Ancona (2006), realizaron el estudio de un proyecto de inversién de una unidad productora
de setas en el municipio de Las Vigas, Veracruz" donde el estudio economico y la
evaluacion financiera, arrojaron resultados positivos, factibles y muy favorables
econdémicamente hablando. Asi mismo los rendimientos que arroja la tasa interna de retorno
(TIR) son mucho mayores a la tasa minima de rendimiento, el valor actual neto (VAN) de
produccion arrojo resultados positivos, asi que por estos parametros se concluye que el

proyecto es viable y factible.
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Existen estudios financieros de G. lucidum en el extranjero como el realizado por
Martinez et al. (2012), sobre un proyecto de produccién y comercializacion de dicho hongo,
el cual se encuentra basado en un plazo de 5 afios, que genera utilidades importantes para los
inversionistas debido a que el margen de Ebitda a partir del segundo afio es en promedio del

54%, y genera unos flujos de caja libre operacional de 203 millones de pesos en promedio.

3.2. Cultivo de G. lucidum en sustratos sélidos suplementados

En los Gltimos afios se ha centrado el interés mundial en la busqueda de alternativas para la
gestion y la utilizacion de la elevada cantidad de residuos lignocelulésicos derivados de las
actividades agroforestales. Las alternativas de aprovechamiento implementadas hasta el
momento se han enfocado fundamentalmente hacia su recuperacion energética (Cerda,
1998). Sin embargo, considerando su alto contenido en fuentes de carbono lignocelulésicos
(Bonatti et al., 2004), resulta interesante explorar las posibilidades de estos residuos como
sustrato para el cultivo y produccién de setas nutracéuticas (comestibles y medicinales). La
crisis energética, el deterioro del medio ambiente y el crecimiento demografico ponen de
manifiesto la importancia de producir alimentos proteicos de calidad, de manera sustentable
y en equilibrio con la conservacion de la naturaleza. Los hongos comestibles constituyen una
importante fuente de alimento, y algunos paises en vias de desarrollo los consideran una
alternativa novedosa para la obtencion de alimentos de bajo costo (Wang y Hall 2004).

La fermentacion sélida en medio natural, brinda la posibilidad de mejorar los
rendimientos de la produccién de setas con adecuada composicién nutricional, a la vez que
se ahorran recursos al emplearse estos sustratos que son subproductos disponibles y faciles
de manipular (Garcia-Oduardo et al., 2011). Las técnicas de cultivo de hongos comestibles
mas conocidas son las empleadas en la produccion de Agaricus bisporus (J.E. Lange)
Imbach (champifiones), Lentinula edodes (Berk.) Pegler (shiitake) y Pleurotus spp. (setas)
que alcanzan 38, 20 y 16%, respectivamente, de la produccion mundial segun Chang (2006).
Las setas comestibles convierten los desechos agricolas en alimentos, por lo que son
considerados como una fuente barata de proteina. La mayoria pueden ser producidos en un
corto periodo de tiempo a bajo costo y en areas reducidas. Ademas, el desarrollo del cultivo
de setas a pequefia escala en paises en desarrollo necesita una tecnologia sencilla, de

condiciones poco sofisticadas. La pulpa de café, la viruta de madera, las cascaras de cacao y
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coco son empleados como sustratos naturales en la fermentacion en estado solido (FES) para
la produccion de setas comestibles. G. lucidum puede ser cultivado en sustratos solidos
sintéticos formulados a base de diferentes residuos agroindustriales. Usualmente, su cultivo
produce rendimientos menores comparado con otros hongos comestibles cultivables. Los
altos costos asociados a su produccion y su alto valor en el mercado hacen que cualquier
mejora en los rendimientos redunde en un beneficio econémico. Por lo que la seleccion del
sustrato, de los aditivos y el manejo de las condiciones de cultivo, resultaron estrategias
eficientes para aumentar los rendimientos de la produccion. Bidegain et al. (2013),
desarrollaron una tecnologia de bajo costo de produccion de G. lucidum utilizando como
sustrato base céscara de girasol, un residuo abundante de la industria aceitera, logrando
incrementar los rendimientos en un 43% vy acortar significativamente el tiempo de
produccién.

La especie de G. lucidum (cepa CP-145) conocida por las comunidades indigenas y
campesinas en México se ha cultivado axénicamente en medios y sustratos convencionales,
asi como modificados a través de la adicion de acido acetilsalicilico (AAS). EI AAS tiene un
efecto importante sobre el rendimiento, la composicion, asi como las propiedades
funcionales y medicinales de los extractos hidroalcohdlicos estandarizados obtenidos a partir
de los basidiocarpos cosechados en ambas condiciones de estudio (control versus
tratamiento con AAS). En comparacién con los extractos naturales obtenidos a partir de
basidiocarpos de G. lucidum cultivados sobre aserrin de encino, se obtiene un mayor
rendimiento (8.7%) en los extractos modificados obtenidos a partir de basidiocarpos
cultivados sobre aserrin de encino con AAS (Martinez- Carrera et al., 2016).

3.3 Recursos genéticos nativos de G. lucidum en México

Los recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura son la materia prima de la que el
mundo depende para mejorar la productividad y calidad de los cultivos, la ganaderia, la
silvicultura y la pesca asi como para mantener poblaciones saludables de especies silvestres.
Por tanto, la conservacion y uso sostenible de los recursos genéticos para la alimentacion y
la agricultura es un aspecto central de la seguridad alimentaria y la nutricién. Conservar y
utilizar un amplio abanico de diversidad- tanto entre especies como dentro de las especies-

significa garantizar opciones para responder a los retos del futuro (http://www.fao.org/genetic-
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resources/es/). México es un centro importante de domesticacion y de diversidad de
numerosos cultivos, algunos de gran importancia global (Bellon, 2009).

Los hongos comestibles silvestres son un recurso de gran importancia en México. Se
reconocen aproximadamente 275 especies utilizadas como alimento o de uso medicinal. En
arios recientes, se ha intensificado el aprovechamiento intensivo de poblaciones silvestres de
algunos hongos comestibles con fines de exportacion por algunas compafiias extranjeras.
(Garibay-Orijel et al., 2010).

Por la notable biodiversidad que caracteriza al pais, existen especies novedosas de
hongos comestibles que son consumidas o utilizadas tradicionalmente por las comunidades
rurales de diversas regiones del pais. Este es el caso, por ejemplo, de los “Hongos del
Maguey” (Pleurotus sp.), el “Hongo de Encino” [Lentinula boryana (Berk. y Mont.) Pegler],
y las “Repisas” (Ganoderma spp.), cuyo cultivo intensivo ha sido desarrollado sobre
sustratos estériles suplementados. Estos recursos genéticos nativos tienen gran potencial
para incorporarse en el corto plazo a la produccion comercial de los hongos comestibles,
funcionales y medicinales en México (Martinez-Carrera et al., 2010). Sin embargo, los
recursos humanos, econdémicos y de infraestructura que actualmente se dedican a la
preservacion de los recursos genéticos de hongos comestibles y medicinales son minimos
(Morales et al., 2010). Por ello es relevante el desarrollo del Centro de Recursos Genéticos
de Hongos Comestibles (CREGENHC), en el Colegio de Postgraduados, Campus Puebla
(Sobal et al., 2007).

3.4 Estado del arte de las propiedades de G. lucidum en México

Meneses et al. (2014; 2015a-b), realizaron el primer estudio en nutrigénomica sobre el
efecto de los extractos estandarizados de G. lucidum sobre el metabolismo de lipidos en
modelo animal (in vivo), determinando su impacto potencial en la obesidad, el sindrome
metabolico y las enfermedades cardiovasculares. Meneses et al. (2016), analizaron extractos
estandarizados de G. lucidum (GI) de origen mexicano cultivados en sustrato adicionado con
acido acetilsalicilico (10 mM) en ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en
colesterol y comparandolo con el medicamento simvastatina. Donde se evaluaron los efectos
de los extractos sobre los parametros bioquimicos séricos, el contenido de lipidos del

higado, el metabolismo del colesterol, y la composicién de la microbiota intestinal. En
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comparacion con el grupo de dieta alta en colesterol, el consumo de los extractos de G.
lucidum GI-1 control y GI-2 cultivo adicionado con acido acetilsalicilico (10 mM) reducen
significativamente el colesterol total en suero (por 19,2% a 27,1%), LDL-C (por 4,5% a
35,1%), la concentracién de triglicéridos (por 16,3% a 46,6%), colesterol hepatico (por
28,7% a 52%) v los triglicéridos hepéticos (por 43,8% a 56,6%). En varios casos, Gl-1 o Gl-
2 mostraron mejores efectos sobre el metabolismo lipidico que la simvastatina. Mientras que
los efectos prebidticos de los extractos GlI-1 y GI-2 modulan la composicién de la microbiota
intestinal y produjeron un aumento en el nivel de género Lactobacillus en comparacion con
el grupo control.

Asimismo, se llevaron a cabo las primearas investigaciones gendémicas sobre las
propiedades anticancerigenas de los hongos comestibles, funcionales y medicinales (Pefia-
Luna et al., 2016, 2015 a-b). Con estos estudios se aporta evidencia cientifica de alta
resolucion sobre el efecto de los extractos estandarizados de los hongos comestibles
funcionales y medicinales en la salud, partiendo del andlisis integral del genoma y el
transcriptima en lineas celulares y modelos animales. Proporcionando las bases para pruebas
clinicas que garanticen la inocuidad y uso de los productos de hongos comestibles,
funcionales y medicinales con fines terapéuticos (Martinez- Carrera et al., 2016).

Un extracto de G. lucidum usando como solvente metanol demostr6 actividad
inhibidora de la 5a-reductasa fuerte entre 19 hongos comestibles y medicinales (Noguchi et
al., 2005). Los triterpenos de G. lucidum reprimieron el crecimiento de células cancerosas,
mientras que los polisacéridos estimularon el sistema inmune en un estudio (Silva, 2006).
Los extractos de G. lucidum inhibieron marcadamente la sefializacion intracelular y el
comportamiento invasivo de las células cancerosas (Aydemir, 2002). Stanley et al. (2005),
demostraron que G. lucidum induce la apoptosis, inhibe la proliferacién celular, y suprime la
migracion celular de las células de cancer de préstata humano. Sin embargo, el mecanismo
molecular no ha sido totalmente dilucidado. G. lucidum puede tener un efecto inmuno-
modulacion en pacientes con cancer colorectal avanzado (Chen et al., 2006). Se necesitan
mas estudios para explorar los beneficios y la seguridad de los pacientes de cancer. Ademas,
existe mas evidencia de que G. lucidum inhibe la proliferacion de células de cancer de
prostata (Johnston, 2005). Miller et al. (2006), usaron un extracto de G. lucidum para la

actividad anti-proliferativa usando una linea celular de cancer humano. Los resultados
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indicaron que G. lucidum tenia una actividad profunda contra la leucemia, linfoma y células
de mieloma mdltiple por que representa una terapia adyuvante para el tratamiento
hematoldgico y tumores malignos. Estos estudios aportan evidencia cientifica de alta

resolucion sobre el efecto de los extractos de G. lucidum en la salud.

3.5 Presentaciones comerciales de productos a base de extractos de G. lucidum en
Meéxico

A partir del 2005, se ha registrado una creciente oferta y demanda de productos con las
propiedades funcionales y medicinales de los hongos comestibles, tanto procesados
(capsulas, en polvo), como bebidas (jabones, cremas). Su comercializacion se lleva a cabo
por comercio electronico, venta directa o tiendas especializadas (Martinez-Carrera et al.,
2016).

Actualmente, son varias las compafiias que ofrecen productos de extractos de
Ganoderma lucidum en mezclas de bebidas como café, té, chocolate, o bien en capsulas y
extractos liquidos Se sabe que alrededor del afio 1972 se comenz6 a cultivar G. lucidum de
una forma exitosa en paises de Centroamérica; en México, Octavio Pérez Ortiz, productor de
los hongos comestibles medicinales Senguihongo, refiri6 en una entrevista que en el
Municipio de Senguio, Michoacéan se encontr6 a G. lucidum de manera natural en himedos
bosques de la region y al ser un hongo degradador de la madera, permitié su domesticacion,
a base de la espora que se capta en el monte, la cual se ingresé a laboratorio para su cultivo y
produccion. Senguio, Michoacan-Productores de Sengui promueven el consumo de hongo
Reishi o Ling zhi (G. lucidum). En los ultimos quince afios, Senguio se ha convertido en
uno de los mayores productores a nivel estatal, dentro de sus limites territoriales de G.
lucidum. Otra empresa en México se encuentra en el estado de Oaxaca Hongomex la cual

ofrece capsulas con extracto de G. lucidum en polvo.

3.6 Control de calidad y sanidad de productos funcionales en México

La Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), es la
autoridad en México encargada del control sanitario de productos, servicios y de su
importacion y exportacion y de los establecimientos dedicados al proceso de los productos.

En materia de alimentos, suplementos alimenticios y sus materias primas, productos
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cosméticos y aditivos, la COFEPRIS emite los siguientes documentos: certificado de
exportacion de libre venta, certificado de analisis de producto, certificado de buenas
practicas y certificado de s6lo exportacion.

Suplementos alimenticios: Son productos a base de hierbas, extractos vegetales,
alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de frutas, adicionados o no, de
vitaminas o minerales que se puedan presentar en forma farmacéutica y cuya finalidad de
uso es incrementar la ingesta dietética total, complementarla o suplir algiin componente, de
acuerdo al articulo 215, fraccion V, de la ley General de Salud.

Los suplementos alimenticios no requieren contar con registros sanitarios es decir, no
pasan pruebas exhaustivas para demostrar su eficacia, calidad y seguridad antes de ser
comercializados. Su vigilancia se realiza cuando ya estan en el mercado, por lo que es muy
importante que los productores actien con responsabilidad y cumplan con los requisitos de
ingredientes y etiquetado. Los productores de suplementos alimenticos presentan un tramite
llamado “aviso de funcionamiento”, por el cual declaran que indican operaciones de un
cierto establecimiento donde se produciran determinados producto.
(http://www.cofepris.gob.mx/).

El marco regulatorio de los suplementos alimenticios se basa en:
1. Ley general de salud

Articulo 200
Articulo 201
Articulo 202
Articulo 212
Articulo 215
Articulo 216
2. Reglamento de control sanitario de productos y servicios

Articulo 168
Articulo 170
Articulo 171
Articulo 172
Aurticulo 173
Articulo 174
3. Reglamento de la ley general de salud en materia de publicidad

Articulo 21
Articulo 22
Articulo 27
Articulo 79
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4. Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, Practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios.

5. Anexo 1: Del acuerdo por el que se dan a conocer los tramites y servicios, asi como los
formatos que aplica la secretaria de salud, a través de la comisién federal para la proteccion
contra riesgos sanitarios, inscritos en el registro federal de trdmites y servicios de la
comisidn federal de mejora regulatoria (D.O.F. 19 de junio de 2009).

6. Acuerdo por el que se determina los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y
suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias (16/07/2010).

7. Acuerdo por el que ese determinan las plantas o prohibidas o permitidas para tés,
infusiones y aceites vegetales comestibles (15/12/1999).

8. Farmacopea herbolaria. Los establecimientos relacionados con la fabricacion,

preparacion, almacenamiento y venta de productos.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Las actuales tendencias de la alimentacion humana estan dando un giro definitivo hacia el
consumo de productos organicos naturales y con altos beneficios para la salud (Martinez-
Carrera et al., 2012). En México, segun las estadisticas del INEGI en mayo 2016, reporto
que las tres principales causas de mortalidad son enfermedades al corazon, diabetes y cancer
(www.inegi.org.mx). Con los efectos cancerigenos de muchos quimicos y pesticidas
empleados en la produccién moderna de alimentos, asi como el ritmo de vida de la
poblacién actual, ha ocasionado efectos negativos en la salud. Como respuesta a ello, existe
una tendencia hacia el uso de las propiedades medicinales de algunos remedios
tradicionales. En México, se tiene el registro del uso de hongos en la medicina tradicional
desde tiempos prehispanicos; sin embargo, el estudio histérico y actual sobre este tema ha
sido poco abordado. La mayoria de las investigaciones sobre los hongos comestibles con
atributos medicinales son producidas en paises asiaticos y europeos. Diversos estudios de G.
lucidum han demostrado que posee compuestos con propiedades para prevenir y tratar
enfermedades. Asimismo, su potencial de comercializacion en el campo de los alimentos
funcionales puede representar una alternativa de agregacion de valor (Pérez-Armendariz et
al., 2010). Por ello, la importancia de realizar investigaciones con los recursos genéticos
nativos de México que contribuyan al desarrollo de la produccién del hongo medicinal de G.
lucidum. Martinez-Carrera et al. (2014) patentaron un método estandarizado de extraccion
de compuestos bioactivos utilizando extractos hidroalcohdlicos (32% por volumen), el cual
ha sido la base de diversas investigaciones sobre las propiedades funcionales y medicinales
de diversas especies de hongos, asi como pruebas clinicas exploratorias (Pérez-Armendariz
et al., 2010; Martinez-Carrera et al., 2016; Meneses et al., 2016; Pefia-Luna et al., 2016).
Sin embargo, no se han realizado investigaciones sobre el efecto del método de cultivo, tipo
de basidiocarpo, volumen del solvente, tiempo de maceracion, la agitacion y tipo de
filtracion del macerado sobre las propiedades funcionales de los extractos de G. lucidum. En
la presente investigacion se estudiaron estos factores para optimizar el método estandarizado
de extraccion de compuestos bioactivos de hongos comestibles utilizando extractos
hidroalcohdlicos, determinando la viabilidad financiera y rentabilidad del proceso

biotecnoldgico en su conjunto.
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V. HIPOTESIS

El estudio del efecto de los principales factores fisicos, quimicos y bioldgicos que
intervienen en el método estandarizado de extraccion hidroalcohdlica de compuestos
bioactivos de Ganoderma lucidum, permitird obtener mayores propiedades funcionales

(antioxidantes, antimicrobianas) al menor costo de produccion.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar el efecto de los principales factores fisicos (tiempo de maceracion, agitacion,
filtracién), quimicos (volumen del solvente), y biologicos (método de cultivo, parte del
basidiocarpo) sobre la extraccion hidroalcohdlica estandarizada de compuestos bioactivos de
Ganoderma lucidum, para obtener mayores propiedades funcionales (antioxidantes,

antimicrobianas) al menor costo de produccion.

6.2 Objetivos especificos

1. Comparar las propiedades del pileo y de los estipites provenientes de los
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino y aserrin de encino adicionado con
acido acetilsalicilico (AAS).

2. Evaluar las propiedades funcionales (antioxidantes, antimicrobianas) de los extractos
obtenidos en diferentes condiciones experimentales, analizando el efecto de los
principales factores fisicos (tiempo de maceracion, agitacion, filtracién), quimicos
(volumen del solvente), y bioldgicos (método de cultivo, parte del basidiocarpo).

3. Desarrollar una estrategia para producir extractos estandarizados de alto valor
agregado, rentable, a partir de los recursos genéticos nativos de hongos comestibles,

funcionales y medicinales en México.
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VII. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles,
Funcionales y Medicinales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. Consistio en dos
etapas. En la primera etapa se definié el tipo de muestra, el volumen de solvente, y la forma
de maceracion (Fia. 2).

Cultivo de CP-145
|
Aserrin de encino + AAS
|
I |
Basidiocarpo con pileo (P) Basidiocarpo sin pileo (SP)

Macerado (10 g muestra)

Control 1 | | Control 2
24 horas reposo 150 mL [ 150 mL. 500 mL. 1L 24 horas reposo 150 mL

|

Cinética de maceracion (24, 48y 72 h.)

|
[ |

Agitacion parrilla eléctrica 140 rpm Estatico

Toma de muestra
|
Decantacion
I
Filtracion

Esterilizacion

|
Aforoa 10 mL

I
Caracterizacion de los extractos

Resultados

Figura 2. Diagrama de flujo para la extraccion de compuestos bioactivos de CP-145
Ganoderma lucidum (primera etapa).
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En la segunda etapa (Fig. 3) se seleccionaron muestras de G. lucidum cultivados sobre
aserrin de encino (testigo) y aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM (tratamiento).
Se usaron tres tiempos de extraccion y dos tipos de filtracion. En ambas etapas se
consideraron muestras control basadas en los resultados de Escudero (2015), empleando al

hongo Lentinula edodes.

Cultivo CP-145
|

[— Basidiocarpo con pileo |

Aserrin de encino + AAS 10 mM Aserrin de encino

Macerado (10g muestra)

Il
Control 3 (150 mL de ' . Control 4 (150 mL de Control 5 (500 mL
solvente macerado por 24 h 150 mL | 500 mL | solvente macerado por de solvente
Filtrado con poro de 20 pm). | | 24h). macerado por 24 h).
Estatico
I
| 24,48y 72 horas

Filtro con poro de 0.45 pm Filtro con poro de 20 um

Alicuotado (3)
Concentracion en rotavapor Concentracion en rotavapor
I [

Aforoa 10 mL Aforo a 30 mL

|
Esterilizacion

Caracterizacion

Figura 3. Diagrama de flujo para la extraccion de compuestos bioactivos de CP-145 G. lucidum
(segunda etapa).

7.1 Condiciones de obtencion de los compuestos bioactivos

7.1.1 Cultivo de la CP-145 de G. lucidum en sustratos solidos suplementados

La cepa CP-145 de G. lucidum se cultivd sobre aserrin de encino (testigo) y aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM (tratamiento). Los basidiocarpos se separan en dos

muestras determinadas por su pileo (P) y sin pileo o estipite (SP).
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7.1.2 Preparacion de las muestras de basidiocarpos deshidratados

Una vez seleccionadas las muestras se procedié al molido. Se colocaron 10 g en un vaso de
licuadora (marca Osterizer) con 2 pulsos de 10 s cada uno para evitar el calentamiento de la
muestra y obtener un tamafio de particula lo mas fina posible. Una vez molido, se coloco la
muestra molida (10 g) en sobres de papel filtro de poro medio de 6.5 cm x 9.0 cm los cuales

fueron cosidos con hilo blanco (marca Seralén) como se muestra en la figura 4.

d R (5 B2 p iy B

Figura 4. Proceso de molido de Ganoderma lucidum (CP-145).

7.1.3 Condiciones experimentales para la obtencién de compuestos bioactivos por
maceracion
Volumen de solvente: Para obtener los extractos por maceracion se usaron frascos de vidrio

con boca ancha y tapon de rosca de tres tamarios diferentes. Se usé un solvente
hidroalcoholico al 32% v/v. Se usaron tres volimenes de solvente 150 mL, 500 mL y 1000
mL (Fig. 5).

Figura 5. Macerados en frascos con diferente volumen de solvente + sobre de papel filtro con 10
g de Ganoderma lucidum. A) Frascos con 150 mL, B) Frasco con 500 mL, C) Frasco con 1L de
solvente hidroalcohdlico al 32%.
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Temperatura: Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y en obscuridad.
Agitacion y reposo: La maceracion se llevé acabo en dos condiciones para cada muestra.
1) En agitacion utilizando una parrilla eléctrica (Cimarec, Thermo Fisher Scientific U.S.A) a
140 rpm para mantener el macerado en movimiento.
2) Enestado estatico o reposo, las cuales se agitaron cada 24 horas.
Tiempos: Los macerados se obtuvieron después de 24, 48 y 72 horas.
Toma de muestras de la cineética:
a) Macerados se tomaron 3 mL de cada macerado a las 24, 48 y 72 horas y se
colocaron en tubos estériles Falcdn y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.
En la segunda etapa el tiempo de maceracion fue de 24, 48 y 72 horas a partir de las cuales
se llevo acabo la extraccion, tomando 3 mL de cada macerado antes de concentrar en el
rotavapor para su caracterizacion.
a) Extractos se tomaron 3 mL de cada extracto y se colocaron en tubos estériles Falcon
y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.
Decantacion: Al término del tiempo de maceracion se vertié la fase liquida en un vaso de

precipitado, la muestra se presiondé manualmente y después con una prensa hidraulica a 2.6

toneladas de presion (nanémetro 300 Kg/cm?) como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Proceso de prensado de la muestra de Ganoderma lucidum (CP-145) en el sobre de papel
filtro.

Filtracion de los macerados: En la primera etapa se llevé acabo la filtracion del macerado
antes de concentrar en el rotavapor con papel filtro de poro de 20 um (poro convencional)
mientras que en la segunda etapa se filtro en 2 condiciones por papel filtro de poro de 20 um
y en condiciones de esterilidad por sistema Sterilfil (Merck Millipore) con membrana de

filtracion de 0.45 pm como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Métodos para la filtracion del macerado de Ganoderma lucidum (CP-145). A) Filtrado
por papel filtro poro de 20 um. B) Filtrado por papel filtro poro de 0.45 pum.

7.1.4 Concentracion de los macerados (obtencion del extracto)

Concentracion de los macerados: Los macerado se concentraron en un rotavapor (Hahn Shin
Scientific) a 38 °C y 90 rpm (Fig.8) hasta obtener un volumen final de 7 mL del
concentrado, para ambas etapas de extraccion de compuestos bioactivos. Posteriormente se
recupero el extracto con una pipeta Pasteur utilizando el mismo solvente hidroalcohdlico al

32% para lavar el matraz en el cual se concentr6 el macerado.

Figura 8. Concentracion del macerado de Ganoderma lucidum (CP-145) en rotavapor.

Esterilizacion del extracto: En la primera etapa el concentrado obtenido de 7 mL se esteriliz6
por sistema Sterilfil (Merck-Millipore) con membrana de filtro de 0.45 pum y posteriormente
se aforo a 10 mL con el mismo solvente hidroalchoélico al (32% por volumen) en un matraz
aforado, mientras que en la segunda etapa se llevé acabo primero la aforacion del
concentrado a 10 mL con el mismo solvente hidroalcohélico al (32% por volumen), para
después esterilizar por sistema Sterifil en la figura 9 se muestra el matraz de aforacion y la
esterilizacion del extracto. Una vez esterilizado cada extracto se guardaron en tubos Falcon
estériles de 15 mL y se conservaron refrigeracion a 4 °C para su posterior caracterizacion.
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Figura 9. A) Extracto de Ganoderma lucidum (CP-145) aforado a 10 mL con solvente
hidroalcohodlico al 32% B) Esterilizacién del extracto de Ganoderma lucidum (CP-145) por el
sistema Sterifil.

A cada muestra de macerado y extracto se le asigndé una clave (Cuadro 4) para su
identificacion considerando todas las variables: variables bioldgicas [cultivo del hongo en
aserrin de encino (AE) y AE suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM; seccién
del basidiocarpo analizado (pileo o estipite)], variables quimicas (volumen de solvente), y
las variables fisicas (tiempo de maceracion, reposo 0 agitacion del macerado; tamafio del
poro de filtracion, 20 um o 0.45 pum). A los macerados obtenidos en la primera etapa a las
24 h y 48 h, no se obtuvo un extracto, por lo que solo se analiz6 el macerado. Estos

macerados se denominaron sin extracto (SE), tal como puede verse en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Relacion de los macerados y extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) analizados
considerando los factores biol6gicos, quimicos y fisicos con sus respectivas claves.

Bioldgicos Quimicos y fisicos
Maceracion e Clave C?e, Clave (_j,e
Cultivo Muestra | solvente ... | Tiempo | poro del maceracion | extraccion
(mL) Condicion (horas) | papel filtro
(um)
Pileo 150 Agitacion 24 20 M1 SE
Estipite 150 Agitacion 24 20 M2 SE
Pileo 500 Agitacion 24 20 M3 SE
Estipite 500 Agitacion 24 20 M4 SE
Pileo 1000 | Agitacién 24 20 M5 SE
AE + AAS 10 | Estipite 1000 | Agitacion 24 20 M6 SE
mM Pileo 150 | Reposo 24 20 M7 SE
Estipite 150 Reposo 24 20 M8 SE
Pileo 500 Reposo 24 20 M9 SE
Estipite 500 Reposo 24 20 M10 SE
Pileo 1000 | Reposo 24 20 M11 SE
Estipite 1000 Reposo 24 20 M12 SE
Pileo 150 Agitacion 48 20 M13 SE
Estipite 150 Agitacion 48 20 M14 SE
Pileo 500 Agitacion 48 20 M15 SE
Estipite 500 Agitacion 48 20 M16 SE
Pileo 1000 | Agitacién 48 20 M17 SE
AE + AAS 10 | Estipite 1000 | Agitacion 48 20 M18 SE
mM Pileo 150 | Reposo 48 20 M19 SE
Estipite 150 Reposo 48 20 M20 SE
Pileo 500 Reposo 48 20 M21 SE
Estipite 500 Reposo 48 20 M22 SE
Pileo 1000 | Reposo 48 20 M23 SE
Estipite 1000 Reposo 48 20 M24 SE
Pileo 150 Agitacion 72 20 M25 E25
Estipite 150 Agitacion 72 20 M26 E26
AE + AAS 10 Pileo 500 Agitacion 72 20 M27 E27
mM Estipite 500 Agitacion 72 20 M28 E28
Pileo 1000 Agitacion 72 20 M29 E29
Estipite 1000 | Agitacion 72 20 M30 E30
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Pileo 150 Reposo 72 20 M31 E31

Estipite 150 | Reposo 72 20 M32 E32

Pileo 500 Reposo 72 20 M33 E33

AE + AAS

10 mM Estipite 500 Reposo 72 20 M34 E34

Pileo 1000 Reposo 72 20 M35 E35

Estipite 1000 | Reposo 72 20 M36 E36

AE + AAS 10 il 500 Reposo 24 20 M37 E37
ileo

mM 500 Reposo 24 0.45 M38 E38

500 Reposo 24 20 M39 E39
AE Pileo

500 Reposo 24 0.45 M40 E40

AE + AAS 10 - 150 Reposo 24 20 M41 E41
fleo

mM 150 Reposo 24 0.45 M42 E42

150 Reposo 24 20 M43 E43
AE Pileo

150 Reposo 24 0.45 M44 E44

AE + AAS 10 il 500 Reposo 48 20 M45 E45
fleo

mM 500 | Reposo 48 0.45 M46 E46

500 Reposo 48 20 M47 E47
AE Pileo

500 Reposo 48 0.45 M48 E48

AE + AAS 10 il 150 Reposo 48 20 M49 E49
fleo

mM 150 | Reposo 48 0.45 M50 E50

150 Reposo 48 20 M51 E51
AE Pileo

150 Reposo 48 0.45 M52 E52

AE + AAS 10 - 500 Reposo 72 20 M53 ES53
fleo

mM 500 Reposo 72 0.45 M54 E54

500 Reposo 72 20 M55 E55
AE Pileo

500 Reposo 72 0.45 M56 E56

AE + AAS 10 il 150 Reposo 72 20 M57 E57
fleo

mM 150 | Reposo 72 0.45 M58 E58

150 Reposo 72 20 M59 E59
AE Pileo

150 Reposo 72 0.45 M60 E60

AE Pileo 500 Reposo 24 20 M61 E61

AE Estipite 150 Reposo 24 0.45 M62 E62

AAS Pileo 150 Reposo 24 20 M63 E63

AAS Estipite 150 Reposo 24 0.45 M64 E64

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. M= Macerado. E= Extracto. SE= Sin extracto.
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7.2 Caracterizacion de las muestras liquidas

7.2.1 pH, conductividad y resistividad

Se llevd a cabo la medicién de pH, conductividad y resistividad, con un potenciémetro
(Mettler Toledo E.U.A) como se muestra en la figura 10, se realizaron 3 réplicas de 2 mL de
los macerados antes de la concentracion en rotavapor, de los extractos y la solucion
exploratoria. De cada muestra se tom6 1 mL con la ayuda de una pipeta y se coloco en una
probeta de 10 mL.

Figura 10. Potenciometro utilizado para la medicién de pH, conductividad y resistividad.

7.2.2 Grados Brix

Con una micropipeta de 1 mL (Thermo Scientific, Finnpipette) se tomaron réplicas (n=3) de
300 pl de cada macerado antes de concentrar en el rotavapor, de cada extracto y de la
solucion exploratoria. Cada muestra se coloco en el lector del refractometro (PAL-1

ATAGO), como se observa en la figura 11, previamente se calibrd con agua destilada.

V

Figura 11. Refractémetro para medir grados Brix de las muestras de Ganoderma lucidum (CP-145).

7.2.3 Rendimiento por gravimetria (mg/mL)
De los macerados antes de concentrar en rotavapor y los extractos obtenidos, con ayuda de
una micropipeta de 1 mL (marca Thermo Scientific, Finnpipette) se hicieron 5 réplicas de

cada muestra de 0.2 mL en cajas de Petri previamente pesadas y se colocaron en un horno de
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secado (Lab-line, U.S.A.) a 40 °C por 24 horas hasta la evaporacion del solvente y peso
constante. Posteriormente, se realizaron las operaciones para calcular el rendimiento en

mg/mL de cada muestra.

7.2.4 Espectro de absorcién de los barridos (extractos y soluciones exploratorias)
De cada muestra se tomaron 100 pL con una micropipeta (Thermo Scientific, Finnpipett) y
se colocaron en un pozo de una microplaca transparente de 96 pozos y se leyd en un

espectrofotometro de microplacas (EPOCH, Biotek) a longitudes de onda de 200 a 1000 nm.

7.3 Preparacion de las soluciones exploratorias

A partir de los rendimientos obtenidos de cada extracto en la segunda etapa se obtuvieron
dos soluciones exploratorias con una concentracion de 20 mg/mL y 10 mg/mL. Se usé el
mismo solvente hidroalcohdlico al 32% (v/v) para diluir. Estas soluciones también se

caracterizaron fisicoquimicamente como se describi6 anteriormente.

7.4 Propiedades funcionales de los extractos y soluciones exploratorias

7.4.1 Polifenoles totales

Para la cuantificacion de los polifenoles totales en los extractos se us6 el método
colorimétrico-espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Mdller et al., 2010). Para la
determinacion de Polifenoles totales se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion saturada de carbonato de sodio (Sigma, Aldrich). Se disolvieron 7.5 g de carbonato
de sodio en 100 mL de agua destilada. Para inducir a la precipitacion se agregaron 0.3 g de
carbonato de sodio y se colocé en refrigeracion durante una hora.

Folin-Ciocalteau. En un matraz volumétrico de 10 mL se puso 1 mL del reactivo Folin-
Ciocalteau (Sigma, Aldrich) y se afor6 con agua.

Solucién stock de acido galico (Sigma, Aldrich) a 1000 ppm. Se pesaron 0.010050 g de
acido galico y se disolvio en 0.5 mL de etanol para ayudar a su disolucion, se aforé a 10 mL
con agua destilada.

Curva de calibracion. En matraces aforados de 10 mL y envueltos con papel aluminio para

evitar la luz, se pusieron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mL de la solucion stock de &cido galico
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(Meyer) y se aforaron con agua destilada. Dichas soluciones tuvieron una concentracion de
0, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm, respectivamente.

Técnica: En una microplaca de 96 pozos se tomaron 5 réplicas de 20 puL de cada muestra,
solo en el caso de los extractos debido a la intensidad de su color se tuvo que hacer
diluciones 1/10 para evitar que los valores de la absorbancia fueran mayores a 1.5.
Posteriormente, se agregaron 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, 75 pL de solucion
saturada de carbonato de sodio. La placa se incubd a temperatura ambiente y en oscuridad
por 2 horas. Al término del tiempo de incubacidn, se leyo la placa en un espectrofotometro
de microplacas (EPOCH, Biotek) a una longitud de onda de 740 nm. La secuencia para el

método de Folin se muestra en la figura 12.

100 pL de Folin
Ciocalteu
|
20 pL de macerado o de
extracto (1/10)

75 L de solucién
saturada de carbonato de

Incubacion de 2 horas en
obscuridad

Lectura espectrofotometro
(EPOCH) a 740 nm

Figura 12. Metodologia para la determinacion de polifenoles totales en microplaca.

La ecuacion para el célculo de polifenoles totales como equivalentes de acido galico se
determind en el programa de computo Excel, en base a los datos graficados de la curva de
calibracion. Con los valores de la solucion estandar de acido galico se construy6 una linea de
tendencia, la ecuacion de la recta y el valor de R?. Los valores de la ecuacion (y= mx + b) se

utilizaron para determinar la concentracién del acido galico presente en los extractos.
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7.4.2 Cuantificacion de la actividad antioxidante por DPPH

Preparacion de la muestra

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

Preparacion de los estdndares. A partir de una solucion stock de cada estdndar en el
programa Excel archivo “DPPH Original” se hicieron diluciones para determinar las curvas
de concentracion siendo las mostradas en el cuadro 5.

Cuadro 5. Concentracion de la muestra y estandar para la determinacion de la actividad antioxidante.

Muestra (ug/mL) BHT (ug/mL)

0 0
10 0.25
50 0.5

100 0.75

250 1

500 5

1000 10

2000 25

BHT= Butilhidroxitolueno.

Preparacion de la solucion de DPPH: La solucion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) (0.4 mM) en metanol grado analitico se prepar6 en un matraz
completamente cubierto con papel aluminio. EI volumen a preparar depende de la cantidad
de muestras a evaluar (4 mL por microplaca de 96 pozos). Se preparé 10 mL a una
concentracion 0.4 mM de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH).

Preparacion de la microplaca: Se hicieron 5 réplicas por columnas; y se pusieron 160 pL de
cada macerado y los extractos estériles, en sus diferentes concentraciones. Posteriormente,
se adicionaron 40 pL de la solucion de DPPH (0.4mM). Las placas se incubaron en
obscuridad por 30 minutos; posteriormente, se ley6 en el espectrofotometro (Epoch, Biotek)
a la longitud de onda de 517nm.

Caélculos: a partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad

antioxidante con la ecuacion que se presenta en la siguiente ecuacion (Murillo et al., 2007).
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Actividad Antioxidante (%)= A control (—) — A extracto X 100

A control
A control (-): Absorbancia del DPPH (solo) al tiempo 0.

A extracto: Absorbancia de los extractos.

7.5 Analisis estadistico (SAS)

Todos los experimentos se analizaron mediante un disefio experimental completamente al
azar y se evaluaron mediante un analisis de varianza (ANOVA), se les aplicé la prueba de
Duncan (a= 0.05), y se realizd un andlisis de componentes principales en el programa SAS
9.4.

7.6 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método de microdilucion para la
solucién exploratoria

A partir de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL con 10 g de muestra, y dos volimenes
de solvente 150 y 500 mL, macerados por 24 horas, y la solucion exploratoria del extracto
E61 (alicuotado para su concentracion) se realizd la prueba de susceptibilidad

antimicrobiana.

7.6.1 Obtencion del inéculo bacteriano

Se utilizd un cultivo previamente crecido de 24 horas a 35 °C de la cepa de Escherichia coli
(CPB-8), del cual se tom6 una asada para inocular un matraz Erlenmeyer con 20 mL de
cultivo liguido estéril de Muller Hinton, el matraz fue incubado por 24 horas a 120 rpm a 35
°C en una incubadora orbital (Thermo Scientific, modelo MAXQ 4000). Transcurrido el
tiempo de incubacion se tomaron 100 pl (n=3) con una micropipeta (Finnpippete) y se
colocaron en una microplaca para leerla en el espectrofotdometro (Epoch, BIOTEX) a una
longitud de onda de 600 nm, una vez obtenidas las lecturas se procesaron en el programa
Excel, lo que permitié conocer que volumen de cultivo era necesario para diluirlo en otro
matraz con 20 mL de cultivo estéril y obtener una concentracion de 1x108 UFC/mL. Para la
confirmacion de esta concentracion se determind en el programa Excel el volumen de
cultivo para inocular en otro matraz con medio de cultivo estéril y obtener una concentracion

de 1x10* UFC/mL (Fig. 13) del cual se tomaron 3 réplicas de 4 pl y se sembraron en cajas
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de Petri con medio de cultivo agar Muller Hinton para confirmar con una poblacion de 50
unidades formadoras de colonias (UFC).

Concentracion desconocida Concentracion 1 x108 UFC/mL Concentracion 1 x10* UFC/mL

Figura 13. 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 inculo con 50 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).

7.6.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Posteriormente se procedio al llenado de la microplaca de 96 pozos (Corning) siguiendo el
orden que se muestra en el cuadro 6, se establecieron controles positivos para la bacteria y

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

Cuadro 6. Distribucion de las muestras en la microplaca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DI |[A|CH |CH|CH|CH | E | E E E |[B() | B() | B() | PE
D2|B|CH |CH |CH|CH | E | E E E |B() | B() | B() | PE
D3|C|CH|CH|CH|[CH | E | E E E [B() | B() | B() | PE
Da|D|CH|CH|CH|[CH | E | E E E [B() | B() | B() | PE
D5 |E|CH |CH |CH |CH | E | E E E [B() | B() | B( | PE
D6 | F|CH |CH|CH|CH | E | E E E [B() | B() | B( | PE
D7|G|C(H |[CH |CH |C(H | E E | C() |CH|CE) | CEH [CEH |CH
HiB#) | B{) | BH) | B(#) [B(H) [BH#)| C-) |CH)| CE) | CH | CH | CH)

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

Al término del llenado la microplaca (Corning) se acondiciono en un recipiente de plastico
hermético para evitar que las muestras se evaporaran durante la incubacién por lo que uso
agua destilada esteril para mantener humedad dentro del recipiente simulando una camara
humeda, la microplaca se incubo por 24 horas a 35 °C en una incubadora (Biometra,

modelo OV5). Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié a la lectura de la
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microplaca en el espectrofotdmetro (Epoch, BIOTEK Instruments) a una longitud de onda
de 600 nm. Las lecturas obtenidas fueron procesadas en el programa Excel para determinar
si el extracto tiene efecto antimicrobiano sobre la bacteria en sus diferentes diluciones con
sus diferentes concentraciones (Cuadro 7).

Cuadro 7. Concentracién del extracto de Ganoderma lucidum CP-145 en las microdiluciones.

Dilucion Concentracion mg/mL
20
10
5
2.5
1.25
0.625
0.312

~NoO Ok~ WN B

7.6.3 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Después de leer en el espectrofotometro la placa de la prueba de susceptibilidad bacteriana
(24 horas de incubacion) y para comprobar la concentracion minima inhibitoria se realizo
una resiembra (n=3) de 2 pl en medio sélido Muller Hinton de cada dilucion del extracto
con la bacteria como se muestra en la Figura 14, la placa se incubo por 24 h a 35 °C, para
determinar el efecto de crecimiento del extracto sobre la bacteria y de esta forma conocer la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima bactericida (CMB).

Figura 14. Modo de inoculacién de la caja de Petri con agar Mueller Hinton para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de los
extractos de Ganoderma lucidum, sembrado con la cepa bacteriana Escherichia coli (CPB-8). C.E.=
Control de esterilidad del medio de cultivo. C.C.= Control de crecimiento bacteriano CPB-8
(Blanco positivo de la bacteria). CEE= Control de esterilidad del extracto. D= Dilucidn.
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7.7 Propuesta de un proyecto de produccion de extractos estandarizados de hongos
medicinales
A continuacion se describen las areas necesarias para llevar a cabo la elaboraciéon de

extractos:

Unidad de produccion de hongos de G. lucidum: En esta area se lleva acabo la
siembra de las unidades de produccion (UP), se prepara el sustrato, se esteriliza, inocula, se
incuba, se cosecha y deshidrata el hongo.

Area de almacenamiento de los basidiocarpos: En esta area se debe tener un congelador de
-80 °C para almacenar los basidiocarpos.

Area de procesamiento de la muestra: Esta area cuenta con una balanza analitica
(Ohaus, U.S.A)) y una licuadora (Osterizer), donde se lleva a cabo el molido del hongo para
obtener un tamafio de particula lo mas fina posible.

Area de maceracion y extraccion de compuestos bioactivos: El area de maceracion se
encuentra en obscuridad y a temperatura ambiente. Mientras que en el area de extraccion se
encuentran dos rotavapores (Hahn Shin Scientific) con sistema de enfriamiento y una bomba
de vacio, también se cuenta con un area de prensado para los sobres de papel filtro y un &rea
de esterilidad para la cAmara de flujo en donde se obtiene el extracto estéril.

Acondicionamiento del extracto: En el area de acondicionamiento se llevara a cabo el
almacenamiento del producto en el envase primario que consta de frascos de 50 mL con
gotero y etiquetado, este envase sera colocado en una caja (envase secundario) para su
proteccién y comercializacion.

Materiales y equipo: La informacién financiera se basa en los datos obtenidos en el
médulo de la Unidad de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles, Funcionales y
Medicinales (UREGENHCFyM) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. En donde
se elaboran 20 unidades de produccion (UP) de 3 kg de peso fresco por dia, con un
contenido de humedad del 70%. Se considerd el cultivo de Ganoderma lucidum para

conocer el costo por UP y por dia (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Costos de produccion de Ganoderma lucidum por unidad de produccion (UP) y por dia.

Costo por UP

Unidad ~ Costopor UP o i AE

Costo por 20 Costo por 20

Concepto Cantidad dg cultivada en suplementado con UP en AE UP en AE +
medida AE (US$) AAS (USS) (US$) AAS (US$)
Aserrin de encino 1.25 Kg 0.16 0.16 3.21 3.21
Bolsa con filtro 1 Pieza 0.29 0.29 5.88 5.88
Semilla 200 g 0.32 0.32 6.42 6.42
Gas 1 L 0.14 0.14 281 281
Agua 1.75 L 0.09 0.09 1.87 1.87
Sueldo 1.47 1.47 29.41 29.41
Energia eléctrica 100 W 0.01 0.01 0.21 0.21
Depreciacién del equipo 0.42 0.42 8.56 8.56
AAS 10 mM 1.2 L 0 0.43 0 8.75
Total 2.93 3.35 58.66 67.12

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. 1 US= 18.70 pesos M.N.

Los costos de materiales y equipamiento se basaron en el utilizado en Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales del Colegio de
Postgraduados, Campus Puebla y adquiridos en el afio 2013, a un tipo de cambio actual de
$18.70 por ddlar del dia 10 de agosto 2016 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Equipos para la obtencion del extracto de Ganoderma lucidum.

Equipo Cantidad Valor unitario (USD) Valor (US$)
Rotavapor 2 2,139.03 4,278.07
Sistema de enfriamiento 1 614.97 614.97
Prensa 1 1336.89 1336.89
Campana de flujo 1 1, 604.27 1604.27
Autoclave 1 320.85 320.85
Balanza 1 53.47 53.47
Licuadora 1 26.73 26.73
Bomba de vacio 1 2139.03 2139.03
Trampa de vacio 1 80.21 80.21
Filtro de vacio (Sterifil) 1 53.47 53.47
Total 10,507.96

1 US=18.70 pesos M.N.

Depreciacion: Los equipos a depreciar son maquinaria y equipo esta se hace a 5 afios,
considerando un valor de rescate del 20 % de acuerdo al Diario Oficial de la Federacién
(DOF), publicado el 27 de diciembre del 2010 (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Depreciacion del equipo para la produccion de extractos de Ganoderma lucidum (CP-
145).

Valor CO.SK.) . ~ ~ ~ ~ N
(US$)inicial Afio 1 Afio 2 Afio 3 Ao 4 Afio 5

Activos 10,507.96

Depreciacion 1,681.28 1681.28 1,681.28 1,681.28 1,681.28

Recursos humanos (salarios): EI nimero de personas necesarias para la produccion de
basidiocarpos y del extracto, se muestra en la cuadro 11. Se generan dos empleos con un
monto total de (US$) 1,176.47 por mes.

Cuadro 11. Numero de empleos generados, incluidos los salarios, para la produccién de extractos de
Ganoderma lucidum mensualmente.

Cultivo Produccion de extractos Salarios (US$)

1 1 1,176.47

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. 1 US= 18.70 pesos M.N.

A continuacion se muestra la linea de produccion (Fig. 15) de los extractos de Ganoderma

lucidum donde se incluyen los insumos y los trabajadores para cada etapa.
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Linea de produccion

—

Produccion de basidiocarpo Produccion del extracto

InSU mos Insumos
Aserrin de encino....25 Kg
Bolsas con filtro......20 Hongo deshidratado....100 g.
piezas. 20 Produccién Tequila................... 15L »
Semilla................ 4Kg ] 1.413 Kg hongo fresco Papel filtro............... 10 Produccion
Gas.....cooeeeiiinnnn 20L up/dia 0.549 Kg hongo seco piezas 85 mL /dia
Agua.......cociiiinnine 35L Luze.oooiiiiiin, 2 Kw
Energia eléctrica...... 2 Kw Filtros de membrana....10 pz.
AAS 10 Mm........... 24 L Sueldo (jornada)......... 8h
Sueldo (jornada)...... 8h

b

Trabajador 1 Trabajador 2

Figura 15. Propuesta de linea de produccién de compuestos bioactivos de Ganoderma lucidum (CP-145).
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Anaélisis econdmico y financiero de los extractos: A partir del rendimiento se hizo un analisis
de viabilidad financiera utilizando como indicadores valor actual neto (VAN), tasa interna
de retorno (TIR) y relacién beneficio costo B/C). El presente estudio estd basado en
extractos obtenidos a nivel de laboratorio, se incluyen costos de equipo, materia prima,
mano de obra, luz y gas, los costos de infraestructura y costos indirectos no fueron
considerados. Se tomaron en cuenta los precios de extractos de G. lucidum que ya se
encuentran en el mercado para el calculo de los indicadores. En la cuadro 12 se muestran los

costos de produccion de los extractos, considerando el equipo necesario y la mano de obra.

Cuadro 12. Costo para producir 8.5 mL de extracto de Ganoderma lucidum (CP-145).

Concepto Costo extracto AE (US$)  Costo extracto AE+ AAS (US$)
Basidiocarpos deshidratados 1.01 1.28
Tequila blanco 0.96 0.96
Papel filtro poro medio 0.05 0.05
Luz rotavapor 0.12 0.12
Filtros de membrana 3.21 3.21
Sueldo 2.94 2.94
Inversion de Equipo 0.58 0.58
Total 8.95 9.22

1 US= 18.70 M.N. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico.
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VI1Il. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de las muestras liquidas

8.1.1 Macerados

Los macerados dependiendo del tiempo de maceracion mostraron diferente color en
agitacion y reposo en la figura 16 se muestran los macerados de basidiocarpo con estipite a

las 24, 48 y 72 horas de maceracion.

M26 || M32 M28 | M34 M30 | M36

Figura 16. Macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera etapa a las 24, 48 y
72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con &cido acetilsalicilico 10
mM. M2= Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente a las 24 horas en agitacion. M8=
Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente a las 24 horas en reposo. M4= Macerado de 10 g
de estipite + 500 mL de solvente en agitacion a las 24 horas. M10= Macerado de 10 g de estipite +
500 mL de solvente en reposo a las 24 horas. M6= Macerado de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente en agitacion a las 24 horas. M12= Macerado de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente en
reposo a las 24 horas. M14= Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente en agitacion a las 48
horas. M20= Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente en reposo a las 48 horas. M16 =
Macerado de 10 g de estipite + 500 mL de solvente en agitacion a las 48 horas. M22= Macerado de
10 g de estipite + 500 mL de solvente en reposo a las 48 horas. M18= Macerado de 10 g de estipite +
1000 mL de solvente en agitacion a las 48 horas. M24= Macerado de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente en reposo a las 48 horas. M26= Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente en
agitacion a las 72 horas. M32= Macerado de 10 g de estipite + 150 mL de solvente en reposo a las 72
horas. M28= Macerado de 10 g de estipite + 500 mL de solvente en agitacién a las 72 horas.
M34=Macerado de 10 g de estipite + 500 mL de solvente en reposo a las 72 horas. M30= Macerado
de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente en agitacion a las 72 horas. M36= Macerado de 10 g de
estipite + 1000 mL de solvente en reposo a las 72 horas.
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El tiempo de concentracién de los macerados en el rotavapor dependié del volumen de
solvente a concentrar: los macerados de 150 mL de solvente hidroalcohdlico se concentraron
en 50 minutos para obtener un volumen final de 7 mL, mientras que los macerados de 500
mL de solvente hidroalcoholico tuvieron un tiempo de concentracion de 4 horas y los
macerados de 1000 mL de solvente hidroalcohdlico la concentracion se llevé a cabo en 8
horas. Debido a que el tiempo de concentracion es largo para los macerados de 500 mL se
tomo un control en la segunda etapa el cual fue alicuotado en 3 partes para su concentracion

y asi tener un tiempo de 50 minutos para cada alicuota.
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El cuadro 13 muestra los valores de pH de la primera etapa a las 24 horas de maceracion de
G. lucidum en cada condicion. Se realizé la prueba de separacion de medias de Duncan con
un o= 0.05 para ver las diferencias entre los macerados. Se puede observar que el macerado
con clave M2 (10g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion es el valor mas bajo de
pH= 4.88 + 0.006 y el valor mas alto corresponde al macerado con clave M3 (10 g de pileo
+ 500 mL de solvente) en agitacion con un valor de pH=5.51 + 0.02.

Cuadro 13. pH de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 24 horas de maceracién en
la primera etapa.

Cultivo Volumen de

Muestra solvente (mL) Condicioén Clave pH
Pileo 150 Agitacion M1 5.09 + 0.003"
Estipite 150 Agitacion M2 4.88 +0.006'
Pileo 500 Agitacion M3 5.51 +0.022
Estipite 500 Agitacion M4 5.47 +0.008"
Pileo 1000 Agitacion M5 5.30 £ 0.003¢
Estipite 1000 Agitacion M6 5.49 +0.004
AE+AASIOMM o0 150 Reposo M7  5.35+0.003¢
Estipite 150 Reposo M8 5.44 + 0.001°
Pileo 500 Reposo M9 5.44 £ 0.01°
Estipite 500 Reposo M10 5.23 + 0.0008f
Pileo 1000 Reposo M11 5.12 £ 0.019
Estipite 1000 Reposo M12 5.35 +0.01¢

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino.
AAS= Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

En el cuadro 14 se muestran los valores de pH de la primera etapa a las 48 horas de
maceracion de G. lucidum. Donde la prueba de separacion de medias de Duncan con un o=
0.05 mostr6 diferencia entre los macerados, siendo el M16 (10 g de estipite + 500 mL de
solvente) en agitacion con un pH= 5.52 + 0.001, M18 (10 g de estipite + 1000 mL de
solvente) en agitacion con un pH= 5.52 + 0.007 y el M20 ( 10 g de estipite + 150 mL de
solvente) en reposo con un pH= 5.55 £ 0.006 donde se obtuvieron los valores de pH més
altos y sin diferencia significativa entre ellos. Mientras que el valor mas bajo lo presenta el
macerado M13 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un pH= 4.86 +
0.003.
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Cuadro 14. pH de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 48 horas de maceracion en
la primera etapa.

Cultivo Muestra s\éﬁjgr?::rznﬂi) Condicién Clave pH

Pileo 150 Agitacion M13 5.07 £ 0.007¢
Estipite 150 Agitacion M14 4.86 +0.003"
Pileo 500 Agitacion M15 5.44 +0.01°
Estipite 500 Agitacion M16 5.52 £ 0.0012
Pileo 1000 Agitacion M17 5.32 +0.008¢
Estipite 1000 Agitacion M18 5.52 +0.0072

AE+AASIOMM - pieg 150 Reposo M19  5.21+0.01°
Estipite 150 Reposo M20 5.55 + 0.0062
Pileo 500 Reposo M21 5.46 +0.01°
Estipite 500 Reposo M22 5.39 £ 0.01¢
Pileo 1000 Reposo M23 5.16 + 0.02f
Estipite 1000 Reposo M24 5.38 + 0.009°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino.
AAS= Acido acetilsalicilico. M=Macerado.

En el cuadro 15 se muestran los valores de pH de la primera etapa a las 72 horas de
maceracion. Donde la prueba de separacion de medias de Duncan con un a=0.05 mostré que
el macerado con clave M28 (10 g estipite + 500 mL de solvente) en agitacion muestra el pH
mayor con un valor de 5.55 + 0.006, mientras que el macerado que mostro un pH menor es
el M26 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un pH=4.97 £ 0.11

Cuadro 15. pH de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 72 horas de maceracion
en la primera etapa.

Cultivo Muestra Volumen de Condicion Clave pH
solvente (mL)

Pileo 150 Agitacion M25 5.02+ 0¢
Estipite 150 Agitacion M26 497 +£0.11°
Pileo 500 Agitacion M27 5.47 +0.003
Estipite 500 Agitacion M28 5.55 + 0.0062
Pileo 1000 Agitacion M29 5.37 + 0.006"
Estipite 1000 Agitacion M30 5.51 + 0.005

AE +AAS 10 mM Pileo 150 Reposo M31 5.25 +0.002¢
Estipite 150 Reposo M32 5.31+0.001¢
Pileo 500 Reposo M33 5.40 +0.002¢
Estipite 500 Reposo M34 5.24 +0.002
Pileo 1000 Reposo M35 5.43+0.01¢
Estipite 1000 Reposo M36 5.24 +0.02°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de
encino. AAS= Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

En el cuadro 16 se muestran los valores de pH en la segunda etapa para los

macerados de G. lucidum antes de concentrar en rotavapor. Donde la prueba de separacién
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de medias de Duncan con un a= 0.05 mostrd que el macerado con clave M61 (10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente), macerado por 24 horas, presenta el pH méas
alto con un valor de 5.79 = 0.003. Mientras que los macerados con un pH menor sin
diferencia significativa entre ellos se observa en los macerados con clave M41 (10 g muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un
tiempo de maceracién de 24 horas, con un pH= 5.33 £+ 0.03 y el macerado con clave M49
(10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente) con un tiempo de maceracion de 48 horas, con un pH=5.35 £ 0.01.

Cuadro 16. pH de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en la segunda etapa.

Volumen de Tiempo de

Cultivo - Filtracion Clave pH
solvente (mL) maceracion (horas)

500 24 Papel filtro M37 5.50 + 0™

AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil M38  5.40+0"

AE 500 24 Papel filtro M39 5.65 = 0.02°
500 24 Sterifil M40 5.69 + 0%
150 24 Papel filtro M41  5.33+0.03

AE + AAS 10 mM 150 24 Sterifil M42 5.37 £ 0.03"

AE 150 24 Papel filtro M43 5.60 + 0.03¢
150 24 Sterifil M44 5.55 +0.01¢
500 48 Papel filtro M45  5.60 = 0¢

AE +AAS 10 mM 500 48 Sterifil M46 5.60 + 09

AE 500 48 Papel filtro M47 5.69 + 0%
500 48 Sterifil M48 5.67 +£0.01®
150 48 Papel filtro M49 5.36 + 0.01!

AE+AAS 10mM 150 48 Sterifil M50 5.7 +0.003"

AE 150 48 Papel filtro M51 5.49 + 0.003
150 48 Sterifil M52 5.51 +0.003f
500 72 Papel filtro M53 5.60 + 09

AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil M54 550 % 0"

AE 500 72 Papel filtro M55 571 +0.003°
500 72 Sterifil M56 5.70 + 0.003°
150 72 Papel filtro M57  5.48 £0.01"

AE+AAS 10 mM 150 72 Sterifil M58  5.46 +0.0039
150 72 Papel filtro M59 5.59 + 0.003¢

AE 150 72 Sterifil M60 5.51 + 0.006%™

**500 24 Papel filtro M61  5.79£0.003°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. M= Macerado.

La conductividad eléctrica de los macerados a las 24 horas se muestra en el Cuadro
17, siendo el mayor el M1 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) en agitacion con un valor

de 1124 + 2.64 uS/cm y los valores méas bajos corresponden a los macerados M11(10 g de
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pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 179 + 1.24 uS/cm y M12 (10 g de
estipite + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 172 + 1.78 uS/cm sin diferencia
significativa entre ellos.

Cuadro 17. Conductividad eléctrica de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 24
horas de maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestra Volumen de Condicion Clave Conductividad
solvente (mL) (uS/cm)

Pileo 150 Agitacion M1 1124 +2.642
Estipite 150 Agitacion M2 1100.3 £ 3.17°¢
Pileo 500 Agitacion M3  527.63 +3.15'
Estipite 500 Agitacion M4 733+£6.13°
Pileo 1000 Agitacion M5 350 +1.56"
Estipite 1000 Agitacion M6  382.1+2.359

AE+AASIOMM - 5eg 150 Reposo M7  990.1+ 453
Estipite 150 Reposo M8 1112.6 + 7.75°
Pileo 500 Reposo M9 132.83 + 348k
Estipite 500 Reposo M10  159.7 0.6
Pileo 1000 Reposo M11 179+ 1.24
Estipite 1000 Reposo M12 172+ 1.78

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

La conductividad eléctrica de los macerados a las 48 horas se puede observar en el
cuadro 18, siendo la mayor en el macerado con clave M20 (10 g de estipite + 150 mL de
solvente) con un valor de 1641.97 + 20.94 uS/cm, mientras que el macerado con clave M24
(10 g de estipite + 1000 mL de solvente) con un valor de 288.4 + 1.73 uS/cm es el que

presento una menor conductividad.
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Cuadro 18. Conductividad eléctrica de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 48
horas de maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestra Volumen de Condicion Clave Conductividad
solvente (mL) (uS/cm)
Pileo 150 Agitacion M13 13322+ 11.8°
Estipite 150 Agitacion M14 1210.3 +9.32¢
Pileo 500 Agitacion M15 622.93+0.72
Estipite 500 Agitacion M16 7709 +4.33°
Pileo 1000 Agitacion M17 361.6 +2.88
Estipite 1000 Agitacion M18 372.33+0.72'
AE + AAS 10 Mm Pileo 150 Reposo M19 1414.17+1.8°
Estipite 150 Reposo M20 1641.9 + 20.9°
Pileo 500 Reposo M21 559.3 £ 4.459
Estipite 500 Reposo M22 48157 +6.47"
Pileo 1000 Reposo M23  238.07 = 9.06%
Estipite 1000 Reposo M24 288.4+1.73

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

Se muestra en el cuadro 19, observandose que la conductividad eléctrica de los
macerados a las 72 horas mayor en el macerado con clave M31 (10 g de pileo + 150 mL de
solvente) en reposo con un valor de 1694.7 + 2.88, mientras que los macerados con un valor
de conductividad eléctrica menor sin diferencia significativa entre ellos, corresponde a los
macerados con clave M29 (10 g de pileo +1000 mL de solvente) en agitacion con un valor
de 387.43 £ 4.08 uS/cm, M30 (10 g de estipite + 1000 mL de solvente)en agitacion con un
valor de 418.9 + 1.45 puS/cm, M35 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un
valor de 352.73 + 4.56 uS/cm y M36 (10 g de estipite + 1000 mL de solvente) en reposo con
un valor de 407.97 + 1.22 uS/cm.
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Cuadro 19. Conductividad eléctrica de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 72
horas de maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestra Volumen de Condicion  Clave Conductividad
solvente (mL) (uS/cm)

Pileo 150 Agitacion  M25  1505.87 + 1.1°
Estipite 150 Agitacion M26 1403.1+6.6°
Pileo 500 Agitacion  M27  699.03 +6°
Estipite 500 Agitacion  M28  830.67 +9.85¢
Pileo 1000 Agitacion  M29  387.43 +4.08'
Estipite 1000 Agitacion  M30 418.9 + 1.45

AE + AAS 10 mM Pileo 150 Reposo M31 1694.73+ 2.882
Estipite 150 Reposo M32 15835+ 4.75°
Pileo 500 Reposo M33 626.37+ 6.36°
Estipite 500 Reposo M34  696.2 £ 9.95°
Pileo 1000 Reposo M35 352,73 + 4.56
Estipite 1000 Reposo M36 407.97 +1.22

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

La conductividad eléctrica de la segunda etapa se muestra en el cuadro 20. La mayor
conductividad eléctrica la presentan los macerados a las 48 horas de maceracién con clave
M51 (10 g muestra cultivada en aserrin de encino +150 mL de solvente) con un valor de
2747 £ 1.7 pS/cm y M52 (10 g muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente) con un valor de 2932 + 0.72 uS/cm ambos sin diferencia significativa. Mientras
que el macerado con una conductividad eléctrica menor se observa en el macerado de 24
horas con clave M38 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino adicionado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente) con un valor de 568.1 + 014 uS/cm.
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Cuadro 20. Conductividad eléctrica de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en la
segunda etapa.

Tiempo de
Cultivo Volumen de maceracion Filtracion Clave Conductividad
solvente (mL) (horas)
500 24 Papel filtro M37 587.5+0.030
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil M38  568.13 +0.14
AE 500 24 Papel filtro M39  720.67 + 0.08"
500 24 Sterifil M40  847.9 + 0.03"
150 24 Papel filtro M41 1463 + 3.35f
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil M42  1768.4 + 1.07°
AE 150 24 Papel filtro M43  2387.83 +6.9°
150 24 Sterifil M44  2021.63 + 5.3%
500 48 Papel filtro M45  763.5+ 1.9"9
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil M46  756.2 + 2,250
AE 500 48 Papel filtro M47  808.23 + 0.97hd
500 48 Sterifil M48  867.7 £ 1.1
150 48 Papel filtro M49  1921.1 + 2.5dce
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil M50  1969.27 + 3,79
AE 150 48 Papel filtro M51  2747.1+1.7°
150 48 Sterifil M52  2931.7+0.72
500 72 Papel filtro M53  743.7 +0.13"gi
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil M54 736 + 1,479
AE 500 12 Papel filtro M55  946.93 + 3.559
500 72 Sterifil M56  952.4 +0.28°
150 72 Papel filtro M57  1825.8 +1.7%
AE + AAS 10 mM 150 12 Sterifil M58 20519 +2.3¢
150 72 Papel filtro M59  2446.2 + 9.6°
AE 150 72 Sterifil M60 2071.7 £6.3°
**500 24 Papel filtro M61 624.2+0.7"

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. M= Macerado.

La resistividad de los macerados de la primera etapa a las 24 horas se muestra en
cuadro 21. La mayor resistividad la presenta el macerado con clave M9= (10 g de pileo +
500 mL de solvente) en reposo al presentar un valor de 4987 + 118.64 Ohm. Mientras que
los macerados con una resistividad menor se observa en M1 (10 g de pileo + 150 mL de
solvente) en reposo con un valor de 512 + 1.15 Ohm y el macerado con clave M2 (10 g de

estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un valor de 528.67 + 1.85 Ohm.
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Cuadro 21. Resistividad de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 24 horas de
maceracion en la primera etapa.

. Volumen de . Resistividad
Cultivo Muestra solvente (mL) Condicion Clave (Ohm)

Pileo 150 Agitacion M1 512 + 1.15
Estipite 150 Agitacion M2  528.6 +1.85'
Pileo 500 Agitacion M3  1231.3 +5.89f
Estipite 500 Agitacion M4 840 + 8.629
Pileo 1000 Agitacion M5  1602.3+16.2¢
Estipite 1000 Agitacion M6 645 + 3.05°

AE+AASIOMM - b 150 Reposo M7  573+3.05"
Estipite 150 Reposo M8 4987 +118™"
Pileo 500 Reposo M9 4000+ 144.43?
Estipite 500 Reposo M10  3659.3 +25.2°
Pileo 1000 Reposo M11  3661.6+40.03°
Estipite 1000 Reposo M12  470.33+ 3.75°

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

La resistividad de los macerados a las 48 horas en la primera etapa se muestra en el
cuadro 22. Puede observarse que el extracto con una mayor resistividad la presenta el
macerado con clave M23 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de
283.33 £ 99.98 Ohm, mientras que el macerado con una menor resistividad se observa en
M20 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 380.33 £ 4.33 Ohm.

Cuadro 22. Resistividad de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 48 horas de
maceracion en la primera etapa.

. Volumen de o Resistividad
Cultivo Muestra solvente (mL) Condicion  Clave (Ohm)
Pileo 150 Agitacion M13  470.33 +3.75"
Estipite 150 Agitacion M14 520 + 3.46'
Pileo 500 Agitacion M15 1053 +£1.73¢
Estipite 500 Agitacion M16 769 +31.04"
Pileo 1000 Agitacion M17  1833,3 +13.6°
Estipite 1000 Agitacion  M18 1648 +6.08¢
AE+AASIOMM  5eg 150 Reposo  M19 460 + 1.150
Estipite 150 Reposo M20 380.3 +4.3
Pileo 500 Reposo M21 1195.6+10.2f
Estipite 500 Reposo M22  1334.3+17.07¢
Pileo 1000 Reposo M23 283.3+99.92
Estipite 1000 Reposo M24 2218.3+8.6°

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino.
AAS= Acido acetilsalicilico. M= Macerado.
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La resistividad de los macerados a las 72 horas en la primera etapa se muestra en el
cuadro 23. Puede observarse que el valor mayor de resistividad fue en el macerado con clave
M35 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor fue de 1838 + 23.48
Ohm. Mientras que los valores de resistividad menor se observan en los macerados en
reposo M31 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) con un valor de 381.67 + 1.2 Ohm y M32
(10 g de pileo + 150 mL de solvente) con un valor de 393 + 1.2 Ohm.

Cuadro 23. Resistividad de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 72 horas de
maceracion en la primera etapa.

. Volumen de . Resistividad
Cultivo Muestras solvente (mL) Condicion  Clave (Ohm)
Pileo 150 Agitacion ~ M25  397.67 = 1.2""
Estipite 150 Agitacion M26  433.25+15.13"
Pileo 500 Agitacion M27  921.6+79f
Estipite 500 Agitacion M28  746.3 £8.89
Pileo 1000 Agitacion M29 1724 +185°
Estipite 1000 Agitacion M30  1489.6 +9.7¢
AE +AAS 10mM Pileo 150 Reposo M31 381.6+1.2
Estipite 150 Reposo M32 393 +1.2F
Pileo 500 Reposo M33 1078x+95°¢
Estipite 500 Reposo M34  886.6 +14.94
Pileo 1000 Reposo M35  1838.6 +23.4°
Estipite 1000 Reposo M36  1539.6 + 5.89°

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido
acetilsalicilico. M= Macerado.

La resistividad de los macerados en la segunda etapa se muestra en el cuadro 24. Se
observa que el extracto con una mayor resistividad se presenta en el macerado de 24 horas
con clave M38 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
Mm + 500 mL de solvente) con un valor de 1043 + 0.88 Ohm. Mientras que el macerado
que presentan una resistividad menor fue el macerado M52 (10 g de muestra cultivada en
AE + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 48 horas y filtrado en Sterifil

con un valor de 199 + 0 Ohm.
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Cuadro 24. Resistividad de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en la segunda etapa.

Tiempo de

. Volumen de -y . . Resistividad
Cultivo solvente (mL) m?ﬁirre:;l)on Filtracion Clave (Ohm)
500 24 Papel filtro M37 1008 +0°
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil M38 1043.3£0.88?
AE 500 24 Papel filtro M39 808 +0¢
500 24 Sterifil M40 689 +0
150 24 Papel filtro M41  310.6 +0.88°
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil M42 335 £0.57™
AE 150 24 Papel filtro M43  237.3 £0.88"
150 24 Sterifil M44 278 .3 +0.88°
500 48 Papel filtro M45  776.3 +2.18"
AE+AAS 10 mM 500 48 Sterifil M46  780.6 + 1.79
AE 500 48 Papel filtro M47 714+ 1
500 48 Sterifil M48  663.6 0.6k
150 48 Papel filtro M49  304.3+ 0.33°
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil M50 296.6 +0.88¢
AE 150 48 Papel filtro M51  212.3+0.33¢
150 48 Sterifil M52 199 +QV
500 72 Papel filtro M53  795.6 + 0.33"
AE + AAS 10 mM 500 12 Sterifil M54  801.6+1.2°
AE 500 72 Papel filtro M55  596.33 + 3.75'
500 72 Sterifil M56  598.3 +3.71!
150 72 Papel filtro M57  320.3+ 0.33"
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil M58 284 £ 0.57"
150 72 Papel filtro M59 240 £1!
AE 150 72 Sterifil M60 282+ 1%
**500 24 Papel filtro M61  1037.6 + 2.33"

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. M= Macerado.

Los valores de grados Brix de los macerados a las 24 h en la primera etapa se
muestran en el cuadro 25. Puede observarse que el extracto con un mayor valor de grados
Brix se presenta en el macerado M7 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) en reposo con un
valor de 13.3 + 0.0001 grados Brix. Mientras que el valor méas bajo se observo en el
macerado M6 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en agitacion con un valor de 12.5 +
0.0001 grados Brix.
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Cuadro 25. Grados Brix de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 24 horas de
maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestras ~ Volumen de solvente (mL) Condicion Clave Grados Brix

Pileo 150 Agitacion M1 13 +0d
Estipite 150 Agitacion M2  13+0.03¢
Pileo 500 Agitacion M3 132 =0QP
Estipite 500 Agitacion M4 128 + O
Pileo 1000 Agitacion M5  13.2 +£0.03%
Estipite 1000 Agitacion M6 125 + QO

AE+AASIOMM 5o 150 Reposo M7 133+0°
Estipite 150 Reposo M8 129 +0¢
Pileo 500 Reposo M9 13.1+0.03°
Estipite 500 Reposo M10 126 +0°¢
Pileo 1000 Reposo M11 13.1 +0.03°
Estipite 1000 Reposo M12 12.6+0°

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido
acetilsalicilico. M= Macerado.

Los valores de grados Brix de los macerados a las 48 h en la primera etapa se
muestran en el cuadro 26. Puede observarse que el valor mayor de grados Brix se presenta
en el macerado M19 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 13.66 +
0.03 grados Brix y M24 (10 g de estipite + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de
13.6 = 0 Mientras que los valores menores se observaron sin diferencia significativa en los
macerados M18 (10 g de estipite + 1000 mL de solvente) en agitacion con un valor de 12.8
+ 0 grados Brix y M22 (10 g de basidiocarpo con estipite + 500 mL de solvente) en reposo
con un valor de 12.8 + 0 grados Brix.

Cuadro 26. Grados Brix de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 48 horas de
maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestras Volumen de solvente (mL) Condicion Clave  Grados Brix
Pileo 150 Agitacion  M13 13.3 £0¢
Estipite 150 Agitacion  M14 13.2 +0.03¢
Pileo 500 Agitacion  M15 13.3 £0°
Estipite 500 Agitacion  M16 12.9 +0f
Pileo 1000 Agitacion  M17 13.2 + 0
Estipite 1000 Agitacion  M18 12.8 +£0°
AE+AAS10mM Pileo 150 Reposo M19 13.6 £ 0.03?
Estipite 150 Reposo M20 129+0f
Pileo 500 Reposo M21 13.3+£0.03¢
Estipite 500 Reposo M22 12.8 + (¢
Pileo 1000 Reposo M23 13.1 +0.03°
Estipite 1000 Reposo M24 13.6 +0°

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido
acetilsalicilico. M= Macerado.
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Los grados Brix de los macerados a las 72 h de la primera etapa se muestran en el
cuadro 27. Se observa que el extracto con un mayor valor de grados Brix se presenta en el
macerado M31 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 13.8 +
0.00001 grados Brix. Mientras que los macerados con un valor menor y sin diferencia
significativa se observa en los macerados M28 (10 g de estipite + 500 mL de solvente) en
agitacion con un valor del3 + 0.00001 grados Brix, M30 (10 g de estipite + 1000 mL de
solvente) en agitacion con un valor de 13 £ 0.00001 grados Brix, M34 (10 g de estipite +
500 mL de solvente) en reposo con un valor de 12.96 + 0.00001 grados Brix y M36 ((10 g
de estipite + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 13 £+ 0.00001 grados Brix.

Cuadro 27. Grados Brix de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 72 horas de
maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestras  Volumen de solvente (mL) Condicion Clave Grados Brix

Pileo 150 Agitacion M25 13.3 +0°
Estipite 150 Agitacion  M26 13.2 £0°
Pileo 500 Agitacion  M27 13.3 QP
Estipite 500 Agitacion M28 13 +0¢
Pileo 1000 Agitacion M29 13.1+0.03°

AE + AAS 10 mM  Estipite 1000 Agitacion  M30 13+0°
Pileo 150 Reposo M31 13.8 £0°
Estipite 150 Reposo M32 13.15 +£0.05°
Pileo 500 Reposo M33 133+ (Q°
Estipite 500 Reposo M34 129 +0.03¢
Pileo 1000 Reposo M35 13.2 £(°
Estipite 1000 Reposo M36 13 +0¢

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido
acetilsalicilico. M= Macerado.

Los valores de grados Brix de los macerados en la segunda etapa se muestran en el
cuadro 28. Puede observarse que el macerado con un mayor valor de grados Brix se presenta
en el macerado con un tiempo de maceracion de 24 horas M42 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un valor de
13.17 + 0.03 grados Brix. Mientras que el valor menor se observa en el macerado con un
tiempo de maceracion de 48 horas M47 (10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de

solvente) con un valor de 12.43 + 0.06 grados Brix.
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Cuadro 28. Grados Brix de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en la segunda etapa.

Cultivo Volumen de T'e”.‘PO de Filtracion Clave Grados Brix
solvente (mL)  maceracién (horas)
500 24 Papel filtro M37  12.6 +0.0119f
AE+AAS 10 mM 500 24 Sterifil ~ M38 12.7 +0.03%
AE 500 24 Papel filtro M39  12.7 +0.03%f
500 24 Sterifil M40 12.8 + 0
150 24 Papel filtro M41 13.1 + Q™
AE+AAS 10mM 150 24 Sterifil M42  13.17 +0.03°
AE 150 24 Papel filtro M43 13 +(Q%
150 24 Sterifil M44  12.6 + Qhigrf
500 48 Papel filtro M45  12.6 + 0.0Mo
AE+AAS 10 mM 500 48 Sterifil  M46  12.73+ 0,08
AE 500 48 Papel filtro M47  12.43 + 0.06/
500 48 Sterifil M48  12.5+0.03"
150 48 Papel filtro M49 13 + (0"
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil M50 12.87 +0.03%
AE 150 48 Papel filtro M51  12.80 + 0%
150 48 Sterifil M52  12.97 + 0.06"
500 72 Papel filtro M53  12.7 +0.01"e9df
AE+AAS 10mM 500 72 Sterifil M54  12.87 +0.03%
AE 500 72 Papel filtro M55  12.5 +0.03"
500 72 Sterifil M56 125+ 0
150 72 Papel filtro M57 13 + Q"¢
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil M58  12.6 +0.03Meg'f
150 72 Papel filtro M59  13.1+0
AE 150 72 Sterifil M60 125+ 0
**500 24 Papel filtro M61  12.7 + Qhed

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. M= Macerado.

Los rendimientos de los macerados en la primera etapa a las 24 horas se muestran en

el cuadro 29. Se puede observar que el extracto con un valor mayor de rendimiento se

presenta en el macerado M2 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un

valor de 5.88 £ 0.1 mg/mL. Mientras que el macerado con un menor rendimiento se observo

en el macerado M10 (10 g de estipite + 500 mL de solvente) en reposo con un valor de 0.16

+ 0.02 mg/mL.
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Cuadro 29. Rendimiento de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 24 horas de
maceracion en la primera etapa.

. Volumen de . Rendimiento
Cultivo Muestras solvente (mL) Condicion  Clave (mg/mL)
Pileo 150 Agitacion M1 436 +0.11°
Estipite 150 Agitacion M2 588+0.1°%
Pileo 500 Agitacion M3 2.3 +0.07¢
Estipite 500 Agitacion M4 1.8 £0.03¢
Pileo 1000 Agitacion M5 1.2 0.2f
Estipite 1000 Agitacion M6 2.30.18¢
AE+AASIOMM - b 150 Reposo M7 4.3+ 0,05
Estipite 150 Reposo M8 3.2+0.07°
Pileo 500 Reposo M9 0.48+0.02°
Estipite 500 Reposo M10 0.16 £0.02"
Pileo 1000 Reposo M11 0.26 +0.02 M9
Estipite 1000 Reposo M12 0.22 +0.02"

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

Los rendimientos de los macerados en la primera etapa a las 48 horas se muestran en
el cuadro 30. Se puede observar que el rendimiento con un valor mayor se presenta en los
macerados M14 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un valor de 6.36 +
0.13 mg/mL y M19 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 6.48 £
0.07 mg/mL. Mientras que los macerados con un valor menor de rendimiento se observa en
los macerados M23 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 1.04 +
0.06 mg/mL, M24 (10 g de estipite + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 1.24 +
0.04 mg/mL.

Cuadro 30. Rendimiento de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 48 horas de
maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestras Volumen de Condicion  Clave Rendimiento
solvente (mL) (mg/mL)
Pileo 150 Agitacion M13 556 +0.11°
Estipite 150 Agitacion M14 6.36+0.13°
Pileo 500 Agitacion M15 254+0.05¢
Estipite 500 Agitacion M16  1.82 +0.02f
Pileo 1000 Agitacion M17  3.16+0.1¢
Estipite 1000 Agitacion M18  4.66 £0.32°
AE+AASIOMM 5o 150 Reposo  MI19  6.48 +0.07°
Estipite 150 Reposo M20  4.3+0.06°
Pileo 500 Reposo M21  1.74+0.23
Estipite 500 Reposo M22  2.4+0.08°
Pileo 1000 Reposo M23  1.04 +£0.06°
Estipite 1000 Reposo M24  1.24 +0.049

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.
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Los rendimientos de los macerados en la primera etapa a las 72 horas se muestran en
el cuadro 31. Se puede observar que el extracto con un valor mayor de rendimiento se
presenta en el macerado M32 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en reposo con un
rendimiento de 8.32 + 0.23 mg/mL, y el macerado con un valor menor de rendimiento se
observa en el macerado con M35 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un
valor de 1.48 + 0.02 mg/mL.

Cuadro 31. Rendimiento de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) a las 72 horas de
maceracion en la primera etapa.

Cultivo Muestra Volumen de Condicion  Clave Rendimiento
solvente (mL) (mg/mL)

Pileo 150 Agitacion  M25 6.68 +0.21°
Estipite 150 Agitacion  M26 6+ 0.2¢
Pileo 500 Agitacion  M27 3.92+0.13f
Estipite 500 Agitacion  M28 3.6 +0.08"
Pileo 1000 Agitacion  M29 4.94+ 0.19°
Estipite 1000 Agitacion  M30 4.74 * 0.05°

AE+AAS 10mM Pileo 150 Reposo M31 7.3+0.34°
Estipite 150 Reposo M32 8.320.23°
Pileo 500 Reposo M33 2.6 x0.229
Estipite 500 Reposo M34 2.32 +0.09"
Pileo 1000 Reposo M35 1.48 + 0.02'
Estipite 1000 Reposo M36 1.86 +0.05"

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. M= Macerado.

Los rendimientos de los macerados obtenidos en la segunda etapa se muestran en el
cuadro 32. Se puede observar el valor mayor en el macerado M43 (10 g muestra cultivada en
AE + 150 mL de solvente) macerado por 24 h con un valor de 8.4 £ 0.1 mg/mL. Mientras
que el macerado de menor rendimiento se observd en el macerado M39 (10 g muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente) macerado por 24 horas con un valor de 0.96 + 0.07

mg/mL.
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Cuadro 32. Rendimiento de los macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en la segunda
etapa.

Cultivo Volumen de Tiempo de Eiltracion Clave Rendimiento
solvente (mL) maceracién (horas) (mg/mL)
500 24 Papel filtro M37 1.56 +0.07)
AE+AAS 10 mM 500 24 Sterifil M38 148 + 0.04
AE 500 24 Papel filtro  M39 0.96 +0.07¢
500 24 Sterifil M40 1.28 +0.08!
150 24 Papel filtro  M41 7.28 + 0.14%
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil M42 6.92 £0.1¢
AE 150 24 Papel filtro M43 8.4 +0.12
150 24 Sterifil M44 7 +0.06%
500 48 Papel filtro  M45 156 + 0.04!
AE+AAS 10 mM 500 48 Sterifil M46  1.84 +0.07
AE 500 48 Papel filtro  M47 1.48 +0.08!
500 48 Sterifil M48 1.52+0.1
150 48 Papel filtro  M49 7.28 +0.04%
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil M50 7.32 £0.13°
AE 150 48 Papel filtro M51 7.36 £0.11°
150 48 Sterifil M52 7.88 £0.1°
500 72 Papel filtro  M53  2.32 +0.04"
AE + AAS 10 mM 500 72 Sterifil M54 1.92 + 0.04
AE 500 72 Papel filtro M55 3.72 £0.089
500 72 Sterifil M56 3.64+0.07°9
150 72 Papel filtro  M57 7 +0.06%
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil M58 6.6+0.1f
150 72 Papel filtro  M59 7.2 +0.06%
AE 150 72 Sterifil M60 7.84+0.13°
**500 24 Papel filtro M61 2.36 +0.11"

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. M= Macerado.

8.1.2 Extractos

Los valores de pH de los extractos en la primera etapa se muestran en la figura 17. Se puede

observar que los valores mayores se obtuvieron en los extractos E30 (10 g de estipite + 1000

mL de solvente) en agitacion con un valor de 5.59 + 0.0008, el extracto E63 (10 g de estipite

+ 150 mL de solvente) en reposo con un valor 5.57 + 0.003 y el extracto E64 (10 g de pileo

+150 mL de solvente) en reposo con un valor de 5.54 + 0.003, siendo los dos ultimos los

extractos control de 24 horas de maceracion. Mientras que los valores menores se observa en

los extractos E25 (10 g de pileo + 150 mL de solvente) en agitacion con un valor de 4.75 +

0.003 y el extracto E26 (10 g de estipite + 150 mL de solvente) en agitacion con un valor de

4.78 + 0.005.
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Figura 17. pH de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera etapa a las
72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con &cido acetilsalicilico 10
mM. E25= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= Extracto de 10 g de estipite + 150
mL de solvente. E27= Extracto de 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E28= Extracto de 10 g de
estipite + 500 mL de solvente. E29= Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E30=
Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de
solvente. E32= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33 = Extracto de 10 g de pileo +
500 mL de solvente. E34= Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35= Extracto de 10 g
de pileo + 1000 mL de solvente. E36= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E63 =
Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 1). E64 = Extracto
de 10 g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 2). Las letras sobre las
barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

Los valores de pH de la segunda etapa se muestran en la figura 18. Observandose
que los valores més altos de pH corresponde a los extractos con clave E43 (10 g de muestra
cultivada en AE + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 24 horas, filtrado
con papel filtro convencional con un valor de pH= 5.65 + 0.003 y el extracto E48 (10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 48 horas,
filtrado con Sterifil con un valor de pH= 5.68 + 0.01. Mientras que el valor menor de pH se
observa en el extracto E41 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado
con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracién de 24 horas, filtrado

con papel filtro convencional con un valor de pH=4.87 + 0.
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Figura 18. pH de los extractos de basidiocarpo con pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en la
segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
+ 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 ¢
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE +150 mL de solvente, filtrado
convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500
mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E5S0= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil.
E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3
partes para su concentracion (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de
Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.
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Los valores de conductividad eléctrica de los extractos obtenidos en la primera etapa
se muestran en la figura 19. Se puede observar que el valor mas alto fue en el extracto E28
(10 g de basidiocarpos con estipite + 500 mL de solvente) en agitacion con un valor de
31325 + 169.97 uS/cm. Mientras que el valor menor se observa en los extractos E63 (10 g
de basidiocarpo con pileo + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 1609 + 0.41
puS/cm y E64 (10 g de basidiocarpo con estipite + 150 mL de solvente hidroalcohdlico) en

reposo con un valor de 1364 + 0.72 uS/cm.
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Figura 19. Conductividad de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera
etapa a las 72 horas de maceracion, cultivados en aserrin de encino suplementado con acido
acetilsalicilico 10 mM. E25= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= Extracto de 10 g
de estipite + 150 mL de solvente. E27= Extracto de 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E28=
Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de
solvente. E30= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= Extracto de 10 g de pileo +
150 mL de solvente. E32= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33= Extracto de 10 g
de pileo + 500 mL de solvente. E34= Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35=
Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente. E63= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracién (Control 1).
E64= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 2). Las
letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan a= 0.05. Las medias con la misma letra
son similares.

Los valores de conductividad eléctrica de los extractos de la segunda etapa se

muestran en la figura 20. Se puede observar el valor mayor en el extracto de 72 horas de
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maceracion E56 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente
hidroalcohdlico al 32%) macerado por 72 h vy filtrado por Sterifil con un valor de 41237 +
20.13 pS/cm. Mientras que el valor menor se observa en el extracto de 72 horas de
maceracion filtrado por Sterifil E57 (10 g de basidicoarpo con pileo cultivado en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32 %)

macerado por 72 horas y filtrado por poro convencional con un valor de 16601 + 1.46

puS/cm.
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Figura 20. Conductividad de los extractos de basidiocarpo con pileo de Ganoderma lucidum (CP-
145) en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional
(control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50=
10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de
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muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente,
filtrado convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y
dividido en 3 partes para su concentracion (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la
Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

Los valores de resistividad de los extractos de la primera etapa se muestran en la
figura 21. Se puede observar el valor mayor en el extracto E29 (10 g de pileo + 1000 mL de
solvente) con un valor de 83 + 4.58. Mientras que los extractos con un valor menor se
observa en los extractos E28 (10 g de estipite + 500 mL de solvente) con un valor de 20 + 1

Ohmy E34 (10 g de estipite + 500 mL de solvente) con un valor de 22 = 0 Ohm.
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Figura 21. Resistividad de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera etapa a
las 72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con acido acetilsalicilico 10
mM. E25= 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E27= 10 g
de pileo + 500 mL de solvente. E28= 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= 10 g de pileo + 1000
mL de solvente. E30= 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= 10 g de pileo + 150 mL de solvente.
E32= 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33= 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E34= 10 g de
estipite + 500 mL de solvente. E35= 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= 10 g de estipite + 1000
mL de solvente. E63= 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracién (Control 1). E64 = 10
g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracién (Control 2). Las letras sobre las barras
corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

Los valores de resistividad de los extractos en la segunda etapa se muestran en la

figura 22. Se puede observar el valor mayor en el extracto E57 (10 g de muestra cultivada en
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aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM +150 mL de solvente) con un tiempo de
maceracion de 72 horas, filtrado por poro convencional con un valor de 35.3 + 0.33 Ohm.

Mientras que el valor menor se observa en el extracto E56 (10 g de muestra cultivada en

por Sterifil con un valor de 14 £ 1 Ohm.
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Figura 22. Resistividad de los extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en la
segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
+ 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42=10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado
convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500
mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E5S0= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra
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cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil.
E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3
partes para su concentracién (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de
Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

Los valores de grados Brix de los extractos de la primera etapa se muestran en la
figura 23. Se puede observar el valor mayor en el extracto E35 (10 g de basidiocarpo con
pileo + 1000 mL de solvente) en reposo con un valor de 15.87 + 0.03 grados Brix, mientras
que el extracto con un valor menor se observa en el extracto E32 (10 g de basidiocarpo con

estipite + 150 mL de solvente) en agitacidén con un valor de 6.43 + 0.06 grados Brix.
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Figura 23. Grados Brix de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera
etapa a las 72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con acido
acetilsalicilico 10 mM. E25= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= Extracto de 10 g
de estipite + 150 mL de solvente. E27= Extracto de 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E28=
Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de
solvente. E30= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= Extracto de 10 g de pileo +
150 mL de solvente. E32= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33 = Extracto de 10 g
de pileo + 500 mL de solvente. E34= Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35=
Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente. E63 = Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 1).
E64 = Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 2). Las
letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05 Las medias con la misma letra
son similares.

Los valores de grados Brix de los extractos en la segunda etapa se muestran en la
figura 24. Se puede observar el valor mayor de grados Brix en el extracto con un tiempo de

maceracion de 24 horas E43 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino +150 mL de
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solvente) con un valor de 17.4 £ 0.11 grados Brix, y el valor menor se observa en el extracto
E61 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino +150 mL de solvente) con un valor de
2.8 £ 0.00001 grados Brix.
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Figura 24. Grados Brix de los extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en la
segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
+ 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado
convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500
mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
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Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil.
E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3
partes para su concentracion (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de
Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

El rendimiento de los extractos en la primera etapa se muestra en la figura 25. Se
puede observar el valor mayor en el extracto E35 (10 g de basidiocarpo con pileo + 1000 mL
de solvente) en reposo con un valor de 104.53 £ 0.54 mg/mL. Mientras que los valores
menores se observan en los extractos E32 (10 g de estipite +150 mL de solvente) en reposo
con un valor de 40.07 + 0.46 mg/mL y el extracto control 2 E64 (10 g de estipite + 150 mL

de solvente) en reposo con un valor de 40.07 £ 0.46 mg/mL.
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Figura 25. Rendimiento de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera
etapa a las 72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con acido
acetilsalicilico 10 mM. E25= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= Extracto de 10 g
de estipite + 150 mL de solvente. E27= Extracto de 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E28=
Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de
solvente. E30= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= Extracto de 10 g de pileo +
150 mL de solvente. E32= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33 = Extracto de 10 ¢
de pileo + 500 mL de solvente. E34= Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35=
Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente. E63 = Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 1).
E64= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion (Control 2). Las
letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra
son similares.
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Los valores de rendimiento de los extractos en la segunda etapa se muestran en la
figura 26. Se puede observar el valor mayor en el extracto con un tiempo de maceracion de
72 horas E54 (10 g de basidiocarpo con pileo cultivado en acido acetilsalicilico 10 mM +
500 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%) filtrado con Sterifil, con un valor de 137 + 0.8
mg/mL. Mientras que el extracto con un valor menor se observa en el extracto E61
(basidiocarpo con pileo cultivado en aserrin de encino + 500 mL de solvente hidroalcohdlico
al 32%) filtrado convencionalmente y alicuotado (3 partes) antes de concentrar el cual

presenta un valor de 27 £ 0.49 mg/mL.
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Figura 26. Rendimiento de los extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en la
segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
+ 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 ¢
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado
convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500
mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado

76



convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE
+ 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado
convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil.
E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3
partes para su concentracién (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de
Duncan a= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

Los espectros de absorcion del barrido de los extractos de la primera etapa por
densidad dptica (D.O) se muestran en la figura 27. Se puede observar los picos en el
espectro, el primero entre los 220-260 nm y el segundo entre los 340-380 nm. El segundo
pico incrementa a medida que aumenta la concentracion del extracto. Tal como puede
observarse en el extracto E35 (10 g de pileo + 1000 mL de solvente en reposo). Mientras
que este pico es muy tenue en el extracto E33 (10 g de pileo + 500 mL de solvente en

reposo).

Absorbancia

Figura 27. Espectro de absorcion del barrido a una longitud de onda entre 200-1000 nm de los
extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera etapa a las 72 horas de
maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con acido acetilsalicilico 10 mM. E25= 10
g de pileo + 150 mL de solvente. E26= 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E27= Extracto de 10 g
de pileo + 500 mL de solvente. E28= 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= 10 g de pileo +
1000 mL de solvente. E30= 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= 10 g de pileo + 150 mL de
solvente. E32= 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33 = 10 g de pileo + 500 mL de solvente.
E34= 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35= 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= 10 g
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de estipite + 1000 mL de solvente. E63 = 10 g de pileo + 150 mL de solvente, 24 horas de
maceracion (Control 1). E64 = 10 g de estipite + 150 mL de solvente, 24 horas de maceracion

(Control 2).

Los espectros de absorcion del barrido de los extractos de la segunda etapa por
densidad odptica (D.O) se muestran en la figura 28. Se puede observar los picos en el
espectro, el primero entre los 220-266 nm y el segundo entre los 322-420 nm. El segundo
pico incrementa a medida que aumenta la concentracion del extracto. Tal como puede
observarse en el extracto E58 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino, macerado en
150 mL de solvente), con un tiempo de maceracion de 72 horas. Mientras que este pico es
muy tenue en el extracto E61 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de

solvente, con un tiempo de maceracion de 24 horas) alicuotado para su concentracion.
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Figura 28. Espectro de absorcion del barrido a una longitud de onda entre 200-1000 nm de los
extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en la segunda etapa. E37= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
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500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente
filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada
en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion
(control 5).
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8.1.3. Soluciones exploratorias

En el cuadro 33 se muestran los valores de pH de la solucion exploratoria de 20 mg/mL de
los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar el valor mayor de pH en la
solucion exploratoria del extracto E59 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150
mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 72 horas con un valor de 6.08 + 0.002.
Mientras que el valor menor corresponde a la solucion exploratoria del extracto E61 ((10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente) con un tiempo de
maceracion de 24 horas, alicuotado para su concentracion con un valor de pH = 5.46 + 003.

Cuadro 33. pH de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL de Ganoderma lucidum (CP-145)
en la segunda etapa.

Tiempo de
Cultivo Volumen de maceracion Filtracion Clave pH
solvente (mL) (horas)
500 24 Papel filtro  E37 5.89 +0.0018
AE + AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38  5.82 +0.002"
AE 500 24 Papel filtro E39 6 +0.002¢
500 24 Sterifil E40 6.03 +£0.02°
150 24 Papel filtro E41 6.06 £0.002°
AE + AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42 6+0.001¢
AE 150 24 Papel filtro E43 6.07 +0.002
150 24 Sterifil E44 6.06 +0.0005°
500 48 Papel filtro  E45 5.73 + 0.002'
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 5.72 +0.0008
AE 500 48 Papel filtro  E47 5.81 +0.001"
500 48 Sterifil E48 5.80 +0.0003"
150 48 Papel filtro E49 5.62 £0.001™
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50 5.79 +0.0020
AE 150 48 Papel filtro E51 5.99 + 0.0005¢
150 48 Sterifil E52 5.93+0.001f
500 72 Papel filtro E53 5.78 + 0.004
AE + AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54  5.79 +0.0003
AE 500 712 Papel filtro ES5 575 + 0.0006'_‘
500 72 Sterifil E56 5.77 £ 0.0003
150 712 Papel filtro E57 5.96 +0.003¢
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58  5.89 +0.003¢
AE 150 72 Papel filtro E59 6.08 £0.0022
150 72 Sterifil E60 6.02 +0.001¢
**500 24 Papel filtro E61 5.46 +0.03"

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.
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En el cuadro 34 se muestran los valores de pH de la solucion exploratoria de 10
mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar el valor mayor en
la solucidn exploratoria del extracto E62 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino +
150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 24 horas con un valor de pH=6.19 +
0.02. Mientras que el valor menor corresponde a la solucion exploratoria del extracto E61
(10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo de
maceracion de 24 horas, alicuotado para su concentracion con un valor de pH = 5.46 + 003.

Cuadro 34. pH de las soluciones exploratorias de 10 mg/mL de Ganoderma lucidum (CP-145) en
la segunda etapa.

Tiempo de
Cultivo Volumen de maceracion Filtracion Clave pH
solvente (mL) (horas)
500 24 Papel filtro E37  5.96 +0.001"
AE + AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 5.91+0.003
AE 500 24 Papel filtro E39  6.101 + 0.0006%
500 24 Sterifil E40 6.07 £0.003¢
150 24 Papel filtro E41 6.08 + 0.002%
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42  6.05+0.0003f
AE 150 24 Papel filtro E43  6.104 £0.002°
150 24 Sterifil E44  6.09 +0.0003¢e
500 48 Papel filtro E45  6.04 +0.0006
AE +AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46  5.95 +0.001"
AE 500 48 Papel filtro E47 6.13+0.002°
500 48 Sterifil E48  6.09 +0.0008 dce
150 48 Papel filtro E49  5.77£0.002™
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50  5.86 +0.002
AE 150 48 Papel filtro E51 5.99 + 0.0079
150 48 Sterifil E52 5.97 +0.001"
500 72 Papel filtro E53  5.84 = 0.008%
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil ES4 583 +0.0008%
AE 500 72 Papel filtro E55  5.81+0.0003'
500 72 Sterifil E56  5.82 +0.0006
150 72 Papel filtro E57 5.86 + 0.0008!
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58 5.86 +0.0003!
AE 150 72 Papel filtro E59  5.81+0.004'
150 72 Sterifil E60  5.77 £ 0.0006™
**500 24 Papel filtro E61 5.46 +0.003"
***150 24 Papel filtro E62  6.19 +£0.0022

Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.
***Solucién exploratoria control.
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En el cuadro 35 se muestran los valores de conductividad eléctrica de la solucion
exploratoria de 20 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar
el valor mayor en la solucion exploratoria del extracto E61(10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino + 500 mL de solvente) macerado por 24 horas y alicuotado para su
concentracion con un valor de 17746.77 + 1.6 pS/cm.

Cuadro 35. Conductividad de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL de Ganoderma lucidum
(CP-145) en la segunda etapa.

. Volumen de Tiempo de . - Conductividad
Cultivo solvente (mL) maceracion (horas) Filtracion Clave (US/cm)
500 24 Papel filtro E37 7222.2 +3.2°
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 59712 +4.5P
AE 500 24 Papel filtro  E39 3526.4 +5.5°
500 24 Sterifil E40 5982.3+6.5°
150 24 Papel filtro E41 5160 % 2°
AE + AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42  5224.8 +17.9°
AE 150 24 Papel filtro  E43 5873.6+11.8°
150 24 Sterifil E44 59859 +10.1°
500 48 Papel filtro  E45 5016.1 +4.4°
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 49313 +14P
AE 500 48 Papel filtro E47 4963.4 +17.7°
500 48 Sterifil E48 49459 +59.4°
150 48 Papel filro E49 7317.6 +10°
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50  7921.60 +9.3°
AE 150 48 Papel filtro E51  6051.87 + 1.3°
150 48 Sterifil E52 7607.5+6.2°
500 72 Papel filro E53  6192.7 +3.1°
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54 53013 +4.44°
AE 500 72 Papel filro E55 5587.2 +6.4°
500 72 Sterifil E56 5670.6 + 17.4°
150 72 Papel filtro E57  6420.3 + 13°
AE +AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58  6630.4 + 5.5
150 72 Papel filtro E59 5920.8 + 6.12°
AE 150 72 Sterifil E60 7536.4 +9.5P
**500 24 Papel filtro E61 17746.77+ 1.6°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.

En el cuadro 36 se muestran los valores de conductividad eléctrica de la solucion
exploratoria de 10 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar
el valor mayor en la solucion exploratoria del extracto E61 (10 g de muestra cultivada en

aserrin de encino 500 mL de solvente, alicuotado para su concentracién el cual tiene un
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valor de 10746.7 + 1 uS/cm. Mientras que el valor menor se observa en la solucion
exploratoria del extracto E45 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado
con AAS 10 mM + 500 mL de solvente) macerado por 48 horas y filtrado
convencionalmente con un valor de 2420.1 + 5.2 uS/cm.

Cuadro 36. Conductividad de las soluciones exploratorias de 10 mg/mL de Ganoderma lucidum
(CP-145) en la segunda etapa.

Cultivo Volumen de ;;igrg%i%i Filtracion  Clave Conductividad
solvente (mL) (horas) (uS/cm)
500 24 Papel filtro E37  3583.5+14.2"
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 31454432
AE 500 24 Papel filtro E39  4850.7+49°
500 24 Sterifil E40 2721.6 +4.9°
150 24 Papel filtro E41 28146 + 8.2"
AE + AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42 2724.9 + 9.6°
AE 150 24 Papel filtro E43 3203.7 +10.4"
150 24 Sterifil E44 3063.5 + 41k
500 48 Papel filtro E45 2420.1+£5.2°"
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 2662 + 27.4°
AE 500 48 Papel filtro E47 2480.5 + 16.19
500 48 Sterifil E48 2756.9+89°
150 48 Papel filtro E49 3617.5+6.72f
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50 2974 £ 2.09M
AE 150 48 Papel filtro E51 3887.9 + 3.4¢
150 48 Sterifil E52 3717.5+0.8¢
500 72 Papel filtro E53 3050.1 + 40'
AE + AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54 28503 05"
AE 500 72 Papel filtro E55 2980.3 +5.5M
500 72 Sterifil E56 3746.3+ 11.8°
150 72 Papel filtro E57 3318.1 + 5.67¢
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58 313127 +0.60
150 72 Papel filtro E59 3906.27 + 2.13¢
AE 150 72 Sterifil E60 4504.47 + 7.2°¢
**500 24 Papel filtro Eo6l 10746.7 £ 18

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.

En el cuadro 37 se muestran los valores de resistividad eléctrica de la solucion
exploratoria de 20 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar
el valor mayor en la solucion exploratoria del extracto E42 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) macerado por 24
horas y filtrado por Sterifil con un valor de 446.3 £ 334.3 Ohm.
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Cuadro 37. Resistividad de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL de Ganoderma lucidum
(CP-145) en la segunda etapa.

) Volumen de Tiempo de L Resistividad
Cultivo maceracion Filtracion Clave
solvente (mL) (horas) (Ohm)
500 24 Papel filtro E37 83x(QP
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 1003 +0.3"
AE 500 24 Papel filtro E39 168.6 +0.3°
500 24 Sterifil E40 09.3+0.3°
150 24 Papel filtro E41 115+ Q°
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil EA2 4463+ 334.3°
AE 150 24 Papel filtro E43 100 +0.5°
150 24 Sterifil E44 98.3+ 0.33°
500 48 Papel filtro E45 1183 £0.3
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 120.3 + 0.88°
AE 500 48 Papel filtro E47 118 +1.1°
500 48 Sterifil E48 1183 +1.7°
150 48 Papel filtro E49 80.3+ 0.3°
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50 74.33 +0.33°
AE 150 48 Papel filtro E51 98 + QP
150 48 Sterifil E52 78 £ QP
500 72 Papel filtro E53 95.6 + 0.33°
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54 111 £057°
AE 500 72 Papel filtro E55 105.6 + 0.33°
500 72 Sterifil E56 103.6 + 0.33°
150 72 Papel filtro E57 91.3 +0.33"
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58 886 + 0.33
150 72 Papel filtro E59 100 +0°
AE 150 72 Sterifil E60 78.3+0.33°
**500 24 Papel filtro  **E61 **33+(Q°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.

En el cuadro 38 se muestran los valores de resistividad eléctrica de la solucion
exploratoria de 10 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. Se puede observar
el valor mayor en la solucién exploratoria del extracto E62 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un valor de
256 + 1.52 Ohm. Mientras que el valor menor se observa en la solucion exploratoria del
extracto E61 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente)

macerado por 24 horas y alicuotado para su concentracion con un valor de 23 £ 0.01 Ohm.
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Cuadro 38. Resistividad de las soluciones exploratorias de 10 mg/mL de Ganoderma lucidum
(CP-145) en la segunda etapa.

Tiempo de

Cultivo VVolumen de maceracion  Filtracion Clave Resistividad
solvente (mL) (horas) (Ohm)
500 24 Papel filto  E37  162.33% 0.88°
AE + AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 184 +057
AE 500 24 Papel filtro  E39 119.33+£0.33°
500 24 Sterifil E40  209.66 +1.45°
150 24 Papel filtro  E41 201.3 + 1.85%
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42 2103+ 2.02°
AE 150 24 Papel filtro  E43 178.6 +1.45
150 24 Sterifil E44  186.6+3.3"
500 48 Papel filtro ~ E45 235+ 057
AE +AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 210 +5.1°
AL 500 48 Papel filro  E47 230,66 + 3.7
500 48 Sterifil E48 2133+ 14°
150 48 Papel filro  E49 163 + 057X
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50  197.33 + 0.88°
AE 150 48 Papel filtro  E51 151 +0Q"
150 48 Sterifil E52 157 +0m
500 72 Papel filro  E53 193 + 0.57¢
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54 204 +057¢
A 500 72 Papel filtro  E55 198.33 + 0.66°
500 72 Sterifil E56  158.33 + 0,66
150 72 Papel filro  E57  178.66 + 0.33
AE +AAS 10mM 150 72 Sterifil E58 190 + 0%
AE 150 72 Papel filro  E59  152.6 +0.33™
150 72 Sterifil E60  133.33 +0.33°
*%500) 24 Papel filtro  E61 23+ 0°
*xx]50) 24 Papel filro  E62 256 +1,52°

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan a= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico.

**Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. *** Solucién exploratoria control. E= Extracto.

En el cuadro 39 se muestran los valores de grados Brix de la solucion exploratoria de

20 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. El valor mayor se observa en la

solucidén exploratoria del extracto E51 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150

mL de solvente) macerado por 48 horas y filtrado convencionalmente con un valor de 14.2 +

0.03 grados Brix. Mientras que el valor menor lo presenta el extracto E61 (10 g de muestra

cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente) macerado por 24 horas filtrado por

Sterifil con un valor de 2.8 + 0 grados Brix.
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Cuadro 39. Grados Brix de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL de Ganoderma lucidum

(CP-145) en la segunda etapa.

Volumen de Tiempo de
Cultivo maceracion  Filtracion Clave  Grados Brix
solvente (mL)
(horas)
500 24 Papel filtro  E37 12.2 £0.03™
AE+AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 12 +0°
AE 500 24 Papel filtro  E39 12.9 +0.03"¢
500 24 Sterifil E40 12.3+ 0™
150 24 Papel filtro  E41 13.6 £ 0.03"
AE+AAS 10mM 150 24 Sterifil E42  126+003
AE 150 24 Papel filtro  E43 12.9 + 0.05M9
150 24 Sterifil E44 13.2 + 0
500 48 Papel filtro E45 12.13 + 0.06"
AE +AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 123 +0n
AE 500 48 Papel filtro  E47 13.3 + 0.03¢
500 48 Sterifil E48 125 + 0k
150 48 Papel filtro E49 10.9 + 0.03P
AE +AAS 10 mM 150 48 Sterifil ES0 13 +0.03°
AE 150 48 Papel filtro  E51 14.2 +£0.03?
150 48 Sterifil E52 12.8 + 0
500 72 Papel filtro  E53 12.9 + Qo
AE+AAS 10mM 500 72 Sterifil E54  12.9 +0.03%
AE 500 72 Papel filtro  E55 12.7 +0.03i
500 72 Sterifil E56 12.8 +£0.8 9
150 72 Papel filtro  E57 12.3 +0.08'
AE +AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58 123 + O
150 72 Papel filtro  E59 13 £ 0™
AE 150 72 Sterifil E60 12.3+0m
**500 24 Papel filtro **E61 **2.8+04

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracion en rotavapor. E= Extracto.

En el cuadro 40 se muestran los valores de grados Brix de la solucion exploratoria de
10 mg/mL de los extractos obtenidos en la segunda etapa. El valor mayor se observa en la
solucion exploratoria del extracto E62 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150
mL de solvente) con un valor de 13.8 + 0.05 grados Brix. Mientras que el valor menor se
observa en el extracto E61 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de

solvente) macerado por 24 horas alicuotada para su concentracion con un valor de 2.8 + 0

grados Brix.
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Cuadro 40. Grados Brix de las soluciones exploratorias de 10 mg/mL de Ganoderma lucidum
(CP-145) en la segunda etapa.

Tiempo de
Cultivo Volumen de maceracion Filtracion  Clave Brix
solvente (mL) (horas)
500 24 Papel filtro E37 12.46 +0.03™"
AE +AAS 10 mM 500 24 Sterifil E38 1253 +0.086"
AE 500 24 Papel filtro  E39 12.73 + 0.03%f
500 24 Sterifil E40 12.56 + 0.03ighef
150 24 Papel filtro E41 13+0.03°
AE +AAS 10 mM 150 24 Sterifil E42  12.6 +0.03%"
AE 150 24 Papel filtro  E43 11.46 +£0.03"
150 24 Sterifil E44 12.93 + 0.03%
500 48 Papel filtro  E45 12.46 +0.06™"
AE + AAS 10 mM 500 48 Sterifil E46 12.43 +0.06™
AE 500 48 Papel filtro E47 12.76+0.13%
500 48 Sterifil E48 12.5+ Qo
150 48 Papel filtro E49 11.83+0.06'
AE + AAS 10 mM 150 48 Sterifil E50 12.76 + 0.06%
AE 150 48 Papel filtro  E51  13.46 +£0.12°
150 48 Sterifil E52 12.66 + 0.03%"f
500 72 Papel filtro E53  12.7 +0.05%f
AE +AAS 10 mM 500 72 Sterifil E54 12.3+0.154
AE 500 72 Papel filtro  E55  12.66 + 0.039"
500 72 Sterifil E56 12.70 + 0.05%f
150 72 Papel filtro E57 12.43 +0.06™
AE + AAS 10 mM 150 72 Sterifil E58 12.26 +0.03X
150 72 Papel filtro E59 12.6 +0.17idhef
AE 150 72 Sterifil E60 12.56 + 0.03ighef
*500 24 Papel filtro E61 2.8+0"
***150 24 Papel filtro E62 13.8+0.05?

**Medias con la misma letra son similares de acuerdo a la prueba de Duncan o= 0.005. AE= Aserrin de encino. AAS=
Acido acetilsalicilico. **Extracto dividido en alicuotas de 3 durante la concentracién en rotavapor. *** Solucion
exploratoria control de laboratorio. E= Extracto.

Los espectros de absorcion del barrido de las soluciones exploratorias de 20 mg/mL

por densidad dptica (D.O) se muestran en la figura 29. Se puede observar los picos en el

espectro, el primero entre los 220-260 nm y el segundo entre los 340-380 nm. El segundo

pico incrementa a medida que aumenta la concentracion del extracto. Tal como puede

observarse en el extracto E43= (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino, macerado en

150 mL de solvente), con un tiempo de maceracion de 24 horas. Mientras que este pico es

muy tenue en el extracto E56= (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino, macerado

con 150 mL de solvente), con un tiempo de maceracion de 72 horas.
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Absorbancia

860

Figura 29. Espectro de absorcién del barrido a una longitud de onda entre 200-1000 nm de las
soluciones exploratorias de 20 mg/mL de extractos obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente
filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada
en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion
(control 5).
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Los espectros de absorcion del barrido de las soluciones exploratorias de 10 mg/mL
de los extractos de la segunda etapa por densidad Optica (D.O) se muestran en la figura 30.
Se puede observar los picos en el espectro, el primero entre los 200-266 nm y el segundo
entre los 322-376 nm. EIl segundo pico incrementa a medida que aumenta la concentracién
del extracto. Tal como puede observarse en el extracto E43 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino, macerado en 150 mL de solvente, con un tiempo de maceracion de 24
horas). Mientras que este pico es muy tenue en el extracto E62 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino, macerado con 150 mL de solvente, con un tiempo de maceracion de 24

horas).
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Figura 30. Espectro de absorcién del barrido a una longitud de onda entre 200-1000 nm de las
soluciones exploratorias de 10 mg/mL de extractos obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE +150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10 g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +500 mL de solvente, filtrado
convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE +500 mL de
solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente filtrado
por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de muestra
cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada en AE +
500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion (control 5).
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8.2 Propiedades funcionales de las muestras liquidas

8.2.1 Polifenoles totales

En la figura 31 se muestran los valores de polifenoles totales de los extractos de la primera
etapa. Se puede observar el valor mayor de polifenoles totales en el extracto E27 (10 g de
basidiocarpo con pileo + 500 mL de solvente) en agitacion con un valor de 1561.9 + 6.5 mg
EAG/10 g de hongo seco. Y los valores menores se observan en los extractos E29 (10 g
pileo + 1000 mL de solvente) en agitacién con un valor de 854.8 £ 1.9 mg EAG/10 g de
hongo seco, E31 (10 g pileo + 150 mL de solvente) en reposo con un valor de 854.8 + 2.6
mg EAG/10 g de hongo seco, E64 (10 g de estipite +150 mL de solvente) con un valor de
813.8 £ 5.1 mg EAG/10 g de hongo seco.
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Figura 31. Polifenoles totales de los extractos de Ganoderma lucidum (CP-145) de la primera etapa
obtenidos a las 72 horas de maceracion, cultivado en aserrin de encino suplementado con acido
acetilsalicilico 10 mM. E25= Extracto de 10 g de pileo + 150 mL de solvente. E26= Extracto de 10 g
de estipite + 150 mL de solvente. E27= Extracto de 10 g de pileo + 500 mL de solvente. E28=
Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E29= Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de
solvente. E30= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de solvente. E31= Extracto de 10 g de pileo +
150 mL de solvente. E32= Extracto de 10 g de estipite + 150 mL de solvente. E33 = Extracto de 10 g
de pileo + 500 mL de solvente. E34= Extracto de 10 g de estipite + 500 mL de solvente. E35=
Extracto de 10 g de pileo + 1000 mL de solvente. E36= Extracto de 10 g de estipite + 1000 mL de
solvente. Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan a= 0.05. Las medias con la
misma letra son similares.
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Los polifenoles totales obtenidos del extracto de G. lucidum durante la segunda etapa
se muestran en la figura 32. Se puede observar el valor mayor en el extracto E54 (10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente) con un valor de 2400 + 33.91 mg EAG/10 g de hongo seco. Mientras que el valor
menor se presenta en el extracto E61 (10 g de pileo cultivado en aserrin de encino + 500 mL
de solvente) con un valor de 528 + 4.4 mg EAG/10 g de hongo seco.
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Figura 32. Polifenoles totales de los extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) en
la segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional
(control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50=
10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con
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AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente,
filtrado convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y
dividido en 3 partes para su concentracién (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la
Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.

En la figura 33 se muestran los valores de la solucion exploratoria de 20 mg/mL. Se
puede observar que el valor mayor en la solucién exploratoria del extracto E43 (10 g de
basidiocarpo con pileo + 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%) con 24 horas de
maceracion, filtrado con papel filtro convencional con un valor de 645.07 + 14.21 mg
EAG/10 g de hongo seco. Mientras que el valor menor lo presenta la solucion del extracto
E50 (10 g de basidiocarpo con pileo + 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%) con 48
horas de maceracion filtrado por Sterifil con un valor de 295.03 £ 1.91 mg EAG/10 g de

hongo seco
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Figura 33. Polifenoles totales de la solucién exploratoria de 20 mg/mL de los extractos de 10 g de
pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE +150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10¢g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente
filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada
en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion
(control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con
la misma letra son similares.
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La figura 34 muestra los valores de polifenoles totales de la solucion exploratoria de
10 mg/mL. Se puede observar el valor mayor en la solucion exploratoria del extracto E43
(10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente) con 24 horas de
maceracion, filtrado con papel filtro convencional con un valor de 346.34 + 7.81 mg
EAG/10 g de hongo seco. Mientras que los valores menores se observan en las soluciones
exploratorias de los extractos E50 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM) con un tiempo de maceracion de 48 horas, filtrado con
papel filtro convencional con un valor de 164.59 + 2.26 mg EAG/10 g de hongo seco, la
solucion exploratoria del extracto E53 (10 g muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM +500 mL de solvente) con 72 horas de maceracion, filtrado
con papel filtro convencional con un valor de 171.46 + 1.44 mg EAG/10 g de hongo seco, la
solucidén exploratoria del extracto E55 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino +500
mL de solvente) con 72 horas de maceracion, filtrado con papel filtro convencional la cual
presenta un valor de 166.65 + 6.31 mg EAG/10 g de hongo seco y la solucién exploratoria
del extracto E56 (10 g muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 500 mL de solvente) con 72 horas de maceracion, filtrado con Sterifil la cual tiene un
valor de 166.15 + 3.59 mg EAG/10 g de hongo seco.
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Figura 34. Polifenoles totales de la solucién exploratoria de 10 mg/mL de los extractos de 10 g de
pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente
filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada
en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion
(control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan a= 0.05. Las medias con
la misma letra son similares.
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8.2.2 Actividad antioxidante

La figura 35 muestra los valores de actividad antioxidante de los extractos de la segunda
etapa. Se puede observar que los valores mas altos se obtuvieron en los extractos E47 (10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo de
maceracion de 48 horas filtrado convencionalmente con un valor de 85.2 + 0.17% vy el
extracto E48 (10 g de muestra cultivada aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un
tiempo de maceracion de 48 horas filtrado por Sterifil el cual presenta un valor de 85.2% *
0.13%. Mientras que los valores de menor actividad antioxidante se observa en los extractos
E45 (10 g de muestra cultivada aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL
de solvente) con un tiempo de maceracion de 48 horas, filtrado convencionalmente, el cual
presenta un valor de 77.6 £ 0.64% y el extracto E58 (10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un tiempo de

maceracion de 72 horas, filtrado por Sterifil, el cual presenta un valor de 78.8 * 1.36%.
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Figura 35. Actividad antioxidante de los extractos de 10 g de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145)
obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado
con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39=
10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional
(control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado convencional (control 4). E44= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementada con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50=
10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con
AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de
muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra
cultivada en AE + 500 mL de solvente filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin
de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g
de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +150 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente,
filtrado convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por
Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y
dividido en 3 partes para su concentracion (control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la
Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son similares.
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La figura 36 muestra los valores de actividad antioxidante de las soluciones
exploratorias de 20 mg/mL. Se puede observar los valores mayores en las soluciones
exploratorias de los extractos E57 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino
suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 72
horas, filtrado convencionalmente con un valor de 86.5 + 0.2%, la solucion exploratoria del
extracto E59 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente) con un
tiempo de maceracion de 72 horas, filtrado convencionalmente con un valor de 86.1 *
0.29%, la solucion exploratoria de extracto E60 (10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 72 horas, filtrado por Sterifil
con un valor de 86.1 = 0.11% y la solucion exploratoria del extracto E61 (10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 24
horas, filtrado convencionalmente alicuotado (3 partes) para su concentracion. Mientras que
el valor mas bajo lo presenta la solucion exploratoria del extracto E50 (10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con &cido acetilsalicilico 10 mM + 150 mL de
solvente) con un tiempo de maceracién de 48 horas, filtrado por Sterifil con un valor de 80.3
+ 0.83%.
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Figura 36. Actividad antioxidante de la solucién exploratoria de 20 mg/mL de los extractos de 10 g
de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 3). E42= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43=
10 g de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado convencional (control 4). E44=10g
de muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E46= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente,
filtrado convencional. E54= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS
10 mM + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL
de solvente, filtrado convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente
filtrado por Sterifil. E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de
muestra cultivada en aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada
en AE + 500 mL de solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentracion
(control 5). Las letras sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con
la misma letra son similares.
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La figura 37 muestra los valores de actividad antioxidante de las soluciones
exploratorias de 10 mg/mL. Se puede observar que el valor mayor en la solucién
exploratoria del extracto E61 (10 g de muestra cultivada en aserrin de encino + 500 mL de
solvente) con un tiempo de maceracion de 24 horas, filtrado convencionalmente, alicuotado
(tres partes) para su concentracion con un valor de 86.6 + 0.14%. Mientras que el valor
menor se presenta en la solucion exploratoria del extracto E50 (10 g muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con un tiempo de
maceracion de 48 horas, filtrado convencionalmente la cual presenta un valor de 77.7 *
0.17%.

88.0 M 24 horas £348 horas B 72 horas
86.0
D o chd cepd

a
b
cbd cb
84.0 cd feebd o cebd
a8 2 R fhegd feed
82, 2
78.0
76,0
74.0
70 M B O H HA 2 2

E37 E38 | E39 E40 E41 |E42 E43 E44 E45 E46 E47 E48 E49 ES0| ES1 E52|ES3|ES4|ESS ES6 ES7 ES8 ES9 E60 E61 E62
Series] 84.0 83.7 83.5 83.3 81.4 82.8 80.6 82.4 82.9 80.2 82.9 84.2 83.3 77.7 82.8 81.6 83.9 84.4 83.6 82.4 83.3 83.9 82.0 82.0 86.6 80.3

fcebd feebd

[

Actividad antioxidante (%)
2]
(=]
(=]

| e
OO OO OO
| Lok
T P P
S

| e e

Extractos

Figura 37. Actividad antioxidante de la solucién exploratoria de 10 mg/mL de los extractos de 10 g
de pileo de Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la segunda etapa. E37= 10 g de muestra
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E38= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM +
500 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E39= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional. E40= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente,
filtrado por Sterifil. E41= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10
mM + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E42= 10 g de muestra cultivada en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E43= 10 g de
muestra cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E44= 10 g de muestra
cultivada en AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E45= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementada con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E46=
10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E47= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E48= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado por Sterifil.
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E49= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente, filtrado convencional. E50= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado
con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E51= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E52= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E53= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de solvente, filtrado convencional. E54=
10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 500 mL de
solvente, filtrado por Sterifil. E55= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente, filtrado
convencional. E56= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de solvente filtrado por Sterifil.
E57= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de
solvente, filtrado convencional. E58= 10 g de muestra cultivada en aserrin de encino suplementado
con AAS 10 mM + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E59= 10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino + 150 mL de solvente, filtrado convencional. E60= 10 g de muestra cultivada en
AE + 150 mL de solvente, filtrado por Sterifil. E61= 10 g de muestra cultivada en AE + 500 mL de
solvente, filtrado convencional y dividido en 3 partes para su concentraciéon (control 5). Las letras
sobre las barras corresponden a la Prueba de Duncan o= 0.05. Las medias con la misma letra son
similares.

8.3 Anélisis estadistico SAS

El andlisis de varianza (ANOVA) es la técnica estadistica mas usada en investigaciones.
Aplicandose en situaciones donde existen varios grupos o tratamientos y se prueba la
diferencia entre ellos. Se usé un disefio completamente al azar. La aplicacion de la prueba de
Duncan es més laboriosa que la prueba de Tukey, pero se llega a resultados mas adecuados y
se discrimina con mayor facilidad entre los tratamientos, dando resultados significativos en
casos en que la prueba de Tukey no permite obtener significancia estadistica. EsS menos
exigente que Tukey (Benitez et al., 2002). En todos los experimentos las pruebas se
realizaron por triplicado y los resultados se analizaron mediante un disefio experimental
completamente al azar, los resultados se evaluaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), vy se aplico la prueba de Duncan (o= 0.05) ya que en la prueba de Tukey no se
observo diferencia significativa entre los grupos, todos los analisis se realizaron con el

programa SAS 9.4.

8.3.1 Prueba de Duncan
El cuadro 41 muestra los resultados de la diferencia de medias por la Prueba de Duncan o=
0.05 de los macerados de las dos etapas con un valor de F= 395.75 y Pr < 0.001 para

rendimiento, valor de F= 620.66 y Pr < 0.001 para polifenoles totales lo que lo hace
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altamente significativo. De acuerdo a los resultados el macerado donde se obtiene un mayor
rendimiento fue el M32 (10 g de pileo cultivado en aserrin de encino suplementado con
AAS 10 mM + 150 mL de solvente) macerado por 72 horas en reposo Y filtrado con filtro
convencional con un valor de 8.32 = 0.23 mg/mL. Para el contenido de polifenoles totales el
mejor macerado fue el M57 (10 g de pileo cultivado en aserrin de encino suplementado con
AAS 10 mM + 150 mL de solvente) macerado por 72 horas en reposo Yy filtrado
convencionalmente con un valor de 301.21 + 5.97 mg EAG/10 g de hongo seco. En
contenido de sélidos solubles con un valor mayor es para el macerado M31 (10 g de pileo
cultivado en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente)
macerado por 72 horas en reposo Y filtrado convencionalmente con un valor de 13.8 £ 0
grados Brix.

Cuadro 41. Prueba de Duncan para rendimiento, polifenoles totales y grados Brix de los
macerados de Ganoderma lucidum (CP-145) en las dos etapas.

. Solidos
Clave Rendimiento (mg/mL) Egrl]légn:;sz)totales (mg EAG/10 g de solubles_
(Grados Brix)
M1 4.36 +0.11¥ SIM 13 + Qih
M2 5.88 +0.1™" SIM 13 +0.03¢h
M3 2.3+0.07" SM 13.2 £ QM
M4 1.8 +£0.03%° SIM 12.8 + Qmn
M5 1.2 0.21 SIM 13.2 £0.03
M6 2.30.18" SIM 125 + 0%
M7 4.3+0.05K SIM 13.3 + 0%
M8 3.2+0.07™ SIM 12.9 + 0k
M9 0.48+0.02° SIM 13.1 + 0.039%
M10 0.16 £ 0.02° SIM 12.6 +0Fd
M11 0.26 + 0.02° 20.7 + 0.729fF 13.1 £0.03°
M12 0.22 £0.02° 34.06 + 1.31P 12.6 £ QP
M13 5.56+ 0.1' 113+ 3.2 133 +0 %
M14 6.36 +0.13¢ 175.83 + 8.19" 13.2 +0.03%e
M15 2.54 +£0.05" 103.03 + 3.68™ 13.3 + 0%
M16 1.82 +0.02r° 88.1 + 2.63"r0 12.9 + 0k
M17 3.16 +0.1m 64.43 + 0.75" 13.2 +0dfe
M18 4.66 + 0.324 63.26 + 1.53V 12.8 +0Qmn
M19 6.48 +£0.07¢ 142 + 0.73 13.6 £ 0.03°
M20 4.3 +0.06% 213.96 + 3.991 129 + 0k
M21 1.74 £ 0.23% 76 + 2.2t 13.3+0.03°
M22 2.4 +0.08" 44 +£ 097w 12.8 +Qmk
M23 1.04 £ 0.06" 38.26 + 0.87% 13.1 +0.03%
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M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M50
M51
M52
M53
M54
M55
M56
M57
M58
M59

M60
**M61

1.24 £ 0.04"
6.68 +0.219%
6+0.2"

3.92 +0.13'
3.6 +0.08'
494+ 0.19
474 + 0.05
7.3 +£0.34%
8.320.23%
2.6 £0.22"
2.32 £0.09"
1.48 = 0.02m
1.86 + 0.05°
156 £0.07
1.48 £ 0.04m™
0.96 +£0.07"
1.28 £0.08™
7.28 + 0.14%
6.92 +0.19®
8.4 +0.18

7 +0.06%°
156 + 0.04
1.84 +£0.077
1.48 +£0.08
152+£0.1
7.28 +0.04%
7.32 +0.13%
7.36 £0.11°
7.88 +0.1°
2.32+0.04
1.92 £ 0.04°
3.72 +0.08'
3.64 +0.07'

7 +0.06%°
6.6 + 0.1

7.2 +£0.06%

7.84+£0.13°
2.36 +0.11"

32.73+1.03
167.26 + 5.671
234.76 + 1.78¢
117.23 + 3.97
90.43 + 1.55™
67.93 + 214V
69.93 + 1.79
239 + 7.02¢
256.33 + 6.07°
77.16 % 0.92"
72.03 + 1.86™
53.63 % 0.52"
49.96 + 1.82W
85.114+ 1.8
78.009 + 2,94
80.91 + 2.38"
89.412 + 2.94™°

221.316 + 2.61°"

273.246 + 4.43°
215.90 + 1.39%%
183.19 + 2.43"

86.70 + 1.62M9°

89.22 +1.82"™°
92.19 +£1.29™

97 + 2.64™
257.7 £ 3.29°

271.79 + 5.65°
211.07 £3.27°
274.01 £ 5.57°
95.33 +£ 3.02"m
03.55 + 3.84"m°
224.22 + 1.90°f
222.65 + 2.78°
301.21 +5.97¢
230.39 + 3.63%
268.22 + 1.26"

274.01 £ 5.57°
91.15 £+ 2.40™°

13.6 £ QP

13.3 £ 0%
13.2 +Qd*
13.3 £ 0%

13 £ Qi

13.1 £ 0.03"
13 + 0

13.8 +0?
13.15 +0.05"
13.3+ 0%
12.9 +0.03'
13.2 £ 0

13 + 0

12.6 +0.01°4
12.7 £0.03™"
12.7 £ 0.03m"
12.8 +Qmk
13.1 + QO®
13.17 +£0.03"
13 £ Qi

12.6 + 0P
12.6 + 0.0
12.73 £ 0.08™"
12.43 + 0.06°
12.5+0.03°
13 + 0

12.87 + 0.03Mk
12.80 + Q™
12.97 + 0.06'%
12.7 = 0.01°P°"
12.87 + 0.03™Mk
12.5+0.03
12.5+ 0¥

13 + 0

12.6+ 0.03P
13.1 £ 0'h
12.5+ 0¥

12.7 + QP"

M= Macerado. S/M= Sin muestra. EAG= Equivalentes de acido galico.
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El cuadro 42 muestra los resultados de la diferencia de medias de la Prueba de
Duncan de los extractos obtenidos en las dos etapas con un valor de F= 1193.68 y Pr= <
0.0001 para rendimiento, para polifenoles totales un valor de F= 81.29 y Pr < 0.0001 y
actividad antioxidante un valor de F= 2.47 y Pr < 0.001. Los resultados muestran que el
extracto donde se obtiene un mayor contenido de compuestos bioactivos es el E54 (10 g de
pileo cultivado en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM) macerado por 72 horas
en reposo Y filtrado por Sterifil. EI cual tuvo un rendimiento de 136.76 £ 0.80 mg/mL, un
contenido de polifenoles totales 2399.81 + 33.91 mg EAG/10 g de hongo seco y una
actividad antioxidante de 84.51 + 0.11%.

Cuadro 42. Diferencia de medias por la Prueba de Duncan a= 0.05 para los extractos de
Ganoderma lucidum (CP-145) obtenidos en la primera y segunda etapa.
Polifenoles totales (mg EAG/10 Actividad antioxidante

Clave Rendimiento (mg/mL) g de hongo seco) %)

E25 49.93 £ 0.70" 948.25 + 104.5% 76.01 £ 0.81"
E26 43.6 £0.4° 1037.2 £ 92.2 86.41+0.07?

E27 95.86 + 0.58" 1481.4 + 74 65.94 + 3.34%
E28 57.13+0.67° 1152.8 + 63.6¢ 83.81 + 0.14"
E29 722+£1" 589.83 + 264.91"™ 63.25 + 19.40¢
E30 558+ 1P 1389.2 + 12 81.12 +£0.79"
E31 48.73 £ 0.74" 894.4 + 455 83.59 + 0.26"
E32 40.06 + 0.46" 1145.65 + 16.25' 76.4 +1.22%

E33 91.26 + 0.56' 686.35 £ 54™ 73.03 + 1.01"
E34 49.4 +0.52" 1091.1 + 25.3k 82.53 + 0.31™
E35 104.53 + 0.54 125.47 + 21.08° 78.58 + 1.24
E36 52.93 + 0.46" 1064.5 + 13% 76.16 +£0.71"
E37 78.84 + 0.54% 1717.7 £ 15.93! 81.06 £ 0.54ba
E38 79.68 + 0.86% 1863.49 + 16.78"¢ 83.32 +£0.14"
E39 99.85 +1.299 1935.25 + 28.54Mei0 83.55 + 0.51"
E40 103.32 £ 0.63f 1900.51 + 13M™ig 84.52+0.172

E41 60.6 £ 0.57° 2082.61 + 15.78fPdecy 83.33 + 0.41™
E42 73.8+£0.33™ 2154.19 + 9.58Pdec 84.92 +0.23?

E43 55.8 + 1.09° 2288.58 * 40.46" 83.29 +£0.13"
E44 74.46 +0.8' 2176.65 + 13.820 83.13 + 0.56™
E45 115.48 £ 0.70° 2118.4 + 16.76™dec 77.64 + 0.64
E46 122 +1.21° 1964.02 + 14.68™Mde9 83.13 £ 0.23"
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E47 112.16 + 1.19¢ 2196.3 + 35.4bdc 85.16 +0.172
E48 107.32 + 0.51° 2099.46 + 23.48Mdec 85.20+0.13%
E49 88.52+1.18 2095.59 + 45fdec 82.12 + 0.76™
ES0 112.88 + 1¢ 1890.68 + 14.14™i 83.10 + 0.24"
E51 74.96 + 0.44' 2026.83 + 46Mdecs 83.33 £ 0.27"
ES2 108.68 + 1.68° 2013.31 + 35.6™Md0 84.83 +0.58%
ES3 122.6 + 0.87° 2098.14 + 14.16M™dec 83.72 + 0.46"
E54 136.76 + 0.80% 2399.81 + 33.91° 84.51+0.112
E55 111.72 + 0.44¢ 2173.14 + 15.69°% 84.11+0.47%
ES6 122.12 +0.23° 1837.7 + 14.55! 84.78 + 0.14%
E57 69.44 + 0.33" 2071.38 + 25.40' 83.04 + 0.27"
ES8 69.2 £ 0.53" 1712.79 + 29.67' 78.78 + 1.36™
ES9 69.68 + 0.37" 2207.88 + 32.87"* 84.74 +0.12%
E60 68.04 + 0.54" 2152.44 + 25 57bdc 84.78 + 0.10%
E61 27.04 + 0.49" 528.27 + 4.40™ 81.9 £0.73%
E63 48.73 £ 0.74" 976.8 + 157 76.87 + 0.62
E64 40.06 + 0.46" 442.04 + 36" 776.83 + 0.115™

E= Extracto. EAG= Equivalentes de acido gélico.

El cuadro 43 muestra los resultados de la diferencia de medias por la prueba de

Duncan o= 0.05 de las soluciones exploratorias con un valor de Pr < 0.0001 para polifenoles

totales con diferencia significativa alta entre las soluciones. Para actividad antioxidante el

valor de Pr=0.7178 y para solidos solubles un valor de Pr < 0.9018 lo que indica que no hay

diferencia significativa entre las soluciones exploratorias. El analisis muestra que la solucion

exploratoria con mayor contenido de polifenoles totales es la solucion exploratoria de 20

mg/ml del extracto E43 (10 g de pileo cultivado en aserrin de encino + 150 mL de solvente)

macerado por 24 horas en reposo filtrado convencionalmente con un valor de 645.07 + 14.21

mg EAG/10 g de hongo seco.

Cuadro 43. Prueba de Duncan para polifenoles totales y actividad antioxidante de las soluciones
exploratorias de 20 mg/mL y 10 mg/mL de Ganoderma lucidum (CP-145).

Polifenoles totales (mg Actividad antioxidante  Solidos solubles

Clave EAG/g de hongo seco) (%9 (Grados Brix)
E37-20mg/mL 408.156 * 5.349™ 81.97 + 0.06* 12.2 +0.03°
E38-20mg/mL 426.563 + 4.889 83.14 + 0.06* 12 +0°

E39-20mg/mL 420.656 + 6.119 82.42 +0.51* 12.9 +0.03"

106



E40-20mg/mL
E41-20mg/mL
E42-20mg/mL
E43-20mg/mL
E44-20mg/mL
E45-20mg/mL
E46-20mg/mL
E47-20mg/mL
E48-20mg/mL
E49-20mg/mL
E50-20mg/mL
E51-20mg/mL
E52-20mg/mL
E53-20mg/mL
E54-20mg/mL
E55-20mg/mL
E56-20mg/mL
E57-20mg/mL
E58-20mg/mL
E59-20mg/mL
E60-20mg/mL
E61-20mg/mL
E37-10mg/mL
E38-10mg/mL
E39-10mg/mL
E40-10mg/mL
E41-10mg/mL
E42-10mg/mL
E43-10mg/mL
E44-10mg/mL
E45-10mg/mL
E46-10mg/mL
E47-10mg/mL

324.68 + 5.37'mk
562.781 + 8.22¢
487.125 + 3.5¢
645.07 + 14.21°
444,563 + 6.841"
371.063 + 2.16'"
357.375 + 3.58
334.875 + 4.04Imk
378.938 + 4.64™"
447.75 £ 5.84"
295.031 + 1.91"™
524.063 + 5.43¢
361.875 + 3.24/"
305.031 + 8.63"™
405.094 + 2.38%"
302.063 £ 7.87"™
316.008 + 7.41"m
531.563 + 3.8
565.031 + 4.01°
530.031 + 19.52«
576.75 + 13.6"
427.061 + 0.8
224.28 + 0.87™
221.03 £ 5.76%"
232.844 + 0.97%"
187.969 + 4.96
305.781 + 5.75"™
258.906 + 3.119%°
346.344 + 7.81J
241.219 £ 0.74%F"
202.344 + 1.85"
184.219 +1.8%
189.594 + 7.29%
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84.472 +0.19°
83.66 + 0.34%
84.52 +0.11*
83.234 + 0.37¢
85.04 +0.08%
82.62 + 0.59%
83.80 +0.072
83.65 + 0.52%
84.4 +0.322
84.97 +0.33%
80.346 + 0.83*
84.97 +0.32%
82.83 +0.19%
83.55 + 0.4°
84.31+£0.16%
84.31+0.29%
84.01 +£0.29%
86.49 + 0.2°
85.86 + 0.26%
86.10 + 0.29%
86.09 +0.112
86.50 + 0.15%
84.01 +£0.33%
83.68 +£ 0.53%
83.54 £ 0.54%
83.32+0.42%
81.36 + 1.03%
82.84 + 0.6°
80.63 +0.712
82.42 £ 0.14%
82.89+0.12%
80.22 £ 0.13%
82.87 £ 0.45%

12.3+0°
13.6 £ 0.03°
12.6 +0.03°
12.9 + 0.05°
13.2+0P
12.13 + 0.06°
12.3 +0°
13.3+ 0.03°
125 +QP
10.9 +0.03°
13 +0.03°
14.2 +0.03°
12.8 0P
12.9 +0°
12.9 +0.03°
12.7 +0.03°
12.8+0.8°
12.3 +0.08°
12.3 £0Q°
13 £0P
12.3+0°
2.8 +0°
12.46+ 0.03°
12.53 +0.08°
12.73 + 0.03°
12.56 + 0.03°
13+ 0.03°
12.6 +0.03°
11.46 +0.03°
12.93 +0.03°
12.46 +0.06°
12.43 +0.06°
12.76 +£ 0.13°



E48-10mg/mL
E49-10mg/mL
E50-10mg/mL
E51-10mg/mL
E52-10mg/mL
E53-10mg/mL
E54-10mg/mL
E55-10mg/mL
E56-10mg/mL
E57-10mg/mL
E58-10mg/mL
E59-10mg/mL
E60-10mg/mL
E61-10mg/mL
E62-10mg/mL

218.719 + 465"
251.469 + 3.52%"
164.594 + 2.26"
280.469 + 7.75"™°
191.594 + 1.96""
171.469 + 1.44Y
216.781 + 5.22%"
166.656 + 6.31"
166.156 + 3.59"
292.969 + 3.97"™
308.344 + 2.23"™m
297.531 + 3.83"™
313.156 + 3.7"™
214.939 + 1.6'"
190.844 + 3.47™

84.18 +0.79%
83.32+0.18%
77.69+0.17%
82.81 +0.44%
81.62 +1.16%
83.85 +0.38%
84.41 +0.412
83.56 + 0.36%
82.43 + 0.06a
83.29 + 0.45%
83.86 + 0.16%
81.99 + 0.53%
82.04 +0.88%
86.57 + 0.14%
80.34 £ 0..322

125+0Q°
11.83+ 0.06°
12.76 + 0.06°
13.46+ 0.12°
12.66+ 0.03°
12.7 +0.05°
12.3 +0.15°
12.66 + 0.03°
12.70+ 0.05°
12.43 +0.06°
12.26 + 0.03°
12.6+0.11°
12.56 + 0.03°
2.8+0°
13.8 +0.05°

E= Extracto.

8.3.2 Analisis de componentes principales

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de sintesis de la
informacion, o reduccién de la dimensién (nimero de variables). Es decir, ante un banco de datos
con muchas variables, el objetivo sera reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor cantidad de

informacion posible (Ciarleglio et al., 2015). La figura 38 muestra los resultados de los componentes

principales de todas las muestras.
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Figura 38. Analisis de componentes principales (pH, conductividad, resistividad, grados Brix,
actividad antioxidante y polifenoles totales) de las muestras de Ganoderma lucidum (CP-145).
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8.4 Efecto bacteriostatico del extracto sobre Escherichia coli

La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E41 (10 g de pileo cultivado en aserrin
de encino + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 24 horas no presento
efecto bacteriostatico sobre E. coli. Sin embargo, puede observarse que hubo una
disminucion del 11% con respecto al control de crecimiento bacteriano. En la figura 39 se

muestran las diferentes diluciones de la solucion y el crecimiento de la bacteria.
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Figura 39. Efecto bacteriostatico de la solucién exploratoria de Ganoderma lucidum del extracto
E41 (10 g de pileo + 150 mL de solvente, macerado por 24 horas) sobre Escherichia coli a las 24
horas de incubacion. SE= Solucidn exploratoria. CPS= Control positivo del solvente. CCB= Control
de crecimiento bacteriano.

La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E37 (10 g de pileo cultivado en
aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo se maceracion de 24 horas solo
presento efecto bacteriostatico sobre E. coli en la Dilucién 1 que equivale a una
concentracion de 20 mg/mL. En la segunda dilucion (10 mg/mL) se puede observar una
disminucion del crecimiento del 12.72% con respecto al control de crecimiento bacteriano
(C.C.B.). En la figura 40 se muestran las diferentes diluciones de la solucion y el

crecimiento de la bacteria.
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Figura 40. Efecto bacteriostatico de la solucion exploratoria de Ganoderma lucidum del extracto
E37 (10 g de pileo + 500 mL de solvente, macerado por 24 horas) sobre Escherichia coli a las 24
horas de incubacién. SE= Solucion exploratoria. CPS= Control positivo del solvente. CCB= Control
de crecimiento bacteriano.
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La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E61 (10 g de pileo cultivado en
aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo se maceracion de 24 el cual fue
alicuotado para su concentracion no presento efecto bacteriostatico sobre E. coli. En la

figura 41 se muestran las diferentes diluciones de la solucion y el crecimiento de la bacteria.
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Figura 41. Efecto bacteriostatico de la solucion exploratoria de Ganoderma lucidum del extracto
E61 (10 g de pileo + 500 mL de solvente, macerado por 24 horas) alicuotado para su concentracion
sobre Escherichia coli a las 24 horas de incubacion bacteriana. SE= Solucion exploratoria. CPS=
Control positivo del solvente. CCB= Control de crecimiento bacteriano.
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8.5 Efecto bactericida del extracto sobre E. coli

La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E41 (10 g de pileo cultivado en aserrin
de encino + 150 mL de solvente) con un tiempo de maceracion de 24 horas no presento
efecto bactericida sobre E. coli. La Figura 42 muestra el crecimiento de la bacteria en todas

las diluciones a las 24 horas de incubacion.

Figura 42. Efecto bactericida de la solucion exploratoria (20 mg/mL) de Ganoderma lucidum del
extracto E41 (10 g de pileo + 150 mL de solvente, macerado por 24 horas) sobre Escherichia coli a
las 24 horas de incubacion.

La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E37 (10 g de pileo cultivado en
aserrin de encino + 500 mL de solvente) no presento efecto bactericida sobre E. coli la
figura 43 muestra el crecimiento de la bacteria en todas las diluciones a las 24 horas de

incubacion.

Figura 43. Efecto bacteriostatico de la solucién exploratoria de Ganoderma lucidum del extracto
E37 (10 g de pileo + 500 mL de solvente, macerado por 24 horas) sobre Escherichia coli a las 24
horas de incubacion.

La solucion exploratoria de 20 mg/mL del extracto E61 (10 g de pileo cultivado en
aserrin de encino + 500 mL de solvente) con un tiempo se maceracion de 24 el cual fue
alicuotado para su concentracion no presento efecto bactericida sobre E. coli en la figura 44

se muestra el crecimiento de la bacteria en todas las diluciones a las 24 horas de incubacion.
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Figura 44. Efecto bactericida de la solucion exploratoria de Ganoderma lucidum del extracto E61
(10 g de pileo + 500 mL de solvente, macerado por 24 horas) alicuotado para su concentracion sobre
Escherichia coli a las 24 horas de incubacion.

8.6 Analisis financiero del proyecto de obtencion de extractos de G. lucidum

La rentabilidad financiera, se estimé mediante el calculo de indicadores que consideran el
valor del dinero en el tiempo, como el Valor actual neto (VAN), la Relacion beneficio costo
(B/C) y la Tasa interna de retorno (TIR). El periodo que se consideré para tal efecto fue de 5
afios ya que son los afios de vida econdmica que en promedio se le da a un proyecto con una
tasa de actualizacion de 10%. EIl cuadro 44 muestra los costos de cada extracto por mL
donde se puede observar que el costo de produccion de cada extracto en las mismas
condiciones de cultivo, volumen de solvente y tipo de filtrado en los diferentes tiempos de
maceracion es el mismo. Sin embargo, como cada extracto tiene un rendimiento diferente y
a partir del cual se calcul6 el costo por mL de las soluciones exploratoria de 20 mg/mL y 10
mg/mL. Se puede observar que el extracto E49 (10 g de muestra cultivado en aserrin de
encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48 horas de maceracion
filtrado con poro medio (20 um) es la solucion exploratoria en las dos concentraciones 20
mg/mL y 10 mg/mL de menor costo en comparacion con el resto de las soluciones
exploratorias con un costo de produccion de M.N. $4.68 pesos/mL ($0.25 USD/mL) y M.N.
$2.40 pesos/mL ($ 0.12 USD/mL), respectivamente.
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Cuadro 44. Costo de produccién por mL de los extractos y soluciones exploratorias de Ganoderma
lucidum (CP-145).

_ Volumen Tiempo_d}e _ 3 Rendimiento Costo  Costo por Costo por
Cultivo de solvente maceracion Filtracion mg/mL por mL mL(20 mL(10mg/ Clave
(mL) (horas) ($) mg/mL)($) mL) ($)
AE + AAS 500 24 Papel filtro 78.84 40.39 9.73 4.93 E37
10 mM 500 24 Sterifil 79.68 47.87 11.40 6.11 E38
AE 500 24 Papel filtro 99.85 39.77 7.59 4.10 E39
500 24 Sterifil 103.32 47.24 8.70 4.69 E40
AE + AAS 150 24 Papel filtro 60.6 21.56 6.78 3.45 E41
10 mM 150 24 Sterifil 73.8 29.03 7.49 3.81 E42
AE 150 24 Papel filtro 55.8 20.93 7.14 3.63 E43
150 24 Sterifil 74.96 28.41 7.27 3.69 E44
AE + AAS 500 48 Papel filtro 115.48 40.39 6.68 3.61 E45
10 mM 500 48 Sterifil 12212 47.87 7.49 3.80 E46
AE 500 48 Papel filtro 112.6 39.77 6.75 3.65 E47
500 48 Sterifil 107.32 47.24 8.38 4.52 E48
AE + AAS 150 48 Papel filtro 88.52 21.56 4.68 2.40 E49
10 mM 150 48 Sterifil 112.88 29.03 4.94 2.53 E50
AE 150 48 Papel filtro 74.96 20.93 5.35 2.73 E51
150 48 Sterifil 73.8 28.41 5.02 2.57 E52
AE + AAS 500 72 Papel filtro 122.6 40.49 6.32 3.42 E53
10 mM 500 72 Sterifil 136.76  47.87 6.69 3.62 E54
AE 500 72 Papel filtro 111.72 39.77 6.80 3.68 E55
500 72 Sterifil 122.12 47.21 7.38 3.98 E56
AE + AAS 150 72 Papel filtro 69.44 21.53 5.92 3.02 E57
10 mM 150 72 Sterifil 69.2 29.16 8.02 4.07 E58
AE 150 72 Papel filtro 69.68 20.93 5.74 2.93 E59
150 72 Sterifil 68.04 28.41 7.94 4.03 E60
AE 500 24 Papel filtro 27.04 39.87 9.11 4.61 E61

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. SE= Solucién exploratoria.

8.6.1 Valor actual neto (VAN)

Podemos observar en el cuadro 45 que las soluciones exploratorias de 20 mg/mL de los
extractos con 500 mL de solvente en las dos condiciones de cultivo y filtrado a las 24 horas
de maceracion dan valores negativos de VAN, por lo cual no son considerados como
rentables pues representan pérdidas econdémicas. Mientras que el extracto E50 (10 g de
muestra cultivado en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48
horas de maceracion filtrado por Sterifil fue la solucion exploratoria en las dos concentraciones (20 y

10 mg/mL) presentd el VAN mas alto.
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Cuadro 45. Valor actual neto de las soluciones exploratorias de Ganoderma lucidum (CP-145).

Volumen Tiempo de _— VAN solucion VAN solucién
Cultivo de maceracion Filtracion Rendimiento exploratoria de exploratoriade Clave
solvente (mg/mL)
(mL) (horas) 20mg/mL 10 mg/mL

AE + AAS 500 24 Papel filtro  78.84 - 303,495.64 807,532.04 E37
10 mM 500 24 Sterifil 79.68 -509,281.61 479,581.40 E38
AE 500 24 Papel filtro  99.85 10,728.92 1,249,910 E39
500 24 Sterifil 103.32 -164,306.71 907,910.25 E40
AE + AAS 150 24 Papel filtro  60.6 403,970.63 2,564,365.18 E41l
10 mM 150 24 Sterifil 73.8 253,619.39 2,853,205.85 E42
AE 150 24 Papel filtro  55.8 209,117.07 2,174,685.05 E43
150 24 Sterifil 74.96 322,357.16 2,945,191.96 E44
AE + AAS 500 48 Papel filtro  115.48 212,758.28 1,645,914.66 E45
10 mM 500 48 Sterifil 122.12 87,002.93 1,805,970.68 E46
AE 500 48 Papel filtro  112.6 190,375.14 1,587,789.49 E47
500 48 Sterifil 107.32 -101,641.01 1,230,246.26 E48
AE + AAS 150 48 Papel filtro  88.52 1,316,181.41 4,434,276.17 E49
10 mM 150 48 Sterifil 112.88 1,630,202.57 5,606,372.22 E50
AE 150 48 Papel filtro  74.96 884,023.25 3,524,470.42 E51
150 48 Sterifil 73.8 1,527,748.07 3,355,973.77 E52
AE + AAS 500 72 Papel filtro  122.6 - 303,495.64 1,831,685.68 E53
10 mM 500 72 Sterifil 136.76 -509,281.61 1,992,220.17 E54
AE 500 72 Papel filtro  111.72 223,465.47 1,609,958.64 E55
500 72 Sterifil 122.12 107,799.29 1,623.360.92 E56
AE + AAS 150 72 Papel filtro  69.44 645,912.78 3,091,919.33 E57
10 mM 150 72 Sterifil 69.2 82,487.65 2,520,040.27 E58
AE 150 72 Papel filtro  69.68 698,036.58 3,152,497.08 E59
150 72 Sterifil 68.04 96,214.27 2,492,906.18 E60
AE 500 24 Papel filtro  27.04 - 226,032.76 939,351.11 E61

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. VAN=Valor actual neto.

8.6.2 Tasa interna de retorno (TIR)

El criterio de seleccidn es aceptar todos los proyectos cuya TIR sea igual o mayor a la tasa

de actualizacidn en este caso 10%. La TIR expresa la tasa de interés real maxima que podria

pagar un proyecto por los recursos monetarios utilizado, una vez recuperados los costos de

inversion y operacion. En el cuadro 46 se muestran los valores de la Tasa interna de retorno

de las soluciones exploratorias, se puede observar que el extracto E50 (10 g de muestra

cultivado en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48

horas de maceracion filtrado por Sterifil es la solucién exploratoria en las dos
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concentraciones 20 mg/mL y 10 mg/mL presentan el valor de TIR mas alto lo que las hace

mas rentables.

Cuadro 46. Tasa interna de retorno de las soluciones exploratorias de Ganoderma lucidum (CP-145).

Volumen Ti Solucion Solucién
. de 1€Mpo 'c!e . - Rendimiento  exploratoriade  exploratoria de
Cultivo maceracion  Filtracion Clave
solvente (horas) (mg/mL) 20mg/mLTIR 10 mg/mL TIR
(mL) (%) (%)
AE + AAS 500 24 Papel filtro 78.84 0 133 E37
10 mM 500 24 Sterifil 79.68 0 87 E38
AE 500 24 Papel filtro 99.85 12 193 E39
500 24 Sterifil 103.32 -43 174 E40
AE + AAS 150 24 Papel filtro 60.6 76 370 E41
10 mM 150 24 Sterifil 73.8 53 409 E42
AE 150 24 Papel filtro 55.8 46 318 E43
150 24 Sterifil 74.96 64 422 E44
AE + AAS 500 48 Papel filtro 115.48 47 247 E45
10 mM 500 48 Sterifil 122.12 26 268 E46
AE 500 48 Papel filtro 112.6 43 239 E47
500 48 Sterifil 107.32 -13 191 E48
AE + AAS 150 48 Papel filtro 88.52 202 622 E49
10 mM 150 48 Sterifil 112.88 245 779 E50
AE 150 48 Papel filtro 74.96 143 499 E51
150 48 Sterifil 73.8 231 745 E52
AE + AAS 500 72 Papel filtro 122.6 0 272 E53
10 mM 500 72 Sterifil 136.76 0 294 E54
AE 500 72 Papel filtro 111.72 49 242 E55
500 72 Sterifil 122.12 30 244 E56
AE + AAS 150 72 Papel filtro 69.44 110 441 E57
10 mM 150 72 Sterifil 69.2 25 365 E58
AE 150 72 Papel filtro 69.68 118 450 E59
150 72 Sterifil 68.04 28 361 E60
AE 500 24 Papel filtro 27.04 0 E61

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. TIR= Tasa Interna de Retorno.

8.6.3 Relacion beneficio costo (B/C)

El criterio de seleccion a través de este indicador, es aceptar los proyectos cuyo B/C sea
igual o mayor a uno. El cuadro 47 muestra la relacion beneficio costo (B/C) de las
soluciones exploratorias donde se observa que las soluciones exploratorias de 20 mg/mL con
un volumen de 500 mL de solvente y 24 horas de maceracion en ambas condiciones de
cultivo y filtrado son menores a uno, lo que indica que no hay beneficios con su produccion.
El resto de las soluciones exploratorias tienen valores mayores a uno lo que indica que hay

beneficios en su produccion, sin embargo, el extracto E49 (10 g de muestra cultivado en aserrin

116



de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48 horas de maceracion
filtrado por Sterifil es la solucion exploratoria en las dos concentraciones (20 y 10 mg/mL) que
presenta el valor B/C més alto.

Cuadro 47. Relacién beneficio costo (B/C) de las soluciones exploratorias de Ganoderma lucidum
(CP-145).

Volumen Tiempo de _— B/C solucién B/C solucion
. hy . ., Rendimiento : :
Cultivo de solvente  maceracién  Filtracién mg/mL exploratoria  exploratoria  Clave
(mL) (horas) de 20 mg/mL  de 10 mg/mL
AE + AAS 500 24 Papel filtro 78.84 0.79 1.21 E37
10 mM 500 24 Sterifil 79.68 0.69 1.28 E38
AE 500 24 Papel filtro 99.85 1 1.85 E39
500 24 Sterifil 103.32 0.90 1.66 E40
AE + AAS 150 24 Papel filtro 60.6 1.22 241 E41
10 mM 150 24 Sterifil 73.8 1.10 2.15 E42
AE 150 24 Papel filtro 55.8 111 217 E43
150 24 Sterifil 74.96 1.13 2.21 E44
AE + AAS 500 48 Papel filtro 115.48 1.14 2.10 E45
10 mM 500 48 Sterifil 122.12 1.05 2.05 E46
AE 500 48 Papel filtro 112.6 1.13 2.07 E47
500 48 Sterifil 107.32 0.93 1.72 E48
AE + AAS 150 48 Papel filtro 88.52 1.69 3.26 E49
10 mM 150 48 Sterifil 112.88 1.66 320 E50
AE 150 48 Papel filtro 74.96 1.48 2.86 E51
150 48 Sterifil 73.8 1.63 3.14 E52
AE + AAS 500 72 Papel filtro 122.6 0.78 2.21 E53
10 mM 500 72 Sterifil 136.76 0.69 2.15 E54
AE 500 72 Papel filtro 111.72 1.16 2.12 ES55
500 72 Sterifil 122.12 1.06 1.95 E56
AE + AAS 150 72 Papel filtro 69.44 1.34 2.60 E57
10 mM 150 72 Sterifil 69.2 1.03 2.01 E58
AE 150 72 Papel filtro 69.08 1.38 2.67 E59
150 72 Sterifil 68.04 1.04 2.02 E60
AE 500 24 Papel filtro 27.04 0.84 1.64 E61

AE= Aserrin de encino. AAS= Acido acetilsalicilico. E= Extracto.

8.7 Acondicionamiento del extracto

Todos los productos, una vez que han sido elaborados, deben ser sometidos a una serie de
operaciones, conocidas genéricamente como operaciones de acondicionamiento, para que
puedan llegar al usuario en condiciones Optimas de estabilidad, seguridad y eficacia. Este
envasado se hace totalmente imprescindible ya que se posibilita su identificacion,
manipulacion, transporte, distribucién, almacenamiento, dispensacion y utilizacién. La
calidad de un envase y embalaje no debe ser tomada con un criterio de abaratamiento de
costes sino adoptando cualquier medida que aumente la seguridad de conservacion del

producto. El acondicionamiento es el conjunto de operaciones (incluidos el envase y el
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etiquetado) a que debe someterse un producto a granel para convertirse en un producto
terminado.

Acondicionamiento primario: Se define como el envase o cualquier otra forma de
acondicionamiento que se encuentre en contacto directo con el medicamento.
Acondicionamiento secundario: se define como el embalaje en que se encuentra el
acondicionamiento primario. Bésicamente, consiste en colocar el producto envasado en una
caja 0 estuche junto con el prospecto. El acondicionamiento protege el producto de factores
como:

Temperatura. Los valores extremos de temperatura pueden ocasionar el deterioro de

los productos y de ciertos envases. Las altas temperaturas aceleran las reacciones
degradativas, la evaporacion de disolventes, etc., mientras que las bajas temperaturas pueden
facilitar el deterioro de algunos materiales plasticos.
Luz. Este factor es una gran amenaza para aquellos compuestos que sufran fotodegradacion.
Ademaés, algunos materiales pueden experimentar cambios en su coloracion, pérdida de
brillo o intensidad de color, etc. Para evitar esto, se utilizan materiales opacos o resistentes a
las radiaciones, tanto en el acondicionamiento primario como en el secundario (Soriano et
al., 2000).

Por ello se recomiendo que el extracto se acondicione en un envase primario de
vidrio color ambar (Fig. 45) para protegerlo de la luz y mantenerlo en un lugar fresco para

evitar su evaporacion.
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Figura 45. Envase primario para extracto de Ganoderma lucidum.

119



IX. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como proposito identificar los factores fisicos, quimicos vy
biolégicos que intervienen en el método estandarizado de extraccion hidroalcohdlica de
compuestos bioactivos de Ganoderma lucidum, que permiten obtener mayores propiedades
funcionales (antioxidantes, antimicrobianas) al menor costo de produccion, que se relaciona
con la teoria de la difusion la cual se menciona en la Introduccion de esta investigacion. De
acuerdo con los resultados de esta investigacion se puede decir que la agitacion favorece la
obtencion de compuestos bioactivos en un menor tiempo, esto puede deberse a que la
agitacion favorece el contacto del disolvente con la muestra permitiendo que los
constituyentes solubles sean transferidos por difusién de la parte interna de la muestra al
disolvente, mientras que el estado de reposo requiere de mayor tiempo.

El tiempo de maceracion también es un factor importante en la obtencién de
compuestos bioactivos este varia dependiendo del volumen de solvente, en el presente
trabajo se muestra que los extractos provenientes de los macerados de 150 mL de solvente a
las 48 horas de maceracidn es cuando se obtienen los valores més altos de rendimientos y
propiedades funcionales, se puede observar que a las 72 horas los valores de rendimiento y
propiedades funcionales disminuyen (Fig. 46). Este hecho puede ser explicado debido a que
el proceso de extraccion a tiempos prolongados puede dar lugar a la oxidacion de
compuestos fenolicos, por la luz, exposicién al oxigeno y a la degradacién (Spigno et al.,
2007).

Los resultados muestran diferencias en la parte del basidiocarpo (pileo y estipite), se
obtuvieron rendimientos de 14% mas en extractos de macerados de 150 mL de solvente con
pileo que con estipite (Fig. 45). Esto es debido a que el pileo es la parte madura del hongo,
mientras el estipite es la parte que sostiene al pileo del hongo, por lo que se pudo observar
que la mayor cantidad de propiedades se encuentran en el pileo.

El cultivo de los basidiocarpos en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
muestra un mayor rendimiento (12.29%) y mejores propiedades funcionales (30.57%) lo que
indica que el acido acetilsalicilico tiene un efecto sobre el metabolismo del hongo que
promueve la produccion de compuestos bioactivos. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Martinez-Carrera et al. (2016), de extractos obtenidos a partir de
basidiocarpos de G. lucidum cultivados sobre aserrin de encino suplementado con AAS
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obteniendo un mayor rendimiento (8.7%) que los basidiocarpos cultivados en aserrin de
encino.

El volumen de solvente influye directamente en el rendimiento y propiedades
funcionales, debido a que a menor volumen de solvente se llega a una saturacién mas rapida,
ocasionando una menor obtencion de compuestos bioactivos, mientras que con un volumen
mas alto se observa que los rendimientos de los macerados son menores debido a que
estaban maés diluidos, sin embargo cuando los macerados se concentran en rotavapor para
obtener el mismo volumen de extracto, se obtienen los rendimientos mas altos y
propiedades funcidnales en los extractos provenientes de lo macerados de mayor volumen de
solvente debido a que la muestra no saturo el solvente por lo que se pudieron obtener mas
compuestos bioactivos.

El filtrado antes de concentrar con filtro de poro de 0.45 um favorece la recuperacion
del extracto al obtener un rendimiento de 14.39% y 11.38% de polifenoles totales mas que
los extractos que se filtraron con papel filtro de poro de 20 um. Lo que se debe a que el
filtrado por 0.45 um elimina moléculas mas grandes que ocasionan que al esterilizar el
extracto sature la membrana de filtracion ocasionando pérdidas de compuestos bioactivos.

Los estudios de susceptibilidad bacteriana muestran que el tiempo de concentracion no
afecta la obtencion de compuestos bioactivos el extracto E61 sirvié como testigo ya que al
concentrarse en alicuotas tuvo menor tiempo en el rotavapor y por lo tanto hay menos
pérdida de compuestos volatiles que se pudieran perder por la temperatura. Sin embargo la
solucion exploratoria de este extracto no tuvo efecto bactericida (CMB), ni inhibitorio
(CMI). Mientras que la solucion exploratoria del extracto de mayor volumen (500 mL) E37
mostro efecto bactericida pero sin diluir es decir a los 20 mg/mL. No se observd ningun
efecto inhibitorio en esta misma concentracion. Mientras que la solucion exploratoria control
no mostro ningun efecto. Lo que indica que en los extractos provenientes de los macerados
de 500 mL se recuperan compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana. Al comparar
estos resultados con otros estudios como los realizados por Mitzi (2015), quien obtuvo un
efecto bacteriostatico sobre Escherichia coli en los suplementos alimenticios adicionados
con G. lucidum a una concentracion de 67.415 mg/mL y un efecto inhibitorio sobre E. coli
con una concentracion del extracto de 134.84 mg/mL. Cilerdzica et al. (2014), al estudiar la

actividad antimicrobiana del hongo G. lucidum de tres diferentes procedencias de cuerpos
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fructiferos utilizando como solventes agua caliente y etanol para los extractos, obtuvieron
efectos contra Staphylococccus aureus CMI con una concentracion de sus extractos
(BEOFB 431) de 1.0 £ 0.0 mg/mL, en BEOFB 432 y BEOFB 434 de 1.7 £ 0.3 mg/mL y su
efecto de CMB de 2.7 £ 0.7, 2.7 £ 0.3, 3.3 £ 0.7 mg/mL respectivamente. Escudero (2015),
obtuvo un efecto inhibitorio débil del extracto de L. edodes el cual sdlo se observo para las
cepa CPB-8 de E. coli usando una concentracion del extracto de 11.07 mg/mL.

Al comparar todos los extractos obtenidos en este estudio se obtuvo que el extracto
con las mejores propiedades es el E54 el cual tiene un rendimiento de 136.76 + 0.80
mg/mL, contenido de polifenoles totales 2399.81 + 33.91 mg EAG/10 g de hongo seco y una
actividad antioxidante de 84.51 + 0.11%. En comparacion con otros estudios. Quiriz (2012),
obtuvo 92.95 + 3.73 mg EAG/g de hongo seco en extractos de G. lucidum. Zuluaga et al.
(2007), obtuvo extractos de Pleurotus con etanol los cuales presentaron 86.37 mg
EAG/100g de base seca. El contenido de polifenoles totales en L. boryana del solvente
hidroalcohdlico al 35% obtenido por Escudero (2015), fue de 1.39 + 0.12 mg EAG/g de
hongo seco. Mau et al. (2004), obtuvo 40.86 = 0.04 mg EAG/g de hongo seco del cuerpo
fructifero maduro de G. tsuage y 42.34 + 0.03 mg EAG/g de hongo seco del cuerpo
fructifero inmaduro de G. tsuage en extractos con agua caliente. Mau et al. (2002), en
extractos metandlicos de cuerpos fructiferos de G. lucidum obtuvo una actividad
antioxidante de 96.8% y 93.6% en cuerpos fructiferos inmaduros. Aungue el valor de los
extractos es menor que el obtenido por Mau et al. (2002), el extracto elaborado puede ser
ingerido sin los efectos adversos que ocasionaria la ingestion de un extracto con metanol. La
actividad antioxidante de los extractos no es tan baja al compararlos con frutas. Velioglu et
al. (1998), obtuvo de las cerezas una actividad antioxidante de 88.5%, manzanas 92.3% y
ardndanos 92.1%,

Entre los factores que afectan el costo de produccién, estd el nimero de extractos
producidos por dia ya que se producen 10 extractos de 150 mL de solvente contra 4
extractos de 500 mL, debido al y tiempo de concentracion en el rotavapor. El volumen de
tequila y el filtrado por poro de 0.45 um aumentaron los costos. Por ello en términos de
viabilidad financiera el extracto de menor costo es el E49 (10 g de muestra cultivada en
aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM + 150 mL de solvente) con 48 h de
maceracion filtrado convencionalmente con un costo de MN $4.68 pesos/mL
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(USD$0.24/mL) y MN $2.4 pesos/mL (USD$0.12/mL) para las concentraciones de 20
mg/mL y 10 mg/mL respectivamente mismas soluciones que tienen una relaciéon B/C de
1.69 y 3.26. Asi como un valor de TIR de 202% y 622% y VAN de MN $1, 316,181.41 y
MN $4, 434,276.17 estos valores indican que la produccion de estos extractos deja
ganancias muy altas. Martinez et al. (2012), realizaron un estudio de viabilidad del proyecto
de produccién y comercializacién del Hongo de la variedad G. lucidum, en el que concluye
que es un proyecto que a largo plazo (5 afios), genera utilidades importantes para los
inversionistas, el margen de Ebitda a partir del segundo afio es en promedio un 54%, y
genera unos flujos de caja libre operacional de 203 Millones de pesos en promedio afio a

partir del segundo afio.

123



X. CONCLUSIONES

1. A mayor volumen de solvente se extraen mas compuestos, sin embargo, su proceso en la
concentracion lo hace més caro en términos de rentabilidad.

2. La condicion del macerado en agitacion permitid obtener la mejor extraccion en menor
tiempo como se observé en los macerados de 24 horas al obtener un rendimiento (83%) més
que el macerado en reposo (Cuadro 29). Sin embargo, la recuperacion del extracto durante la
concentracion y la esterilizacion presento perdidas.

3. Hubo diferencias en los basidiocarpos utilizados, se obtuvieron rendimientos de 21% mas
en extractos de macerados de 150 mL de solvente con pileo que con estipite y un 97% mas
en los extractos de macerados de 1000 mL de solvente con pileo que los extractos con
estipite.

4. El cultivo de los basidiocarpos en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM
obtuvo un mayor rendimiento (11.38%) y mejores propiedades funcionales (14.39%) lo que
indica que el acido acetilsalicilico promueve la produccién de compuestos bioactivos. En
comparacion con los extractos naturales obtenidos a partir de basidiocarpos de G. lucidum
cultivados sobre aserrin de encino, se obtuvo un mayor rendimiento (8.7%).

5. Las condiciones méas favorables para la extraccion de compuestos bioactivos en términos
de rentabilidad es utilizar un volumen de 150 mL de solvente + 10 g de pileo, manteniendo
el macerado en reposo y con un tiempo de 48 h, filtrado con poro de 20 um, el cual tiene un
costo de produccion de M.N. $4.68 pesos/mL ($0.25 USD/mL) y M.N. $2.40 pesos/mL
($0.12 USD/mL) para las concentraciones de 20 mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente. Asi
mismo, la relacion Beneficio/Costo (B/C) para estas condiciones fue de 1.69 y 3.26, por
cada peso invertido se obtiene un beneficio de M.N. $0.69 en la solucion exploratoria de 20
mg/mL y M.N. $2.26 en la solucion exploratoria de 10 mg/mL. Un valor TIR de 202% vy
622% y un VAN de 1, 316,181.41 y 4, 434,276.17, respectivamente para las soluciones de
20 mg/mL y 10 mg/mL. El resultado indic6 que este proyecto es rentable en términos
financieros; sin embargo, también es importante realizar un estudio econémico de mayor

profundidad.
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XI. ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS DEL HONGO
MEDICINAL Ganoderma lucidum CON BASE EN SU ANALISIS FINANCIERO

Se propone un paquete tecnoldgico como estrategia para hacer llegar a los productores de
hongos comestibles interesados en generar a partir del cultivo de hongo, un producto con
valor agregado. Este paquete tecnoldgico ayudard a los productores que quieran incursionar
en el mercado de productos funcionales para explotar las propiedades intrinsecas del hongo.
En la presente investigacion se mencionaron los insumos necesarios para la elaboracion de
un extracto que la da un valor agregado al cultivo de G. lucidum asi mismo se evaluaron sus
propiedades funcionales lo que da evidencia cientifica acerca de sus propiedades
diferenciandolo de un producto milagro el cual promete curar sin evidencia cientifica, y sin
regulacién sanitaria lo que puede llegar a provocar problemas de salud bastante serios.

La Comision Federal para la proteccion contra riesgos sanitarios (COFEPRIS)
organo de la Secretaria de Salud es la encargada de las funciones de regulacion, verificacion
y fomento sanitario para proteger la salud de la poblacion. Sin embargo adn faltan més
regulaciones acerca de extractos de hongos medicinales ya que en la COFEPRIS hay
disposiciones para Remedios Herbolarios y Medicamentos homeopaticos.

Otro grupo beneficiado son los productores de agaves que ya que los extractos
obtenidos en este trabajo son extraidos con tequila. Los agaves constituyen un grupo de
plantas cuya utilizacion se remonta a los tiempos prehispanicos. En los Gltimos afios ha
resurgido el interés por su aprovechamiento ya que en muchas de las comunidades rurales de
mayores indices de marginacion los agaves crecen en forma natural, son resistentes a la
sequia y adaptables a una gran variedad de condiciones edafoldgicas y climatolégicas. En
México, los productos mas importantes elaborados a partir de los agaves son: el tequila, el
henequén y una amplia variedad de mezcales. Como alimento, la importancia de los agaves
estd dada por su elevado contenido de almidon y otros sustratos fermentables. Un aspecto
adicional que ha cobrado alta relevancia es el relacionado con la extraccion de compuestos
bioactivos o con aplicaciones en la industria alimentaria (Cuevas et al., 2004). A
continuacion se enlistan los elementos y actores clave para la esta estrategia planteada
(Fig.46).

1.- Cultivadores de hongos comestibles
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3. Empresas tequileras o microempresas que cuentan con los equipos de elaboracion del
producto.

4. Instituciones de investigacion como el Colegio de Postgraduados Campus Puebla,
universidades, institutos, centros de investigacion y asociaciones privadas, para garantizar
los elementos clave para la produccion de productos de G. lucidum con gran calidad,
generando los paquetes tecnoldgicos necesarios para la produccion de dichas especies e
impactando con el desarrollo de productos y procesos innovadores para la obtencion de
compuestos bioactivos.

5. Instituciones gubernamentales como SAGARPA y SEDESOL, brindando apoyos
financieros, informacion técnica, capacitacion a los productores de hongos y la COFERPIS
estableciendo Normas para la regulacién y control de calidad de extractos a base de hongos
comestibles y medicinales

6. Consumidor el cual podra adquirir un producto que lo ayude a controlar y prevenir
enfermedades sin efectos secundarios con todas las regulaciones de calidad del producto.

Colegio de Postgraduados Campus
Puebla (transferencia de tecnologia)

Instituciones SAGARPA
gubernamentales

<
<

SEDESOL
Productores de hongos
comestibles
Productores de tequila
I
Elaboracion del
extracto .
Instituciones
— privadas
Regulacion sanitaria COFEPRIS
Instituciones
gubernamentales
Introducir el .
. Consumidor
producto al mercado ”

Figura 46. Actores de la estrategia para la produccion de compuestos bioactivos.
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La transferencia de tecnologia del cultivo de hongos comestibles es un modelo que puede
aplicarse a comunidades campesinas. G. lucidum representa un recurso de alta importancia
para el crecimiento farmacéutico debido a sus propiedades medicinales y actualmente el
paquete tecnoldgico para la produccion de este hongo la tiene el Colegio de Postgraduados
del Campus Puebla.
Lo reportado en este trabajo para darle un valor agregado al cultivo de G. lucidum con la
produccién de un extracto que tiene como finalidad incrementar la rentabilidad del cultivo
de G lucidum y ofrecer al consumidor un producto de calidad que aporte beneficios a su
salud, siguiendo los lineamientos de calidad de la Norma Oficial Mexicana NOM-251-
SSA1-2009 y los reglamentos de insumos para la salud (http://www.salud.gob.mx).
Equipos requeridos para el procesamiento a partir de la cosecha de G. lucidum.
1 Bascula granataria
1 Matraz Erlenmeyer o frasco de 150 ml (por muestra)
1 Matraz balén 250 ml boca 24/40 (por muestra)
1 Matraz aforado 100 ml, dependiendo de la cantidad de muestra o concentracion
1 Embudo filtracion rapida
1 Papel filtro poro medio para el embudo de filtracion (por muestra o solvente)
1 Rotavapor o destilador
1 bomba de vacio
1 trampa de vacio (para proteger la bomba de vacio)
1 sistema de enfriamiento de agua para el serpentin del rotavapor o destilador
1Campana de flujo
1 Filtro Sterifil
Obtencidon de la muestra

A partir del cultivo de G. lucidum en aserrin de encino suplementado con acido
acetilsalicilico 10 mM se obtienen los basidiocarpos secos los cuales son molidos, y
acondicionado en un sobre de papel filtro con 10 g, se usan frascos de vidrio con tapon de
rosca de 200 mL a los cuales se les adiciona 150 mL de solvente hidroalcohdlico de acuerdo

a la patente de Martinez-Carrera et al., (2014).
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Obtencion de extracto

El tiempo de maceracion es de 48 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Al término
de la maceracion los macerados se decantan y filtran por papel poro convencional, el sobre
de papel filtro se exprime con ayuda de una prensa hidraulica a 2.6 toneladas de presion,
(nandémetro 300 Kg/cm?) hasta obtener un peso de 20 g posteriormente concentra el
macerado en un rotavapor a 38 °C y 90 rpm, hasta la obtencidn del extracto con un volumen
final de 7 mL la figura 47 describe la metodologia para la obtencién de compuestos
bioactivos. Posteriormente se afora a 10 mL cada extracto y se esteriliza por sistema Sterifil,
el extracto es conservado a 4 °C para su caracterizacion, control de esterilidad y célculo del
rendimiento a partir del cual se obtiene la solucion exploratoria y la evaluacion de
propiedades funcionales. El envasado debe ser en frasco de vidrio color ambar y tapa con sello
que evite la evaporacion del solvente. Es necesario cumplir con todas las reglamentaciones
establecidas por COFEPRIS para poder iniciar la comercializacion y promocion de un
producto alimenticio. Dependiendo el caso, es necesario solicitar una clasificacion de un
producto ante COFEPRIS para poder determinar si se encuentra bajo el espectro de
suplemento alimenticio, remedio herbolario, medicamento herbolario, alimento o
medicamento. Asi mismo y una vez realizado esta clasificacion, es necesario proceder con el
aviso o registrd segun sea el caso ante COFEPRIS para cumplir con el reglamento de norma

que corresponda.
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Cultivo CP-145 en aserrin de encino y AAS
10 mM

48 horas maceracion

Estatico

150 mL solvente

Decantacién

Filtracion convencional

Concentracion en rotavapor

Aforo volumen 10 mL

Esterilizacion del extracto con filtro de 0.45 um

Caracterizacion y control
de calidad

Acondicionamiento

Figura 47. Metodologia para la obtencién de compuestos bioactivos.
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