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1. RESUMEN

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se caracterizan por tener una
estructura quimica de al menos un anillo aromético al que esta unido uno 0 mas grupos
hidroxilo. Son compuestos que se reconocen por poseer actividad antioxidante,

actuando como captadores de radicales libres.

En el presente trabajo se estudio la relacion que existe en el crecimiento de
micelio de Lentinula edodes y la concentracion de polifenoles en medios de cultivo
liguido empleando diferentes fuentes de carbono, glucosa (To), malta (T1) y sacarosa
(T2). La determinacién de polifenoles totales se llevé a cabo mediante la técnica de
Follin-Ciocalteau. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con la prueba
ANOVA.

El crecimiento vegetativo de la cepa se evalué en ensayos de 30 dias de
incubacién. El tratamiento que presentd un mayor desarrollo de biomasa fue en el que
se empled glucosa como fuente de carbono, aunque estadisticamente no se
encontraron diferencias significativas entre las biomasas producidas en las distintas
fuentes de carbono utilizadas. Sin embargo, en el contenido de polifenoles totales
evaluado en el extracto etandlico del micelio deshidratado y expresado como
equivalentes de acido galico (EAG mg/g), si existio una diferencia significativa,
resultando la glucosa como fuente de carbono, la que condujo a una mayor
concentracion de polifenoles, presentando el valor mas alto con 292.9+46.85 EAG

mg/g de micelio seco.

Se concluy6 que, de las fuentes de carbono utilizadas no se encontré alguna
gue dé un mayor rendimiento en la produccion de biomasa. Por otro lado, el
carbohidrato que condujo a una mayor concentracion de polifenoles fue la glucosa.

Palabras clave: Lentinula edodes, shiitake, polifenoles, antioxidantes, cultivo liquido,

micelio.
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SUMMARY

The polyphenols are secondary metabolites that are characterized by having a
chemical structure of at least one aromatic ring to which one or more hydroxyl groups
are attached. They are compounds that are recognized for having antioxidant activity,

acting as free radical scavengers.

In this research was studied the relationship that exists in the growth of lentinula
edodes mycelium and the concentration of polyphenols in liquid culture using different
sources of carbon, glucose (To), malt (T1) and sucrose (T2). The determination of total
polyphenols was carried out using the Follin-Ciocalteau method. The data obtained
were statistically analyzed with the ANOVA test.

The vegetative growth of the strain was evaluated in 30 days incubation tests.
The treatment that presented a greater development of biomass was the one used
glucose as a carbon source, although statistically there were not significant differences
between the biomass produced in the different carbon sources used. However, in the
total polyphenols content evaluated in the ethanolic extract of the dehydrated mycelium
and expressed as equivalents of gallic acid (GAE mg/g), there were a significant
difference, resulting the glucose as a carbon source, which led to had a higher
concentration of polyphenols, indicating the highest value with 292.9+46.85 GAE mg/g.

In conclusion, from the carbon sources used, it was not found any that gives a
higher yield in the biomass production. On the other hand, the glucose was the

carbohydrate that led to had a higher concentration of polyphenols.

Key words: Lentinula edodes, shiitake, polyphenols, antioxidants, liquid culture,

mycelium.
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2. INTRODUCCION

El reino Fungi, o también llamado reino de los hongos, es un grupo de
organismos diversos en su morfologia, fisiologia, ciclos de vida y ecologia; se estima
gue existen mas de 1.500.000 especies de hongos; sin embargo, solamente han sido
descritas alrededor de 69.000, de las cuales el 14% aproximadamente son
consideradas macroscopicas, de éstas aproximadamente el 7% son comestibles, 4%

son medicinales y 2% son toxicas (Aguirre et al., 2014).

La demanda de los hongos comestibles ha ido en aumento afio con afio, dado
gue los consumidores han buscado alternativas naturales que les provean de

alimentos diversificados y benéficos para la salud (Hinestroza et al., 2008).

El cultivo de hongos comestibles es una actividad que se ha desarrollado desde
hace mas de 200 afios en Europa con el cultivo del champifion Agaricus bisporus y en

Asia con el cultivo de especies como Lentinula edodes y Auricularia spp (Kang, 2005).

México es considerado como un pueblo mic6fago, esto hace referencia a que
la mayoria de la poblacion consume hongos provenientes de dos distintas fuentes:
recolectados de campo y cultivo controlado, aunque no se ha logrado el crecimiento

de todos los hongos en un ambiente controlado (Guzman, 2008)

La historia del cultivo de hongos en México se remonta a 1933, cuando se inici6
con los primeros ensayos para el cultivo de champifién por parte del sefior José Leben
Zdravie proveniente de Italia. Uno de los principales problemas a los que se
enfrentaron, fue al desabasto de micelio para dicho cultivo, el cual se tenian que
importar de una empresa estadounidense, asi como también de Francia. Fue hasta

1954 cuando se funda el primer laboratorio en México dedicado a la produccion de




Licenciatura en Biologia FES-Iztacala UNAM

micelio para el cultivo de hongos. En 1974 se inicia por primera vez el cultivo de
Pleurotus ostreatus, una especie diferente al champifidn.

Posteriormente en la década de 1980 se inicia en México el cultivo del shiitake,
por la empresa “Hongos Leben, S. de R. L. de C. V. ubicada en Guadalupe Victoria,
Estado de México; considerando a este hongo comestible como uno de los mas
estudiados y cultivados durante los ultimos afios debido a su calidad nutricional y

medicinal (Carrera et al., 2006).

3. MARCO TEORICO

3.1.Shiitake (L. edodes)

El nombre shiitake deriva de dos vocablos japoneses: “shii” que hace referencia
a un arbol del género Pasania y “take” que significa hongo. Este término se utiliza
comunmente para designar a un grupo de hongos pertenecientes al género Lentinula,

siendo los mas conocidos: L. edodes y L. boryana (Chen, 2005).

Figura 1. Cuerpo fructifero de L. edodes (propia, 2012)
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3.2.Clasificacion taxondmica del shiitake

De acuerdo con Pegler, 1983 y retomado por Rivera et.al., 2017 la clasificacién
taxonémica del shiitake es la siguiente:

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Tricholomataceae
Género: Lentinula

Especie: L. edodes

3.3.Morfologia del shiitake

> Pie o estipite. Mide de 3 a 5 cm de largo por 8 a 15 mm de grueso. Se
encuentra unido al centro del sombrero, posee una textura fibrosa, es de tamafio corto
y color café.

> Sombrero o pileo. Semiesférico, convexo, con un didmetro de 5 a 20 cm,
al inicio de su desarrollo presenta un color café obscuro que conforme va madurando
se torna més claro. Presenta escamas de color blanco.

> Laminillas o himenio. Adnatas, de color blanco y poseen bordes
aserrados.

> Esporas. De color blanco a crema, presentan una forma ovoide u
oblonga, de pared lisa y un tamafio de 5 a 6.5 um por 3 a 3.5 um (Hinestroza et al.,
2008).
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3.4.Ciclo de vida del shiitake

Se desarrolla favorablemente en lugares con clima calido, sobre madera en
proceso de descomposicion, por lo que se considera saprobio de pudricion blanca

(Chen, 2005), donde se puede llegar a observar individuos solos o en racimo.

El ciclo de vida del shiitake comienza con la formaciéon de basidiosporas
haploides uninucleadas producidas por meiosis, las cuales son vertidas al ambiente, y
bajo condiciones favorables ambientales y del sustrato, germinan; dando paso al
desarrollo de micelio uninucleado haploide. Cuando dos micelios uninucleados son
compatibles se unen para formar un micelio dicariotico, el cual ya es capaz de constituir
primordios que daran paso a los cuerpos fructiferos donde en el envés estan presentes
las laminillas. En estas laminillas se desarrollan los basidios, en donde se forman las
basidiosporas que al momento de madurar son esparcidas al ambiente por accién del

viento y algunos insectos (Cubris, 2011. Bisen et al., 2010).

iy

Basidio
(dicariético)

Figura 2. Ciclo de vida de un basidiomiceto (Cubris, 2011).
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3.5.Contenido nutrimental

Es reconocido por su alto valor nutricional. El contenido de agua en este hongo
oscila entre el 85% al 90%. Cada 100 g de shiitake deshidratado contiene de 28 a 39

calorias, 15 a 35 g de proteinas, 7.3 g de carbohidratos, 0.8 g de fibra.
Posee minerales como el Fe, Mn, K, Ca, Mg, Cd, Na, Cu, P y Zn. Ademas,
contiene vitaminas D, C, A, E, C, B1, B2, B6 y B12 (Hinestroza et al.,2008. Finimundy

et al., 2014. Barradas 2015).

3.6.Propiedades funcionales del shiitake

Ademas de sus propiedades nutrimentales también posee efectos benéficos
para la salud humana. Se utiliza tanto en menores de edad como en adultos, y su uso
recae principalmente en: reducir el colesterol, potencializa el sistema inmunoldgico,
reduce la presion arterial; controla los niveles de azlcar en sangre, favorece la
digestidon, presenta actividad antibacterial, antiviral y antifingica; asi como también

previene el cancer (Zembron et al., 2013. Lopez et al., 2013. Barradas, 2015).

También dentro de las propiedades medicinales de los hongos destaca su
poder antioxidante, que ayuda a neutralizar los radicales libres que son los causantes
de muerte celular y dafio tisular, a su vez éstos son los precursores de enfermedades

como diabetes, cancer y cirrosis (Barradas, 2015).

3.7. Antioxidantes.

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan la oxidacién de otras
moléculas inhibiendo la iniciacién y/o propagacién de las reacciones en cadena de los

radicales libres (Maureen y Prieto, 1999).
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Los compuestos antioxidantes que se han reportado para L. edodes son
compuestos fendlicos como el acido trans-cinamico, acido protocatéquico, acido
galico, acido ascorbico, flavonoides como la catequina, asi como esteroles (Barradas,
2015).

3.8.Compuestos fenoélicos

Los polifenoles o compuestos fendlicos tienen una estructura molecular que se
caracteriza por la presencia de uno o mas anillos fenélicos o bencénicos unido a uno
0 mas grupos hidroxilo, los cuales protegen al organismo de los dafios oxidativos

(Barradas, 2015).

Estos compuestos pueden presentarse como moléculas simples, tal es el caso
de los acidos fendlicos, fenilpropanoides y flavonoides; o bien como moléculas

complejas como las ligninas, melaninas, taninos y flavonoides (Alvarado, 2015).

OH

Figura 3. Estructura general de un compuesto fenélico




Licenciatura en Biologia FES-Iztacala UNAM

4. ANTECEDENTES

Mata et al (2001) estudiaron las tasas de crecimiento del micelio de 11 cepas
de L. edodes cultivadas en medios solidos utilizando diversas formulaciones como:
agar extracto de malta, extracto de malta - levadura y un medio de cultivo que contenia
extracto de malta - levadura complementado con derivados solubles de lignina. Los
resultados determinaron que la adicion de compuestos solubles de lignina redujo
significativamente las tasas de crecimiento de micelio.

Garcia (2003) en su investigacion estudio el comportamiento del crecimiento
de L. edodes en dos distintos medios de cultivo agar extracto de malta (EMA) y agar
papa dextrosa (PDA), en donde observo que los primeros 18 dias del cultivo es donde
se presenta una mayor produccion del micelio. Los resultados obtenidos indican que
el medio de cultivo PDA presenta una mejor invasion y velocidad de crecimiento.

Rodriguez y Jaramillo (2005) establecieron las caracteristicas generales para
implementar el cultivo de hongos medicinales como shiitake y ganoderma. Abordaron
el tema desde la descripcion general de la especie, pasando por la técnica de cultivo
y sustratos para cada hongo; asi mismo hacen mencién de la importancia que tiene el
conocer el origen de la semilla, indicando que el medio de cultivo sélido para estas dos
especies de hongos es el EMA.

Pedreros (2007) evalué el crecimiento de L. edodes utilizando diversas
mezclas de sustratos como alternativa para este cultivo, entre los que destacan: hoja
de platano, aserrin de eucalipto y aserrin de roble. Utilizando como cultivo madre una
cepa de L. edodes en medio PDA de la empresa Biosetas Andinas. Demostrd que el
aserrin de roble alcanzo una eficiencia (relacion entre el peso fresco del hongo y el
peso seco del sustrato) del 83.6% considerandolo como un sustrato adecuado para el
cultivo.

Villegas et al (2007) evaluaron el crecimiento de la cepa jumbo de L. edodes
Pegler en diferentes medios agarizados, los cuales estaban compuestos de: agar

levadura — extracto de malta y avena, agar levadura — extracto de malta y por ultimo

-9-
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agar levadura — papa dextrosa. Llegaron a la conclusién de que el mejor sustrato para
el desarrollo del micelio es el compuesto por agar levadura — extracto de maltay avena,
con un pH optimo de entre 5y 5.5.

Diaz (2010) analiz6 el crecimiento de Pleurotus spp. y Hericium spp. para
conocer la relacion de distintas variables con la produccion de cuerpos fructiferos y
contenido nutricional para ambos géneros. Se evalué el crecimiento diario en medio
de cultivo solido (EMA) in vitro, en condiciones de oscuridad a una temperatura de
26°C. En el trabajo se expone que el medio de cultivo EMA es un sustrato genérico
para el crecimiento de cualquier hongo. El género Pleurotus spp tuvo mayor velocidad
de crecimiento.

Suarez y Holguin (2011) evaluaron los medios de cultivo artificiales: PDA, OGY
(oxytetraciclina, extracto de levadura y glucosa) y Sabouraud, para Lentinula edodes,
Pleurotus ostreatus y Pleurotus pulmonarius. Determinaron que el medio PDA fue en
el cual se desarroll6 mas rapidamente el micelio para las tres cepas, sin embargo, los
tres medios de cultivo mostraron un comportamiento similar en el desarrollo de los tres
tipos de hongos.

Suarez (2012) establecio la produccion de biomasa de Lentinula edodes en
medios de cultivo liquido. Encontré un rendimiento de biomasa del 90%, mientras que
la produccién de metabolitos secundarios mostré una alta produccion.

Barradas (2015) en su trabajo evalu6 el efecto de diferentes sustratos y cepas
sobre los paréametros de productividad, las caracteristicas fisicoquimicas, y los
compuestos con actividad antioxidante en carpoforos de shiitake. Se utilizaron dos
cepas y tres sustratos. Los resultados obtenidos indican una buena eficiencia biolégica
utilizando rastrojo de sorgo y un mayor contenido de polifenoles utilizando madera de
encino, concluyendo que la cepa y el sustrato influyen en las caracteristicas

fisicoguimicas, asi como, en los compuestos con actividad antioxidante.
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Romero et al (2015) evaluaron tres férmulas en la produccién del hongo
shiitake, utilizando una cepa de L. edodes, en bloques sintéticos conformados por
residuos agroforestales. Los resultados demostraron un adecuado crecimiento miceliar
con una eficiencia biolégica de 100.5% y cuerpos fructiferos con un peso aproximado
entre 40 a 70 g por unidad.

Alvarado (2015) evaluo6 la influencia de tres medios de cultivo con diferente
composicion nutrimental en la produccion y el contenido de polifenoles en Pleurotus
djamor, asi como su efecto en la actividad antioxidante. Los resultados mostraron un
adecuado crecimiento del micelio en caja Petri, una masa de 0.80+0.80 g de micelio

en masa seca crecido en medio liquido y en el extracto etandlico 7.04+1.12 EAG mg/g.
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5. JUSTIFICACION

En México el cultivo de hongos comestibles y medicinales se encuentra en un
proceso de crecimiento gracias a la investigacion que realizan las instituciones de
educacién y el sector privado. Sin embargo, la tecnologia e infraestructura con la que
cuentan los pequefos productores hace que el aprovechamiento de este hongo con
fines alimenticios y medicinales se vea restringido, limitando de esta manera los
beneficios que puede tener en la nutricion y salud de los individuos.

Los principales aportes al cultivo de hongos en condiciones controladas se
centran en la obtencién de micelio utilizando sustratos sélidos para el crecimiento, sin
embargo, se deja de lado el aprovechamiento de la técnica en medio liquido la cual
puede reducir considerablemente el tiempo de obtencién de la masa micelial y
aumentar significativamente la biomasa obtenida y la produccion de metabolitos
secundarios como los polifenoles, los cuales en la actualidad han tomado gran
Importancia gracias a las investigaciones acerca de los beneficios que conlleva la
ingesta de antioxidantes naturales para evitar la oxidacion celular que desencadena
distintos procesos que culminan en patologias cronico-degenerativas.

De estos beneficios y estudios radica la importancia de dar pauta a este trabajo
enfocado en la obtencion de micelio que sirva como complemento dietético y como

fuente natural de antioxidantes.
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6. HIPOTESIS

El crecimiento del micelio de L. edodes y la producciéon de compuestos con
actividad antioxidante dependen de la fuente de carbono que se emplee en el medio
liquido utilizado para su cultivo.

7. OBJETIVOS

7.1.0Objetivo general

> Comparar el crecimiento de la biomasa y determinar la concentracion de
polifenoles en micelio de Lentinula edodes desarrollado en medios de cultivo liquidos

con distintas fuentes de carbono.

7.2.0bjetivos particulares

> Determinar cual es la fuente de carbono mas eficiente para el crecimiento
micelial del shiitake.
> Determinar la concentracion de polifenoles y su relacion con la fuente de

carbono utilizada.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1.Ubicacion

El trabajo detallado aqui, se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada
del Jardin Botanico de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-I) ubicada en

Tlalnepantla Estado de México.

8.2.Cepa

La cepa de L. edodes utilizada en este trabajo, se encuentra depositada en la
coleccién del Laboratorio de Microbiologia Aplicada del Jardin Botanico de la FES-
Iztacala (JABIZ); la cual se entreg0 etiquetada como LE en agar extracto de malta

(EMA), incubada durante 15 dias a temperatura ambiente.

El mantenimiento y preservacion de la cepa se realizé mediante resiembras
semanales en medio PDA (Agar Papa Dextrosa) del laboratorio MERCK en una
proporcion de 48 g/L de agua destilada, el cual se vertio en cajas Petri desechables;
previa esterilizacion en autoclave a 121°C - 15 PSI durante 15 min (Barba C. J. &
Lépez, C. J. 2017).

Pasadas 24 h de la prueba de esterilidad se sembraron 5 fragmentos circulares
de 1 cm de diametro por caja de cultivo, los cuales se obtuvieron utilizando un
sacabocados, el cual se desinfecté con alcohol al 70 % y se esterilizé en la flama de

un mechero Bunsen.

Posteriormente se procedid a incubar las cajas Petri inoculadas a una

temperatura de 25 + 2°C en total obscuridad.
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8.3.Variables de estudio

8.3.1. Variable independiente

- La variacion de la fuente de carbono en las distintas formulaciones de

medios de cultivo liquidos, las cuales consisten en: glucosa, malta y sacarosa.

8.3.2. Variable dependiente

- Cantidad de biomasa obtenida en medio liquido.

- Fenoles totales en el micelio obtenido en medio liquido.

8.4.Condiciones de crecimiento de L. edodes en caja Petri.

De acuerdo con el trabajo de Castillo, (2008) y Barradas, (2015); las
condiciones ideales del crecimiento vegetativo de L. edodes son: 25°C en total
obscuridad; cabe destacar que hay cepas que pueden resistir un amplio rango de

temperatura que va de los 13 a 25°C.

8.5.Formulacion de los medios de cultivo liquidos

La formulacion que se utilizé es la propuesta por Suarez, (2012); asi como dos
composiciones experimentales sustituyendo la fuente de carbono de la férmula

original.

8.5.1. FOrmula original (To)

20 g de glucosa, 2.5 g de extracto de levadura y 2.5 g de peptona; asi como

agua destilada necesaria para preparar 1 L de medio de cultivo.
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8.5.2. Formula experimental 1 (T1)

20 g de malta, 2.5 g de extracto de levaduray 2.5 g de peptona; asi como agua

destilada necesaria para preparar 1 L de medio de cultivo.

8.5.3. Formula experimental 2 (T»)

20 g de sacarosa, 2.5 g de extracto de levadura y 2.5 g de peptona; asi como

agua destilada necesaria para preparar 1 L de medio de cultivo.

8.5.4. Preparacion de los medios de cultivo

Se disolvieron los componentes solidos de los medios en una porcion del agua
destilada y se aforaron a 1L. Una vez preparados los medios de cultivo liquidos se
esterilizaron a 121 °C — 15 PSI durante 15 minutos, finalizado el tiempo de

esterilizacion se vertieron en los frascos.

8.6.Inoculaciéon de los medios de cultivo liguidos

Para la inoculacion se utilizaron mecheros Bunsen y luz ultravioleta dentro de

una camara estéril para proveer condiciones asépticas durante este procedimiento.

Cada frasco se inoculé con 3 trozos de micelio obtenidos en caja Petri, con un

diametro de 1 cm.

Posteriormente los frascos fueron llevados a incubacion a una temperatura de

25°C en total obscuridad, durante un periodo de 30 dias.
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8.7.0btencién y desecacién del micelio

Finalizado el tiempo de incubacion se recuperdé el micelio mediante filtracion y
se realiz6 lectura del peso fresco de cada muestra en una balanza granataria marca
OHAUS modelo 700, previo lavado con agua destilada. Posteriormente se deseco de
forma natural, exponiéndolo al calor solar durante 5 dias. Terminando este periodo se
macerd en un mortero de porcelana, se colectd la muestra y se tomoé el peso seco de

las mismas.

8.8.0btencién del extracto etandlico de micelio de L. edodes

Para la obtencion del extracto etandlico, se empled la técnica propuesta por
Alvarado, (2015) y adaptada al laboratorio por M. en C. Luis Antonio Hernandez

Gonzalez, encargado del laboratorio de Microbiologia Aplicada. La cual consisti6 en:

Utilizando un gramo de micelio (peso seco) se realiz6 una extraccién, para ello
se emplearon 30 ml de etanol al 55%, la cual se mantuvo en agitacion y bafio Maria
durante 24 horas a 25°C, una vez concluida esta accion las muestras se llevaron a
centrifugar durante 5 minutos a 4500 rpm en una centrifuga clinica marca SOLVAC

modelo J-600, al finalizar el tiempo se recuperé el sobrenadante.

8.9.Determinacion del contenido de polifenoles totales en L. edodes

Los polifenoles fueron analizados en los extractos etandlicos por

espectrofotometria utilizando el reactivo Follin-Ciocalteau (Alvarado, 2015).

Inicialmente se realiz6 una curva patrén como estandar, utilizando acido galico

iniciando en 50 mg/L hasta 500 mg/L.
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La preparacion de las muestras experimentales fue la siguiente:

Se tomaron 100 pL de cada muestra, se adicion6 1.5 mL de reactivo Follin-
Ciocalteau 0.2 N, posteriormente se homogenizo y se incubé durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Terminado el tiempo se adicion6 1.2 mL de solucion de

carbonato de sodio (Na2C0O3 10% p/v) y se procedio a incubar durante 30 min a 40°C.

Una vez concluida la incubacion se llevaron al espectrofotbmetro marca

VELAB modelo V-5000 y se leyo la absorbancia a 765 nm.

Los resultados obtenidos se graficaron y se interpolaron en la grafica de
la curva patron para obtener el valor de cada muestra. Los resultados se reportaron
como miligramos de equivalentes de &cido galico por gramo de peso seco (EAG mg/g

de peso seco)

8.10. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos durante la experimentacion fueron comparados por el
método de andlisis de varianza (ANOVA) y se expresan como media y desviacion
estandar (X = DE) de 16 muestras por tratamiento. Asi mismo se emple6 la prueba de
Tukey para establecer una diferencia significativa entre los tratamientos. El nivel de

confianza se establecié en 95 %, por lo que P<0.05.
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8.11. Disefo experimental
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Figura 4. Disefio experimental para la determinacion de fenoles totales en micelio de L. edodes.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Material bioldégico

La cepa utilizada durante la realizacion de este trabajo, quedo registrada en la
seccion de micologia del herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala

como Lentinula edodes (Berk.) Pegler.

Durante la activacion de la cepa se pudo observar un desarrollo micelial tipico,
con crecimiento filamentoso, abundante y uniforme, sin la presencia de algun

contaminante.

Figura 5. Desarrollo del micelio en medio EMA

9.2.Producciéon de biomasa de L. edodes en medios de cultivo liguido

Para realizar la comparacion del crecimiento del micelio en los medios de
cultivo liquidos, se sustituyd la fuente de carbono y se incubé durante 30 dias. Este
proceso se empled dado que se logra obtener biomasa en un periodo corto, el manejo
de los medios de cultivo es sencillo y al mismo tiempo la técnica permite tener un

control mayor de los parametros de crecimiento, por otro lado, la recuperacion de la

-20-
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biomasa es facil en comparacion de los medios de cultivo sélidos, asi mismo este tipo
de cultivo mejora la produccion de metabolitos secundarios. Los resultados
encontrados en este trabajo guardan una similitud con Mata et al en el 2001, quienes
utilizaron extracto de malta y levadura para el desarrollo del micelio, mostrando un
desarrollo similar con el utilizado en el presente. Asi mismo se encuentra una
semejanza con Suarez, 2012 quien también emple6 extracto de levadura y peptona en

las formulaciones, presentando un desarrollo similar con el descrito en este trabajo.

Cualitativamente el crecimiento del micelio en los medios de cultivo liquidos fue
algodonoso, abundante y de color homogéneo, tipico de un micelio tal como lo reporta
Suarez en el 2012, sin embargo, existe una diferencia en el crecimiento; ya que esta

autora utilizo agitacion constante promoviendo la formacion de camulos de micelio.

El desarrollo del micelio se pudo observar en la superficie de los medios de
cultivo liquido, sin embargo, en algunas muestras se observo el crecimiento de
fracciones de micelio formando conglomerados esféricos sumergidos en el medio. El
desarrollo superficial del micelio observado en la mayoria de las muestras obedece a
un crecimiento tipico sin agitacion. Sin embargo, en algunas muestras se obtuvo
crecimiento de fracciones sumergidas de micelio lo cual se da en condiciones de
agitacion, dado que en este trabajo no hubo agitacion, el crecimiento de estas esferas
dentro del medio liquido de cultivo, se debié a que en algunos casos hubo
desprendimiento de la masa hifal, lo que dio origen a otro conglomerado de hifas dentro
del medio de cultivo, asi mismo se observdé que en algunas muestras, durante la
inoculacion, el trozo de micelio con el cual se realiz6 la siembra se deposité en el fondo

del recipiente.

En la figura 5 se puede observar la biomasa humeda de shiitake crecida en los

diferentes medios de cultivo, de acuerdo a la prueba de ANOVA no existen diferencias
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significativas entre los tratamientos, sin embargo se obtuvo mayor rendimiento en el
To con una media de 4.22 g de micelio, seguido del T2 con 4.20 g y finalmente el T1 en
el cual se obtuvieron 4.18 g de micelio, en éste Ultimo tratamiento también se observa
gue la desviacion estandar es mayor comparado con los otros dos tratamientos,

mientras que el To mostro un comportamiento mas homogéneo.

Los resultados de biomasa humeda obtenida por cada litro de medio de cultivo
se pueden observar en la figura 6, en donde se aprecia que la mayor cantidad de
micelio se obtuvo en el To con 16.89 g/L, seguido de T2 con 16.8 g/L y finalmente T1
con 16.58 g/L. Los datos obtenidos en este trabajo muestran un mejor rendimiento a
lo reportado por Suérez (2012), en donde indican que la biomasa obtenida fue de 10.1
g/L. Cabe destacar que esta variacion puede estar influenciada por la distinta
composicion de los medios de cultivo liquidos, ademéas cabe sefalar que
independientemente de que se trate de la misma especie de hongo, las cepas pueden
presentar una diferencia en el metabolismo de los nutrientes. Se puede notar que el
To tuvo un comportamiento mas homogéneo en comparacién con Ti donde la
desviacién estandar es la mayor de los 3 tratamientos. En la prueba estadistica

ANOVA para este rubro no se encontré diferencia significativa entre los tratamientos.

En la figura 8 se observan los resultados de los pesos que se obtuvieron
posteriores a la deshidratacion del micelio y antes de la extraccién etandlica. En donde
de acuerdo a la prueba de ANOVA no existe una diferencia significativa entre los
tratamientos. Sin embargo, si solo se consideran las medias, se observa que en el
tratamiento To se obtuvo mayor cantidad de micelio en relacién al peso seco, seguido
del T1 y terminando con T2 el cual present6 el peso seco menor en comparacion con

los demas tratamientos.
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Figura 6. Comparacion de la biomasa obtenida por litro de medio de cultivo.
Se presenta X £ DE de 16 muestras por tratamiento.

Figura 7. Produccién micelial de L. edodes en medios liquidos con diferente
fuente de carbono.
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Figura 8. Comparacion del peso seco de la biomasa por tratamiento. Se
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9.3.Contenido de fenoles totales en micelio de L. edodes

Los resultados obtenidos de fenoles totales por gramo de micelio deshidratado
se pueden observar en la figura 9. En donde se puede ver que el micelio crecido en To
fue el que presenté mayor concentracion de fenoles totales con 292.90 + 46.85 mg/g
peso seco, seguido de T1 con 166.83 £ 21.18 mg/ g peso seco y finalmente T2 el cual
obtuvo la menor concentracion con 141.47 + 17.14 mg/g peso seco. Los valores
obtenidos contrastan con lo reportado por Barradas, 2015; quien obtuvo un intervalo
de 3.78 — 6.50 mg EAG, no obstante, cabe sefalar que la medicién de polifenoles
totales se realiz6 en carpéforos de dos distintas cepas, crecidas en 3 diferentes
sustratos. Asi mismo Alvarado 2015, reporta una cantidad més alta comparada con
Barradas 2015, pero menor a la encontrada en este trabajo, que va de 10.99 — 18.45

mg EAG en Pleurotus djamor.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con ANOVA, lo que arrojo
como resultado que si existe una diferencia significativa en la concentraciéon de fenoles
totales de acuerdo a la composicién nutrimental del medio de cultivo en el que haya

crecido el micelio.




Licenciatura en Biologia FES-Iztacala UNAM

10. CONCLUSION

> De las tres fuentes de carbono utilizadas en el presente trabajo, no se encontré
una que dé mayor rendimiento en la produccion de biomasa, sin embargo, el
comportamiento en el crecimiento fue bueno, ya que se obtuvo buena cantidad

de micelio en los medios liquidos.

» La utilizacion de glucosa como fuente de carbono durante la sintesis de
metabolitos secundarios dio como resultado una cantidad mayor de polifenoles

comparado con las otras fuentes de carbono.

» La concentracion de polifenoles en micelio de shiitake, resultd ser mayor en
comparacion con los trabajos cotejados en donde estos compuestos se

obtuvieron de los carpéforos.

» La utilizacion de micelio para fines de estudio de metabolitos secundarios es

factible dado el menor tiempo de obtencién de la biomasa.
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Figura 10. Curva patrdon para la determinacion de EAG mg/L de las muestras.

Figura 11. Preservacion y conservacion de la
cepa de L. edodes en agar EMA
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Figura 12. Crecimiento del micelio de L. edodes en el
interior del medio de cultivo.

Figura 13. Recuperacion de la biomasa desarrollada
en los medios de cultivo liquidos
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