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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana
del hongo shiitake (Lentinula edodes), cultivado en residuos lignocelulésicos,
estableciendo como factores de estudio: las partes de la seta del Lentinula edodes
(pileo y estipe), y tipos de disolvente (cloroformo, etanol, acetato de estilo, agua +
etanol 50 %). Los setas cultivadas sobre residuos lignoceluldsicos, se cosecharon,
se deshidrataron a temperatura ambiente y se dividieron en pileo y estipe, estas se
analizaron por separado, presentaron variaciones entre si en el contenido de
humedad la cual varié muy poco, el contenido de cenizas para el estipe fue mucho
mayor (7.9 ¢/100g). El contenido de proteinas fue mayor para el pileo (24.2
9/100g), mientras que la fibra fue mayor para el estipe (22.8 g/100g). El contenido
de grasa en el hongo Lentinula edodes fue muy bajo (< 3 %). Del estipe y pileo del
hongo pulverizado se obtuvieron extractos utilizando cuatro diferentes disolventes,
el extracto que tuvo mayor rendimiento fue el T1 (67 mL) que corresponde al estipe
+ cloroformo, sin embargo la extraccion con etanol en el estipe del hongo fue el
proceso mas eficiente debido a que los extractos etandlicos del estipe obtuvieron
los mayores halos de inhibicidn frente a las tres bacterias patdgenas. El etanol
retuvo de mejor manera los agentes bioactivos del espite del hongo Lentinula
edodes. La eficiencia antimicrobiana de los extractos del hongo fue probada sobre
bacterias patdgenas, obteniéndose que el tratamiento T2 (estipe + etanol) presentd
mejores resultados en la técnica antibiograma de discos-placa inhibiendo el
crecimiento de las bacterias: Listeria spp (Gram positiva) con un halo de inhibicion
de 12.7 mm, Salmonella spp (Gram negativa) con un halo de inhibicion de 9.3 mm

y Escherichia coli (Gram negativa) con un halo de inhibicion de 8 mm.

Palabras claves: Actividad antimicrobiana, pileo, estipe, solventes organicos,

inhibicion del crecimiento bacteriano.
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SUMMARY

The objective of the present investigation was to determine the antimicrobial
activity of the shiitake fungus (Lentinula edodes), cultivated in lignocellulosic
residues, establishing as factors of study: the parts of the mushroom of the Lentinula
edodes (pileus and stipe), and types of solvent (chloroform, ethanol, acetate style,
water + 50% ethanol). Mushrooms grown on lignocellulosic residues, were
harvested, dehydrated at room temperature and divided into pileus and stipe, these
were analyzed separately, they showed variations among themselves in the moisture
content which varied very little, the ash content for the Stipe was much larger (7.9
g/ 100g). The protein content was higher for the pileus (24.2 g / 100g), while the
fiber was higher for the stipe (22.8 g/ 100g). The fat content in the fungus Lentinula
edodes was very low (<3%). From the stipe and pileus of the pulverized fungus
extracts were obtained using four different solvents, the extract that had the highest
yield was T1 (67 mL) corresponding to the stipe + chloroform, however the
extraction with ethanol in the stipe of the fungus was the most efficient process
because the Ethanoic extracts of the stipe obtained the highest inhibition zones
against the three pathogenic bacteria. Ethanol better retained the bioactive agents
of the fungus spindle Lentinula edodes. The antimicrobial efficiency of the extracts
of the fungus was tested on pathogenic bacteria, obtaining that the T2 treatment
(stipe + ethanol) presented better results in the plate-plate antibiogram technique
inhibiting the growth of the bacteria: Listeria spp (Gram positive) with a inhibition
halo of 12.7 mm, Salmonella spp (Gram negative) with a halo of inhibition of 9.3

mm and Escherichia coli (Gram negative) with a halo of inhibition of 8.0 mm.

Keywords: Antimicrobial activity, pileus, stipe, organic solvents, inhibition of
bacterial growth.
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CAPITULO |

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El consumo de hongos comestibles y medicinales ha sido una practica comun desde
hace miles de afos en la cultura oriental (Suarez y Nieto 2013), aunque se sabia de
sus propiedades para mantener y mejorar la salud, solo hasta hace unos pocos afios
estudios cientificos han verificado esta informacion (Miles y Chang 2004). Desde
el punto de vista medicinal un amplio nimero de hongos, entre 270 a 700 especies,
han mostrado propiedades bioactivas y farmacoldgicas (Smith et al. 2002, Chang
2008).

Los compuestos naturales con actividad bioldgica estan normalmente presentes en
plantas, hongos y varias otras fuentes. Resulta muy importante el uso de técnicas
de extraccion para obtener sustancias con propiedades bioactivas (Spigno y De
Faveri 2007). Para la produccion de compuestos de interés farmacolégico a partir
de hongos medicinales, generalmente se utiliza los la seta entera, el pileo, el estipe
0 el micelio del hongo en estado fresco o deshidratado. Estos compuestos se
obtienen por contacto con solventes adecuados a través de técnicas de extraccion
como: maceracion, percolacion, destilacion entre otros, los extractos obtenidos son
utilizados para la elaboracion de una gran variedad de derivados farmacoldgicos.
Actualmente entre el 80 y 85 % de todos los productos medicinales de los hongos,
son obtenidos de sus cuerpos fructiferos producidos comercialmente o colectados

de hongos silvestres (Lindequist et al. 2005).

Las aplicaciones de los extractos y compuestos de hongos incluyen complementos
medicinales o suplementos dietéticos, como agentes anticancerigenos, antivirales,
inmunopotenciadores, hipocolesteromicos y hepatoprotectores, formando una
nueva clase de compuestos Ilamados nutracéuticos (Chang 2008). Estas
caracteristicas hacen posible el desarrollo de nuevos productos elaborados a base

de hongos comestibles (Pérez et al. 2010)



Por otra parte, el surgimiento de resistencia bacteriana por parte de patgenos a
multiples agentes antimicrobianos se ha convertido en una amenaza significativa
para la salud pablica y seguridad alimentaria ya que hay menos, o incluso no hay,
compuestos efectivos disponibles para las infecciones causadas por bacterias.
(Magiorakos et al. 2012). La demanda de agentes antimicrobianos de origen natural
(derivados de vegetales u hongos) esta en aumento (Ding et al. 2015), debido a que
han demostrado ser menos toxicos Yy libres de efectos secundarios que los agentes
sintéticos (Maeda et al. 1974). Estas propiedades han llevado al descubrimiento de
nuevos agentes terapéuticos, por esto en la actualidad se busca la combinacion de
dos 0 més factores que interaccionen aditiva o sinérgicamente controlando a la
poblacién microbiana (Maeda y Chihara 1973, Gadea et al. 2017).

Dentro de los hongos medicinales, uno de los que resalta es el Lentinula edodes es
la segunda seta comestible mas cultivada y ampliamente utilizado en la industria
alimentaria en el mercado mundial (Van Ba et al. 2017). Este hongo tiene un alto
valor nutricional y contiene varios compuestos bioactivos, incluyendo
polisacéridos, fibra dietética, vitamina B1, B2 y C, folatos, niacina y minerales,
ademas de compuestos como el ergosterol, poli terpenos y polisacéridos que le
atribuyen a este hongo propiedades antimicrobianas (Rao et al. 2009, Jiang et al.
2014). Por lo que resulta de mucho interés realizar un estudio para determinar la
actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de este hongo, que le permiten
retardar o inhibir completamente el crecimiento de microorganismos patdgenos

encontrados en productos alimenticios.

Este trabajo investigativo tuvo como objetivo general: Determinar la actividad
antimicrobiana del hongo shiitake (Lentinula edodes), cultivado en residuos

lignoceluldsicos y como objetivos especificos los siguientes:

- La caracterizacion de la composicion fisico-quimica (humedad, cenizas,
proteina, fibra, grasa) del hongo Lentinula edodes cultivado en residuos

lignocelulosicos.



- El desarrollo de una metodologia para la obtencién de extractos del pileo y estipe

del hongo cultivado en residuos utilizando diferentes solventes.

- Laevaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir
del hongo Lentinula edodes, mediante la técnica de Kirby-Bauer frente a

bacterias patdgenas (Escherichia coli, Salmonella spp y Listeria spp).



CAPITULO I1

PROBLEMA

A nivel mundial se realizan importantes investigaciones encaminadas al estudio y
aprovechamiento de los componentes bioactivos de plantas, algas y macrohongos

y su aplicacidn en la industria alimentaria, medicina y biotecnologia.

La conservacion de alimentos ha sido utilizada desde hace varios siglos, sin
embargo, con el fin de aumentar la vida Util de los alimentos y conservar sus
propiedades, se han utilizado indiscriminadamente aditivos antimicrobianos y anti
fangicos, haciendo que los alimentos contengan altas dosis de quimicos, que
consumidos frecuentemente puede causar bio-acumulacion, induciendo graves
enfermedades metabdlicas en los consumidores, ademas las bacterias que son

sometidas a este tipo de sustancias pueden adquirir resistencia.

En el hongo Lentinula edodes estan presentes componentes naturales con
propiedades antimicrobianas, por lo tanto, el uso de técnicas de extraccion es
importante para separar estas sustancias y evaluar su actividad frente a algunos de
los principales patdgenos (bacterias) que contaminan los alimentos. Esta propuesta
es consecuente con la necesidad de buscar otras alternativas para la obtencion de
antibidticos de origen natural e incentivar la produccion y consumo de alimentos
saludables que aporten nutricionalmente y actlen haciendo que nuestro sistema
inmune funcione correctamente reduciendo el riesgo de contraer enfermedades

crénicas no trasmisibles.

En la actualidad, el gran desafio para los paises en vias de desarrollo, es poder
vincular y convertir el conocimiento proveniente de los recursos naturales para el
desarrollo de procesos, métodos, compuestos o productos Utiles, como parte del
aprovechamiento y la explotacion sostenible de la diversidad biolégica en beneficio
de la sociedad. En el Ecuador, este tipo de investigaciones se encuentran en

desarrollo y no se han publicado trabajos utilizando el hongo Lentinula edodes; por



lo que en la presente investigacion se determing la actividad antimicrobiana de
distintos extractos del hongo Lentinula edodes frente a bacterias patdgenas

encontrados en los alimentos (Escherichia coli, Salmonella spp y Listeria spp).

En este sentido se plantea la siguiente pregunta que ayuda a identificar y dar

respuesta al problema:

¢LOS EXTRACTOS DEL ESTIPE Y PILEO DEL Lentinula edodes
OBTENIDOS UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES PRESENTARAN
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA FRENTE A BACTERIAS PATOGENAS

(Escherichia coli, Salmonella spp y Listeria spp)?

El interés de esta investigacion es el aprovechamiento de los extractos del hongo
Lentinula edodes como una alternativa para inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas, éste estudio aportara conocimiento sobre las caracteristicas
antibacterianas del L. edodes, lo cual constituye un paso preliminar que puede ser
ampliado en futuras investigaciones, contribuyendo al desarrollo de la industria

farmacoldgica y agroindustrial.



CAPITULO I11

MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos sumamente variables y polimorfos, tanto microscépica
como macroscopicamente (Barrera et al. 2011). Han sido empleados por el hombre
desde hace milenios para la alimentacion y el tratamiento de diferentes
enfermedades (Suarez y Nieto 2012). Estan involucrados en numerosos fendmenos
biolégicos y quimicos vinculados a la desintegracion de la materia organica,
procesos industriales de fermentacion, produccion comercial de medicamentos y

los sistemas de produccién alimenticia (Miles y Chang 2004)

Se estima que existen 1.5 millones de especies de hongos y 140 mil corresponden
a hongos macroscépicos (Wasser 2002), de estos entre 270 a 700 son de gran
importancia ya que en su composicién contiene compuestos que se les atribuyen
propiedades funcionales (Chang 2008), nutraceuticas, entre otras , ofreciendo un
enorme potencial comercial al ser utilizados como materia prima para generar
productos benéficos a la salud (Lindequist et al. 2005), crecen sobre materia
descompuesta y sustratos lignoceluldsicos secretando una mezcla de enzimas
hidroliticas y oxidantes capaces de descomponer la lignina, produciendo la llamada
podredumbre blanca (Miles y Chang 2004).

En Japdn, por ejemplo, se explota a los hongos considerados medicinales
(Lentinula edodes y Ganoderma lucidum), como base para diversos productos que
van desde la produccién de hongos en polvo para cosméticos, te, bebidas
vigorizantes, hasta extractos para rejuvenecer la piel (Pérez et al. 2010). Los hongos
comestibles considerados medicinales como el Lentinula edodes y el Pleurotus
ostreatus poseen un gran valor nutricional, estos son ricos en proteinas (18-30%
ps.) (Rodriguez y Jaramillo 2005), contienen carbohidratos, fibra, bajos en grasa y

valor energético, son una buena fuente de vitaminas y minerales, apetecibles en la



industria alimentaria por su sabor y aroma, lo que los coloca por arriba de la mayoria

de vegetales, frutas y verduras. (Caglarirmak 2007).

3.2 Hongo Lentinula edodes

Es una variedad regional de Asia oriental. También conocido como hongo negro
del bosque, esta especie forma parte de los hongos de pudricion blanca, habita de
forma natural en la madera muerta de muchas especies de arboles en diversas
condiciones climaticas (Villegas etal. 2007), conocido por sus atributos
sensoriales, nutricionales y funcionales, es el segundo hongo comestible mas
cultivado del planeta, antecedido por el champifién blanco (Agaricus bisporus)
(Bisen et al. 2010).

El hongo Lentinula edodes produce una variedad de enzimas degenerativas
extracelulares, incluyendo celulasas, hemicelulasas, fosfatasas, lacasas,
peroxidasas y ligninasas que contribuyen a la degradacion y el reciclaje de la

madera en la naturaleza (Regina et al. 2008, Casaril et al. 2011)

En los altimos afios, una gran cantidad de estudios han demostrado que el hongo es
rico en nutrientes y compuestos con propiedades bioactivas (Zhang et al. 2013), es
el primer macrohongo medicinal en entrar en el ambito de la biotecnologia
moderna, varios compuestos biolégicamente activos se han aislado y purificado a
partir de la setas, micelios y extracto acuoso de este hongo (Hassegawa et al. 2005,
Bisen et al. 2010).

En cuanto a la estructura, el Lentinula edodes consiste en dos partes que son el pileo
(sombrero) y estipe (talo) (Zhang et al. 2013). En la industria alimentaria se utiliza
y es muy apetecido el pileo del hongo mientras que el estipe, que entre sus
componentes contiene alto contenido de fibra cruda insoluble se descarta,
generalmente debido a su textura dura (Zhang et al. 2013, Jiang et al. 2014). Los
analisis de composicion proximal muestran que los dos componentes del hongo son

diferentes en su composicion quimica (Jiang et al. 2010), comprobandose que el



estipe del Lentinula edodes contiene un valor nutricional superior y mayores
concentraciones de compuestos bioactivos que el pileo del hongo (Tseng et al.
2007, Yen y Mau 2007, Zhang et al. 2013)

3.2.1. Clasificacion Cientifica

Pertenece a un orden de los Basidiomicetes denominado Agaricales (Cuadro N° 1),

que son los tipicos hongos conocidos por su sombrerillo y un tallo falso o pedicelo.

Cuadro N° 1. Clasificacién taxondémica del hongo Lentinula edodes

Nombre cientifico Lentinula edodes
Reino Fungi

Divisién Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Lentinula

Especie Edodes

Fuente: Pleger, 1983

3.2.2. Morfologia (L. edodes)

En el hongo hay que diferenciar dos partes fundamentales: el cuerpo vegetativo y
el cuerpo fructifero (reproductor) (Boa 2005). El cuerpo vegetativo (micelio), se
encuentra bajo de la superficie del suelo, de la madera, u otras fuentes de alimento,
estd formado por unos filamentos Ilamados hifas (Chang 2008), las cuales se
encargan de absorber las sustancias minerales del suelo para alimento del hongo.
La seta (a la que vulgarmente se llama hongo), es su aparato reproductor o cuerpo
fructifero (Stamets y Chilton 1983, Lopez 2016). La estructura tipica de los hongos

comestibles basidiomicetes es la presentada en la Figura N° 1



La parte comestible (cuerpo fructifero) del hongo Lentinula edodes consiste de dos
partes representativas: pileo y de estipite, en una proporcidn aproximada de 75% y
25% del hongo en base seca respectivamente (Ming et al. 2015). La estructura tipica

de los hongos comestibles basidiomicetes es la presentada en la Figura N° 1

Figura N° 1. Estructura tipica de un hongo basidiomiceto L. edodes

Fuente: Silva et al., 2010

El Pileo: llamado también sombrero es color café oscuro, pero con el tiempo su
color cambia a café claro, como se puede observar en la Figura N° 2, su forma
puede ser irregular, normalmente el hongo al principio debe estar un poco enrollado
a medida que se desarrolla debe ser encorvado (Stamets 2000), mide
aproximadamente de 5 a 25 cm de ancho, su funcién principal es de proteccion en
la formacién y desarrollo de las esporas, es carnoso en estado adulto y suave en

especimenes inmaduros (Silva et al. 2010).

Las manchas o pelusa que aparece irregularmente en el sombrero es sefial que el
hongo ha alcanzado su madurez, inicialmente son puntos de color blanco pero
pueden llegar a tornarse de color café cuando el hongo se esté deteriorando (Stamets
y Chilton 1983)



Figura N° 2. Aspecto del Shiitake

Fuente: Silvaetal., 2010

Estipite: Llamado también talo o pie, se encuentra sujetando al himenio y al
sombrero, mide de 3a5 cm de largo y de 8 a 13 mm de grosor, de superficie delgada
envainada por un velo delgado, que termina en la zona apical conforme (Silva et al.
2010).

3.2.3. Ciclo de reproduccion

La forma de reproduccion de los hongos es por esporas las cuales se dispersan en
un estado latente, que se interrumpe s6lo cuando se hallan condiciones favorables
para su germinacion. Los hongos basidiomicetos tienen unas células madre
ubicadas en el himenio que son las encargadas de producir las esporas llamados
basidios. Cada basidio lleva cuatro esporas con un nucleo haploide (Figura N° 3).
Si la espora se deposita en un lugar cuyas condiciones sean favorables la espora
germina, surgiendo de ella una primera hifa (Stamets y Chilton 1983, Miles y Chang
2004)

Las hifas crecen por alargamiento de las puntas y tambiéen por ramificacion. La
proliferacion de hifas resultante de este crecimiento se llama micelio. Cuando el
micelio se desarrolla puede llegar a formar grandes cuerpos fructiferos o carpé6foros
(Silva et al. 2010).
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Cuerpo fructifero adulto

Ezcamas

Fase

reproductiva
Ezporas

joven

Ezporas
germinando

Primordio
Fasze

vegetativa

Figura N° 3. Reproduccion de hongos basidiomicetes del género Lentinula.
Fuente: Mendivil, 2013

La fructificacién natural de este hongo ocurre generalmente durante todo el afio si
las condiciones climaticas son favorables, si el cultivo se realiza en invernadero con
condiciones controladas, la fructificacion puede ocurrir en cualquier época del afio
(Silva et al. 2010).

3.3. Valor nutricional del Lentinula edodes

La composicién nutricional del Lentinula edodes (Cuadro N° 2 y 3), indica que es
una buena fuente de proteinas, valor que es ligeramente menor a la de alimentos
como carne de res 24-31%, cerdo 23-24% (Caglarirmak 2007) y mayor a cereales
como el maiz 8.1 %, el trigo 14.5% y leche 3-4%, también tiene un alto contenido
de fibra, vitaminas y concentraciones altas de minerales como potasio, magnesio,

calcio, manganeso y cobre (Martinez et al. 2004).
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Cuadro N° 2. Composicion proximal y nutricional del pileo y estipe del Lentinula

edodes en 100g (base seca)

Componentes Pileo Estipe
Humedad 4.7 5.2
Proteina cruda 22.8 g 16.2
Grasa cruda 3.2¢ 1.37
Cenizas 6.09 9.8
Carbohidratos 48 g 17.8
Fibra 8.44¢ 38
Potasio 1032 mg 1200 mg
Fosforo 439 mg 910 mg
Magnesio 200 mg 340 mg
Calcio 127 mg 97 mg
Hierro 20.1 mg 33 mg
Zinc 4.3 mg 5mg
Manganeso 5.1 mg 8.1 mg
Cobre 0.9 mg 0.9mg

Fuente: Caglarirmak, 2007; Bisen et al., 2010, Zhang et al., 2013

Cuadro N° 3. Concentracion de vitaminas de la seta del L. edodes en 100 g

Vitaminas Concentracion
Tiamina (B1) 0,05 mg
Riboflavina (B2) 0.15mg
Niacina 2.6mg

Acido ascorbico 2,1 mg

Acido félico 0.03mg
Vitamina D -

Pro-Vitamina D ergosterol 679ug

Fuente: Bisen et al., 2010

Al comparar el contenido de proteina del L. edodes de 18% con la obtenida de la

carne (24-31%), se puede observar que el hongo contiene una cantidad baja de éste

nutriente, sin embargo en la proteina del L. edodes se encuentran todos los

aminoéacidos esenciales para el hombre (Cuadro N° 4), ésta composicion incluye

leucina y lisina en grandes cantidades, las cuales por lo general estan ausentes en la

mayoria de cereales y sus subproductos (Miles y Chang 2004).
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Cuadro N° 4. Composicion de aminodcidos esenciales de la seta L. edodes

Aminoacidos Concentracion (g16gN)
Treonina 3.2
Valina 6.7
Metionina 0.8
Isoleucina 4.9
Leucina 7.3
Fenilalanina 4.2
Lisina 6.4
Histidina 2.3
Arginina 8.0

Fuente: Bisen et al., 2010

Por otra parte las setas del Lentinula edodes contienen bajos porcentajes de lipidos

totales (3,2%) comparado con las oleaginosas (>12%), sin embargo es importante

destacar que en los lipidos de este hongo se encuentran presentes &cidos grasos, de

los cuales el 77.7% son insaturados (Cuadro N° 5), proporcionandole al hongo un

valor adicional, debido a que estos aminoacidos son requeridos en la dieta humana

(Bisen et al. 2010)

Cuadro N° 5. Composicion de acidos grasos del L. edodes

Acido graso

Concentracion en%

C 16,0 Palmitico

C 18,0 Estearico

C 20,0 Araquidico

C 18,1 Oleico

C 18,2 Linoléico

C 18,0 Linolénico
Total de saturados
Total de insaturados

19.2
2.7
0.4
8.3
68.8
0.6
22.3
7.7

Fuente: Bisen et al., 2010
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3.4. Componentes bioactivos del Lentinula edodes

Del metabolismo del L. edodes se obtienen muchos componentes activos

bioldgicamente, entre los cuales se encuentran:

B-glucanos: Los B-glucanos son polisacaridos no celulésicos constituidos por
unidades de glucosa unidas por enlaces glucosidicos y con ramificaciones f-1-3 0
B-1-6. Son aislados principalmente de la pared celular de las células fungicas
(aproximadamente la mitad de la biomasa de la pared celular est4 constituida de -
glucanos), aunque también pueden ser excretados al medio. Poseen actividades
inmunoestimuladoras, anticancerigenas, antiinfecciosas, hipocolesterolémicas,
hipoglucémicas, antiinflamatorias y analgésicas. El f-glucano mas conocido a nivel
mundial es el Lentinén, aislado de L. edodes (Suarez y Nieto 2012, Grindemann
et al. 2015).

Lentinan: Polisacarido con alto peso molecular (5x10° Da); [a] D+20-22° (NaOH)
polisacarido [(CsH100s) n] extraida de la pared celular de cuerpo fructifero en una
estructura de triple hélice que contienen s6lo las moléculas de glucosa con la
mayoria de B-(1-3)-glucosa, vinculada en la cadena principal regularmente
ramificado y - (1-6) cadenas laterales de glucosa (Figura N° 4) (Wasser y Weiss
1999, Mizuno 1995, Wasser 2002).

HS  “oH

Figura N° 4. Estructura quimica de Lentinan
Fuente: Bisen et al., 2010
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La configuracién de la molécula de glucosa en una estructura de hélice se considera
que es importante para la actividad biologica y farmacoldgica, no contiene
nitrogeno, fosforo, azufre. Es soluble en agua, labil al calor estable y alcali (Chibata
et al. 1969, Wasser 2002).

El Lentin&n acta como un activador para los linfocitos T de los macr6fagos y otras
células efectoras inmunes que modulan la liberacion de citoquinas, que a su vez
puede dar cuenta de su antitumoral indirecta y propiedades antimicrobianas (Rao
et al. 2009), trabaja para prevenir enfermedades del corazon mediante la reduccion
de los niveles de presion arterial y el colesterol, ayudando a la grasa de extraccion

del sistema y de trabajar como un anticoagulante (Wang et al. 2005)

Akiyama, (1981) encontr6 que este exopolisacarido posee propiedades
anticancerigenas (cancer de intestino, estbmago y ovarios), estimula la secrecion de
citocinas por células T y que incrementa la generacion de linfocitos T y células NK
en presencia de interleuquina. Ademas, investigaciones cientificas indican que el
Lentindn inhibe el crecimiento de las especies Physalospora priricola, Botrytis
cinerea y Mycosphaerella arachidicola, la actividad de la HIV-1 transcriptasa
reversa y la proliferacion de células de leucemia (Akirama et al. 1981).

Eritadenina: Este compuesto fue aislado del L. edodes por primera vez e
identificado por Chibata en 1969, su principal capacidad es bajar el nivel de
colesterol en la sangre(Figura N° 5), se encuentra presente en el L. edodes en
concentraciones de 400-700 mg / kg de materia seca mostrando la importancia del

hongo como fuente del metabolito (Chibata et al. 1969, Enman et al. 2008).
Este compuesto puede ejercer efecto hipo-colesterolémico modificando el

metabolismo de los fosfolipidos a nivel del higado y por ende aumentando la

captacion o disminuyendo la liberacion de colesterol (Enman et al. 2007).

15



CH,
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COOH

Figura N° 5. Estructura quimica de la Eritadenina
Fuente: Bisen et al., 2010

Inductor de Interferén y: Esta es una sustancia quimica que hace a las células
inmunes a infecciones viricas, se ha demostrado que las setas del Lentinula edodes
contienen el inductor de interferén, Interferon Gamma, el cual es usado para
tratamientos contra el cancer y como antiviral, anti-inflamatorio para el tratamiento
de la hepatitis B y C (Chihara 1993).

Ergosterol: El Lentinula edodes contiene altos niveles de ergosterol, el cual es
precursor de vitamina D el estipite de shiitake contiene 2,97 + 0,56 mg/g y el pileo
del hongo tiene aproximadamente 17 mg/g calculado en peso seco (Perera et al.
2003, Jasinghe y Perera 2005). Se ha demostrado en diferentes estudios que el
shiitake al ser irradiado con luz ultravioleta o simplemente expuesto al sol, el
ergosterol se convierte en vitamina D, que juega un papel importante en el

metabolismo del calcio y la mineralizacién de los huesos (Jasinghe y Perera 2005).

Acido linoléico: es transformado en el cuerpo en diferentes tipos de prostaglandina.
La prostaglandina E1 es empleada para provocar erecciones en los hombres, por
inyeccién intramuscular eficaz en el tratamiento de problemas de ereccion

masculina (Silva et al. 2010).

Aminoéacidos: Glutamina, Arginina, Glicina, Serina, Metionina y Cisteina. La
glutamina es el aminoacido de més alta concentracion en las setas del Lentinula
edodes. La arginina estimula los linfocitos T y ademas previene la pérdida de

nitrégeno tras una operacion.
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Quitina: El 80% de la fibra en el Lentinula edodes consiste en la quitina, se ha
demostrado que reduce el nivel de colesterol en el plasma sanguineo en seres
humanos. (Rivera et al. 2017). Yen y Mau (2007) aislaron 36.72% de quitina cruda
a partir de estipites del Lentinula edodes deshidratados. Los estipites del Shiitake
han sido usados para preparar quitina y quito sano, estas moléculas tienen
propiedades bioldgicas benéficas como actividad antimicrobiana, incompatibilidad,
biodegradabilidad, actividad hemostatica y propiedades curativas a heridas (Yen y
Mau 2007).

Equipo enzimatico: Se ha descrito una lista de 37 enzimas que se encuentran en el
Lentinula edodes. Estas incluyen celulosa, enzimas digestivos y asparaginasa, ésta
ultima es utilizada en el tratamiento de la leucemia infantil (Silva et al. 2010).
También encontramos la super-oxido dismutasa, que disminuye la peroxidacion de
lipidos (tratamiento anticancerigeno); la manganeso-peroxidasa y la lacasa-
peroxidasa, estas ultimas estudiadas por Koga et al., (1991), quienes determinaron
que el sistema lignolitico del Lentinula estaba expresado en su metabolismo
secundario y que la capacidad de degradar lignina era dependiente de la presencia
de magnesio. Otras enzimas como las fenol oxidasas, celulasas y xilanasas han sido
publicadas analizando el efecto de estas en la digestion de residuos de maiz por L.
edodes y Pleurotus ostreatus, siendo el mas eficiente el Lentinula.(Silva et al. 2010,
Mendoza 2012, Cabrera et al. 2013)

Minerales: Sodio, Potasio, Silice, Magnesio, Aluminio, Calcio, Hierro, Fésforo,
Azufre y Zinc, (el cual aumenta los niveles de testosterona en el plasma.) (Casaril
etal. 2011)

Otros constituyentes: También se encuentran el LC11, un B-1-6-D-glucano con
ramificaciones en la posicion 1-4; peptidomanano KS2, monoglicéridos y acidos
libres, fosfolipidos como el fosfatidil etanolamina y la cardiolipina y cerebrosidos,
estos ultimos, constituyentes de las neuronas, espermatozoides, leucocitos y
hematies y de gran ayuda en la lucha contra el mal de Fabry (lzuka 1997, Rivera
etal. 2017).
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3.5. Propiedades medicinales del Lentinula edodes

El hongo Lentinula edodes ha sido utilizado como alimento saludable y para uso
farmacéutico en muchos paises en todo el mundo (Jiang et al. 2014), es rico en
nutrientes y compuestos con propiedades medicinales (Zhang et al., 2013; Jiang et
al., 2014). Varios estudios han demostrado la accién terapéutica de los extractos de
este hongo, realizadas debido a la diversidad de sus componentes(Kitzberger et al.
2007)

Actualmente se utilizan los extractos del Lentinula edodes para el tratamiento
enfermedades que implican la funcién inmune deprimida (Figura N° 6) como
cancer, problemas respiratorios, enfermedad cardiaca, SIDA, hiperlipidemia
(colesterol alto), hipertension, las enfermedades infecciosas (Bisen et al. 2010),
ademas de sus efectos estimulantes de la salud, incluidos los efectos antivirales,
antimicéticos, antioxidantes y antitumorales que aumentan el sistema
inmunoldgico, disminuyen el colesterol, funcionan como anticoagulantes y ayudan

en el tratamiento del cancer (Cuadro N°6) (Watanabe et al. 2003)

Antitumoral
Anticancerigeno

Antimicrobiano
Antiviral
Antifingico

Inmunomodulador

Lentinula
edodes

Antidiabético
Hipolipemiante

Cardiovascular

Hemaglutinante Antioxidante

Hepaprotector

Figura N° 6. Importancia medicinal del Lentinula edodes.
Fuente: Bisen et al., 2010
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Cuadro N° 6. Efectos terapéuticos y compuestos bioactivos de los extractos del L.

edodes

Los efectos
terapéuticos

Compuestos bioactivos Referencias

Antitumoral

Inmunomodulacién

Antimicrobiano

Antivirulento

Antibacteriano

Antifangico

Cardiovascular y

hipolipemiante
hepatoprotector

Hemaglutinante

Antioxidante

Lentinan (p -D-glucanos), (Wasser y Weiss

KS-2-a-manano-péptido, 1999)

LEM, LAP (heteroglucano-  (Chihara 1993)

proteina), EP3

Manoglucano, polisacarido  (Chihara 1993)

complejo de proteinas, (Chibata et al. 1969)

glucano, Lentinan,  (Zhang et al. 2014)

polisacarido L-Il, (1-3) -

ésimo-D-glucano

Lentinamicina (Van Baet al. 2017)
(Casaril et al. 2011)

(Kitzberger  etal.
2007)

Lentinan, LEM, JLS-18, (Breene 1990)

EP3, EPS4 (Chihara 1993)

LEM, lentionina, (Kitzberger  etal.

cloroformo y acetato de 2007)

etilo extractos (Hirasawa et al.
1999)

Lentinan (Hearst et al. 2009)

Eritadenina, lentinacina, (Chibata et al.,

Lentinan 1969)

Lentindn, LEM, extraccion  (Zhu et al. 1985)
con agua caliente 'y
extraccion con etanol
Lectina (Vetchinkina et al,
2008)
Metanol y agua, los extractos (Xuy et al. 2008)
de compuestos polifenolicos

Fuente: Bisen et al., 2010
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3.5.1. Propiedades antitumorales y anticancerigenas

Se ha confirmado clinicamente la capacidad que tienen los extractos del Lentinula
edodes para prevenir e inhibir la formacién de tumores. Asi mismo, ha presentado
enorme capacidad para prevenir canceres y metastasis cancerosa (Martinez et al.
2004, Grundemann et al. 2015).

Los compuestos bioactivos del Lentinula también exhiben efectos regenerativos a
nivel celular, aliviando efectos secundarios derivados de los tratamientos
convencionales contra el cancer, razén por la cual se consideran una excelente
alternativa natural para la recuperacion de pacientes tratados con quimioterapia. Los
estudios han comprobado cinco efectos de regeneracion a saber: incremento del
namero de leucocitos en sangre; recuperacion de las funciones del sistema
inmunoldgico del organismo; recuperacion del apetito; reduccion del dolor; efectos

antieméticos y detencion de la caida del pelo (Suarez y Nieto 2012).

El efecto antitumoral de un compuesto del Lentinula, el lentindn fue confirmada por
Chihara et al., (1987) quienes evaluaron las actividades antitumorales y de
inhibicion de metastasis de este compuesto y determinaron que el lentinan
representar una clase Gnica de inmunopotenciador, un adyuvante orientado a células
T. EIl lentindn desencadena el aumento de la produccion de diversos tipos de
factores séricos bioactivos asociados con inmunidad e inflamacién, como IL-1,
CSF, IL-3, inductor de la dilatacion vascular e inductor de la proteina de fase aguda,
por el impacto directo de los macréfagos o indirectamente a través de células T

estimuladas.

3.5.2. Actividad antiviral

El L. edodes ha sido utilizado para curar el resfriado comdn durante cientos de afos.
Mas recientemente, algunas evidencias cientificas han mostrado la actividad

antiviral (expresada como el porcentaje de disminucion en la lesion pulmonar

puntuacion de comparacion con el control) de 46%, que era de la misma magnitud
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que para el clorhidrato de amantadina, un farmaco comun contra la gripe (40%).
También se informd de un extracto acuoso de L. edodes para evitar la multiplicacion

del virus de la polio.

El compuesto Lentindn mejoro la latencia del huésped frente a infecciones de
bacterias, hongos, parésitos y virus, incluyendo los agentes de SIDA (Chihara
1993), ademas redujo la toxicidad de azidotimidina AZT (un farmaco comdnmente
usado para el tratamiento de portadores de VIH y pacientes con SIDA). La
prevencion de la aparicion de los sintomas del SIDA a través de la potenciacion de
la defensa del huésped ahora estd siendo investigada activamente tanto
experimentalmente y clinicamente. EI mecanismo de su efecto es en la mayoria de

los casos a través de la induccion de interferon (Breene 1990).

El Lentindn también ha demostrado: (a) la actividad antiviral en ratones contra VSV
(virus de estomatitis vesicular), virus de la encefalitis, virus de Abelson, un tipo de
adenovirus 12; (B) estimulado resistencia no especifica contra la infeccién viral
respiratoria en ratones; (C) confirié una proteccién completa contra una dosis de
desafio LD75 de raton virulento influenza A / SW15; (D) aumento de la resistencia
a la protozoos parasitos japanicum Schistosoma, Sch. mansoni; (E) actividad
exhibida contra Mycobacterium resistente a farmacos antituberculosos, subtilis lus
Bacil- bacilos de la tuberculosis, Staphylococcus aureus, Micrococcus lenteus,
Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae; (F) resistencia del huésped a las
infecciones con Listeria monocytogenes potencialmente letales (Wasser y Weiss
1999).

3.5.3. Actividad cardiovascular y hipocolesterolémica
Las enfermedades cardiovasculares se encuentran entre las principales causas de
muerte en nuestra sociedad y existe una fuerte correlacion entre los niveles de

colesterol en la sangre y mejora el desarrollo de este tipo de enfermedades. Los
principales macrohongos como el L. edodes, se han demostrado que produce la
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reduccion de colesterol en la sangre debido a la accion del compuesto eritadenina 2
(R), 3 (R) dihidroxi-4- (9-adenil) - butirico] (Chibata et al. 1969).

Chibata et al., (1969), adicion6 0.005% de eritadenina en el alimento para ratas,
observando una disminucion del 25% del colesterol total en tan s6lo una semana
Enman et al., (2008) concluyeron que la actividad de la eritadenina es mayor si se
tiene una dieta alta en grasas. Rivera et al., (2017) llegaron a la conclusion de que
una dieta alimenticia con Lentinula edodes reduce el colesterol libre en el plasma

sanguineo, reduce la presion arterial y remueve los lipidos del sistema circulatorio

La Eritadenina se sugiere para acelerar la eliminacion del colesterol en la sangre ya
sea mediante la estimulacion de la captacion de tejido o mediante la inhibicion de
liberacion de tejido Se demostrd que cuando las ratas fueron alimentadas con una
dieta suplementada con 5% (peso seco) de las setas del L. edodes durante 10
semanas los niveles de colesterol en plasma de los animales disminuyd
significativamente (Enman et al. 2008). Ademas de los ensayos con animales, la
eficacia en la reduccién de colesterol en el suero sanguineo también se ensayd en
sujetos. Una ingesta diaria de 90 g de Lentinula edodes fresco, 9 g de Shiitake seco,
seco durante 7 dias rebajado los niveles medios de colesterol en suero en mujeres
jévenes por 12, 7 y 6%, respectivamente . Las dietas disminuyeron de los niveles
séricos de colesterol de las personas de edad (60 afos de edad) en un 9% mas de 7
dias (Enman et al. 2007).

3.5.4. Propiedades antihipertensivas

Dentro de la composicion del Shiitake se ha reportado un alto contenido de proteina
y fibra en el hongo, ademas que resalta el papel de sus metabolitos secundarios
como el Lentindn y la Eritadenina como agentes bioldgicamente activos en la
prevencion de determinados tipos de cancer y por tener un efecto antioxidante y en
bajar el colesterol con posible efecto en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares (Caglarirmak 2007).
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Los altos niveles de colesterol normalmente estan asociados a la hipertension y
propension a enfermedades cardiovasculares en el ser humano. La “lenticina” o
“lentinacina” (eritadenina), aceleran la excrecion y descomposicion metabolica del
colesterol ingerido por el organismo (Martinez et al. 2004, Suarez y Nieto 2012).
Pero, no sélo los intrametabolitos presentan estas acciones ya que un exo-polimero,
familiar a una glicoproteina, aislado del Lentinula edodes, cuando se administra en
una dosis de 200 mg/kg peso corporal, reduce el nivel plasmatico de colesterol total

en un 25,1%, mientras que el nivel de triglicéridos desciende en un 44,5%.

El bajo contenido de sodio y alta proporcién de potasio en la seta Lentinula hacen
que sean ideal en la dieta para disminuir la hipertension (Rivera et al. 2017). La
lentinacina, ha demostrado tener una notable actividad antitrombdtica, mediante la
inhibicion de la aglutinacion de plaqueta. Asi mismo se ha determinado los efectos
hipoglicemiantes de un exo-polimero aislado del Lentinula edodes (Martinez et al.
2004, Rivera et al. 2017).

3.5.5. Actividad antioxidante

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de otras
moléculas. La oxidacién es una reaccidn quimica que transfiere electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir
radicales libres, que inician reacciones en cadena que dafian las células. Los
antioxidantes terminan estas reacciones en cadena mediante la eliminacion de
radicales libres e inhiben otras reacciones de oxidacién por ser oxidado a si mismos
(Xu et al. 2008).

La actividad antioxidante de L. edodes de los extractos obtenidos mediante
disolventes organicos y fluidos supercriticos usando diferentes técnicas de ex-
traccion; operaciones de alta presién y métodos de presion bajos (Kitzberger et al.
2007). McCue et al., (2004) investigaron la capacidad del L edodes para movilizar
antioxidantes fenolicos a partir de soja en polvo durante el bioprocesamiento en

estado solido. El L. edodes se inoculé en el polvo de soja esterilizado y se determind
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la movilizacién de antioxidantes fenolicos. Los resultados muestran que este hongo
es efectivo en la movilizacion de antioxidantes fendlicos del polvo de soja. Después
del procesamiento, el contenido fendlico aumentd en un 90% en 11,3 mg/ g de peso
seco en extracto de agua. Y 232% en 5,8 mg / g de extracto seco en extracto de
etanol. Ademas, la movilizacion antioxidante fendlico se relaciono con la actividad
de las enzimas que segmentan carbohidratos a-amilasa y B-glucosidasa, pero no o-
glucosidasa, y se asocio con una mayor actividad de lacasa, una enzima implicada

en la biodegradacion de la lignina (McCue et al. 2004).

3.6. Propiedades antimicrobianas de los Hongos Basidiomicetos

Los hongos basidiomicetos y en general todos los hongos producen una amplia
gama de compuestos antibacterianos y antifingicos para sobrevivir en su ambiente
natural. Por lo que no debe sorprender que se puedan aislar compuestos
antimicrobianos utiles para el hombre (Yamac y Bilgili 2006). De interés especial
son los compuestos con actividad contra cepas bacterianas multiresistentes, asi se
pueden encontrar hidroguinonas serquiterpenoides, llamadas ganomicinas, aisladas
de especies europeas de Ganoderma, que inhiben el crecimiento de la bacteria
Staphylococcus aureus y otras bacterias patdgenas para hombre (Lindequist et al.
2005, Yamag y Bilgili 2006).

La mayoria de los estudios se han realizado en Lentinula edodes, Volvariella
volvacea, Pleurotus ostreatus y el hongo no comestible Ganoderma sp. Muchas de
las sustancias activas incluyen f-glucanos y derivados de &cidos nucléicos como la

eritadenina que actla como agente anticolesterolémico (Suzuki et al. 1989)

Barros et al., (2006) reportaron la actividad antimicrobiana y antioxidante del
micelio del hongo Leucopaxillus giganteus de extractos metanolicos obtenidos en
diversos medios de cultivo con distintas fuentes de nitrégeno, determinando las
concentraciones de fenoles y flavonoides. Se probé el efecto en diferentes cepas
bacterianas; Gram positivas como Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococus

aureus, y Gram negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
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Klebsiella pneumoniae, asi como sobre el hongo Candida albicans. Determinaron
la concentracién minima inhibitoria con la técnica difusion radial en agar. Los
valores obtenidos se encontraron en un intervalo de 3.12 a 6.25 mg/mL en la cepa
bacteriana S. aureus, dichos resultados los obtuvieron con los extractos del micelio
de L. gignteus crecido con dos diferentes fuentes de nitrégeno. En la prueba de
sensibilidad, en la cual determinaron los halos de inhibicion de los extractos
metanolicos de los micelios, observaron que el orden de mayor a menor inhibicion
fue S. aureus > B. cereus > B. subtilis; mientras que en el resto de los
microorganismos probados no se obtuvieron halos de inhibicion (Barros et al.
2007).

Asimismo, Barros et al., (2007) investigaron la actividad antimicrobiana de
componentes fenolicos bioactivos de los extractos metandlicos de los hongos
comestibles portugueses Lactarius deliciosus, Sarcodon imbricatus y Tricholoma
portentosum. Evaluaron la concentracion minima inhibitoria de los extractos del
hongo completo, asi como de sus diferentes partes (pileo o estipite) por separado.
Reportando que dichos extractos inhibieron el crecimiento de bacterias Gram +
(Bacillus cereus, B. subtilis), mientras que Escherichia coli (Gram -) mostrd
resistencia a los extractos. Determinaron la presencia de diferentes compuestos
bioactivos como fenoles y flavonoides los que se encontraron en concentraciones
elevadas; asi como de &cido ascorbico y licopenos encontrados en concentraciones
menores. La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue referida como evaluacion
de la actividad antimicrobiana, donde utilizaron concentraciones de los extractos
provenientes de las tres variedades fungicas de 10, 50, 100 y 300 mg/mL, para
detectar que la CMI fue de 10 mg/mL usando el hongo completo (Lactarius
deliciosus) contra Bacillus cereus, obteniendo un diametro de inhibicion mayor a
los 9 mm. La diferencia en la actividad antimicrobiana fue debida al contenido total
de fenoles (Barros et al. 2007)

Contessa et al., (2016) evaluaron los extractos del Pleurotus en diferentes fracciones

de purificacion frente a bacterias patogenas alcanzando una inhibicion del 84% en

Staphylococcus aureus (Gram-positivo) y el 31% de inhibicion en Escherichia coli
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(gram-negativa), lo que indica que, probablemente, estos extractos son mas eficaces
contra bacterias Gram-positivas. Estos resultados estan de acuerdo con los
encontrados por Souza et al., (2014) que probo la actividad antimicrobiana de los
extractos del Pleurotus sajor, logrado la inhibicion de 17,5% en Staphylococcus

aureus y 74,3% para Escherichia coli.

Valencia et al., (2008) determinaron el efecto antibacteriano de extractos hexanicos
de los carpdforos de las seis cepas de Pleurotus los cuales presentaron halos de
inhibicion en 7 de las cepas bacterianas utilizadas, teniendo un efecto toxico tanto
en bacterias Gram positivas como Gram negativas. Mostrado mayores efectos
antibacterianos para las Gram positivas B. subtilis y S. aureus, y S. aureus, también
lo hizo para las cepa Gram negativas E. agglomerans, Y. enterocolitica y S.

dysenteriae.

3.6.1. Actividad antimicrobiana del hongo Lentinula edodes

La actividad antimicrobiana de los extractos del Lentinula edodes se ha investigado
ya que las setas se consideran una fuente natural de antibiéticos (Smania et al.
1995), reviste especial importancia en los ultimos afios dado la aparicién de muchas
cepas bacterianas multi-resistentes (Hearst et al. 2009). De acuerdo a Hirasawa et
al., (1999), el extracto de cloroférmico del Lentinula edodes tiene actividad
bactericida contra Streptococcus mutans (causa caries dental) y Prevotella
intermedia (agente de la enfermedad periodontal).

Los principios activos contenidos en los extractos del cuerpo fructifero del L.
edodes exhiben actividad antibacteriana sobre un buen nimero de microorganismos
(Cuadro N° 7). Asi mismo, se ha reportado dicha actividad en micelio y medio de
cultivo proveniente de la fermentacion del Lentinula edodes (Hirasawa et al. 1999,
Van Ba et al. 2017). Es importante anotar que la actividad antimicrobiana varia de
acuerdo al tipo de extracto evaluado y que en algunos casos se atribuye la actividad
de los mismos a compuestos tales como la lentionina, derivados disulfuros, acido

galico y el Lentinan (Kitzberger et al. 2007).
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Rao et al., (2009) evalu6 una suspension de polvo liofilizado de Lentinula edodes
en un peso / volumen igual de 0,1% (p/v) de peptona salina estéril frente a varias
bacterias (incluidas patdgenas) observando inhibicion en su crecimiento (actividad
bacteriostatica), estudio concordante con el realizado por Van Ba et al., (2017),
quiénes indicaron que la actividad antibacteriana y antifungica del Lentinula edodes
se debe a los compuestos de lentionina como: la cicloheximida, bostrycoidina,
alcaloides anticarcinogeénicos, taninos (epiafzelequina) y terpenoides (adiantona)
encontrando ademas que actividad antimicrobiana se debe mayormente a la
presencia de disulfuros (Van Ba et al., 2017). Se ha explorado el posible uso del
hongo como controlador bioldgico de fitopatdgenos (Hearst et al. 2009), mediante
la evaluacion de la actividad antimicrobiana contra Xanthomonas axonopodis pv
passiflorae, Guignardia citricarpa, Colletotrichum sublineolum y el virus del
mosaico del tabaco (VMT), demostrandose la inhibicién de bacterias, micro-hongos
y del virus VTM por parte del Lentinula edodes (Van Ba et al. 2017, Gadea et al.
2017).

Cuadro N° 7. Estudios de actividad antimicrobiana del Lentinula edodes

Material Extracto Microorganismo ensayado Referencias
evaluado
Carpoforo  Cloroformo Streptococcus sp., Hirasawa et al.
Actinomyces sp., 1999
Lactobacillus sp.,
Acetato de etilo  Prevoytella sp-,
ACUOSO Porphyromonas sp.,
Enterococcus sp.,
Sthaphylococcus sp.,
Escherichia sp., Bacillus sp.,
y Candida sp.
Micelio Cloroformo Campylobactor jenjuni, Hatvani 2001
Metanol (9:1) Streptococcus pyogenes,

Sthaphylococcus aureus,
Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus luteus,
Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y
Candida albincans
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Micelio ACU0S0

Carpoforo  Fluido
supercritico CO2
co-solventes
Etanol
Diclorometano
Acetato de etilo

Carpoforo  Acuoso

Carpoforo  Acuoso

Fuente: Bisen et al., 2010

Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Enterococcus
faecalis,  Sthaphylococcus
aureus, Sthaphylococcus
epidermidis, Streptococcus

mutans, Streptococcus
sobrimus, Pseudomonas
aeruginosa,

Salmonella  typhymurium,
Eschericha coli
Sthaphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus
cereus,

Micrococcus luteu s vy
Candida albincans

Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Bacillus pumilis,
Cupriavides sp., Eschericha
coli, Enterobacter sp,

Enterococcus faecalis,
Klebsiella erogenes,
Klebsiella pneumonia,

Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp.,
Salmonella poona, Serratia
marcescens,
Serratia/Rapnella sp.,
Sthaphylococcus aureus,
Sthaphylococcus

epidermidis,

Sthaphylococcus sp.,
Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigates,

Aspergillus niger, Candida
albicans, Candida glabrata,
Candida krusei,

Candida parapsilosis,
Exophiala dermatitidis
Penicillium sp.,

Scedosporium apiospermum
Bacillus subtilis, Eschericha
coli

De Carvalho et

al. 2007

Kitzberger
al., 2007

et

(Hearst et al.,

2009)

(Pereira et al.,

2011)
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Kitzberger et al., (2009) aplicaron técnicas de maceracién en frio (COSE) y
presiones altas usando disolventes organicos como: n-hexano, acetato de etilo y
diclorometano para la obtencidén de extractos del hongo Lentinula edodes que
fueron evaluados contra cuatro cepas de bacterias y una cepa fangica usando el
método de dilucion en agar, reportando la inhibicién en el crecimiento de M. luteus
y B. cereus (bacterias gram positivas) y escasa inhibicion frente a S. aureus y E.
coli. Ademas estos extractos mostraron actividad antifungica frente a la levadura C.
albicans, todos los resultados se consideraron inhibitorios con halos de inhibicion
mayor o igual 9 mm, causada probablemente por la interaccion entre la mezcla de
disolventes y compuestos del Lentinula edodes en condiciones de alta presion. El
analisis antimicrobiano indica mayor eficiencia de los extractos supercriticos en
comparacion con los extractos de baja presion (COSE) para los microorganismos

experimentados.

Asimismo Casaril et al., (2011) evalué la actividad antimicrobiana de extractos
metanolicos de Lentinula edodes frescos, utilizando 50 g de hongo y una solucion
de metanol al 90 %, macerada a temperatura ambiente durante 24 h. Este extracto
purificado por métodos fisicos se valud en el crecimiento de bacterias B. subtilis y
E. coli, en extracto acuoso Miller Hinton mostrando inhibicién del crecimiento de
estas. Los extractos del Lentinula edodes muestran actividades antimicrobianas
contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas concordante con
investigaciones realizadas por otros autores (Komemushi et al. 1996, Venturini
et al. 2008).

Hearst et al., 2009 determinaron la actividad antimicrobiana de los dos extractos

acuosos de hongos Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus contra 39 bacterias,

levaduras y hongos patégenos (Cuadro N° 8).
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Cuadro N° 8. Didmetros en milimetros de la zona de inhibicion producida en una
amplia gama de microorganismos frente a los extractos de L. edodes y P. ostreatus

Microorganismo Seta Control+
Bacterias L. edodes (P).streatus Ciprofloxacina
Bacillis cereus NCTC 7464 12 5 24
Bacillis subtilis NCTC 10400 11 7 33
Bacillus pumilis 14 26
Cupriavidis sp 15 27
E. coli NCTC 25922 12 29
E. coli NCTC 9001 9 27
E. coli 0157 NCTC 12900 10 27
Enterobacter / Klebsiella sp. 10 34
Enterococcus faecalis NCTC 775 8 15
Klebsiella aerogenes NCTC 9528 9 24
Klebsiella pneumoniae 700603 8 23
Listeria monocytogenes NCTC 11994 11 28
Pseudomonas aeruginosa NCTC 1662 9 20 25
Pseudomonas aeruginosa NCTC 27853 9 28
Pseudomonas sp 1 86

Pseudomonas sp 20 8 18
Pseudomonas sp 3 9

Pseudomonas sp 6 92 20
Salmonella Poona NCTC 4840 9 26
Serratia marcescens 10 26
Serratia / Rahnella sp. 9 40
Staphylococcus aureus (MSSA) 25 923 12 25
Staphylococcus aureus (MRSA) 43 300 12 19
Staphylococcus epidermidis NCTC 14990 11 28
Staphylococcus sp. NCTC 6571 12 27
Bacterias Wildtype mano 1 10 23
Bacterias Wildtype mano 2 12 24
Bacterias Wildtype mano 3 14 24
Levaduras y hongos filamentosos

Aspergillus flavus QC 6658 ND
Aspergillus fumigatus 27,5 20 ND
Aspergillus niger 27,5 10 ND
Candida albicans ND
Candida krusei ATCC 6258 27,5 15 ND
Candida parapsilosis ATCC 22019 11 ND
Exophiala (Wangiella) dermatitidis QC ND
Penicillium sp. QC 743275 ND
Scedosporium QC apiospermun 7870 12 ND

Fuente: Hearst et al., 2009
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3.7. Extractos Vegetales y Fungicos

Un extracto es una mezcla fluida de multitud de compuestos quimicos concentrados
que se obtiene de una planta o cualquier parte de ella, hongos u otro material,
mediante diversos procedimientos fisico-quimicos (Ruiz y Susunaga 2000). La
extraccion referida a los procesos tecnoldgicos de la industria quimica, fotoquimica,
es la operacion de separacion de una mezcla de sustancias por disolucion de cada
componente, sirviéndose de uno o varios disolventes apropiados, tales como agua,
etanol, éter, entre otros, que al contacto con los materiales en estado fresco o seco
extraen elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios activos y
sustancias inertes (Wichtl 2004, Azmir et al. 2013).

Para lograr una concentracion adecuada de principios activos y que su accion sea
mas efectiva, es necesario realizar diversos procedimientos utilizando solventes
adecuados que se seleccionan de acuerdo a la solubilidad y la estabilidad que posean
las sustancias que se desea extraer (Wichtl 2004). Existen diferentes métodos de
extraccion como: maceracion, percolacion, infusion, digestion, decoccion, ademas
de técnicas utilizadas frecuentemente para la extraccién de compuestos bioactivos:
maceracion, extraccion soxhlet, hidrodestilacion y por fluidos supercriticos (Wichtl
2004, Azmir etal. 2013). Estos métodos extractivos se han perfeccionado
permitiendo combinar dos o mas de ellos ,obteniendo sustancias activas mas puras
las cudles son utilizadas para la elaboracion sofisticada de medicamentos (Wichtl
2004).

Para realizar andlisis fotoquimicos se utilizan materiales frescos o deshidratados, el
secado debe llevarse a cabo bajo condiciones controladas para evitar que ocurran
cambios quimicos. La extraccion se realiza en frio o en caliente y el producto
resultante puede ser una solucion concentrada o espesa en funcién de la sustancia
de origen (Harborne 1998, Azmir et al. 2013).
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3.7.1. Método de extraccion por Maceracion

La maceracion ha sido utilizada hace mucho tiempo en la preparacion casera de
tonicos para tratar algunas enfermedades. Se convirtio en una forma popular y
econdmica de conseguir aceites esenciales y compuestos bioactivos. Para la
extraccion a pequefa escala, la maceracion generalmente consta de varios pasos.
En primer lugar, se tritura la parte de planta de la que se desea extraer los
compuestos, en pequefias particulas para aumentar el area superficial y obtener una
mezcla adecuada con el disolvente. En segundo lugar esta mezcla llamada
disolucion se la coloca en un recipiente cerrado por un tiempo, dependiendo de la
concentracion deseada, el disolvente utilizado y los compuestos activos a extraer.
En tercer, la fase liquida se separa de las impurezas por filtracion, las impurezas
filtradas forman el pallet, que es el residuo solido de este proceso de extraccién. En
la maceracion, una agitacion constante facilita la extraccion de dos maneras; ()
aumentar la difusion y (b) ayuda a obtener un mayor rendimiento en el proceso de

extraccion (Azmir et al. 2013).

3.7.2. Método de extracciéon Soxhlet

Soxhlet, (1879) propuso un método de extraccion ampliamente utilizado para
separar componentes bioactivos a partir de diversas fuentes naturales. Cada
solvente diferente produce extractos y composiciones especificos. El solvente mas
ampliamente utilizado para extraer aceites comestibles de las plantas es el hexano.
El hexano tiene un rango en el punto de ebullicion bastante estrecho, de
aproximadamente 63-69 0 C y es un excelente solvente de los aceites en lo que se
refiere a su solubilidad y facilidad de recuperacion (Mamidipally y Liu 2004). En
general, una pequefia cantidad de muestra seca se coloca en un dedal. EIl dedal se
coloca entonces en el matraz de destilacion, que contiene el disolvente de particular
interés. Después de alcanzar a un nivel de desbordamiento, la solucién del dedal
titulado es aspirado por un sifén. El sifon descarga la solucion de nuevo en el matraz
de destilacion. Esta solucion acarreada extrajo solutos en el liquido a granel. El

soluto se quedo en el matraz de destilacion y el disolvente pasa de nuevo al lecho
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solido de la planta. El proceso se ejecuta repetidamente hasta que se completar la
extraccion (Azmir et al. 2013). Durante la extraccion con Soxhlet, el solvente se
recupera normalmente por evaporacion. Las temperaturas de extraccion y

evaporacion tienen un efecto significativo en la calidad final de los productos.

3.7.3. Método de extraccion por Hidrodestilacion

Es un meétodo tradicional para extraccion de compuestos bioactivos y aceites
esenciales de plantas. Hay tres tipos de hidrodestilacion: la destilacién de agua,
destilacion de agua y vapor y destilacién directa de vapor (Verma et al. 2008). En
la hidrodestilacion, primero los materiales vegetales se cortan en pequefios trozos;
segundo se afiade agua en cantidad suficiente y luego se lleva a ebullicion.
Alternativamente, se inyecta vapor directo en la muestra de la planta. El agua
caliente y el vapor actian como los principales factores de influencia para liberar
compuestos bioactivos del tejido vegetal. El enfriamiento indirecto por agua
condensa la mezcla de vapor de agua y aceite. La mezcla condensada fluye desde
el condensador a un separador, donde el aceite y los compuestos bioactivos se
separan automaticamente del agua (Silva et al. 2005). La hidrodestilacion implica
tres principales procesos fisicoquimicos; la hidrodifusion, la hidrélisis y la
descomposicion por el calor. A una temperatura alta de extraccion pueden perderse
algunos componentes volatiles. Este inconveniente limita su uso para la termo

extraccion compuesto labil (Azmir et al. 2013).

3.7.4. Meétodo de extraccion por Fluidos Supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier substancia a una temperatura y presion por
encima de su punto critico termodinamico. Tiene la propiedad de difundirse a traves
de los so6lidos como un gas, y de disolver los materiales como un liquido.
Adicionalmente, puede cambiar rapidamente la densidad con pequefios cambios en
la temperatura o presion. Estas propiedades lo hacen conveniente como un sustituto

de los solventes organicos en los procesos de extraccion (Brunner 2005).
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Los fluidos supercriticos (FSC) tienen la capacidad de extraer ciertos compuestos
quimicos con el uso de determinados solventes especificos bajo la combinacion de
temperatura y presion (Rozzi y Singh 2002). EI CO2 es el fluido supercritico mas
utilizado debido a que es no téxico, no inflamable, no corrosivo, y otras
caracteristicas que permiten una extraccion segura y con mayor pureza (Brunner
2005, Velasco et al. 2007)

3.8. Bacterias

Entre los microorganismos patdgenos mas comunes en los alimentos se encuentran
las bacterias, las cuales son microorganismos unicelulares procariotas (pro de
primitivo y cariota de nucleo), que se reproducen por fision binaria (Pirex y Mota
2006). Las bacterias poseen una pared celular. La forma e integridad de la pared
celular, se deben fundamentalmente a un peptidoglucano (mureina), polimero
compuesto por dos azucares (glucosamina y acido muramico) y aminoacidos. La
pared puede proteger a una célula frente a sustancias toxicas y es el lugar de accion

de varios antibi6ticos (Willey et al. 2009)

Después de que Christian Gram desarroll6 la tincion que lleva su nombre, en 1884,
clasifico a las bacterias en dos grupos principales Gram positivas y Gram negativas,
segun su respuesta a este método de tincion (Rozman et al. 2012). Las bacterias
Gram positivas se tifien de color morado al exponerse al método de tincion, su pared
celular esta formada por una Unica capa homogénea de 20 a 80 nm de grosor de
peptidoglucano, que se encuentran entrelazadas por puentes peptidicos conteniendo
considerables cantidades de acidos teicoico y teicurdnico (polimeros hidrosolubles
que contienen ribitol). (Books et al. 2005, Willey et al. 2009).

Las bacterias Gram negativas adquieren un color un color rosa a rojo al momento
de su tincidn, su pared celular constituye una pequefia porcion, de 2 a 7 nm de
peptidoglucano rodeada de una membrana externa de 7 a 8 nm, contienen tres
componentes que estan en el exterior de la capa y son: lipoproteina, membrana

externa y lipopolisacarido (Willey et al. 2009, Rozman et al. 2012). Su membrana
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externa sirve como barrera protectora, puesto que reduce o impide la entrada de
antibioticos y otras sustancias toxicas que podrian destruir o lesionar a la bacteria
ademas puede incapacitar las defensas del huésped cambiando rapidamente la

naturaleza de sus cadenas laterales para evitar su deteccion (Willey et al. 2009).

La pared celular es necesaria para proteger a las bacterias tanto Gram negativas
como Gram positivas de agentes externos, como el efecto destructivo de la presion
osmotica (Willey et al. 2009), fendmeno fisico que desplaza el agua a traves de la
membrana plasmatica. La membrana plasmatica no podria soportar las presiones
que la célula alcanza (hasta de 20 atmdsferas) y la célula se hincharia, alterandose
fisicamente y destruyéndose, proceso denominado turgencia, fendmeno fisico
soportado por la pared bacteriana (Winn y Koneman 2008, Books et al. 2005),
demostrando su proteccion al tratarlas con penicilina, antibiotico que inhibe la
sintesis de peptidoglicano (Rozman et al. 2012).

Si se incuban bacterias Gram positivas en una solucion isotonica con penicilina,
estas bacterias se convierten en protoplastos, es decir, en células que carecen de
pared celular. Mientras que las bacterias Gram negativas conservan la membrana
externa después del tratamiento con penicilina y se denominan esferoplastos. Los
protoplastos y esferoplastos son osmoticamente sensibles. Si se transfieren a una
solucion diluida se lisaran debido a la entrada descontrolada de agua (Willey et al.
2009).

3.8.1. Bacterias patogenas en los alimentos

Las bacterias que contaminan los alimentos y producen alteraciones en el huésped
se consideran patdgenos. Hay dos categorias de enfermedades causadas por estas
bacterias: las intoxicaciones alimentarias, causadas por toxinas producidas por los
microorganismos, y las infecciones alimentarias causadas por el crecimiento de los
éstos en el cuerpo humano, luego de haber ingerido alimentos contaminados
(Romero 2007, Hernandez 2010)
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Existen tres bacterias que son las responsables de la mayoria de estas enfermedades
y son: Salmonella, Listeria, E. coli entre otras. Estos patdgenos pueden encontrarse
en los alimentos de manera natural, lo que no quiere decir que siempre provoquen

enfermedades (Fundazioa 2014).

3.8.1.1. Listeria spp

La Listeria es un bacilo Gram positivo, aerobio, psicrétrofo, halo tolerante, no
movil, no esporulado (Figura 7 y 8). La L. monocytogenes es la responsable de la
mayor parte de las infecciones por Listeria que afectan al hombre, en la Gltima
década, la listerioris ha sido una de las principales enfermedades de origen
alimentario, por su gran interés para la salud publica y su impacto econémico, en
animales es responsable de la mayoria de las infecciones, pero en ovejas el 10-15%
de los casos de septicemia listérica se deben a L. ivanovii (Vallat et al. 2004).

Figura N° 7. Listeria en caja de Petri  Figura N° 8. Listeria vista desde el

microscopio optico

El género Listeria engloba seis especies: L monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri y L. grayi. S6lo L. monocytogenes y L. ivanovii son
patdgenas. La primera es un patégeno humano; en cambio, la segunda es un

patogeno animal (Hernandez 2010, Garcia 2011).
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En cuanto a temperaturas de crecimiento, tiene un limite muy amplio, comprendido
entre 1 - 45 °C, con una Optima de 30 — 37 °C. Es una bacteria psicrotrofica. Para
que se destruya se necesita alcanzar una temperatura de 70 °C alrededor de 2-3
minutos, Ademas, la congelacion no va a reducir el tamafio de la poblacion
bacteriana respecto al pH, es capaz de desarrollarse entre 5,1 y 9,6. Su pH 6ptimo
es 7,5 (Romero 2007, Garcia 2011).

3.8.1.2. Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
pequefios, Gram-negativos, no esporulados, habitualmente mdviles mediante
flagelos peritricos aunque hay algunas especies que son inmoviles. El tamafio oscila
de 0,3um x 1,0-1,6 pum (Figura 9 y 10). Son aero-anaerobios facultativos,
quimiorganotrofos y poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo, produciendo
acido y, a menudo, gas (Hernandez 2010, Garcia 2011).
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Figura N° 9. Salmonella en caja de Petri ~ Figura N° 10. Salmonella vista desde

el microscopio optico

Salmonella es capaz de crecer a temperaturas por debajo de 5 °C incluso hasta una
temperatura de 47 °C, con un crecimiento optimo de 37 °C. También se ha
demostrado su crecimiento en productos almacenados entre 2 y 4 °C. A una
temperatura de 60°C o superior se destruyen entre los 5-15 minutos, ya que son
sensibles al calor. La pasteurizacion a 72 °C durante 15 segundos va a asegurar la

destruccion de la bacteria en la leche. En cuanto al pH, puede crecer en valores entre
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4,5y 9,5, con un pH o6ptimo de 6,5-7,5. Puede llegar a crecer a un pH de 4,05.
(Romero 2007, Garcia 2011).

La Salmonella es el microorganismo causante de una infeccion en el revestimiento
del intestino delgado; existen 2,200 serotipos de esta bacteria. La enterocolitis por
salmonella es uno de los tipos mas comunes de intoxicacion alimentaria y ocurre
cuando la persona consume alimentos o agua contaminados con la bacteria
salmonella. Cualquier alimento se puede contaminar durante la preparacion si las
condiciones y el equipo empleado en el proceso no son higiénicos (Romero 2007,
Hernandez 2010).

3.8.1.3. Escherichia Coli

Figura N° 11. E. coli en caja de Petri ~ Figura N° 12. E. coli vista desde el

microscopio optico

Es una bacteria Gram-negativa, de forma bacilar corta, catalasa positiva, oxidasa
negativa y anaerobia facultativa, pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al
género Escherichia (Figura 11 y 12). Muchas de las cepas de E. coli no producen
enfermedad, y se consideran comensales sapréfitos. Sin embargo, se han
determinado varios tipos de E. coli enteropatdgenas, basandose en diferentes
factores de virulencia (Garcia 2011). La E. coli es un huésped universal del intestino
del hombre y de los animales de sangre caliente. Dado que esta presente de forma

habitual en las heces, su facil cultivo, su caracter patogénico y su supervivencia en
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agua, se ha adoptado como indicador de contaminacion fecal y de la posible
presencia de patdgenos entéricos en el agua. Puesto que E. coli es un huésped del
tracto intestinal, fuera de éste va a vivir durante muy poco tiempo (Hernandez 2010,
Garcia 2011).

E. coli crece en unos limites de temperatura amplios, entre 15y 45 °C. En cambio,
hay algunas cepas que crecen a temperaturas tan bajas como son 4 °C. Normalmente
su temperatura 6ptima va a ser 44 °C. El calor los destruye a 60 °C en 15 minutos y
a 55 °C en una hora, es decir, se elimina a temperatura de pasteurizacion y también
cuando se almacena el producto en frio, sobre todo a temperatura de congelacion
(Romero 2007, Garcia 2011).

3.8.2. Mecanismo de accion de los antibacterianos

Para que los antimicrobianos puedan usarse deben ser eficaces a dosis bajas y
selectivas en su accion, de modo que produzcan el efecto inhibidor deseado sobre
los microorganismos sin producir lesion al huésped. El origen de esta toxicidad
selectiva radica en las diferencias existentes en las estructuras y/o vias metabdlicas
entre las células eucariotas y las procariotas, lo que requiere de células sensibles a

la accion especifica de los antimicrobianos (Rozman et al. 2012).

Los antimicrobianos pueden clasificarse en dos grandes grupos: bacteriostaticos y
bactericidas. Con el primer término se designa al efecto inhibidor del crecimiento
reversible de los microorganismos, ya que al cesar la accion del farmaco, puede
recuperarse el crecimiento microbiano. Por el contrario los bactericidas interfieren
en estructuras o funciones esenciales para la vida del microorganismo inhibiendo
su crecimiento irreversiblemente. La obtencion de un efecto u otro depende no sélo
del antimicrobiano sino que también intervienen otras variables, como el agente que
produce la infeccion, la densidad de la poblacion microbiana, las condiciones del
medio, la fase de crecimiento y la concentracion de antimicrobiano en el foco de
infeccion (Madigan et al. 2009, Rozman et al. 2012)
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Los antibiGticos estdn constituidos por clases muy diversas de compuestos, los

cuales acttan por diferentes mecanismos y cuyos blancos de accion se encuentran

en diferentes regiones de la célula bacteriana que sera afectada, impidiendo que ésta

pueda reproducirse, asi la concentracion bacteriana disminuira por la accion del
farmaco (Cuadro N°) (Martinez y Sanchez 2007, Rozman et al. 2012).

Cuadro N° 9. Mecanismo de accién de antibacterianos y su clasificacion de

acuerdo a su estructura quimica

Farmaco

Inhibicion de la sintesis
de la pared celular

Penicilina 2
Ampicilina ®
Carbeniciclina ©
Meticiclina

Cefalosporina ¢
Vancomicina ¢

Bacitracina

Inhibicién de la sintesis
proteica

Estreptomicinaf

Gentamicina f
Cloranfenicol

Tetraciclina 9
Eritromicina "
Clindamicina '
Acido fusidico !

Mecanismo de accion

Inhiben las enzimas de transpeptidacion que
participan en los enlaces entre las cadenas
polisacaridas del peptidoglicano de la pared celular
bacteriana.

Se ligan directamente al dipéptido terminal D-Ala-
D-Ala e inhibe la traspeptidacion.

Inhibe la sintesis de la pared celular interfiriendo en
la accion del portador lipidico que transporta
precursores de la pared a través de la membrana
plasmatica

Se ligan a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano
para inhibir la sintesis proteica y causan errores de
lectura del mMRNA.

Se ligan a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano
para inhibir la sintesis proteica y causan errores de
lectura del mMRNA.

Se ligan a la subunidad 30S del ribosoma e
interfieren con la union aminoacil-RNA

Se ligan a la subunidad 50S del ribosoma e inhiben
la elongacion de la cadena peptidica.

Se liga a EF-G y boquean la translocacion
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Inhibicién de la sintesis
de acidos nucleicos

Ciprofloxacina Inhiben a la enzima DNA girasa bacteriana y asi

Otras quinolonas interfieren en la replicacion del DNA, la
transcripcion y otras actividades en las que participa
el DNA

Alteracion de la

membrana celular
Se liga a la membrana plasmatica y altera su

- - - |
Polimixina B estructura y sus propiedades de permeabilidad

Antagonismo _— , ) , . L.
9 Inhibicion en la sintesis de acido félico

metabdlico

Sulfamidas ™ Inhiben la sintesis de &cido folico compitiendo con
Trimetoprima ™ el &cido p-aminobenzoico

IE')sca)?\?gzni%a Bloquea la sintesis de tetrahidrofolato por inhibicion

de la dihidrofolato reductasa.
Interfiere en la sintesis del acido félico.

Puede alterar el metabolismo y funcionamiento de
pirodixal y del NAD. Inhibe la sintesis del acido
micolico (factor de encordamiento)

Fuente: Willey et al., (2009); Winn y Koneman, (2008)

3.8.3. EIl Antibiograma de discos, técnica de Kirby-Bauer

Es una técnica utilizada para medir la sensibilidad in vitro de un in6culo bacteriano
estandar frente a diferentes antimicrobianos y a partir de estos resultados predice la
eficacia del compuesto. Con un antibiograma se pueden obtener resultados
cualitativos que indican si la bacteria es sensible o resistente a un antibiético. En
efecto, la sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos para la eficacia in
vivo de un tratamiento antibi6tico. El antibiograma sirve, en primer lugar, para
orientar las decisiones terapéuticas individuales (Joyce y Woods 2004, Cercenado
y Saavedra 2009).

La interpretacién de los resultados del antibiograma (sensible, intermedio o
resistente) se realiza en funcion de los valores establecidos por diferentes comites,

como el Clinical and Laboratory Standards Institute en Estados Unidos, el European

41



Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing en Europa y la Mesa Espariola
de Normalizacion de la Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos. Estos
comités determinan y establecen puntos de corte basados en propiedades
microbiologicas, farmacocinéticas y de eficacia clinica, para definir la sensibilidad
(éxito terapéutico) o resistencia de las diferentes especies bacterianas a cada
antimicrobiano (Joyce y Woods 2004, Cercenado y Saavedra 2009).

Entre las técnicas de difusion en Agar mas utilizados para el analisis de sensibilidad
se encuentra la propuesta por Bauer et al., (1966), en esta técnica, el indculo
bacteriano llevado a una concentracion igual a la del estandar 0,5 de McFarland, se
aplica sobre la superficie de una placa seca de agar Meller-Hinton que tenga un
pH entre 7, 2 'y 7,4 medido a temperatura ambiente y una vez solidificado el medio
de cultivo. La cepa se debe inocular sobre la superficie del medio solidificado el
medio de cultivo. La cepa se debe rayar sobre la superficie del medio de forma tal
que se logre un crecimiento confluente. Una vez realizado esto, en un plazo no
mayor de 15 minutos, se procede a colocar los discos o las pastillas con el
antibidtico. Si se emplean placas de Petri de 100 mm de didmetro, el nimero
maximo de discos a colocar es de 5, luego la placa se incuba a 35°C por un periodo
no mayor a las 24 horas (Figura N° 13) (Joyce y Woods 2004, Cercenado y
Saavedra 2009).

Cada caja es observada en luz indirecta y cada halo de inhibicion es medido
utilizando un calibrador o en su defecto una regla graduada en la forma adecuada,
los antibidtico tiene su halo de inhibicidn especifico y éste depende del tamarfio de
la molécula del antibiotico y su polaridad; de esta manera, un antibi6tico con un
peso molecular bajo como la penicilina, tendrd mucha capacidad para migrar, por
lo tanto su halo, en el caso de una cepa sensible tendra un didmetro muy amplio. En
el caso de la vancomicina, que tiene una molécula muy grande y muy hidrofobica,
su halo de inhibicién serd muy pequefio. De esta manera, no se puede afirmar, que
para una cepa determinada, ésta es mas sensible a la penicilina que a la
vancomicina, sélo porque el primero tenga un halo de inhibicion mucho mayor

(Joyce y Woods 2004, Cercenado y Saavedra 2009). La técnica de difusion en agar,
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presenta varias ventajas como: Es facil de efectuar y de gran reproducibilidad, bajo
precio, no requiere equipo especial, sus resultados son facilmente interpretados por

los clinicos y es muy flexible a la hora de escoger los antibioticos a probar

Dentro de sus desventajas esta el hecho de que brinda s6lo informacién cualitativa,
otra desventaja y la mas importante, es que esta técnica debe ser modificada para
poderla emplear en organismos fastidiosos o de crecimiento lento (Joyce y Woods
2004, Cercenado y Saavedra 2009).

Figura N°13. Antibiograma por difusion con discos en el que se observa la

presencia de halos de inhibicion
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CAPITULO IV

MARCO METODOLOGICO

4.1. Ubicacion del experimento

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en la planta piloto de
Fermentaciones Solidas y los andlisis en los Laboratorios del Departamento

Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar.

Tabla N° 1. Localizacion de la investigacion

Ubicacion Localidad
Provincia Bolivar
Canton Guaranda
Parroquia Veintimilla
Sector Laguacoto Il Via Guaranda — San Simén Km 1 %

Fuente: Estacion Meteoroldgica Laguacoto 11 (2017).

4.2. Situacion geografica y climatica de la localidad

Tabla N° 2. Situacion geografica y climatica

Parametros climaticos Valor
Altitud 2640 m.s.n.m
Latitud 01°34°15” S
Longitud 78°59°54” W
Temperatura media anual 13°C
Temperatura maxima 18°C
Temperatura minima g8°C
Humedad Relativa 75%
Precipitacion 110mm
Heliofania (H/L)Afio 900

Fuente: Estacion Meteoroldgica Laguacoto 11 (2017).
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4.2.1. Zonade vida

De acuerdo con la clasificacion de las zonas de vida L. Holdridge el sitio

corresponde a la formacion de Bosque Himedo Montano Bajo (BHMB).

4.3. Materiales

4.3.1. Material experimental

o Setas de Lentinula edodes.

o Disolventes (Cloroformo, etanol, acetato de etilo, solucion de 50% de agua con
50% de etanol).

o 1 Cepa de Escherichia coli spp aislada de carne de res.

o 1 Cepa de Salmonella spp aislada de carne de cerdo.

o 1 Cepa de Listeria spp aislada de carne de res.

4.3.2. Reactivos

o Agua destilada

o Nutrient Agar

o Chromogrnic Listera Agar
o Bactor Agar

o XLD Agar

o Miuller Hinton Agar

o Cloruro de sodio

4.3.3. Equipos y materiales

Autoclave

o

Incubadora

(@]

(@]

Refrigeradora

o

Camara de flujo laminar
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o Centrifuga termoregulable
o Balanza Digital

o Agitador Vortex

4.3.4. Material de laboratorio

o Cajas Petri

o Tubos con tapa rosca

o Pipeta de 10 mL

o Vasos de precipitacion

o Embudo

o Probeta graduada

o Frascos ambar de vidrio

o Mechero Bunsen

o Calibrador de vernier

o Pinzas

o Asa bacterioldgica

o Tubos para centrifuga.

o Papel aluminio

o Hisopos estériles

o Escala McFarland pardmetro de turbidez 0.5
o Discos en blanco de 6 mm de didametro (antimicrobial susceptibility test)
o Papel filtro

o Papel film

4.3.5. Materiales de oficina

Computadora

o

Impresora

o

o Céamara fotogréfica.
Material de escritorio

(@]

Papel de impresion

o
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4.4. Métodos

4.4.1. Factores de estudio

Para el presente estudio se planted dos factores en estudio; factor a: partes del hongo
Lentinula edodes; factor b: tipos de disolventes

Tabla N° 3. Factores de estudio en la investigacion

Factores Cadigo Combinaciones
Partes del hongo a al= Estipe
Lentinula edodes a2= Pileo
b b1= Cloroformo
i b2= Etanol
Disolventes

b3= Acetato de etilo
b4=50% etanol + 50% de agua

Fuente: Sanabria, (2018).

4.4.2. Esquema del experimento

Tabla N° 4. Esquema del experimento, descripcién de las combinaciones A x B

Tratamientos Codigo Descripcion factorial

1 aibs Estipe del Lentinula + Cloroformo

2 aibz Estipe del Lentinula + Etanol

3 aibs Estipe del Lentinula + Acetato de Etilo

4 aibg Estipe del Lentinula + 50% de etanol + 50% agua
5 azb1 Pileo del Lentinula + cloroformo

6 azb2 Pileo del Lentinula + Etanol

7 azbs Pileo del Lentinula + Acetato de Etilo

8 azba Pileo del Lentinula + 50% de etanol + 50% agua

Fuente: Sanabria, (2018).
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4.4.3. Caracteristicas del experimento

Factores en estudio= 2

Unidad experimental = 100 mL de disolvente y 15 g de hongo
Tratamientos= 8

Repeticiones= 3

Unidades experimentales= 24

4.4.4. Tipo de disefio experimental

En la presente investigacion se aplicé un disefio de bloques completamente al azar

(DBCA) con tres repeticiones, el cual se ajusta al siguiente modelo lineal.

Yij =u+T+ B] +£1]
Donde:

Y;j =Valor de la variable en consideracion
u = Media general
7; = Efecto del i-ésimo tratamiento

B; = Efecto del j-ésimo repeticion

€ij =Efecto del error experimental

4.45. Andlisis Estadisticos

Para establecer las diferencias entre los tratamientos se aplic el analisis de varianza
(Tabla N° 5) y para conocer las diferencias entre las medias de los tratamientos se
aplico la prueba de Tukey al 5 %, Para el analisis de resultados se utilizé el

programa estadistico InfoStat.
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Tabla N° 5. Analisis de varianza para el Disefio de Bloques Completamente al
Azar (DBCA).

F.de V. G.L. S.C. C.M Fe Ft
t t 2

Total (t - 1) x2-< x) rt
(5

Tratamiento t-1 LI 2 SC/gl CM.,. CM,
1 1

Repeticiones -1 t o/ 2 SC/gl CM.. CM.,
1 1

Error t-D(-1) T-(t + 1) SC/gl

4.5. Mediciones experimentales

4.5.1. En la materia prima

Se realizaron analisis proximales tomando muestras al azar del pileo y estipe del

hongo Lentinula edodes, fueron analizados en el laboratorio de Bromatologia del

Departamento de Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar:

Humedad:

Se procedié con la técnica determinada por la norma (AOAC 925.10).

Cenizas:

La medicion de los valores de cenizas en los hongos utilizados en la investigacion;

se efectud con la técnica determinada por la norma (AOAC 923.03).

Fibra:

Se determin0 la fibra presente en el Pileo y Estipe por la norma INEN 522
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Grasa:

La medicion de los valores de cenizas en los hongos utilizados en la investigacion;

se efectud con la técnica determinada por la norma NTE INEN-1SO11085.

Contenido de Proteina en el hongo (CPH)

Se procedié a determinar la proteina del pileo y estipe del hongo seco, por medio
de la metodologia determinada por (AOAC 990.03). El factor de conversion de
nitrégeno a contenido de proteina fue de 4.38 (Yang et al., 2001).

4.5.2. En los extractos del Lentinula edodes (pileo y estipe)

Los extractos obtenidos de los diferentes tratamientos fueron medidos en relacién
a su volumen y utilizados para evaluar su sensibilidad in vitro frente a bacterias

patdgenas.

Volumen de los extractos

El volumen final de los fluidos filtrados fue medido utilizando una probeta

graduada

Actividad antimicrobiana (medicion de los halos de inhibicion)

La actividad antibacteriana de los extractos obtenidos del Lentinula edodes se
evalu6 siguiendo la metodologia de difusion en agar (antibiograma de disco)
descrito por Bauer et al., (1966), que permite medir la susceptibilidad in Vitro de
microorganismos patogenos y fitopatdgenos frente a una sustancia o a la mezcla de
varias sustancias desconocidas de origen vegetal o fungico con potencial

antimicrobiano (Jurado et al. 2014)
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4.6. Manejo del Experimento

4.6.1. Siembray recoleccion de hongos

Se utilizaron residuos como: aserrin, bagazo de cafia, cascarilla de arroz y salvado
de trigo. Los materiales secos fueron picados e hidratados por un tiempo
aproximado de 8-12 horas, hasta alcanzar una humedad de 70-75 %. Se escurri el

exceso de agua y se esterilizd en autoclave a 121 °C por 45 min.

La siembra se la realiz6 en la camara de flujo laminar utilizando fundas de
polietileno transparente de 40 x 60 cm, inoculando el 4 % de semilla de Lentinula
en relacion al sustrato humedo. Se perforaron las bolsas en forma longitudinal y en
el fondo. Posteriormente se comprimié el sustrato cerrando las bolsas con hilo
plastico. Las bolsas inoculadas fueron colocas en un cuarto oscuro a la temperatura
ambiente, se realizaron monitoreos permanentes, registrando la temperatura y la
humedad relativa. Cuando los sustratos estuvieron completamente colonizados
(coloracién blanco algodonosa), se los trasladaron al area de fructificacion. La
cosecha de los hongos se realizé con la ayuda de una navaja estéril.

4.6.2. Obtencion de Extractos

Las setas del hongo Lentinula edodes fueron deshidratadas a temperatura ambiente,
separandolas en dos partes; estipe y pileo, para su posterior pulverizado. Se peso6 15
gramos de hongo por cada 100 mL de cada uno de los disolventes (cloroformo,

etanol, acetato de etilo, y solucion de 50% agua + 50% etanol).

Utilizando el metodo COSE (maceracion en frio), el hongo y el disolvente se
envasaron en frascos &mbar de vidrio los cuales fueron almacenados en un lugar
libre de la luz, por un periodo de 6 dias. Se realiz6 una agitacion diaria para

homogenizar el extracto.
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Con el objetivo de separar el fluido de los solidos presentes en los extractos
macerados, se colocaron las muestras en tubos para luego centrifugarlos a 8000 rpm
a una temperatura de 10°C por 20 min. Los extractos centrifugados fueron
tamizados utilizando papel filtro para luego almacenarlos en refrigeracion en

frascos &mbar de vidrio (Figura N°14).

Hongos  frescos : Recepcion M.P.
Lentinula edodes L P J

0

Pesado

A

Secado

| J

@ Deshidratacion (10-12%)

( A

Seleccion

@ Estipe y pileo

Pulverizado

Cloroformo @

Etanol — .
Acetato de etilo Tratamientos
Etanol 50% + & 15 g de hongo

agua 50%

Macerado
{} Por 6 dias
[ Centrifugado ]
{} N\
[ Tamizado ——)> Pallet
~z

[ Envasado

~z

[ Refrigeracién

Figura N°14. Diagrama de flujo de la elaboracion de extractos a partir del

Lentinula edodes
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4.6.3. Preparacion del Inoculo

Se utilizaron 3 tipos de bacterias: E. coli, Listeria spp, salmonella spp, aisladas de
carne de res y de cerdo procedente de las tercenas del mercado 10 de Noviembre de
la ciudad de Guaranda; esta actividad se desarroll6 en el Laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular del Departamento de Investigacion de la

Universidad Estatal de Bolivar.

Para el cultivo de E. coli se utilizé Nutrient Agar de la marca Oxoid, (29.4 g/L de
agua destilada). Para el cultivo de Listeria spp se utiliz6 Chromogrnic Listera Agar
de la marca Acumedia, (28g/L de agua destilada) con Bactor Agar como gelificante
(10 g/L de agua). Y para el cultivo de Salmonella spp se utilizo XLD Agar de la
marca Acumedia, (39 g/L de agua destilada). Todas estas bacterias fueron
inoculadas dentro de la camara de flujo laminar con la técnica de estriado e
incubadas a 37 °C por 24 horas, de éstas bacterias (cultivo puro) se seleccionaron
de 3 a 4 colonias, las cudles se transfirieron a un tubo de ensayo que contenia 9 mL
de solucién salina al 1%, se homogenizé con la ayuda de un agitador vortex hasta
obtener una turbidez equivalente al tubo N° 0.5 Mc Farland (1.5 x 106 UFC/mL).

4.6.4. Antibiograma de Disco (técnica de Kirby-Bauer)

Las pruebas de sensibilidad bacteriana se realizaron a través del Método descrito
por Kirby-Bauer, utilizando Agar Mueller-Hinton de la marca Acumedia. Los
medios de cultivo se prepararon con 38 gramos de Agar Mueller-Hinton por cada
litro de agua destilada (especificaciones de la etiqueta), la solucion fue sometida a
ebullicion de 3 a 5 min hasta su completa dilucion, después se la esteriliz6 en la
autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos, se dejo reposar a una
temperatura entre los 48 y 50 °C, distribuyéndolo en una cantidad aproximada de

entre 25-30 cm® en cajas de Petri estériles dentro de la camara de flujo laminar.
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Con la finalidad que no existan gotas de agua de condensacion sobre la superficie
del medio solidificado o bajo las tapas de las cajas Petri, se enfri6 a 35 °C

aproximadamente antes de colocarle la tapa

4.6.4.1. Preparacion de los discos para realizar el antibiograma

En tubos eppendorf estériles, se colocaron 1 cm® de la muestra de extracto
(preparados para cada tratamiento). En los tubos con el extracto, se adiciond los
discos en blanco (Oxoid Ltd.) (antimicrobial susceptibility test discs) dejando

reposar por 15 min.

4.6.4.2. Inoculacion e incubacion de la muestra

Dentro del tubo de ensayo que contenia la suspension del microorganismo en
estudio, se sumergio un aplicador de algodon estéril y se procedio a realizar la
siembra en tres direcciones por agotamiento y estrias sobre el agar Mller Hinton,
se dejo el en reposo el medio sembrado durante 5 a 10 min manteniendo la caja con
la tapa cerrada. Los discos en blanco humedecidos con el extracto se colocaron
sobre la superficie del agar con pinzas estériles, 4 discos en la periferia dejando
entre disco y disco un espacio uniforme (aproximadamente de 3 cm.); para evitar
que las zonas de inhibicion queden superpuestas, con las pinzas se presiond los
discos ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto uniforme. Los discos
con antibidticos (penicilina y ciprofloxacina) se colocaron en la parte central como
control positivo. Las cajas inoculadas ya con los discos fueron incubadas a 37° C,

leyéndolas después de las 18 y 24 horas de su incubacion.

4.6.4.3. Medicion de los halos de inhibicion

De cada caja se midi6 en milimetros el diametro del halo de inhibicién incluyendo
el disco, con la ayuda de un calibrador Pie de Rey, a este resultado se le resta el

tamafno del disco (6mm). Todos los ensayos de actividad antimicrobiana se

realizaron por triplicado.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion de la composicion fisico-quimica del hongo Lentinula

edodes

Los valores promedios de los analisis de humedad, ceniza, proteina, fibra cruda y
grasa de las dos partes representativas del hongo Lentinula edodes, estan descritos
en la Tabla N°6,

Tabla N° 6. Valores promedios y desviacion estandar de la composicion de las

partes representativas del L. edodes en base seca.

Muestra Humedad Cenizas Proteina Grasa Fibracruda
Estipe 10.2% 7.9% 19.7% 1.4% 22.8%
L. edodes

(0.91) (0.79) 098)  (0.12) (1.20)
Pileo 11% 5.3% 24.2% 2.3% 6.7%
L. edodes

(0.82) (0.37) (0.44)  (0.16) (0.22)

Los porcentajes corresponden al promedio de tres repeticiones. Valores entre () representan la
desviacién estandar.

Fuente: Departamento de Investigacion Laboratorio de Bromatologia-UEB, 2018

En la Tabla N° 6 se observa que en la humedad y contenido de grasa hay poca
variacion, no asi para las cenizas que resultaron mas altas para el estipe (7,9 %), la
proteina para el pileo (24,2 %) vy la fibra para el estipe (22,8 %). Estos resultados
concuerdan con los encontrados por Bisen et al., (2010), quienes determinaron la
composicion proximal del pileo del hongo reportando valores para la proteina de
22.8 %, grasa 2.3 %, fibra 8.4 %, mientras que la humedad fue méas baja (4.7 %).
Asi mismo Zhang et al., (2013) quiénes analizaron el estipe del hongo reportaron
una humedad de 5.2 %, cenizas 9.8 %, proteina 16.2 %, grasa 1.37 % y para la fibra
38 %, valor mas alto al encontrado en la presente investigacion (Figura N° 15).
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Jiang et al., (2010) indican que las partes del hongo son muy diferentes en su
composicion quimica y que el estipe tiene una mayor fraccion de fibra cruda
insoluble (alrededor de 38 g/100 g) que el pileo (7.2 g/100 g), asi mismo Zhang et
al., (2013) reportaron en su investigacion que el contenido de proteina en el estipe
(7.20 g/100 g) era mucho menor que en el pileo (18.29 g/100 g). Las diferencias en
los resultados de las investigaciones reportadas pueden deberse al tipo de cepa

empleado y a los métodos de analisis

Composicion Fisico-Quimica del Lentinula edoes

30.0
24.2
—~ 25.0 22.8
=2} -
o -
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S 15.0
& 10.2
£ 100 = 7.9
é 11 hd o 6.7
8 5.0 _'(53 2.30 »
' 1.4 8
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Humedad Cenizas Proteina Grasa Fibra cruda
@— Estipe ®—Pileo

Figura N°15. Composicion fisico-quimica del pileo y estipe del hongo Lentinula

edodes

5.1.1. Obtencion de extractos del hongo utilizando diferentes solventes

En este estudio, la extraccion tanto del estipe como del pileo se realizo6 utilizando

cuatro disolventes de polaridad creciente.
5.1.1.1. Volumen final de los extractos utilizando diferentes disolventes

Se obtuvieron como resultados 24 extractos traslcidos sin particulas en suspension.
Los valores obtenidos de las mediciones experimentales de los volimenes,

realizadas al extracto del hongo (talo y del pileo) se presentan en la Tabla No.7
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Tabla N° 7. Media del volumen (mL) de los extractos obtenidos en los diferentes

tratamientos.

Extractos  Cloroformo Etanol A. de Etilo Agua-Etanol 50%

Estipe 67.3 62 64.3 60.3
L. edodes

(2.49) (1.63) (2.87) (1.25)
Pileo 62.3 57.3 60 52.7
L. edodes

(2.49) (1.25) (1.63) (2.49)

Los volimenes corresponden al promedio de tres repeticiones. Valores entre () representan la
desviacion estandar.

Fuente: Sanabria, (2018).

Para el analisis de los resultados del volumen obtenido se procedi6 a realizar la tabla
de analisis de varianza (ADEVA) mediante la utilizacién del programa estadistico

InfoStat como se detalla a continuacion:

Tabla N° 8. Analisis de varianza (ADEVA) para volumen de los extractos del

hongo
F.V G.L S.C C.M F p - valor
Tratamientos 7 413.96 59.14 9.81 0.0002 **
Repeticiones 2 21.58 10.79 1.79 0.2032 NS
Error 14 84.42 6.03
Total 23 519.96
CV % 4.04

**=Diferencia altamente significativa
*=Diferencia significativa

NS=Diferencia no significativa

En el Tabla N° 8, se muestra el analisis de varianza de la variable volumen de los
extractos del hongo Lentinula edodes obtenidos con diferentes extractos
(cloroformo, etanol, acetato de etilo, y agua + etanol 50%), en la que se observa que
existen diferencia altamente significativa (p < 0,05) para los tratamientos.
Diferencia que se puede deber a la polaridad de los disolventes y a la capacidad del
hongo deshidratado de absorber y retener liquidos (Ruilova et al., 2014). Los
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resultados obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por Orozco (2004)
quién evalud los porcentajes de recuperacion de distintos disolventes en la
elaboracion de extractos vegetales, determinando que cada solvente presenta
caracteristicas diferentes de rendimiento en el proceso de extraccion. Asi mismo
Devi et al., (2013), sefiala que el porcentaje de extraccion depende de la polaridad
y la naturaleza de los disolventes.

Con respecto a las repeticiones no existen diferencias significativas debido a la

homogeneidad de las muestras.

Tabla N° 9. Prueba de Tukey al 5% de la variable volumen de los extractos.

Tratamientos Medias Rangos

1 67.03
64.33
62.23
62.00
60.33
60.00
57.33
52.67 c

oo ~N P DN O W
DO O DD D
O T T T T T

En la Tabla N° 9, se presenta la prueba de Tukey con un 95% de confianza, donde
se observa que se forman 4 grupos, las medias que comparten letras no son
significativamente diferentes entre si (T3, T5, T2, T4 y T7), la media mas alta
correspondio al tratamiento T1 (67.03 mL), estipe de hongo mas cloroformo. El
mayor volumen podria deberse a que el estipe es fibroso pero no esponjoso como
el pileo que tiene una mayor capacidad de absorcion de liquido (Ruilova et al.,
2014) y al disolvente utilizado, ya que el cloroformo es miscible con una gran
cantidad de compuestos organicos, es mas pesado que el agua por lo que mejora el
filtrado de la solucion (Rojas etal. 2001). Por otra parte la media mas baja
correspondio al tratamiento T8 (52.67 mL), que corresponde a pileo mas solucion
de etanol 50% + agua 50%, lo que podria obedecer a que el hongo tiene una gran
capacidad de absorcion y retencién de agua haciendo dificil su filtrado (Ruilova et
al., 2014).
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Figura N°16. Medias del volumen de los extractos

5.1.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a
partir del hongo Lentinula edodes, mediante la técnica de Kirby-Bauer

frente a bacterias patogenas (E. coli, salmonella spp y listeria spp).

Con el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a
partir del pileo y estipe del hongo Lentinula edodes, frente a los microorganismos
patdgenos Escherichia coli, salmonella spp y listeria spp, se disefié un experimento
en el que se compara la capacidad de los extractos de inhibir el crecimiento de los
microorganismos a través de la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana, usando

Penicilina (P) y ciprofloxacina (C) como control positivo.

En la presente investigacion, la capacidad antimicrobiana es medida a través del
didmetro del halo de inhibicion, el cual es afectado por dos factores: la parte del
hongo (estipe y pileo) y el tipo de disolvente (cloroformo, etanol, acetato de etilo,

agua + etanol 50%).
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5.1.2.1. Sensibilidad de los extractos obtenidos a partir del hongo Lentinula

edodes frente a listeria spp.

Se evaluo la sensibilidad de la bacteria listeria spp frente a los cuatro extractos
obtenidos a partir del hongo Lentinula edodes y a dos antibidticos: ciprofloxacina

y penicilina como control positivo, resultados que se detallan a continuacion:

Tabla N° 10. Medias del diametro de los halos de inhibicién (mm) de la actividad

antimicrobiana de los extractos del hongo frente a la bacteria Listeria spp.

Halos de inhibicion de la bacteria Listeria spp (mm)

Extractos
Cloroformo Etanol A. de Etilo Agua-Etanol 50%
Estipe 5.3 12.7 4 8.7
L. edodes (0.94) (0.94) ) (0.47)
Pileo 4.7 10 3.7 8
L. edodes (0.47) ) (0.47) 0)

Las medidas de los halos de inhibicion corresponden al promedio de tres repeticiones. VValores entre
( ) representan la desviacion estandar.

Para el andlisis de los resultados del diametro de los halos de inhibicion de la
bacteria Listeria spp frente a los extractos del hongo L. edodes, se procedio a
realizar la tabla de andlisis de varianza mediante la utilizacion del programa

estadistico InfoStat como se detalla a continuacion:

Tabla N° 11. Analisis de varianza (ADEVA) para los resultados experimentales

del diametro de los halos de inhibicién de los extractos en el crecimiento de Listeria

spp.

F.vV G.L S.C C.M F p - valor
Tratamientos 7 219.29 31.33 86.28 <0.0001**
Repeticiones 2 2.25 1.13 3.10 0.0769NS
Error 14 5.08 0.36

Total 23 226.63

CV % 8.46
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En el Tabla N° 11, se muestra el anlisis de varianza de la variable didmetro de los
halos de inhibicién de la Listeria spp frente a los extractos del hongo Lentinula
edodes obtenidos con diferentes disolventes (cloroformo, etanol, acetato de etilo, y
agua + etanol 50%), en la que se observa que existen diferencia altamente
significativa (p < 0.05) para los tratamientos con el 95% de confianza. Diferencia
puede deberse a la capacidad que tienen los solventes para extraer sustancias con
actividad antimicrobiana del hongo pulverizado. Los resultados obtenidos
concuerdan con la investigacion realizada por Lapornik el al., (2005) quiénes
compararon extractos preparados a partir de subproductos vegetales utilizando
diferentes disolventes y tiempo de extraccién, determinando que el tipo de solvente

influye en la extraccion de los componentes activos.

Con respecto a las repeticiones no existen diferencias significativas (p > 0.05)

debido a la homogeneidad de las muestras

Tabla N° 12. Comparacién segin Tukey al 5% de las medidas de los tratamientos

de la variable medicién del didmetro de los halos de inhibicion de Listeria

Tratamientos Medias Rangos
12.7 a
10.0 b

8.7 b ¢
8.0 c
5.3

4.7

4.0

3.7

~NwWw oL, PR~oODN

O O 0O o

En la Tabla N° 12, se presenta la prueba de Tukey con un 95 % de confianza a los
para los promedios de los tratamientos, en donde se observa 4 grupos diferentes, las
medias que comparten letras no son significativamente diferentes (T4), la media
mas alta correspondi6 al tratamiento T2 (12.7 mm), es decir el estipe del hongo mas
etanol, que presento6 el mayor efecto inhibitorio, seguido por el pileo mas etanol (10
mm). Resultados que podrian deberse a la solubilidad del etanol y otros alcoholes

en compuestos organicos, mejorando el proceso de extraccion de compuestos
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activos (Lapornik et al. 2005). Por otra parte la media mas baja correspondié al
tratamiento T7 (3.7 mm), que corresponde al pileo més acetato de etilo, lo que

podria obedecer a la volatilidad del extracto de acetato en el disco.

Inhibicion del microorganismo Listeria spp

140 457

12.0
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10.0 8.7

8.0

6.0 5.3 .

4.0

Halos de inhibicion (mm)
o
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2 6 4 8 1 5 3 7

Tratamientos

Figura N°17. Valores medios del diametros de los halos de inhibicion de los

tratamientos con diferentes extractos frente a Listeria spp

En la Figura N° 17 se puede observar que el T2 correspondiente al extracto
etanolico del estipe, que mostré una actividad mas fuerte con halo de inhibicion
(12.7 mm) frente a la bacteria Listeria spp, estudio concordante con Van Ba et al.,
(2017), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana del Lentinula edodes frente
a bacterias patdgenas, reportando que los extractos etan6licos y acuosos inhibian en
el crecimiento de la Listeria monocytogenes. Van Ba et al., (2016) también
reportaron que las muestras con extracto etanolico mostraron una actividad
inhibitoria mayor frente a la listeria. Por otra parte Hearst et al., (2009) evaluaron
extractos etanolicos del Lentinula edodes frente a listeria monocytogenes y
obtuvieron 11 mm de halo de inhibicion, resultado menor al encontrado en la

presente investigacion.
La sensibilidad de la listeria spp al extracto del hongo se relaciona con el tamafio

de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano. Segun el didmetro del halo de

inhibicidn, los microorganismos se clasifican en: resistentes (d <8 mm.), sensibles
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(9 mm. <d < 14 mm.), muy sensibles (14 mm.< d < 19 mm.) y extremadamente
sensibles (d > 20mm.) (Hearst et al. 2009, Ponce et al. 2008). De acuerdo a esta
referencia bibliografica y basandose en los resultados del didmetro de los halos de
inhibicién, la bacteria Gram positiva Listeria spp es sensible a los extractos
etandlicos del hongo Lentinula edodes. Estos extractos obtenidos a partir del hongo
tienen mayor sensibilidad que la ciprofloxacina (1 mm), pero menor que la

penicilina (15.3 mm).

5.1.2.2. Sensibilidad de los extractos obtenidos a partir del hongo Lentinula

edodes frente a Salmonella spp.

Se evalud la sensibilidad de la bacteria Salmonella spp frente a los cuatro extractos
obtenidos a partir del hongo Lentinula edodes y a dos antibiéticos: ciprofloxacina

y penicilina como control positivo, resultados que se detallan a continuacion:

Tabla N° 13. Medias del diametro de los halos de inhibicién (mm) de la actividad

antimicrobiana de los extractos del hongo frente a la bacteria Salmonella spp.

Halos de inhibicion de la bacteria Salmonella spp (mm)

Extractos )
Cloroformo Etanol A. de Etilo Agua-Etanol 50%

Estipe 6.0 9.3 4.3 7.0
L. edodes

(1.63) (0.47) (0.47) (0.94)
Pileo 5.3 7.7 3.3 6
L. edodes

(0.94) (0.47) (0.47) 0)

Las medidas de los halos de inhibicion corresponden al promedio de tres repeticiones. VValores entre
() representan la desviacion estandar.

Para el anélisis de los resultados de los halos de inhibicién de la bacteria salmonella
spp frente a los extractos del hongo L. edodes, se procedid a realizar la tabla de

analisis de varianza que se detalla a continuacion:
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Tabla N° 14. Anélisis de varianza (ADEVA) para los resultados experimentales

del didmetro de halos de inhibicién de los extractos en el crecimiento de Salmonella

Spp

F.vV G.L S.C C.M F p - valor
Tratamientos 7 75.29 10.39 9.98 0.0002 **
Repeticiones 2 0.25 0.13 0.12 0.8913 NS
Error 14 15.08 1.08

Total 23 90.63

CV % 16.95

En el Tabla N° 14, se muestra el anlisis de varianza de la variable didmetro de los
halos de inhibicion de la Salmonella spp frente a los extractos del hongo Lentinula
edodes obtenidos con diferentes disolventes (cloroformo, etanol, acetato de etilo, y
agua + etanol 50 %), en la que se observa que con el 95 % de confianza existen
diferencias altamente significativas (p < 0.05) para los tratamientos. Resultados que
pueden deberse a la capacidad que tienen los disolventes para extraer sustancias con
actividad antimicrobiana del hongo pulverizado y a la parte del hongo utilizada. Los
resultados obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por Van Ba et al.,
(2016) quienes reportaron que el tipo de disolvente usado para la obtencion de
extractos afecta significativamente la actividad antimicrobiana. Con respecto a las
repeticiones no existen diferencias significativas (p > 0.05) debido a la
homogeneidad de las muestras

Tabla N° 15. Comparacidn segn Tukey al 5% de las medidas de los tratamientos

de la variable medida del diametro de halos de inhibicion de Salmonella spp.

Tratamientos Medias Rangos
9.3 a

7.6 b
7.0 b
6.0

6.0

5.3

4.3

3.3 d
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o

~NwW oIk, PR~oODN
o

64



En la Tabla N° 15, al aplicar la prueba de Tukey con un 95% de confianza, se
observa que se forman 5 grupos. La media mas alta correspondi¢ al tratamiento T2
(9.3 mm), conformado por el estipe de hongo mas etanol y la mas baja T7 (3.3 mm),
que corresponde al pileo mas acetato de etilo. EI mayor o menor efecto inhibitorio
podria deberse a la diferente solubilidad de los disolventes en compuestos organicos
(Lapornik et al. 2005).

Inhibicion del microorganismo Salmonella spp
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Figura N°18. Medias de los halos de inhibicion de los tratamientos para

Salmonella spp

En la Figura N°18 se puede observar que el T2 correspondiente al extracto etandlico
del estipe, mostr6 una actividad mayor con halo de inhibicion (9.3 mm) frente a la
bacteria salmonella spp, estudio concordante con Hearst et al., (2009) quienes
evaluaron extractos etandlicos del Lentinula edodes frente a salmonella obteniendo

9 mm de halo de inhibicion.

Segun, Hearst et al., (2009) y Ponce et al., (2008) y basandose en los resultados del
diametro de los halos de inhibicién, la bacteria Gram negativa Salmonella spp es
sensible a los extractos etandlicos del hongo Lentinula edodes, estos extractos
tuvieron mayor inhibicion en el crecimiento de esta bacteria que la penicilina (1

mm), pero menor que la ciprofloxacina (24 mm).
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5.1.2.3. Sensibilidad de los extractos obtenidos a partir del hongo Lentinula

edodes frente a Escherichia coli.

Se evalué la sensibilidad de la bacteria E. coli frente a los cuatro extractos obtenidos
a partir del hongo Lentinula edodes y a dos antibioticos: ciprofloxacina y penicilina

como control positivo, resultados que se detallan a continuacion:

Tabla N° 16. Medias del didmetro de los halos de inhibicion (mm) de la actividad

antimicrobiana de los extractos del hongo frente a la bacteria Escherichia coli.

Halos de inhibicién de la bacteria Escherichia coli (mm)

Extractos
Cloroformo Etanol A. de Etilo Agua-Etanol 50%

Estipe 3.3 8.0 4.3 7.0
L. edodes

(0.47) (0) (0.47) 0)
Pileo 2.7 6.7 4.0 6.3
L. edodes

(0.47) (0.94) 0) (0.47)

Para el analisis de los resultados de los halos de inhibicion de la bacteria E. coli
frente a los extractos del hongo L. edodes, se procedié a realizar el anélisis de

varianza (Tabla N° 17).

Tabla N° 17. Anélisis de varianza (ADEVA) para los resultados experimentales

de halos de inhibicion de los extractos en el crecimiento de E. coli.

F.V G.L S.C CM F p - valor
Tratamientos 7 79.63 11.38 31.85 <0.0001**
Repeticiones 2 0.33 0.17 0.47 0.6365 NS
Error 14 5.0 0.36

Total 23 84.96

CV % 11.29

En el Tabla N° 17, se muestra el andlisis de varianza de la variable diametro de los
halos de inhibicion de la E.coli frente a los extractos del hongo Lentinula edodes

obtenidos con diferentes extractos (cloroformo, etanol, acetato de etilo, y agua +
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etanol 50%), en la que se observa que con el 95% de confianza existen diferencia
altamente significativa (p < 0.05) para los tratamientos. Diferencia que puede
deberse a la capacidad que tienen los solventes para extraer sustancias con actividad
antimicrobiana del hongo pulverizado y a la parte del hongo utilizada. Con respecto
a las repeticiones no existen diferencias significativas (p > 0.05) debido a la
homogeneidad de las muestras

Tabla N° 18. Comparacion segin Tukey al 5% de las medidas de los tratamientos

de la variable medicién de halos de inhibicion de E. coli

Tratamientos Medias Rangos
8.0 a

7.0
6.7 a
6.3

4.3

4.0

3.3 c
2.7 c

o))

O RL,~NWooo ~DN
T T T OTOT

En la Tabla N° 18, se evalua la prueba de Tukey con un 95% de confianza, a los
promedios de los tratamientos, en donde se observa 4 grupos, las medias que
comparten letras no son significativamente diferentes (T4, T6) la media mas alta
correspondio al tratamiento T2 (8.0 mm), es decir: estipe de hongo més etanol. Que
presente el mayor efecto inhibitorio podria deberse a que el estipe del hongo
Lentinula edodes contiene mayor cantidad de compuestos activos que el pileo (Yen
y Mau, 2007). Por otra parte la media mas baja correspondio al tratamiento T5 (2.7

mm), que corresponde al pileo mas cloroformo.
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Figura N°19. Medias de los halos de inhibicién de los tratamientos para E.coli

En la Figura N°19, se puede observar que el T2 correspondiente al extracto
etanolico del estipe, mostrd una mayor actividad con halo de inhibiciéon (8 mm)
frente a la bacteria E. coli, estudio concordante con Van Ba et al., (2017), quienes
evaluaron la actividad antimicrobiana del Lentinula edodes frente a bacterias
patdgenas, reportando que los extractos etanolicos y acuosos inhibian el
crecimiento de la Escherichia coli. Asi mismo Van Ba et al., (2016) quienes
reportaron que las muestras con extracto etandlico mostraron una actividad

inhibitoria mayor frente a la E. coli.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son menores a los reportados
por Hearst et al., (2009) quienes evaluaron extractos acuosos concentrados del

Lentinula edodes frente a Escherichia coli obteniendo 10 mm de halo de inhibicion.

La sensibilidad de la Escherichia coli al extracto del hongo se relaciona con el
tamafio de la zona de inhibicidn del crecimiento bacteriano. De acuerdo Hearst et
al., (2009) y Ponce et al., (2008) y basandose en los resultados del diametro de los
halos de inhibicidn, la bacteria Gram negativa Escherichia coli no es sensible a los
extractos del hongo Lentinula edodes. Sin embargo estos extractos tienen mayor

sensibilidad que la penicilina (0 mm), pero menor que la ciprofloxacina (25 mm)
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Tabla N° 19. Resumen de la sensibilidad de las bacterias a los extractos del

Lentinula edodes

Extractos Listeria spp Salmonellaspp  E. coli
Estipe + Cloroformo - - -
Estipe + Etanol + + -

Estipe + Acetato de Etilo - - -

Estipe + etanol + agua 50% - - -

Pileo + cloroformo - - -

Pileo + Etanol + - -

Pileo + Acetato de Etilo - - -

Pileo + etanol + agua 50% - - -
(++) Muy sensibles (+) sensibles y (-) resistentes

Estos valores, son considerados como un punto de referencia que justifica continuar
el estudio a fin de aislar, purificar y determinar la estructura quimica de los
compuestos responsables del efecto antibacteriano. El hallazgo de nuevos agentes
antibioticos, sean de fuentes naturales o sintéticas se ha convertido en una necesidad

para la comunidad médica y cientifica en general.
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CAPITULO VI

COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

6.1. Hipdtesis

Ho = Los extractos obtenidos a partir del estipe y pileo del hongo Lentinula edodes
utilizando diferentes disolventes presentardn actividad antimicrobiana frente a

bacterias patdgenas.

Hi = Los extractos obtenidos a partir del estipe y pileo del hongo Lentinula edodes
utilizando diferentes disolventes no presentaran actividad antimicrobiana frente a

bacterias patdgenas.

6.2.  Analisis de comprobacidn de la hipotesis

De acuerdo al analisis y discusion de los resultados de cada una de las variables en
estudio, se llegdb a comprobar que los extractos del estipe y pileo del hongo
Lentinula edodes obtenidos utilizando diferentes solventes, si tienen efectos
inhibitorios en mayor o menor grado de actividad frente a bacterias patogenas:
Listeria spp, Salmonella spp y Escherichia coli. Por lo tanto; se acepta la hipdtesis

nula y se rechaza la Hipodtesis alterna con un nivel de significancia del 5 %.

Se demuestra, que la parte del hongo y el tipo de disolvente utilizado, influyen en
el tamafio del halo de inhibicion.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones

El pileo y estipe del hongo analizados en su composicion fisico - quimica,
presentaron poca variacion en su contenido de humedad, mayor contenido de
cenizas para el estipe (7.9 g/100g). La proteina fue més alto para el pileo (24.2
0/100g), mientras que la fibra fue mayor para el estipe (22.8 g/100g). El porcentaje
de grasa en este tipo de hongos es relativamente bajo, menor al 3 %.

De los extractos obtenidos a partir del estipe y pileo del hongo Lentinula edodes
utilizando los diferente disolventes, el que presenté mayor rendimiento en volumen
obtenido fue el T1 (67 mL) (estipe + cloroformo) y el valor mas bajo correspondio
al T8 (52.7 mL) (pileo + acetato de etilo). Concluyéndose que este resultado puede
deberse al contenido fibroso del estipe en contraste con el pileo que por su estructura

esponjosa tiene una mayor capacidad de absorcion de liquidos.

Se determind que el extracto formado por el estipe + etanol (T2), fue el que presento
mayor actividad antimicrobiana frente a la bacteria Gram positiva Listeria spp, con
un halo de inhibicién de 12.7 mm, para la bacteria Gram negativa Salmonella spp
con un halo de inhibicién de 9.3 mm y para la bacteria Gram negativa Escherichia
coli, con un halo de inhibicion de 8 mm. Asi mismo para el pileo + etanol (T6)

obtuvo un halo de inhibicion de 10 mm para la bacteria Listeria spp.

El extracto con menor actividad antimicrobiana fue el T7 (pileo + acetato de etilo),
para la bacteria Listeria con un halo de inhibicion de (3.7), para Salmonella (3.3

mm) y para la E. coli de 2.7 mm en el extracto pileo + cloroformo (T5).

La sensibilidad de las bacterias en los extractos del hongo Lentinula edodes
obtenidos con diferentes disolventes, se relaciona con el tamafio de la zona de

inhibicidn del crecimiento bacteriano. De acuerdo a Hearst et al., (2009) y Ponce et
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al., (2008) y basandose en los resultados del diametro de los halos de inhibicion (9
mm < d < 14 mm.), las bacterias Gram positiva Listeria spp y Gram negativa
Salmonella spp son sensible a los extractos etandlicos del hongo Lentinula edodes,
alcanzando un halo de inhibicion de 12.7 mm y 9.3 mm respectivamente. Sin
embargo la bacteria E. coli es resistente a los extractos obtenidos a partir de este
hongo.

Segun la escala de sensibilidad (14 mm < d < 19 mm) citada por Hearst et al.,
(2009), se comprob6 que la bacteria gran positiva Listeria spp es muy sensible a la
penicilina (control positivo) ya que presentd un halo de 15.3 mm, pero resistente (d
< 8 mm) a la ciprofloxacina (control positivo) con un halo de inhibicion de 1 mm.
Mientras que las bacterias Salmonella spp y E. coli son extremadamente sensibles
(d > 20 mm.) a la ciprofloxacina, por los halos de inhibicion de (24 mm y 25 mm)
respectivamente), sin embargo son resistentes a la penicilina obteniendo halos

menores a 2 mm.

Se concluye que cada disolvente presenta caracteristicas diferentes de rendimiento
y capacidad de extraer sustancias con actividad antimicrobiana, debido a factores
como la polaridad y solubilidad de los disolventes en los compuestos organicos,
presentando mejores caracteristicas de extraccion el etanol. Ademas la parte del
hongo también influye en el rendimiento y capacidad e inhibicion del crecimiento

bacteriano resultando el estipe como la parte mas influyente.

7.2. Recomendaciones

Utilizar métodos validados para el andlisis para los diferentes compuestos para que
los resultados sean confiables y no interfieran con ningun sesgo de error en la

interpretacion de los resultados de la investigacion

Los disolventes organicos utilizados para la obtencion de extractos deben manejarse

con cuidado ya que son volatiles (se evaporan rapidamente) e inflamables.
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La maceracién en frio para la obtencidon de extractos debe combinarse con un
proceso de evaporacion y concentracion (puede usarse el rotavapor) para aumentar

el efecto antimicrobiano.

Las bacterias a utilizarse para el antibiograma de discos deben ser frescas, no

utilizar bacterias de varios dias de reactivacion.
Probar la eficiencia antimicrobiana del extracto del estipe del hongo Lentinula

edodes sobre alimentos procesados como: (lacteos, carnicos, bebidas, etc.) de

consumo directo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Mapa de ubicacion del experimento
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ANEXO 2. Resultados de analisis fisico-quimicos.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLiVAR S et « ol

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE HUMEDAD

FECHA/HORA DE INGRESO AL LABORATORIO 22/11/2017 - 09HOO
SOLICITANTE JORDANI EDUARDO
SANABRIA
TIPO DE MUESTRA HARINA DEL HONGO
SHITAKE
FECHA DE SALIDA DE 24/11/2017
ANALISIS
MUESTRAS METODO DE UNIDAD RESULTADOS
ANALISIS
Estipe del Shiitake AOAC 925.10 PORCENTAIJE (%) 11
AOAC 925.10 PORCENTAJE (%) 12
AOAC 925.10 PORCENTAIJE (%) 10
Pileo del Shiitake AOAC 925.10 PORCENTAJE (%) 1
AOAC 925.10 PORCENTAIJE (%) 89
AOAC 925.10 PORCENTAIJE (%) 10.6

DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION
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DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION (s}
LABORATORIO DE SUELOS Y AGUAS ' \

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE CENIZAS
FECHA/HORA DE INGRESO AL LABORATORIO 22/11/2017 -  09HOO
SOLICITANTE JORDANI EDUARDO
SANABRIA
TIPO DE MUESTRA HARINA DEL HONGO
SHIITAKE
FECHA DE SALIDA DE 24/11/2017
ANALISIS
MUESTRAS METODO DE UNIDAD RESULTADOS
ANALISI
Estipe del Shiitake AOAC 92303 PORCENTAJE (%) 75
AOAC 923.03 PORCENTAIJE (%) 12
AOAC 923.03 PORCENTAIJE (%) 9.0
Pileo del Shiitake AOAC 923.03 PORCENTAIJE (%) 28
AOAC923.03 PORCENTAIJE (%) 3.7
AOAC 923.03 PORCENTALIJE (%) 34
/T ‘ leeAee Li;'\(f,r‘ ,\) ‘ j,‘?""#\:f =\
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UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE FIBRA
FECHA/HORA DE INGRESO AL LABORATORIO 11/12/2017 - 10HOO
SOLICITANTE JORDANI EDUARDO
SANABRIA
TIPO DE MUESTRA HARINA DEL HONGO
SHIITAKE
FECHA DE SALIDA DE 14/11/2017
ANALISIS
MUESTRAS METODO DE UNIDAD RESULTADOS
ANALISIS
Estipe del Shiitake | NTE INEN 5222012 | PORCENTAIJE (%) 5.
NTE INEN 522:2012 | PORCENTAIE (%) oy
NTE INEN 522:2012 | PORCENTAIE (%) g
Pileo del Shiitake | NTE INEN 522:2012 | PORCENTAIE (%) %
NTE INEN 522:2012 | PORCENTAJE (%) .
NTE INEN 522:2012 | PORCENTAIJE (%) an
1 (
el N A ——
/ [/ [Le A B/{m;za e
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UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

. r B A
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION M
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA '

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE GRASA

FECHA/HORA DE INGRESO AL LABORATORIO 11/12/2017 - 10HOO
SOLICITANTE JORDANI EDUARDO
SANABRIA
TIPO DE MUESTRA HARINA DEL HONGO
SHIITAKE
FECHA DE SALIDA DE 14/11/2017
ANALISIS
MUESTRAS METODO DE UNIDAD RESULTADOS
ANALISIS
Estipe del Shitake | NTE INEN-ISO11085 | PORCENTAJE (%) =
NTE INEN-ISO11085 | PORCENTAJE (%) =
0,
NTE INEN-ISO11085 | TORCENTAIE (%) 155
Pileo del Shiitake |\ o | PORCENTAIE (%) -
0,
NTE INEN-ISO11085 | PORCENTAJE (%) 21
0,
NTE INEN-ISO11085 | PORCENTAJE (%) 23
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UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIiVAR Srevigpelie, Domrafle ¢ eneveci
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION .
LABORATORIO DE SUELOS Y AGUAS

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PROTEINA
FECHA/HORA DE INGRESO AL LABORATORIO 11/12/2017 - 09H30
SOLICITANTE JORDANI  EDUARDO
SANABRIA
TIPO DE MUESTRA HARINA DEL HONGO
SHITAKE
FECHA DE SALIDA DE ANALISIS 13/12/2017
IDDELAS | METODO DE % DE FACTOR DE PROTEINA
MUESTRAS ANALISIS NITROGENO | CONVERSION (/100 g)
HLEEI A0NL D 421 438 18.44
HLEE2 ADAC990.03 476 438 20.85
HLEE3 AOAC 990,03 449 438 19.67
HLEPI AOAC 950.03 5.62 438 24.62
HLEP2 ADAL S0 5.58 438 24.44
HLEP3 AOAC 990.03 5.39 438 23.61
R
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ANEXO 3. Base de datos

Valores del volumen de los extractos

Tratamientos | Cédigo |R1 R2 R3 Promedio | Desviacion (o)
1 aibs 68 70 64 67.3 2.49
2 aiby 60 62 64 62 1.63
3 aibs 68 61 64 64.3 2.87
4 abs 59 62 60 60.3 1.25
5 ab1 65 59 63 62.3 2.49
6 azh? 59 56 57 57.3 1.25
7 a2bs 62 60 58 60 1.63
8 azby 56 50 52 52.7 2.49
Medicién de los halos de inhibicion de la Listeria spp
TL | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | P C
Rep. 1 6 14 4 9 5 10 4 8 15 1
Rep. 2 4 12 4 9 4 10 3 8 14 1
Rep. 3 6 12 4 8 5 10 4 8 17 1
Promedio | 5.3 | 12.7 4 8.7 | 47 10 3.7 8 15.3 1
o 0941094 | 0 |047 047 | O |(047| 0 |125| O
Medicién de los halos de inhibicion de la Salmonella spp
TL | T2 | T3 | T4 | TS5 | T6 | T7 | T8 P C
Rep. 1 6 10 4 6 6 8 3 6 1 24
Rep. 2 4 9 4 7 6 8 4 6 2 23
Rep. 3 8 9 5 8 4 7 3 6 1 25
Promedio | 6 93 | 43 | 70 | 53 | 7.7 | 3.3 6 1.3 | 24.0
o 1.63 | 047 | 047 | 094 | 0.94 | 047 | 047 | O |0.47|0.82
Medicion de los halos de inhibicion de la E. coli
TL | T2 | T3 | T4 | TS5 | T6 | T7 | T8 P C
Rep. 1 3 8 4 7 3 8 4 6 0 23
Rep. 2 3 8 4 7 2 6 4 7 0 26
Rep. 3 4 8 5 7 3 6 4 6 1 26
Promedio | 3.3 8 4.3 7 2.7 | 6.7 4 6.3 | 03 | 25
o 047 | 0 |[047| O | 047094 | 0 |047 047|141




ANEXO 4. Fotografias de la investigacion
Siembra del Lentinula edodes sobre sustratos lignocelul6sicos

Preparacion y esterilizacion de los sustratos




Oscurecimiento del sustrato y aparicion de primordios

Preparacion de los extractos

Secado y seleccidn de las partes del hongo Lentinula edodes




Pulverizado y pesado de las muestras de hongo

Preparacion de Agares

Agar XLD para Salmonella Agar nutriente para E. coli Agar Cromogenic Listeria




Inoculacion de las bacterias patdgenas para activarlas

Antibiograma de disco (técnica de Kirby-Bauer)

Siembra de los microorganismos patdgenos en Agar Miller-Hinton

Rotulacion de las cajas de Petri e incubacion




Medicion de los halos de inhibicidn

Halos de inhibicion de la bacteria Salmonella spp frente a los extractos del pileo y
estipe del hongo Lentinula edodes

Halos de inhibicién de la bacteria Listeria spp frente a los extractos del pileo y
estipe del hongo Lentinula edodes

Halos de inhibicion de la bacteria Escherichia coli frente a los extractos del pileo y
estipe del hongo Lentinula edodes




ANEXO 5. Glosario de términos técnicos

Extracto: Un extracto es una sustancia obtenida por extraccion de una parte de una
materia prima, a menudo usando un solvente como etanol o agua. Los extractos

pueden comercializarse como tinturas o en forma de polvo.

Extracto acuoso: Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un animal

que contiene la porcion bioldgicamente activa sin el residuo celular.

Extracto etilico: Es un proceso de extraccion sélido-liquido. EI producto sélido
(materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido extractante

que son los que se pretende extraer.

Metabolitos secundarios: Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos
organicos sintetizados por el organismo que no tienen un rol directo en el
crecimiento o reproduccion del mismo. A diferencia de lo que sucede con los
metabolitos primarios, la ausencia de algun metabolito secundario no le impide la

supervivencia, si bien se vera afectado por ella, a veces gravemente.

Antibiograma: son métodos in Vitro que determinan la susceptibilidad de los
microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de

laboratorio especifica y estandarizada.

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM): Es la menor concentracion de una
gama de diluciones de antibiético que provoca una inhibicion de cualquier

crecimiento bacteriano visible.

Antibioticos: Son sustancias quimicas producidas por organismos vivientes, o
sintetizados en el laboratorio capaces de inhibir en pequefias cantidades los
procesos vitales de microorganismos, destruyendo e impidiendo su desarrollo y

reproduccion



