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RESUMEN

Distintos productos obtenidos de Lentinula edodes (shiitake) se utilizan como
suplemento alimenticio, debido a los beneficios que ofrece hacia la salud.
Entre los distintos compuestos aislados de shiitake destaca lentinan, un B-
glucano con actividad inmunomoduladora. Trabajos previos indican que
mediante la aplicacion al medio de cultivo liquido con distintos extractos de
madera de vid se aumenta la produccion de biomasa en shiitake y una
suplementacion con un extracto fendlico incrementa la actividad de la -
glucano sintasa. El objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de
biomasa y lentinan en un medio de cultivo base con la suplementacion de
extractos de madera de vid (acuoso, etandlico, cloroférmico y toluénico). Se
evaluaron las cepas IE245 e IE105 de L. edodes y cuatro medios de cultivo
base (glucosa-peptona, medio de Lomberh y dos modificaciones del medio
de Kirk) para la produccion de biomasa. La combinacion con mayor
produccion (Lomberh-1E245) se eligié como control y base para formular dos
tratamientos (T1: suplementacibn con los cuatro extractos y T2:
suplementacién con los extractos acuoso y etandlico). De estos tratamientos
se determinaron los parametros de una cinética de crecimiento, se
caracterizo la biomasa, ademas se extrajo y caracterizo lentinan. Al final de
la cinética de crecimiento no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) entre los tratamientos. La maxima produccion de biomasa predicha
por el modelo logistico utilizado se observé en el T2 (16.57 g/L) y la minima
en el control (10.78 g/L). Las uw para el Control, T1 y T2 fueron de 0.052,
0.146 y 0.133 dias™ respectivamente. Tanto en el rendimiento del extracto
como en carbohidratos totales en el mismo no se observaron diferencias
(p>0.05). Se encontraron diferencias en la cantidad de glucosa en los
productos entre los tratamientos (T1 y T2) con respecto al control. Asimismo
se observaron diferencias (p<0.05) en el rendimiento neto entre T2 (2.47%) y
el Control (1.59%), lo cual puede ser indicador de una potenciacion de la

actividad de la B-glucano sintasa.
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SUMMARY

Various products obtained from Lentinula edodes (shiitake) are used as food
supplement because of the benefits to health. Among the various compounds
isolated from shiitake lentinan is highlighted, a p-glucan with
immunomodulatory activity. Previous studies indicate that by the application
to the liquid culture medium with different grapevine wood extracts the
biomass production is increased in shitake and a phenolic extract
supplementation increases the activity of B-glucan synthase. The aim of this
study was to evaluate the biomass production and lentinan on a base culture
medium with supplementation with vine wood extracts (aqueous, ethanol,
chloroform and toluene). Strains IE105 and IE245 of L. edodes and four
basic culture media (glucose-peptone medium Lomberh and two half Kirk
modifications) were evaluated for the production of biomass. The
combination with increased production (Lomberh-IE245) was chosen as
control and basis for designing two treatments (T1: supplementation with the
four extracts and T2: supplementation with aqueous and ethanol extracts). Of
these treatments the kinetic parameters of growth were determined; biomass
was characterized also lentinan was extracted and characterized. At the end
of the kinetics of growth there were no significant differences (p> 0.05)
between treatments. The maximum biomass production predicted by the
logistic model used was observed in T2 (16.57 g / L) and the lowest in the
control (10.78 g / L). The py for the Control, T1 and T2 were 0,052, 0,146
and 0,133 days ' respectively. Both in the extract yield as total
carbohydrates in the same there were no difference  (p>0.05). Differences
were found in the amount of glucose in the products between treatments (T1
and T2) compared to control. Likewise, there were differences (p <0.05) in
net return between T2 (2.47%) and Control (1.59%), which may be an

indicator of a potentiation of the activity of p-glucan synthase.
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INTRODUCCION

Lentinula edodes (Berk.) Pegler, popularmente conocido como “shiitake”, es
un hongo de pudricion blanca, lo que indica su capacidad para degradar la
celulosa, hemicelulosa y lignina. Es consumido por su buen sabor, gran valor
nutrimental y propiedades medicinales (Stamets, 2000). Entre dichas
propiedades destaca la actividad inmunomoduladora, la cual es atribuida
principalmente al lentinan, un B-(1-3)-glucano de la pared celular (Wasser,
2005). Estos polisacéridos son sintetizados por la -(1-3)-glucano sintasa, un
complejo enzimatico asociado a la membrana celular. En L. edodes este
complejo es estimulado principalmente por estrés oxidativo extracelular.
Ademas se ha observado que una suplementacion con compuestos
fendlicos al medio de cultivo incrementa la actividad de la 3-(1-3)-glucano
sintasa. Por lo que se cree que la generacion de especies reactivas de
oxigeno producto del rompimiento de anillos arométicos es importante para

la regulacién de este complejo enzimatico (Reverberi et al., 2004).

Gracias a sus caracteristicas nutrimentales y medicinales, L. edodes
ocupa el segundo lugar entre los hongos mas cultivados a nivel mundial,
s6lo después del champifién y actualmente China es el principal productor
(Chen, 2005). L. edodes se cultiva de forma tradicional sobre troncos de
encino (Quercus spp.), ho obstante la mayor parte de la produccion actual se
obtiene utilizando sustratos sintéticos formulados con base en viruta de
encino suplementada. Estas técnicas de cultivo requieren 1 afio y 4 meses
respectivamente, para cumplir un ciclo de produccion (Stamets, 2000). En
las ultimas décadas por la inaccesibilidad del encino en algunas areas y el
riesgo ecologico que representa su utilizacion, se han buscado sustratos
alternativos que generen un rendimiento competente y un producto de alta

calidad.

La madera derivada de la poda de la vid se ha utilizado para el cultivo
de L. edodes, produciendo eficiencias bioldgicas altas en periodos cortos (de

44-98 dias dependiendo la cepa utilizada) (Gaitan-Hernandez et al., 2006).



Lo anterior es de suma importancia, ya que México es un gran
productor de uva (SAGARPA, 2010) y esta actividad genera una alta
cantidad de residuos lignocelulésicos al afio, los cuales son quemados en el
campo o0 escasamente utilizados. La produccién de carpoforos en medio
solido es la técnica ms utilizada, no obstante hoy en dia existe una nueva

tendencia con respecto a la obtencion de productos de origen fangico.

Recientemente la técnica de cultivo sumergido de hongos medicinales
ha tomado gran auge. Esta técnica permite dirigir los cultivos hacia la
obtencién de un producto particular, con resultados mas homogéneos.
Ademas en 21 dias se puede producir una cantidad de biomasa suficiente
para la extraccion de algun compuesto (Papaspyridi et al., 2010). En un
estudio previo (Harris-Valle et al.,, 2007), se ha cultivado L. edodes en
fermentacién liquida, suplementando el medio de cultivo con una
combinacion de cuatro extractos de distinta polaridad de madera de vid
(acuoso, etandlico, cloroférmico y toluénico). Es importante sefialar que
extractos polares de madera de vid son ricos en compuestos fendlicos. Esta
suplementacion incrementa la produccion de biomasa y la actividad de las
principales enzimas ligninoliticas de L. edodes. Entre estas enzimas, la
actividad de aril alcohol oxidasa y lacasa est4 asociada con la produccion
extracelular de especies reactivas de oxigeno. El presente estudio esta
dirigido hacia el incremento de biomasa de L. edodes en fermentacion
liquida y a la evaluacién de lentinan, mediante la suplementacion al medio
de cultivo con distintas concentraciones y combinaciones de los extractos de

madera de vid mencionados anteriormente.



ANTECEDENTES

Lentinula edodes “shiitake”

Es un basidiomiceto nativo del continente asiatico, el cual debido a sus
caracteristicas es considerado una exquisitez y elixir de la vida en algunos
paises como Japon y China; ya que se ha consumido con propoésitos
nutrimentales y medicinales por mas de dos milenios (Stamets, 2000).
Shiitake es bajo en lipidos y contiene cantidades considerables de fibra y
proteinas; ademas es conocido por su potencial para reducir los niveles de
colesterol en la sangre y su actividad inmunomoduladora (Chang y Miles,
2004). Hoy en dia existe una gran cantidad de productos a base de L.
edodes en el mercado y gracias a su aceptacion, la produccion de este

hongo ha aumentado.

Taxonomia, distribucidn y habitat

Lentinula edodes es un basidiomiceto del orden Agaricales, el cual esta
incluido en la familia Marasmiaceae (www.indexfungorum.org). Es nativo del
sureste de Asia y esta registrado en Corea, Japdén, China, Vietnam,
Tailandia, Burma, Filipinas, Papta Nueva Guinea, Taiwan y en el norte de
Borneo. En la naturaleza se desarrolla de manera sapréfita sobre troncos
caidos y arboles en decadencia, principalmente de los géneros Castanopsis,
Pasania, Castanea, Fagus, Acer, Alnus, Populus, y Quercus; en bosques
con clima humedo y templado (Wasser, 2005). Dado que es un hongo de
pudricion blanca, contiene enzimas hidroliticas y oxidativas que le permiten
degradar la celulosa, hemicelulosa y lignina de manera selectiva, jugando un

papel importante en el ecosistema (Elisashvili et al., 2008).

Nutricion, desarrollo y estructura

Todos los hongos son heterétrofos, ya que liberan enzimas al medio para

degradar el sustrato y absorber los nutrientes por ésmosis (Herrera y Ulloa,



1998). Estos requieren fuentes de carbono y nitrdgeno en una relacién
Optima para su desarrollo. Algunos utilizan los nitratos 0 amonio como Unica
fuente de nitrégeno, mientras que otros necesitan nitrdgeno organico. En
este caso, un simple aminoacido como la asparagina puede ser una buena
fuente. La mayoria de los hongos pueden aprovechar la glucosa y otros
monosacaridos como fuente de carbono. En la naturaleza estos degradan la
celulosa hasta llegar a celobiosa y glucosa para absorberla. Algunos
necesitan ciertas vitaminas para su buen funcionamiento, los requerimientos
mas comunes pueden ser cubiertos por pequefas cantidades de tiamina,

biotina 0 ambas (Deacon, 2006).

Los hongos son de los organismos mas variables y polimorfos entre
los seres vivos. En términos generales, los basidiomicetos forman un micelio
verdadero compuesto por estructuras filamentosas y delgadas denominadas
hifas. En alguna de las fases de su ciclo producen esporas sexuales
(basidiosporas). Las esporas son unidades microscopicas de propagacion,
de las cuales emerge una hifa monocariética (micelio primario) y al
encontrarse con una hifa complementaria, se unen en un proceso
denominado plasmogamia, dando origen a hifas dicariticas (micelio
secundario). Cuando las condiciones son propicias el micelio produce
fructificaciones (micelio terciario), en donde ocurre la cariogamia (fusion de
nucleos) y posteriormente un proceso de meiosis en estructuras conocidas
como basidios para cerrar el ciclo. Los basidios produciran esporas con
carga haploide para volver a comenzar el ciclo (Figura 1) (Deacon, 2006;
Herrera y Ulloa, 1998).

La célula fangica cuenta con caracteristicas que la hacen Unica. A
excepcion del nucleo, pueden pasar organelos de una célula a otra a través
del poro entre septos. En la parte apical de las hifas existe una zona con
pocos 0 ningun organelo mayor donde se conglomeran vesiculas quizas
derivadas de los cuerpos de Golgi. Dichas vesiculas contienen quitina
sintasa, la enzima responsable de la sintesis de quitina, que junto con los B-

glucanos son los componentes mas importantes de la pared celular.



Después de la zona de vesiculas se encuentra una region rica en
mitocondrias, donde por la accion de ATPasas se genera un gradiente de
protones (H') a través de la membrana celular. Dicho gradiente esta

relacionado con la toma de nutrientes en el apice de la hifa (Deacon, 2006).

8 Mciosis y
formacion de
basididsporas
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Figura 1. Ciclo de vida de un basidiomiceto. Fuente: Herrera y Ulloa,
1998.

La pared celular fungica tiene funciones de gran importancia en estos
organismos. Sirve como protectora de factores perjudiciales (estrés abidtico
y organismos patdégenos), regula la morfogénesis y recibe sefiales externas.
También es util para la transferencia de mensajeros de membrana
intracelulares e interviene en la produccién de células de resistencia.
(Feofilova, 2010). Los mayores componentes de la pared celular de los
hongos son polisacaridos, alrededor del 90%. En basidiomicetes se
encuentran principalmente quitina y glucanos, no obstante pueden estar
presentes otros carbohidratos como galactosa, galactosamina, xilosa y
fucosa; también proteinas y sales inorganicas (Latgé y Calderone, 2006).

Los componentes de la pared celular pueden dividirse en (a) estructurales



como la quitina y B-glucanos; y (b) infraestructurales como manoproteinas,

xilomanoproteinas y a-(1-3)-glucanos. (Feofilova, 2010).

La sintesis de los [B-(1-3)-glucanos se realiza por un complejo
enzimatico asociado a la membrana celular, denominado B-glucano sintasa
(UDP-glucosa 1-3-B-D-glucano 3-B-D-glucosil transferasa, EC 2.4.1.34)
(GS). Este complejo enzimatico utiliza UDP-glucosa para sintetizar los B-
glucanos, que al mismo tiempo son extrudidos al espacio periplasmatico. En
L. edodes el complejo GS estd compuesto por una subunidad catalitica
(FKS) y una reguladora (RHO), la ultima es una proteina G encargada de
activar la subunidad FKS. La actividad de RHO es regulada por la proteina
ROM (factor de intercambio GDP-GTP), la cual es estimulada por estrés
ambiental, principalmente de tipo oxidativo (Figura 2) (Reverberi et al.,
2004).
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Figura 2. Sintesis de B-(1-3)-glucanos. Fuente: Pereira-Martins, 2009.



La quitina forma un complejo estable con los B-glucanos, es conocido
como el complejo quitina-glucano, en donde una red de microfibrillas de
quitina se encuentra inmersa en una matriz amorfa de glucanos. El
contenido y la relacion quitina-glucano puede variar dependiendo de la

composicién del medio de cultivo (Latgé y Calderone, 2006).

Propiedades nutrimentales y medicinales

Ademas de la importancia de este hongo para el ecosistema, el humano ha
encontrado en él grandes beneficios para la salud. L. edodes es un hongo
comestible y medicinal reconocido por su gran valor nutrimental. Contiene
58-60% de carbohidratos, 3-4% de lipidos y 20-23% de proteinas con una
digestibilidad de 80-87% (Wasser, 2005). Estas estdn compuestas por 18
distintos aminoéacidos incluyendo los esenciales (Turlo et al., 2008). Ademas
contiene vitamina B;, By, Bs, Bi2, C, &cido fdlico y vitamina D; y cuenta con
minerales como el Fe, Mn, K, Ca, Mg, Cd, Na, Cu, P, y Zn (Caglarirmak,
2007). Su contenido de fibra presenta un rango de 6-15%, con polisacaridos
como la quitina y B-glucanos, y lignina como constituyentes de la pared
celular (Stamets, 2000). Ademas del perfil nutrimental mencionado
anteriormente, L. edodes es reconocido por sus propiedades medicinales y

su baja toxicidad para el organismo.

Entre las distintas propiedades que se le atribuyen a shiitake, cabe
destacar la capacidad antimicrobiana. Esta se ha estudiado in vitro y
probado en una gran gama de microorganismos como bacterias gram
positivas y negativas, levaduras y hongos filamentosos. En estudios previos,
extractos acuosos han ocasionado halos de inhibicion en cultivos de
bacterias patdgenas importantes como Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Bacillus spp., entre otras. También se ha demostrado su efectividad contra
hongos como Aspergillus fumigatus, A. niger (Hearst et al., 2009) y A. flavus
(Rao et al., 2009). No solo los basidiomas y el micelio, también el medio
liquido en el que L. edodes es cultivado adquiere esta propiedad, lo cual

propone que el hongo excreta al medio de cultivo algunas de las sustancias



responsables de esta actividad. Uno de los componentes a los que se le
atribuye actividad antimicrobiana es la lentionina (Hatvani, 2001), un
compuesto azufrado y principal responsable de brindar el aroma y sabor

caracteristico de L. edodes.

La lentionina es un compuesto multifuncional, ya que también ha
mostrado actividad anti-agregacion plaquetaria in vitro. Esto se comprobo en
un estudio con sangre de voluntarios sanos, tratados con acido araquidénico
y U-46619 (el analogo del tromboxano A;) para inducir agregacion
plaquetaria. La lentionina resulté ser el mas efectivo entre los compuestos

obtenidos de aceites esenciales de L. edodes (Shimada et al., 2004).

Distintos extractos organicos del micelio y cuerpo fructifero han
exhibido gran potencial para evitar la oxidacion celular. En un trabajo
realizado por Kitzberger et al. (2007), se obtuvieron extractos de
fructificaciones de L. edodes con distintos solventes organicos (hexano,
diclorometano y etil acetato), y por extraccién supercritica. Estos extractos
mostraron una gran actividad antioxidante y buena capacidad para atrapar
radicales libres. En otro estudio Turlo et al. (2010), cultivaron L. edodes en
fermentacion liquida suplementando el medio de cultivo con selenio (Se). Se
evaluo la capacidad antioxidante de los extractos acuoso y metandlico del
micelio suplementado con Se y sin suplementar. El micelio suplementado
mostré hasta el doble de actividad antioxidante, un mayor poder reductor y
una capacidad para atrapar radicales libres 40% mayor, con respecto a los
controles sin suplementar. Extractos del micelio y fructificaciones de L.
edodes obtenidos con distintos solventes han mostrado actividad
antioxidante, lo cual propone que son distintos compuestos los responsables
de esta propiedad.

Otras actividades bioldgicas que ha mostrado este basidiomiceto son
los efectos citostatico e inmunomodulador. Estos se han probado in vitro con
la linea celular humana de adenocarcinoma de mama (MCF-7) y en una
prueba de transformacion de linfocitos. Se estudiaron extractos acuso y

metandlico tanto del basidioma como del micelio, logrando la supresion de la
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proliferacion de las células MCF-7, con valores de 1Csq bajos (120-250 pg/ml)
con respecto a los valores ICsp en células normales (Israilides et al., 2008).
La actividad inmunomoduladora también se ha demostrado in vivo mediante
la administracion de lentinan (un B-glucano de la pared celular) a ratones
con células tumorales (K36) implantadas. En dicho estudio se observo un
incremento de interleucina-2, factor de necrosis tumoral-a e interferén-y.
Ademas se lograron inhibiciones del tumor de hasta 96% (Yap y Ng, 2001).
Esto sugiere que el extracto acuoso de L. edodes tiene actividad citostética,
y ambos extractos (acuoso y metandlico) asi como lentinan, son potentes

estimuladores del sistema inmunoldgico.

Importancia econémica

Gracias a las caracteristicas mencionadas anteriormente, L. edodes ocupa el
segundo lugar entre los hongos cultivados a nivel mundial. En los ultimos 70
afos las técnicas de cultivo de éste y otros hongos han evolucionado
notablemente. Anteriormente la investigacion referente al cultivo estaba
restringida a paises como Japon, China y Corea, en donde este hongo se
puede encontrar creciendo de manera natural. Ahora L. edodes es aprobado
por los consumidores en Norteamérica y otras partes del mundo,
principalmente Europa. Debido al gran auge, algunas unidades de
produccion experimental operan en paises como Holanda, Francia,
Alemania, Polonia (Campbell y Racjan, 1999) y México (Gaitan-Hernandez
et al., 2006).

A principios de la década de los 80°s, Japdén era el lider en la
produccion de L. edodes, contribuyendo con un 82.8% de la produccién
mundial. En 1987, ocurrié un cambio drastico en las dinamicas globales con
respecto a L. edodes, China tomo el liderazgo por primera vez produciendo
178,800 t (Chen, 2005). Con el paso del tiempo, el cultivo de este exquisito
hongo ha aumentado, alcanzando una produccién de 7.5 x 10° t en el 2000
(Kitzberger et al., 2007). Shiitake ha tomado tanto auge, que en la actualidad

existe una gran variedad de productos como extractos del micelio y cuerpo



fructifero, los cuales son comercializados como suplementos alimenticios
(Wasser, 2005). Ademas se utiliza como ingrediente de aderezos para
ensaladas y es comercializado en presentacion de bolsas de té, incluso es
componente de algunos productos de belleza como cremas para la piel
(Sugui et al., 2003). Se estima que su comercializacion genera alrededor de
$5-6 billones de dolares por afio (Lull et al., 2005).

Cultivo de Lentinula edodes y otros hongos medicinales

El cultivo de hongos como L. edodes es una actividad milenaria. Comenzé
utilizando troncos caidos principalmente de encino. Posteriormente se
desarroll6 la técnica de cultivo en bolsas utilizando aserrin del mismo arbol
como sustrato. En las ultimas décadas, por la inaccesibilidad del encino y el
riesgo ecoldgico que representa su utilizacion, se han evaluado sustratos
alternativos para su cultivo (Stamets, 2000). Recientemente, con el
desarrollo de la tecnologia y con nuevos enfoques para la utilizacion de
hongos medicinales, se cultivan L. edodes y otros hongos de interés
comercial y farmacolégico en medio liquido. Esto se realiza utilizando
matraces Erlenmeyer y biorreactores. Con esta nueva técnica se pueden
biodirigir los cultivos, logrando periodos cortos de produccion y la
recuperacion de la biomasa es sencilla (Papaspyridi et al., 2010).

Cultivo tradicional

El cultivo tradicional de L. edodes se inici6 en China, posteriormente gente
que trabajaba en granjas en Japon perfeccioné la técnica hasta convertirlo
en industria (Chen, 2005). Los primeros registros que se conocen acerca del
cultivo de este hongo corresponden a Wu Sang Kwuang durante la dinastia
Sung en China (960-1127). En 1904, el investigador Japonés Shozaburo
Mimura publicé los primeros estudios sobre el cultivo de L. edodes en
troncos inoculados con micelio previamente cultivado. El cultivo tradicional

se realiza con troncos de arboles como el Quercus, Fagus, Populus y Acer,
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idea que surgio al observar que el hongo se desarrollaba de manera natural
en los troncos de estos arboles (Stamets, 2000). De acuerdo con este autor,
la técnica consiste en practicar orificios en dichos troncos, posteriormente se
inoculan con madera o aserrin colonizado por L. edodes. Estos se apilan a la
intemperie, se espera a que el hongo colonice el tronco y fructifica cuando es
temporada de lluvias. El proceso puede tardar de seis meses a un afio y su
rendimiento es bajo. Actualmente se sigue cultivando L. edodes de manera
tradicional, no obstante la mayor parte de la produccién mundial se obtiene

utilizando formulaciones sintéticas.

Cultivo de L. edodes con formulaciones sintéticas

Segun Stamets y Chilton, 1983, esta técnica requiere de varios pasos antes
de obtener las fructificaciones. Primeramente es necesario obtener una
cepa, para lograrlo, la propagacién vegetativa es la forma mas comun y
recomendada, ya que asegura el aislamiento de una cepa sin problemas
importantes de contaminacién. Para ello es necesario preparar un medio de
cultivo en donde se pueda desarrollar de manera adecuada. Los medios mas
recomendados para L. edodes son: 1. agar con extracto de papa, dextrosa y
levadura, 2. agar con extracto de malta y 3. agar con extracto de avena y
levadura. El medio de cultivo previamente preparado, se inocula tomando
una pequefia parte del contexto del hongo, después se incuba a una

temperatura de 25°C en la oscuridad por ca. 9 dias

Una vez que un tercio del medio est& colonizado por el hongo, es
adecuado para la fase de preparacion de semilla (in6culo), donde se
recomiendan los granos de trigo, sorgo y mijo. Se toma una porcion de
micelio previamente cultivado en agar para inocular cada uno de los frascos

o bolsas con grano estéril. Posteriormente se incuban a 25°C por ca. 15 dias

Para obtener fructificaciones generalmente se utiliza una formulaciéon
a base de aserrin o viruta de encino, adicionado con materia rica en
nitrbgeno como salvado de arroz, trigo, centeno, avena o melaza. La mezcla

se coloca en bolsas que resistan el calor del autoclave, se esterilizan e
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inoculan con la semilla previamente preparada. Una vez que el sustrato esta
completamente colonizado, las bolsas son retiradas y los bloques

colonizados se colocan en un lugar apropiado para su fructificacion.

El cuarto de fructificacion debe tener una humedad relativa de 95-
100% para la formacién de los primordios y una temperatura de entre 10-
16°C. Una vez formados los primordios, la humedad se disminuye a un
rango de 60-80%, y la temperatura se aumenta a 16-18°C para el desarrollo
de las fructificaciones. Este proceso requiere de luz e intercambios de aire
fresco. Una estrategia utilizada para L. edodes (Stamets, 2000), es sumergir
los blogues de sustrato colonizado en agua fria por 24-36 h para inducir la
formacion de fructificaciones. Todo el proceso de cultivo dura de 3-4 meses,

segun la cepa y la cantidad de in6culo con que se trabaje.

Utilizacion de sustratos alternativos para el cultivo de L. edodes

Ya que la utilizacion de madera de encino podria poner en riesgo el
ecosistema, ademas de ser inaccesible en algunas zonas, se han buscado
sustratos alternativos para el cultivo de shiitake. Debido a la agricultura y
otras actividades, anualmente se generan una gran cantidad de residuos
lignocelulésicos en todo el mundo. Estos se han aprovechado para el cultivo
de L. edodes y otros hongos saprobios como una forma de remediacion
(Sanchez y Royse, 2002). En Turquia se cultivé L. edodes sobre cascara de
avellana pura y mezclada con rastrojo de trigo, y viruta de haya (Fagus
silvatica), obteniendo eficiencias biologicas (EB) de 43-62%. La EB mas alta
se logré con una mezcla de 25% de cascara de avellana y 75% de rastrojo
de trigo (Ozcelik y Peksen, 2007). En los Estados Unidos se cultivd L.
edodes utilizando rastrojo de trigo como sustituto parcial del aserrin de
encino, obteniendo eficiencias biologicas de 87-107% (Royse y Séanchez,
2007).

En México se ha cultivado este hongo de manera exitosa utilizando
sustratos no convencionales. Gaitan-Hernandez y Mata (2004) cultivaron L.

edodes sobre rastrojo de trigo, con la novedad de pasteurizar el sustrato
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aprovechando la energia geotérmica de una planta de la Comisién Federal
de Electricidad en Puebla. Ellos demostraron que el rastrojo de trigo
pasteurizado es una buena alternativa para el cultivo de L. edodes, con

costos de produccion bajos.

. En basqueda de un sustrato ideal para el cultivo de L. edodes, se
realiz6 un estudio sobre la utilizacion de madera de la poda de la vid para el
cultivo de este hongo. En dicho estudio se obtuvieron eficiencias biologicas
cercanas al 100%, un tiempo de incubacion aceptable y un periodo corto
(45-90 dias dependiendo la cepa) de produccién de carpoéforos. Esto
coadyuvé a entender que no solo las maderas duras son un buen sustrato
para el cultivo de L. edodes (Gaitdn-Hernandez et al., 2006). El corto periodo
de produccidén y la alta EB obtenida sobre la madera de vid, se puede atribuir
a gue existe una gran biodisponibilidad de compuestos susceptibles a
oxidacion por parte de las enzimas secretadas por este hongo (Cabrera-
Ruiz, 2010). Lo anterior es de suma importancia, ya que México es un gran
productor de uva (SAGARPA, 2010) y dicha actividad genera una gran
cantidad de desechos anualmente. Actualmente la mayoria de los trabajos
gue tratan del cultivo de L. edodes se dirigen al mejoramiento del proceso,

rendimiento y calidad del producto.

Cultivo sumergido de L. edodes y otras especies medicinales

La ultima tendencia en cuanto a cultivo se refiere, es la produccion de
biomasa fungica por fermentacion liquida. Mediante esta técnica los cultivos
pueden ser dirigidos hacia la obtencion de productos de interés. Cultivos
sumergidos de L. edodes se han enfocado en la obtencion de un producto
enriquecido en vitamina Bj,. En este estudio se probaron distintos medios
logrando producir hasta 10 g/L de micelio. En adicion, se logro incrementar
la biosintesis de esta vitamina en mas de 800%, agregando cobalto y
metionina al medio de cultivo (Turlo et al., 2008). También se han realizado
esfuerzos con el hongo medicinal Ganoderma lucidum, potenciando la

produccion de biomasa y acido ganodérico, triterpenoide conocido
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principalmente por su actividad anti-VIH y anticancerigena. Lo anterior se
logré adicionando distintas fuentes de carbono y nitrdgeno al medio de
cultivo y seleccionando las mejores. Con dicho protocolo se formulé un
medio complejo compuesto de glucosa, peptona, harina de maiz y polvo de
frijol de soya (Xu et al., 2008).

Recientemente los polisacaridos de origen fungico, en especial los 3-
glucanos han tomado gran relevancia debido a sus propiedades medicinales,
entre las que destacan sus efectos antitumorales e inmunomoduladores
(Wasser, 2005). Lo anterior ha promovido la investigacion sobre el cultivo
sumergido de distintos hongos medicinales. En el basidiomiceto Antrodia
cinnamomea, se evalu6 la influencia que tienen los factores como pH,
temperatura, fuente de carbono y nitrdgeno en el crecimiento micelial y
sintesis de exopolisacaridos. La produccion de exopolisacéridos en esta
especie puede ser potenciada manipulando las condiciones del cultivo y
modificando la composicion del medio (Lin y Sung, 2006). Otro hongo en el
gue se ha seguido una estrategia similar es Armillaria luteo-virens. En este
basidiomiceto se encontr6 que el extracto de levadura y las distintas
concentraciones de glucosa son factores que influyen en el desarrollo

micelial y produccién de exopolisacéridos (Jiao et al., 2008).

Otros hongos cultivados que contienen polisacaridos biolégicamente
activos son Schizophyllum commune y Ganoderma lucidum. El esquizofilan
es un B-glucano producido por S. commune. Este se ha obtenido por cultivo
sumergido, seleccionando las mejores fuentes de carbono y nitrégeno
(Kumari et al., 2008). Para la produccion de polisacaridos en G. lucidum se
han seguido distintas estrategias. Recientemente se estudiaron los efectos
de distintos elicitores fungicos para la produccion de polisacéaridos. Dichos
elicitores se obtuvieron de hongos como Tuber, Fusarium, Penicillium,
Aspergillus y Saccharomyces. Este es un nuevo y efectivo enfoque para la
produccion de biomasa y polisacaridos de este hongo (Zhu et al., 2008). Otra

estrategia que se ha empleado es el cambio de la tension de oxigeno
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disuelto y pH aplicado en distintos tiempos de la fermentacion, adicionando

el medio con lactosa como fuente de carbono (Tang et al., 2009).

Como se habia mencionado anteriormente, L. edodes es uno de los
hongos de mayor importancia farmacolégica debido al lentinan, un $-glucano
de la pared celular al cual se le atribuyen propiedades inmunoestimulantes
(Yap y Ng, 2001). Actualmente son escasos los trabajos en L. edodes
dirigidos a la estimulacién de la produccién de biomasa y lentinan en cultivo
sumergido. Tomati et al. (2004) realizaron un estudio sobre la utilizacién de
aguas residuales del procesamiento del olivo (OMW) para el cultivo de L.
edodes. En donde se observo una produccion de biomasa dos veces mayor
(ca. 12.5 g/L) con respecto al control (extracto de malta con peptona).
Ademas se caracterizé una fraccion polisacaridica extraida de shiitake
mediante la utilizaciébn de espectroscopia de resonancia magnética nuclear

(RMN), logrando identificar a lentinan y xilano.

Ruiz-Esparza (2005) cultivd L. edodes y encontrd que la cepa IE-245
produjo la mayor cantidad de biomasa con la formulacion descrita por
Lomberh et al. (2002), misma cepa con la que se obtuvo una EB del 93%
sobre madera de vid (Gaitan-Hernandez et al., 2006). También se encontré
que el método propuesto por Yap y Ng (2001) fue mas eficiente que el de
Chihara et al. (1969) para la obtencién de lentinan a partir del micelio,
logrando aislar polisacaridos de mayor pureza. Estudios de metilacion,
derivatizacién, FT-IR (espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier) y RMN en 1 y 2 dimensiones permitieron confirmar la estructura

caracteristica de 3-(1-3)-glucano (lentinan).

En L. edodes se conoce que la actividad de lignina peroxidasa es
estimulada por distintos compuestos fendlicos, mientras que la actividad de
manganeso peroxidasa es potenciada principalmente por estrés oxidativo.
La actividad de aril alcohol oxidasa y lacasa estad relacionada con la
generacion in situ de especies reactivas de oxigeno (H.0,, OH y Oy),
producto de la oxidacion enzimatica de compuestos fendlicos. Por lo

anterior, se ha reportado que las enzimas oxidativas presentes en L. edodes
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operan de forma cooperativa en la degradacion de la lignina (Elisashvili et
al., 2008; Harris-Valle et al., 2007).

Los dultimos autores mencionados evaluaron la influencia de la
aplicacion de extractos de madera de vid de distinta polaridad al medio de
cultivo de L. edodes. En dicha investigacion se observé que los extractos
polares (acuoso y etandlico) estimulan la produccion de biomasa y de
manera contraria, los no polares (toluénico y cloroférmico) la inhiben.
Ademas se encontrd que una mezcla de todos los extractos puede aumentar
de manera significativa la produccién de biomasa (ca. el doble con respecto
al control). En este mismo estudio se observé que mediante la aplicacién de
estos extractos al medio de cultivo se incrementa la actividad de las

principales enzimas ligninoliticas presentes en L. edodes.

En un esfuerzo por dilucidar como opera el complejo enzimatico
responsable de la sintesis de los [(-(1-3)-glucanos en L. edodes vy
aprovechando la productividad de las OMW, se probo el efecto de la adicién
de éstas al medio de cultivo. Se observd que su aplicacion estimula la
actividad de la GS significativamente (ca. 4 veces mas con respecto al
control). Se conoce que las OMW contienen en su mayoria compuestos
fendlicos y lipidicos. Bajo esta premisa, se adiciond un extracto fendlico de
OMW al medio de cultivo, derivando en un incremento significativo de la
actividad de la GS (ca. 7 veces mas con respecto al control). Ademas, la
adicion de OMW vy el extracto fendlico individualmente, tienen una influencia
positiva sobre la actividad de lacasa. De forma similar se observo un
incremento en la actividad de catalasa y superéxido dismutasa, enzimas

relacionadas con la respuesta al estrés oxidativo (Reverberi et al., 2004).

Lentinan: un B-(1-3)-glucano de L. edodes

Con el desarrollo de nuevas herramientas la obtencion, caracterizacion y el
conocimiento del modo de accion de metabolitos con actividad biologica se

han facilitado. Por lo que de L. edodes se han logrado extraer y aislar
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distintos compuestos bioactivos, entre los que destaca lentinan, un B-(1-3)-
D-glucano presente en la pared celular de L. edodes, el cual presenta dos
ramificaciones laterales cada cinco residuos (Figura 3) (Zhang et al., 2011).
Lentinan es considerado un potente inmunoestimulador y esta aprobado en

Japon para terapias antitumorales (Kupfahl et al., 2006).
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Figura 3. Estructura de lentinan. Fuente: Zhang et al., 2011.

Extraccion y aislamiento

Chihara et al. (1969) aislaron por primera vez lentinan. El proceso requirié de
20 kg de hongos en fresco, e involucra etapas de extraccion con agua
caliente, seguido de una remocién de proteinas y subsecuentes lavados con
acido acético, hidroxido de sodio y etanol. Posteriormente esta técnica fue
mejorada por Yap y Ng (2001), disminuyendo el tiempo y costo de la
extraccion. Dicho protocolo requiere de 100 g de cuerpos fructiferos en
fresco para la extraccion e involucra una homogenizacién de la biomasa y
extraccidn con agua caliente, seguido de una precipitacion con etanol y

tratamientos de indole fisica para obtener 325 mg de lentinan.

Recientemente se aisld lentinan con un nuevo método que involucra
una extraccion con una solucion de NaOH/NaBH,, seguido de un proceso de

desproteinizacion 'y un tratamiento con H;O, para decolorizarlo,
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posteriormente se dializa por 7 dias. Este proceso es seguido de pasos de
centrifugacion y tratamientos con agua/acetona, y un ultimo dializado para
obtener un producto puro con un rango de peso molecular relativamente
estrecho. Por este nuevo método de obtencion el lentinan puede ser
almacenado mas de dos afios y tiene un rendimiento de 5%, el mas alto
registrado (Wang et al., 2008). En ese mismo afio surge una patente china,
la cual trata de la extraccion de lentinan con ultrapresiones. Este método
involucra una extraccion liquida a ultra alta presion utilizando polvo seco de
L. edodes, seguido de las filtraciones convencionales. Este es un proceso de
corta duracion que no utiliza altas temperaturas ni soluciones alcalinas que

puedan degradar la molécula y disminuir su actividad (Zhang et al., 2011).

Estructura quimicay conformacion en solucion

La estructura quimica de un polisacarido estd definida por los
monosacaridos que lo constituyen, configuracion y posicion de enlaces
glucosidicos, y secuencia de monosacaridos. Esta demostrado que lentinan
esta compuesto por unidades de B-(1-3)-D-glucosa en su cadena principal,
presentando dos ramificaciones laterales de [(-(1-6)-D-glucopiranosil cada
cinco residuos (Sasaki y Takasuka, 1976). Ademas se ha encontrado que
presenta un rango de peso molecular (M,) de 3 x 10°-10.5 x 10° Da,
dependiendo la técnica de determinacion utilizada (Zhang et al., 2011).

Lentinan adopta una conformacion de triple hélice en solucion, lo cual
se cree que esta relacionado con su bioactividad. Se ha demostrado que
esta actividad disminuye al romperse la triple hélice y obtener volutas
sencillas (Zhang et al., 2011; Wang et al., 2008). Los puentes de hidrogeno
intramoleculares son las fuerzas que mantienen estables la conformacion de
hélice sencilla de lentinan. En cambio, la conformacion de triple hélice se la
confiere la formacion intermolecular de puentes de hidrogeno. La transicion
de hélice sencilla a triple puede ser inducida por un cambio en la
temperatura de la solucién. (Wang et al., 2008). Estos datos son de gran

importancia en cuanto a la aplicacion de lentinan se refiere.
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Bioactividad y modo de accién

La actividad de lentinan se estudié por primera vez en sarcoma 180 en
ratones, inhibiendo el crecimiento de la células tumorales y logrando la
regresion completa de los tumores en 10 dosis de 5-30 mg/Kg (Chihara et
al., 1969, 1970). Una estrategia comun para aumentar o modificar las
propiedades de las moléculas es la modificacion quimica. La actividad de
lentinan en su forma sulfatada se ha probado en la enfermedad de
Newcastle, promoviendo la produccion de anticuerpos y linfocitos (Guo et al.,
2008). Existen distintos estudios sobre la actividad biologica de lentinan,
principalmente en su forma nativa (Tablal).

Tabla 1. Actividades de lentinan y modelo bioldgico utilizado.
Fuente: Zhang et al., 2011.

Muestra Animales Bioactividad

Lentinan Ratones Antitumoral, antimetastasis

Lentinan sulfatado Pollos Antiviral, inmunomodulacion

Lentinan Ratones Antitumoral, induccién de FNT

Lentinan Ratones Actividad contra Mycobacterium tuberculosis
Lentinan Peces Inmunoestimulante

Lentinan Cerdos Activacién de macrofagos

Lentinan Ratones Induccion de exudado peritoneal
Lentinan Ratones Actividad contra Listeria monocytogenes
Lentinan Ratas Antitumoral, Antioxidativo

Lentinan Ratas Activacion de macrofagos

Lentinan Ratones Estimulante de expresién de citosinas
Lentinan Ratones Actividad contra infeccion de malaria

En general, la propiedades inmunoestimulantes y anticancerigenas de
lentinan pueden ser atribuidas a la activacién de distintas células del sistema
inmunologico. Lentinan es capaz de activar fagocitos, macrofagos y células
asesinas naturales, los cuales desintegran patdégenos y células muertas o
tumorales por fagocitosis. Ademas, lentinan es capaz de activar la
produccion de mensajeros celulares como el 6xido nitrico y el factor de

necrosis tumoral alfa (Zhang et al., 2011; Chen y Seviour, 2007).
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HIPOTESIS

La produccion de biomasa y lentinan de micelio de L. edodes en cultivo
sumergido utilizando medios base, se incrementa significativamente
mediante la suplementacion con extractos de distinta polaridad de madera
de vid.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la produccion de biomasa y lentinan de L. edodes en cultivo
sumergido con suplementacion de extractos de madera de vid con distinta

polaridad.

Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de extractos de madera de vid (acuoso,
etandlico, cloroférmico y toluénico) que produzca una cantidad alta de

biomasa de L. edodes en cultivo sumergido.

e Determinar la cinética de crecimiento de dos tratamientos y su control
(Tratamiento 1 (T1): suplementacién con una mezcla de los cuatro
extractos de madera de vid; tratamiento 2 (T2): suplementacién con
una mezcla de los extractos acuoso y etanélico de madera de vid;

Control: medio de cultivo sin suplementar).

e Obtener, caracterizar y cuantificar el lentinan obtenido a partir de los

tratamientos mencionados anteriormente.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas, medios y condiciones de cultivo

Se trabajo con las cepas IE-105 e IE-245 de L. edodes, donadas por el
Instituto de Ecologia (INECOL) Unidad Xalapa, Veracruz. Se utilizé agar
papa dextrosa para los cultivos de rutina (produccion de inéculo). Se
evaluaron cuatro medios de cultivo base: Glucosa-Peptona (GP), el
reportado por Lomberh et al. (2002) y dos modificaciones del medio
reportado por Kirk et al. (1976). La formulacion de los medios se describe en
el apéndice 1. Para las fases experimentales se utilizaron matraces
Erlenmeyer con capacidad de 125 mL, llenados con 50 mL de medio de
cultivo, cada uno se inoculé con dos discos de 1cm de didmetro de agar
colonizado con micelio de L. edodes. En la etapa de produccion de biomasa
para la obtencion de lentinan, se utilizaron matraces con capacidad de 1L
llenados con 400 mL de medio, cada uno se inocul6 con 16 discos de 1cm
de diametro. El pH inicial de los medios se ajusté a 5.5 utilizando HCI 3 M y
NaOH 3 M. En todos los experimentos los matraces se colocaron en un

agitador orbital a 120 rpm, 25°C, en la oscuridad por 21 dias.

Extractos de madera de vid

Obtenciéon de los extractos

Se utiliz6 madera de vid (Vitis vinifera var. superior) de un mismo lote de
produccion proveniente de La Costa de Hermosillo. La madera se molio en
un molino eléctrico a un tamafo de particula de 1-2 mm. Los extractos se
obtuvieron de 120 g de madera de vid, utilizando un equipo soxhlet con los
distintos solventes (agua, etanol, tolueno y cloroformo) en reflujo constante

por ca. 3 h. Posteriormente los extractos se concentraron utilizando un
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rotavapor y finalmente se secaron con flujos de aire (Harris-Valle et al.,

2007), a excepcidn del extracto acuoso el cual se liofilizé.

Caracterizacion de los extractos

Preparacion de la muestra

Se pesaron 0.501 g del extracto acuoso, 0.506 g del extracto etandlico,
0.502 g del extracto cloroférmico y 0.21 g del extracto toluénico.
Posteriormente, se homogenizé cada muestra con 20 mL de metanol al 80%,
el homogenizado se sonicé por 30 min y se centrifugd a 14,000 rpm durante
15 minutos a 4°C. Se dieron dos lavados adicionales con 10 mL de metanol
80%, colectando el sobrenadante para ser filtrado en papel Whatman No. 1.
Finalmente el extracto obtenido fue aforado a un volumen de 30 mL con
metanol 80% y almacenado a -20°C hasta su uso en las determinaciones de

fenoles y flavonoides totales.

Fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realiz6 empleando el método
espectrofotométrico descrito por Singleton y Rossi (1965), con algunas
modificaciones. Se adicion6 en una microplaca 75 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu [1:10], 15 pL de extracto y 60 pL de Na,COs3 al 7.5%. La mezcla se
dej6 reposar durante 30 min y se ley6 la absorbancia a 765 nm en un lector
de placas. Los resultados se reportan como mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/100 g de peso seco (ps) de extracto, utilizando una curva

estandar de &cido galico.

Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind siguiendo el método
descrito por Zhinsen et al. (1999), con algunas modificaciones. En tubos de 2
mL se colocaron 100 uL de extracto, inmediatamente se adicionaron 430 pL

de NaNO3 al 7% y se dejo reposar durante 5 min, posteriormente, se
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agregaron 30 uL de AICI; al 10% vy transcurrido 1 minuto se adicion6 440 uL
de NaOH (1 molar). Se tomaron 150 uL de cada tubo y se llevaron a una
microplaca para leer la absorbancia a 496 nm en un lector de placas. Los
resultados se expresaron como mg de equivalentes de catequina (EC)/100 g

de peso seco (ps) de extracto, utilizando una curva estandar de catequina.

Potenciacion de biomasa (evaluacién de los extractos)

Partiendo de una concentracion conocida de los extractos de madera de vid
reportada por Harris-Valle et al. (2007), se realizaron distintas corridas
experimentales aplicando un gradiente de concentraciones de extractos al
medio de cultivo. En esta etapa se trabajo con la cepa IE-105 y el medio de
cultivo base GP. Las concentraciones con mayor produccién de biomasa se

llevaron a la etapa de cinética de crecimiento.

Seleccion de la cepay medio de cultivo base

En esta etapa se evalud la interaccion de los cuatro medios base con las dos
cepas de L. edodes. La combinacion con mayor produccion de biomasa se
eligi6 como base para formular dos tratamientos, el tratamiento 1 (T1)
consistio en la aplicaciéon de una combinacion de los cuatro extractos, y el
tratamiento 2 (T2) constdé de una aplicacién de los extractos polares. El
control consistié solo del medio base sin la aplicacion de extractos. De los
tres se determinaron los parametros de una cinética de crecimiento, se
produjo biomasa para obtener lentinan y se determind la composicion

proximal de dicha biomasa.

Determinacién de la cinética de crecimiento

De los tratamientos mencionados se colect6 el micelio producido cada tercer

dia hasta los 21 dias, utilizando un papel filtro de poro grueso para separarlo
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del medio de cultivo. El tiempo de fermentacion se determiné con base en un
estudio previo (Harris-Valle et al., 2007). Posteriormente se llevd a peso
constante en un horno a 40°C por 48 horas. Se pesaron los filtros sin
biomasa y con biomasa para obtener por diferencia el peso del micelio y
posteriormente graficar la produccion de biomasa (peso seco) a través del
tiempo. Para la descripcion cuantitativa de la cinética de crecimiento se

utilizé la ecuacion logistica de Velhurst-Pearl:
Xu
1- [(XM - Xo)/Xoe“Mt]

X(t) =

Donde X (t) es la biomasa en cualquier tiempo de la fermentacion, Xo
es la biomasa inicial, uyv es la velocidad especifica de crecimiento maxima
(dias™) y Xu es la biomasa méxima en el periodo de cultivo. Esta ecuacion
ajusta los datos experimentales al menor valor de la suma de cuadrado del
error en funcién de los pardmetros mencionados anteriormente (Viniegra-
Gonzalez et al., 2003).

Obtencion de lentinan

Para la obtencion de lentinan se siguio la metodologia propuesta por Yap y
Ng (2001), descrita en la Figura 4. Mediante este protocolo se realizan
extracciones con agua a 100°C, ademas se utliza etanol para la
precipitacion de los polisacaridos y posteriores lavados, las demas etapas

son centrifugaciones para separar los componentes de la matriz.
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Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia para la obtencién de
lentinan propuesta por Yap y Ng (2001).

1 — Liofilizacion

I I

Composiciéon proximal de biomasa y determinacion de carbohidratos

totales y nitrégeno en productos

Se determind la composicion del micelio y productos de acuerdo a las

técnicas mencionadas a continuacion.

Determinacion de carbohidratos totales

Se utilizé el método de Dubois et al. (1956), para determinar carbohidratos

totales tanto en biomasa como en productos extraidos.

Determinacién de cenizas

Las cenizas en biomasa se determinaron por el método No. 942.05 de la
AOAC (2000).

Determinacion de nitrégeno y proteina

Para la determinacion de nitrdgeno en biomasa y productos se empledé el
método No. 990.03 de la AOAC (1990), utilizando un equipo de combustion
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Leco FP-528. Se utilizé el factor de conversion de N x 4.38 para la

determinacién de proteina en biomasa (Chang y Miles, 2004).

Determinacion de grasa cruda

La grasa de la biomasa se determiné siguiendo el método No. 7.060 de la
AOAC (1990).

Caracterizacion de lentinan

Se realiz6 una caracterizaciéon de los productos obtenidos con el fin de

identificar y caracterizar lentinan.

Analisis de composicion de monémeros

Se determiné la composicion de los monosacaridos presentes en las
muestras extraidas del micelio de L. edodes, mediante una hidrolisis con
acido trifluoroacético 4N a 120°C por 6 h, seguido de la evaporacion del
acido y posteriores lavados de residuos. El hidrolizado se analiz6 mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC). EI cromatdgrafo es un equipo
Varian Pro Star (Modelo 210), equipado con un detector de indice de
refraccion (Varian 356-LC) y una columna Varian Hi-Plex (PLHI-PLEXH, 300
X 7.7 mm). La fase movil utilizada fue H,O con H,SO,4 0.05 mM, el flujo se
ajusté a 0.5 mL/min y la temperatura de inyeccion fue de 65°C. Se utilizaron
estdndares de glucosa, arabinosa, galactosa, xilosa, manosa, ribosa y

ramnosa para identificar los monosacaridos presentes en las muestras.

Identificacion de lentinan (FT-IR)

Se obtuvieron espectros con el modo de transmision utilizando un
espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier, mediante el analisis
de la muestra en una pastilla con KBr. La pastillas se elaboraron en una

prensa a 6000 psi.
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Disefos experimentales y andlisis estadistico

En la etapa de obtencion de los extractos de madera de vid se realizo
estadistica descriptiva. En la etapa de la evaluacién de los extractos de
madera de vid se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via a un
nivel de p<0.05, en donde la variable de agrupacion fue los tratamientos y la
variable de respuesta la biomasa producida. Para la etapa de seleccion de la
cepa y medio de cultivo base se realiz6 un ANOVA a un nivel de p<0.05, en
un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 X 4. Los niveles del
factor A fueron las cepas (IE-105 e IE-245), mientras que los niveles del
factor B fueron los cuatro medios de cultivo base (GP, Lomberh et al., 2002 y
las dos modificaciones del medio reportado por Kirk et al., 1976), en esta
etapa se realizaron 5 repeticiones por tratamiento. En la fase de cinética de
crecimiento se realiz6 un ANOVA a un nivel de p<0.05, en un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 7 X 3, en donde los niveles del
factor A son los dias de cosecha y los niveles del factor B son los

tratamientos.

Para la composicién proximal se realizé un ANOVA de una via, donde
la variable de agrupacion fueron los tratamientos y las variables de
respuesta los valores de cenizas, grasa cruda, proteina y carbohidratos
totales. En la etapa de determinacion de lentinan se realizé6 un ANOVA de
una via a un nivel de p<0.05, en donde las variables de respuesta fueron el
rendimiento del extracto, el rendimiento polisacaridico del extracto, la pureza
y la cantidad de nitrdgeno. La variable de agrupacion fueron los tratamientos.
Cuando se encontraron diferencias en los analisis de varianza, se realizaron
pruebas de comparacion de medias de acuerdo con Tukey-Kramer a un nivel
de p<0.05. En todos los analisis se utilizé el paquete estadistico NCSS
(Hintze, 2007).

27



RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos de madera de vid

Rendimiento

Los extractos de madera de vid realizados con solventes de distinta
polaridad tuvieron los siguientes rendimientos: Tolueno (ET): 0.88 = 0.34%,
cloroformo (EC): 0.40 £ 0.23%, etanol (EE): 2.22 + 0.84%, agua (EA): 3.58 *
1.20%. Resultados similares fueron reportados por Harris-Valle et al. (2007),
utilizando los mismos solventes y la madera de vid como materia prima. Lo
anterior indica que los componentes de la madera de vid son constantes aun

en distintos lotes.

Fenoles y flavonoides totales

En la Tabla 2 se muestran los valores de fenoles y flavonoides totales de los
extractos de madera de vid. Se puede observar que el EA exhibe el valor
mas alto tanto de fenoles como de flavonoides totales (2801.86 mgEAG/100
g p.s. y 1347.67 mgeEC/100 g p.s. respectivamente). El EE presentd el
segundo valor mas alto de fenoles totales de 861.88 mgEAG/100 g p.s. El
ET exhibié el valor mas bajo de fenoles totales de 742.67 mgEAG/100 g p.s.,
no obstante presentd el segundo valor mas alto de flavonoides totales
(727.47 mgEC/100 g p.S.).
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Tabla 2. Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos.
Los valores son los promedios * desviacion estandar de tres
repeticiones.*Fenoles totales expresados como mg equivalentes de
acido galico/100g de extracto en peso seco (p.s.). ** Flavonoides
totales expresados como mg equivalentes de catequina/100g de
extracto p.s.

Fenoles totales Flavonoides totales
Extracto
(mgEAG/100 g)* (mgEC/100 g)**
EA 2801.86 + 70.77 1347.67 + 23.43
EE 861.88 +101.21 72.61 + 3.39
EC 813.18 + 83.35 79.18 £ 9.26
ET 742.67 +97.27 727.47 + 7453

Potenciacion de biomasa (evaluando los extractos)

La Tabla 3 muestra la produccién de biomasa de L. edodes mediante la
aplicaciéon al medio de cultivo con distintas combinaciones de los extractos
de madera de vid (concentraciones no mostradas). El tratamiento control
(GP: glucosa-peptona) produjo la menor cantidad de biomasa (4.5 g/L
reportado en peso seco). Mediante la suplementacion al medio de cultivo
con combinaciones de los cuatro extractos (tratamientos con cédigo Y) de
madera de vid, se logré producir hasta 11.8 g/L de micelio; mientras que la
suplementacién con combinaciones de los extractos polares (acuoso y
etandlico; tratamientos con codigo Z), produjo hasta 9.5 g/L de biomasa.
Ambos resultados superan los reportados por Harris-Valle et al. (2007),
quienes obtuvieron una produccion de ca. 7 g/L mediante la suplementacién
con una combinacién de los cuatro extractos, utilizando el mismo medio de
cultivo base (GP). Existen reportes de la potenciacion de biomasa de
distintos basidiomicetos incluyendo L. edodes, mediante la aplicacion con
extractos polares de tallos de maiz al medio de cultivo (Beltran-Garcia et al.,
2001), lo cual indica que moléculas polares de distintas fuentes vegetales

tienen un efecto positivo en el desarrollo de algunos basidiomicetos.
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Los autores citados anteriormente sugieren que en extractos polares
de tallos de maiz, los compuestos que potencian la produccion de biomasa
de basidiomicetos son flavonoides y fendlicos. Mientras que Reverberi et al.
(2004) mencionan que ademas de los compuestos fendlicos, compuestos
lipidicos pueden potenciar la produccion de biomasa en algunos
basidiomicetos, incluyendo L. edodes. Por otro lado, Harris-Valle et al.
(2007) reportan que mediante la suplementacion al medio GP con extractos
lipofilicos de madera de vid (cloroférmico y toluénico), la produccion de
biomasa se inhibe. Ademéas en dicho estudio se observa que mediante la
suplementacién con extractos polares al medio GP se incrementa la
produccion de biomasa. La informacion disponible sugiere que este
incremento de produccion de biomasa no es influenciada Unicamente por la
polaridad de los compuestos, sino por la moléculas que estan presentes en
dichos extractos. Los extractos polares (acuoso y etandlico) de madera de
vid son ricos en compuestos fendlicos. Una suplementacion con dichos
extractos al medio de cultivo incrementa la produccién de biomasa (hasta el
doble con respecto al control sin suplementar utilizando el medio GP) de L.
edodes, sin la necesidad de suplementar con los extractos de menor
polaridad. Lo mencionado anteriormente es importante desde el punto de

vista costo-beneficio.

Estos resultados proporcionaron la base para establecer dos
tratamientos a evaluar en las siguientes etapas Y4 (T1: suplementacion con
los cuatro extractos) y Z3 (T2: suplementacién con los extractos acuoso y
etandlico). El criterio de seleccion para las concentraciones de los extractos
se basé en la maxima produccion de biomasa de las concentraciones

aplicadas.
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Tabla 3. Efecto de los extractos de madera de vid sobre la produccién
de biomasa de L. edodes. Los valores son los promedios *
desviacion estandar de 3 repeticiones.

Cédigo de _

iratamientos EA EE EC ET Biomasa (g/L)*

Control G/P 0** 0 0 0 451+0.74
YO - - - - 8.21 +0.87
Y1 - - - - 8.99 + 0.49
Y2 - - - - 9.62+1.01
Y3 - - - - 9.51 +0.38
Y4 - - - - 11.8+0.85
Y5 - - - - 10.79 £ 0.61
Z1 - - 0 0 8.34+1.18
Z2 - - 0 0 8.16 + 0.54
Z3 - - 0 0 9.51+1.40
Z4 - - 0 0 9.00 + 0.48

* Biomasa expresada en base seca. ** Sin aplicacion de extracto.

Seleccion de la cepay medio de cultivo base

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos a partir de la interaccion
de dos cepas de L. edodes con 4 medios de cultivo base. La interaccion
Kirk1-IE105 no generd crecimiento, mientras que las interacciones con
mayor produccién fueron Lomberh-IE245 y GP-IE105, con 8.79 y 5.67 g/L
respectivamente. Estos resultados son similares a los reportados por Turlo et
al. (2008), quienes logran producir hasta 10 g/L de biomasa de shiitake
utilizando un medio de cultivo complejo. EI medio de Lomberh es rico en
nutrientes y con diversos componentes (Lomberh et al.,, 2002), lo que
favorece el desarrollo de shiitake. Ademas Gaitan-Hernandez et al. (2006)
reportan rendimientos altos utilizando madera de vid en sélido con la cepa
IE245. La interaccion Lomberh-IE245 resultdé significativamente (p<0.05)
mas productiva que las demas y se decidid tomarla como Control para la

siguiente etapa.
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Tabla 4. Interaccion entre dos cepas de L. edodes y cuatro medios de
cultivo base. Los valores son los promedios + desviacion estandar
de 5 repeticiones. *Biomasa reportada en base seca.

Cepa Medio Biomasa (g/L)*
IE245 Lomberh 8.79 + 0.86%**
IE105 GP 5.67 + 0.34°
IE105 Lomberh 5.53 + 0.52"
|E245 GP 5.27 + 0.35°
IE105 Kirk2 3.90 + 0.58°
|E245 Kirk2 3.73+0.49°
|E245 Kirk1 2.87 £0.43°
IE105 Kirk1 e

** Diferentes literales indican diferencias (p<0.05).
*** Sin produccion de biomasa.

Cinética de crecimiento

En las Figuras 5, 6 y 7 se muestran las curvas de las cinéticas de
crecimiento ajustadas al modelo logistico utilizado para los dos tratamientos
formulados y su control. Los datos experimentales indican que al dia 18, T1
y T2 fueron diferentes (p<0.05) al Control, registrando ca. 11.5 g/L de
biomasa, valor cercano al maximo registrado al final del cultivo, esto puede
deberse a la alta biodisponibilidad de compuestos susceptibles a oxidacion,
presentes en los extractos de madera de vid (Cabrera-Ruiz, 2010). Al final
de la fermentacion no se observaron diferencias (p>0.05) en biomasa entre
tratamientos, no obstante mediante la suplementacién con los extractos de
madera de vid al medio de cultivo, la produccién de L. edodes se acelera. Al
dia 15 de la fermentacién, T1 y T2 alcanzan la biomasa que el Control
produce al dia 21 de cultivo. Lo anterior es relevante en procesos
industriales, ya que al acortar el tiempo de la fermentacion se reducen los

costos de operacion.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de L. edodes (Control).
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Figura 6. Cinética de crecimiento de L. edodes (T1).
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Figura 7. Cinética de crecimiento de L. edodes (T2).

En la Tabla 5 se exhiben los parametros de la cinética de crecimiento. Se
puede observar que T2 presenté un mayor valor de Xy (16.5 g/L), seguido
de T1 y finalmente el Control. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Tomati et al. (2004), quienes reportan una produccién de ca. 12.5 g/L de
biomasa suplementando un medio de cultivo con aguas residuales del
procesamiento de la aceituna. Es conocido que este residuo es rico en
compuestos fendlicos al igual que los extractos polares de madera de vid, lo
que puede explicar los altos rendimientos en biomasa. Los resultados
obtenidos en este estudio superan los reportados por Feng et al. (2010),
quienes logran producir hasta 6.9 g/L de micelio en forma de pelety ca. 9 g/L
en su forma filamentosa, mediante una optimizacion del medio de cultivo. El
rendimiento (Y) se comporté de la misma manera que Xy, ya que es la
relacion entre la biomasa maxima predicha por el modelo y la cantidad de
sustrato utilizado (fuente de carbono). Las pyen T1y T2 fueron mas de dos
veces mayores al Control. En el caso del Control, el tiempo de duplicacion

de la biomasa (Td) es de 13.3 dias, mientras que en T1y T2 este se reduce
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a menos de la mitad. El Control present6 la R? mas baja (0.86), mientras
que T2 presenté la R? mas alta (0.94). Lo anterior indica que el modelo

logistico utilizado explica mejor el comportamiento de T1y T2.

Tabla 5. Parametros de la cinética de crecimiento del Control, T1y T2.

Tratamientos Xy (g/L) Y (x/s) Hu (dias™)  Td (Ln2/ py) R?
Control 10.748 0.268 0.052 13.3 0.86

T1 14.052 0.351 0.146 4.7 0.89

T2 16.578 0.414 0.133 5.2 0.94

Xwu: Biomasa maxima; Y: Rendimiento (biomasa/sustrato); Td: Tiempo de
duplicacién de biomasa puy: Velocidad especifica maxima de crecimiento.

Composiciéon proximal de biomasa

En la Tabla 6 se muestra la composicion proximal de la biomasa de los
tratamientos Control, T1 y T2. Los porcentajes de cenizas fueron similares
entre los tratamientos y sin diferencias significativas (p>0.05). El tratamiento
con el valor mas bajo de grasa fue el Control (6.3%), mientras que el T1
presento el valor mas alto (8.7%). T1 se formulé con una combinacion de los
4 extractos de madera de vid, dos de los cuales son lipofilicos (cloroférmico
y toluénico), lo cual puede explicar un mayor porcentaje de grasa cruda en
biomasa. Los valores mencionados anteriormente superan a los reportados
para cuerpo fructifero, los cuales oscilan de 2-5% (Gaitan-Hernandez et al.,
2006; Stamets, 2000). El valor de proteina mas alto lo present6 T2,
mostrando diferencias (p<0.05) con el Control, el cual exhibié el valor mas
bajo. Lo anterior puede deberse a la presencia de aminoacidos libres o
proteinas en los extractos de madera de vid. El contenido de carbohidratos
totales registrados en este estudio oscilé entre 64-70%. Se han reportado
60.9% de carbohidratos totales en micelio de L. edodes (Ruiz-Esparza,
2005), mientras que para cuerpo fructifero de 55-85% (Gaitan-Hernandez et
al., 2006; Stamets, 2000).
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Tabla 6. Composicion proximal de biomasa de tratamientos Control, T1
y T2. Los valores son los promedios + desviacion estandar de tres
repeticiones (expresados en base seca). * N X 4.38 (Chang y

Miles, 2004).
_ _ Grasa Carbohidratos
Tratamientos Cenizas (%) Proteina (%)*
Cruda (%) Totales (%)
Control 431+0.128* 6.31+0.735° 18.62+0.748" 70.61 +0.289°
T1 410+ 0.086*° 8.73+0.887° 22.66+1.728° 64.49 +2.094°
T2 4.15+0.030° 7.67 +1.148*" 23.38+0.911* 64.77 +2.397"

Distinta literal en la misma columna indica diferencias significativas.

La informacion obtenida en esta parte de la investigacion es de gran valor,
ya que existen pocos datos que describen la composicion proximal del
micelio de shiitake en cultivo sumergido. En estudios recientes se ha
propuesto un proceso biotecnologico en el que se obtiene micelio de L.
edodes enriquecido en vitamina Bi,, en dicha investigacion se sugiere que
este producto puede ser consumido por personas con deficiencias en la
ingesta de esta vitamina (Turlo et al., 2008). En términos generales se
conoce que L. edodes es rico en proteinas y carbohidratos, ademas es bajo
en grasa (Chang y Miles, 2004), no obstante es necesario resaltar que existe
un vacio de informacion al respecto. L. edodes es el segundo hongo
comestible cultivado a nivel mundial, ademas el micelio de este hongo es

consumido como suplemento alimenticio (Wasser, 2005).

Color y morfologia

Con la aplicacion de los extractos de madera de vid, el medio de cultivo se
tornd turbio y conforme transcurrié el tiempo de la fermentacion el medio se
fue clarificando. En T1 y T2 la biomasa se desarrollé de color marron claro,
mientras que en el tratamiento control se observdo un micelio de color

blanquecino. Ya se ha reportado la clarificaciéon de un medio de cultivo rico
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en compuestos fenolicos mediante el cultivo de L. edodes. También se ha
observado el desarrollo de un micelio de color marrén claro, producto de la
incorporacion de estos fenoles en la biomasa (D’Anibale et al., 2004; Lakhtar
et al., 2010).

En los procesos de fermentacion la morfologia del micelio es un factor
importante. En la Figura 8 se muestra la morfologia y color del micelio
producido. El tratamiento control y T1 generaron una morfologia de
agregados pequefios y de forma esférica, mientras que T2 generd micelio
disperso y filamentoso. Feng et al. (2010) mencionan que en hongos
filamentosos, una morfologia de pequefos filamentos dispersos en el medio
de cultivo es lo mas deseable en procesos de produccion a gran escala, ya

gue este comportamiento origina un crecimiento similar al exponencial.

——— - ———
& .‘"‘L - R ' ¥ ﬂ
i

o

Figura 8. Morfologia y color del micelio producido. A: Control, B: Tly
C:. T2.

Obtencion y caracterizacion de lentinan

Rendimiento del extracto, carbohidratos totales y nitrégeno

Los resultados del rendimiento de la extraccion (RE), carbohidratos totales
(CT) y porcentaje de nitrégeno (N) en el extracto se presentan en la Tabla 7.
El rendimiento del extracto oscilé de 3.6-4.1%, sin diferencias significativas
(p>0.05) entre los grupos. Estos valores superan los reportados por Yap y
Ng (2001), quienes registran un rendimiento de 3.2% utilizando basidiomas

como materia prima. Ruiz-Esparza (2005) reporta rendimientos de 3.9% para
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cuerpo fructifero y 1% en micelio de L. edodes con el método de aislamiento
propuesto por Yap y Ng (2001), el mismo protocolo utilizado en este estudio.
Los valores de carbohidratos totales entre Control, T1 y T2 fueron similares
(87.4-90.6%) y sin diferencias significativas (p>0.05). Tanto el rendimiento
del extracto como los carbohidratos totales del mismo resultaron ser iguales
entre los tratamientos, lo cual indicaria que parte de la hipotesis no se
cumple. La falta de diferencias en el rendimiento de los extractos puede
deberse a la excesiva manipulacion realizada en los pasos de lavados con
etanol al momento de la obtencion de los mismos. Mientras que la falta de
diferencias en carbohidratos totales puede atribuirse a la fisiologia misma del
hongo, es decir, que produzca siempre la misma proporcion de polisacaridos
en esa fraccion extraida. Ademas de los pardmetros mencionados
anteriormente, la proporcion de glucosa en los extractos influye en la
hipotesis planteada, una discusion al respecto se incluye en el apartado de

rendimiento neto.

Existen reportes de 51-97% de carbohidratos totales en muestras de
lentinan obtenido mediante distintos métodos y con diferente fuente para su
obtencién (micelio y basidiomas) (Ruiz-Esparza, 2005). Con respecto al
porcentaje de nitrégeno, T1 y T2 exhibieron los valores mas altos (2.16 y
1.71% respectivamente). Existen autores que utilizan el mismo factor de
conversiéon empleado en cuerpo fructifero (N x 4.5 o 4.38) para calcular
proteina. En este estudio so6lo se report6 el porcentaje de nitrégeno, ya que
al momento de la extraccion la relacién de proteinas/quitina (moléculas con
nitrdgeno) que se obtienen de la matriz es incierta, y utilizar el mismo factor

de conversion es causa de controversia.

38



Tabla 7. Rendimiento, carbohidratos totales y nitrogeno de los
productos. Los valores son los promedios + la desviacion estandar
de 3 repeticiones.

Tratamientos RE (%) CT (%) N (%)
Control 3.65+0.55° 90.63+5.75% 0.97 +0.36°
Tl 3.60 £0.47% 88.14+4.69% 2.16+0.47°
T2 417 £0.78% 87.45+3.98% 1.71+0.40?°

Distinta literal en la misma columna expresa diferencias
significativas (p<0.05).

Los polisacaridos extraidos, al igual que el micelio de donde se obtuvieron
presentan diferencias de color (Figura 9). Los glucanos extraidos de Control
presentan una coloracién blanquecina, mientras que los obtenidos de T1 y
T2 una coloracion marron. Existen reportes de la obtencién de ligninas de
extractos acuosos de L. edodes (Kojima et al., 2010), ademéas de los
mencionados anteriormente, los cuales tratan de la incorporacién de
compuestos fendlicos a la biomasa. Esto puede explicar el comportamiento

de pigmentacion.

RS olth“ <\ Zr 2?

Figura 9. Coloracion del lentinan extraido. Control (derecha),
T1 (centro) y T2 (izquierda).
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Composicion de monémeros

En la Tabla 8 se exhibe la composicion de monémeros de los polisacaridos
obtenidos de Control, T1 y T2. El Control mostré una relacion molar cercana
a 1:1 (glucosa/xilosa), dicho grupo presentd el valor mas bajo de glucosa
(49%), significativamente menor (p<0.05) que T1 y T2, mismos que
exhibieron valores de 64.5 y 68% respectivamente. E| contenido de ribosa en
todos los grupos fue bajo (0.39-2.35%). Tomati et al. (2004), reportan a
lentinan y xilano en una fraccion del micelio de shiitake cultivado en medio
liquido suplementado con aguas residuales del procesamiento de la
aceituna. Lo cual indica que estas moléculas estdn estrechamente
relacionadas en la pared celular en micelio de este basidiomiceto. En la
Figura 10 se muestran los cromatogramas obtenidos de Control, T1y T2, en
los cuales se pueden apreciar claramente las tendencias mencionadas

anteriormente.

Tabla 8. Composicion de monémeros del lentinan extraido del Control,
Tl y T2. Los valores son los promedios + las desviaciones
estandar de tres repeticiones.

Tratamientos  Glucosa (%) Xilosa (%) Ribosa (%)
Control 49.04+7.27° 49.9+7.38° 1.17 £ 0.24°

Tl 64.57 + 1.41* 33.66 +0.79° 2.35+0.20%

T2 68.02 +0.40* 31.5+0.35° 0.39 £ 0.03°

Distinta literal en la misma columna indica diferencias significativas.

Las diferencias encontradas con respecto al contenido de glucosa en los
extractos, puede deberse a la induccion de la actividad de la GS. Reverberi
et al. (2004), reportan un incremento de hasta 4 veces en la actividad de
esta enzima mediante la suplementacion al medio de cultivo con OMW, y 7
veces mayor mediante una suplementaciéon con 7.5 mg/ml de un extracto
fendlico obtenido de las OMW, ademas observaron un aumento en la

actividad de catalasa y superoxido dismutasa. Anteriormente se mencioné
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que tanto las OMW como los extractos de madera de vid son ricos en
compuesto fendlicos, lo cual indica que el estrés oxidativo causado por éstos
y por su degradacion, activa el mecanismo del complejo enzimético GS. La
cantidad de fenoles totales adicionados en el presente estudio al medio de
cultivo en los tratamientos fue similar, no obstante pueden existir otros
componentes en los extractos que afecten la actividad de la GS, y de otras
enzimas como la quitina sintasa, lo cual puede afectar la cantidad de

glucanos durante la extraccion.
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lentinan extraido de Control, T1y T2.
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Rendimiento neto de lentinan

El rendimiento de recuperacion neto de los glucanos involucra el rendimiento
del extracto, los carbohidratos totales en el extracto y la cantidad de glucosa
de los mismos. En la Figura 11 se muestra el rendimiento neto de glucanos
extraidos del Control, T1 y T2. Se observa que T2 registro el valor mas alto
(2.47%), exhibiendo diferencias con el Control (1.59%), mientras que T1 fue
igual (p>0.05) a los demés (2.04%). El rendimiento neto de glucanos se
calculo de la siguiente manera: Si el rendimiento de uno de los extractos
(RE) fue de 3.65%, los carbohidratos totales (CT) del mismo fue de 88.4% y
el contenido de glucosa de 54.9%; entonces se multiplica 3.65 x 0.884 x
0.549= 1.77% de glucanos netos. Se realizo este ejercicio debido a la gran
manipulacion al momento de realizar la extraccion, tal como se menciona en
el apartado de rendimiento del extracto, carbohidratos totales y nitrdgeno.
Es importante sefialar que parte de lo que se detecté como glucosa puede
tratarse de glucosas o N-acetil-glucosamina libres. Es necesario realizar
caracterizaciones mas completas para asegurarse de que las glucosas

detectadas solo pertenecen a lentinan.
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Figura 11. Rendimiento neto de lentinan de Control, T1y T2.
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Identificaciéon de lentinan (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier es una técnica
sencilla y rapida que permite la identificacion de moléculas. En la Figura 12
se muestran los espectros de infrarrojo del Control, T1 y T2. En los
espectros pueden apreciarse bandas comunes a todos los polisacaridos. La
banda a ca. 3400 cm™ corresponde a la vibracién del enlace O-H, mientras
que la banda ubicada ca. 2900 cm™ es la que originan los grupos C-H. A
1655 cm™ se localiza la banda correspondiente a la amida | (Argiielles et al.,
2004), lo cual indica que en Control, asi como en T1 y T2 existe quitina o
proteina residual. Es conocido que la quitina forma un complejo estable con
los glucanos (Latgé y Calderone, 2006), por lo cual es comprensible que en
la extraccion se obtengan cantidades bajas de quitina. EI método de
aislamiento utilizado en el presente estudio para la obtencién de lentinan
(Yap y Ng, 2001), emplea un paso en el cual se conserva una fraccion
soluble en agua para la extraccion del glucano, por lo tanto la cantidad de
quitina que se extrae con este debe ser minima. En los tres espectros existe
una banda ubicada a ca. 1540 cm™, en T1 y T2 dicha banda se vuelve més
evidente. Esta banda esta asociada con la amida Il, lo cual también puede
ser evidencia de la presencia de quitina o proteina en esos tratamientos. Lo
anterior es congruente con los resultados obtenidos de nitrdgeno en los

productos, ya que T1y T2 muestran los valores mas altos.

Es necesario mencionar que entre los 1000-1550 cm™, se visualizan
varias bandas de las cuales las localizadas en ca. 1080 y 1020 cm™ son
asignadas a estiramientos C-O y deformaciones C-H del anillo de piranosa
(Ruiz-Esparza, 2005). En la regién de ca. 1240 cm™ se observa una banda
en Tl y T2, siendo menos evidente en Control. En los tres tratamientos es
notable una banda localizada a ca. 930 cm™, también se puede observar la
presencia de una banda a ca. 890 cm™, la cual es mas notoria en Control.
Bandas en esa region se han asignado a C1-H del anillo de piranosa. Es
importante mencionar que la banda a 890 cm™ es caracteristica de B-D-

glucanos (lentinan) (Wang y Zhang, 2009).
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Figura 12. Espectros de infrarrojo en modo de transmision del
lentinan extraido de Control, T1y T2.
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CONCLUSIONES

La suplementacion con extractos de madera de vid utilizando el medio GP
incrementd significativamente (p<0.05) (ca. el doble con respecto al control)
la produccion de biomasa en la cepa IE105 de L. edodes. Ademas, una
suplementacion con extractos de madera de vid utilizando tanto el medio de
Lomberh como el medio GP produjo una cantidad de biomasa alta, aun

suplementando sdlo con los extractos polares (acuoso y etandlico).

La suplementacion con los extractos permiti6 una cinética de
crecimiento predecible por el modelo logistico, lo cual es importante para la

produccion de shiitake a escala industrial.

Con la suplementaciéon de los extractos al medio de cultivo, se
obtienen extracciones con mayor cantidad de glucosa, lo cual puede ser
indicador de la potenciacion de la actividad del complejo enzimético B-

glucano sintasa.
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PERSPECTIVAS

Este estudio aborda dos grandes retos a vencer con respecto al cultivo
sumergido de L. edodes, por un lado el incremento de produccion de
biomasa y por otro la produccion de lentinan. Para futuros estudios en esta
misma linea de investigacion se recomienda trabajar con las enzimas que
conforman el complejo GS. Asi como la expresion de genes relacionados
con el estrés oxidativo y el gen FKS (gen que codifica para la sub unidad
catalitica del complejo GS), para tener un panorama mas amplio y responder
preguntas a profundidad, con respecto a los extractos de madera de vid.
También se recomienda realizar pruebas de capacidad antioxidante tanto del
micelio como de los polisacéaridos extraidos, sobre todo de los tratamientos
Tl y T2, los cuales parecen ser ricos en compuestos fendlicos. Asimismo
realizar un estudio acerca de la bioactividad de los compuestos excretados

al medio de cultivo.
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APENDICE

Apéndice 1. Preparacion de medios de cultivo

Medio GP

10 g/L de peptonay 40 g/L de glucosa.

Medio de Kirk 1

2 g/L de KH,PO,4, 0.5 g/L de MgSO,4-7H,0, 0.1 g/L de CaCl,, 2 g/L de
NH4NO3 y 40 g/L de carboximetilcelulosa (CMC).

Medio de Kirk 2

Los mismos componentes y las mismas concentraciones que en Kirk 1,
exceptuando la fuente de carbono (CMC) la cual fue sustituida por glicerol
(40 g/L)

Medio de Lomberh

40 g/L de glucosa, 3 g/L de (NH4)2SO4, 0.5 g/L de MgSO,4-7H,0, 1 g/L de
KH2PO4, 1 g/L de K;HPOy4, 2 g/L de peptona, 2 g/L de extracto de levadura y
10 mL de solucion traza, la cual se prepara con: 0.4 g/L MnCl,-4H,0, 0.2 g/L
de ZnCl,, 0.8 g/L de FeCl3-6H,0 y 0.1 g/L de CuSQO,4-5H,0.
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