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1. RESUMEN

Existe una constante necesidad por encontrar nuevos farmacos con propiedades antibidticas,
debido a la resistencia que presentan algunos patéogenos a los medicamentos tradicionales. Por
otra parte, se sabe que los hongos comestibles cultivables son altamente valorados por sus
caracteristicas nutritivas y a algunos se les atribuyen propiedades medicinales. Se estudié la
produccién de metabolitos antibacterianos y antifingicos desde micelios y cultivos liquidos de
ocho cepas fungicas de hongos comestibles (Agrocybe aegerita; Fistulina hepatica;, Hericium
erinaceus; Hypsizygus marmoreus; Pholiota nameko,; Stropharia rugoso-annulata; Tremella
fuciformis y Volvariella volvacea). Cada cepa fue sembrada individualmente en placas Petri que
contenian agar extracto malta al 2 % e incubadas por 10 dias a 23 °C, luego de su crecimiento
fueron cultivadas en botellas previamente estériles que contenian cada una de ellas malta al 1 %,
las botellas sembradas se incubaron en agitacién constante a 1500 r.p.m. por 15 dias a 15 £ 2 °C.
Finalizado lo anterior se procedi6 a separar el micelio del cultivo liquido y posteriormente se les
determiné mediante halos de inhibicién su capacidad antibacteriana sobre tapices de Bacillus
subtilis, Escherichia coli, y Staphylococcus aureus, y su capacidad antifingica sobre tapices de
Candida albicans. De acuerdo a los resultados se seleccionarian aquellas cepas que presentaran
una buena inhibicién y se les determinaria in vitro la concentracién inhibitoria minima (CIM),
concentracion letal media (CLM) y concentracion letal (CL). Se determiné que alicuotas (10, 50
y 100 pL) del cultivo liquido de la cepa Hericium erinaceus produjeron halos de inhibicién en

tapices de la cepa control B. subtilis.



1.1 SUMMARY

There is a constant need to find new drugs with antibiotic properties due to resistance of some
pathogens to traditional medicines. Otherwise, it is known that the cultivable edible mushrooms
are highly valued because of their nutritional characteristics. In fact, medicinal properties are
attributed to some species. In this study the production of antibacterial or antifungal metabolites
from mycelia and liquid-culture of eight strains of edible mushrooms (Agrocybe aegarita;
Fistulina hepatica; Hericium erinaceus; Hypsizygus marmoreus; Pholiota nameko; Stropharia
rugoso-annulata; Tremella fuciformis and Volvariella volvacea) was studied. Each strain was
grown in Petri dishes containing malt extract agar 2% and incubated for 10 days at 23 °C. After
growing, the strains were cultivated in flasks with broth malt 1%. The sown flasks were then
incubated in agitation at 1500 r.p.m, for 15 days at

15 = 2° C and the mycelium was separated from the liquid-culture. For both, the mycelium and
the liquid- culture antibacterial capability was evaluated by measuring inhibition halos over
cultivated of microorganism Bacillus subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
Antifungal capability was measured over cultivated microorganism Candida albicans. According
with those potential results, those strains presenting a good antibacterial or antifungical capability
would be selected for determinations in vitro of minimum inhibitory concentration (MIC), lethal
media concentration (MLC) and lethal concentration (CL) . The results indicated that aliquots (
10, 50 and 100 pL) from liquid-culture of Hericium erinaceus produced inhibition halos in the

cultivated control strain of Bacillus subtilis.



2. INTRODUCCION

Existen alrededor de un centenar de especies de hongos saproéfitos que pueden ser cultivados. En
los mercados comerciales predominan las especies Agaricus bisporus, Lentinula edodes y
Pleurotus spp., estos representan mas o menos el 75% de las especies cultivadas en el mundo.
Las especies mayormente cultivadas crecen en una amplia variedad de sustratos orgédnicos, hubo
un gran incremento en la produccién en los dltimos diez afios del siglo XX, sobre todo como
resultado del aumento de la productividad en China (Chang, 1999). Por otra parte, en el Proyecto
FONDEF DO5110196, se estd desarrollando tecnologias para el cultivo de Agrocybe aegerita;
Fistulina hepatica;, Hericium erinaceus; Hypsizygus marmoreus, Pholiota nameko; Stropharia
rugoso-annulata; Tremella fuciformis y Volvariella volvacea (Fig. 1.) en sustratos agroforestales
producidos a nivel local, so6lo de algunos de estos hongos se sabe que poseen metabolitos de

interés farmacoldgico (Tabla 1).

La gran cantidad de Basidiomycetes que existen en la naturaleza y que constituyen potenciales
fuentes naturales de componentes bioactivos ha motivado en las tltimas décadas del siglo XX el
interés en estudiar estos microorganismos. Es conocido que ciertos componentes
macromoleculares aislados de hongos superiores (Tabla 1), tales como polisacaridos, acidos
nucleicos, etc., poseen actividad antitumoral (Mizuno et al, 1986).

Los hongos son conocidos por su importante produccién antibidtica, sin embargo antibiéticos
presentes en cuerpos fructiferos han sido poco estudiados y documentados (Suay, et al 2000). De
acuerdo a Florey et al (1949), los primeros trabajos que emplearon Basidiomycetes para

determinar si poseian agentes terapéuticos fueron realizados por Anchel, Hervey y Wilkins en



1941, ellos examinaron extractos de cuerpos fructiferos y cultivos miceliales de mas de 2000
especies de hongos, detectando diversas actividades antibidticas y cuyos resultados conllevaron
al aislamiento e identificacién del pleuromutilin, compuesto utilizado para el tratamiento de las

enfermedades producidas por micoplasmas en el ganado vacuno.

En los hongos Basidiomycetes los componentes activos son mayoritariamente policetonas,
compuestos fendlicos, purinas, pirimidinas, quinonas y terpenoides (Delmas, 1989). Hoy en dia,
es posible el control de ciertas enfermedades infecciosas que por décadas han provocado serios
perjuicios en la salud de la poblacién, gracias al conocimiento integrado de los procesos
infecciosos, por la mejora de las practicas sanitarias y por el descubrimiento y uso de agentes
antimicrobianos.

En la dltima década del siglo XX y debido al uso indiscriminado de los antibidticos, se han
obtenido cepas de microorganismos resistentes a las terapias tradicionales. Esto ha llevado a
sintetizar nuevos y mds efectivos agentes antimicrobianos, con el fin de ser aplicados en terapias
que van en post de la salud de la poblacién humana. Si bien es cierto, la sintesis de antibidticos es
una de las préacticas mas comunes, la busqueda de compuestos sintetizados a partir del

metabolismo microbiano continda siendo la fuente principal (Leiva et al, 2004).

Se ha informado hasta ahora de cerca de 50.000 productos naturales provenientes de
microorganismos, de los cuales mds de 10.000 son biolégicamente activos y més de 8.000 son
agentes antibidticos y antitumorales (Leiva et al, 2004). Por otra parte, hay muchas personas que
optan por incluir en su dieta alimentos naturales, no sélo por su bajo costo y accesibilidad, sino,

por que mucho de ellos son bajos en grasas y presentan un valor nutricional importante. Por eso,



sin duda la importancia de algunos de ellos radica en que se han encontrado diversos principios
activos, los cuales han sido utilizados en terapias alternativas para curar diversas enfermedades
(tratamiento de la diabetes, hipertension, antitumoral, antiinflamatorio, etc.), (Guzman, 2000).

En la actualidad se dispone de muchos agentes antibacterianos distintos, ya sean de origen natural
o sintéticos, que se pueden clasificar en grupos, por ejemplo, basdndose en el punto de accién en
la célula bacteriana y en la estructura quimica, se encuentran: los inhibidores de la sintesis de la
pared celular (betalactdmicos y glucopéptidos), los inhibidores de la sintesis de proteinas
(aminoglicésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos, y lincosaminas), los inhibidores de la
sintesis de dcidos nucleicos (sulfamidas, trimetropim, quinolonas y rifamicinas) entre otros
(Flérez,1997).

Los agentes antimicoticos al contrario son muy limitados y se clasifican de la misma forma que
los antibacterianos, entre ellos se encuentran: inhibidores de la sintesis de la pared celular
(azoles), inhibidores de la funcién de la membrana celular (polienos), inhibidores de la sintesis de
acidos nucleicos (pirimidinas y benzofuranos), (Mims et al., 1999).

Un problema que se presenta con bacterias y hongos patdgenos, es que son capaces de desarrollar
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, siendo la causa mas significativa de aparicion y
reactivacion de enfermedades infecciosas. Segin Walsh (2003), el desarrollo cronoldgico del
significado de la resistencia en clinica es multifactorial, depende de factores tales como: cantidad
de antibidtico usado en la terapia, la frecuencia en que los niveles sub-terapéuticos de antibidticos
son seleccionados por organismos resistentes. De este modo hay una necesidad de encontrar
nuevos antibidticos para el tratamiento de patdgenos resistentes a mualtiples drogas, que
frecuentemente se encuentran ubicados tanto en hospitales como en la comunidad (Sutcliffe,

2005).



Todo esto ha puesto de manifiesto la preocupacién por el uso apropiado de los antibidticos y la
necesidad de contar con nuevos farmacos, por lo que la industria farmacéutica ha retomado el
interés por la investigaciéon de antimicrobianos, donde las estrategias a seguir consisten en la

modificacién de antibidticos ya conocidos, (Garcia et al, 2003).

Los Basidiomycetes y hongos miceliales en general presentan potencialidades de biosintesis més
interesantes y numerosas, por lo que resulta conveniente profundizar en el cultivo y manejo de
estos microorganismos, con el fin de identificar metabolitos nuevos y ttiles para el humano. Es
por esta razén que actualmente son objeto de un renovado interés. Si bien se requieren grandes
esfuerzos para obtener farmacos a partir de fuentes naturales, es coherente buscar nuevas

sustancias con actividad antimicrobiana a partir de moléculas de origen natural.



Figura 1. Basidiocarpos de: A = Agrocybe aegerita. B = Fistulina hepatica. C = Hericium
erinaceus. D = Hypsizygus marmoreus. E = Pholiota nameko. F = Stropharia rugoso-annulata. G

= Tremella fuciformis. H = Volvariella volvacea. Fuente: www.hongoschile.cl.




Tabla 1. Metabolitos de interés farmacoldgico presentes en hongos comestibles

Especie de hongo comestible

Propiedades medicinales

Agrocybe aegarita Antiftingico, antitumoral, hipocolesterolémico,
hepatoprotector.
Fistulina hepatica Antibacteriano.

Hericium erinaceus

Antitumoral, antibacteriano.

Hypsizygus marmoreus

Antitumoral, antioxidante.

Pholiota nameko

Antitumoral.

Stropharia rugoso-annulata

No determinado.

Tremella fuciformis

Antiinflamatorio, antitumoral, hipocolesterolémico,

hipoglicemiante, inmunomodulador, hepatoprotector.

Volvariella volvacea

Antitumoral, antiviral, antibacteriano,

hipocolesterolémico.

Fuente: Adaptado de Mattila (2000), Tsuge et al, (1999), Wasser y Weiss (1999).




En base a lo anterior se plantea la siguiente hipdtesis de trabajo

Al menos un caldo de cultivo o un tipo de micelio obtenido luego de cultivar ocho cepas flingicas

de Basidiomycetes comestibles, presenta actividad antibacteriana o antifingica.

Para aceptar o rechazar la hipdtesis se plantea los siguientes objetivos especificos.

1. Determinar la capacidad antibacteriana y antifiingica del caldo de cultivo y del micelio
obtenido de 8 cepas miceliales de hongos comestibles luego de ser cultivadas bajo

condiciones de laboratorio.

2. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) del caldo de cultivo y del micelio
obtenido de la mejor cepa fungica capaz de inhibir el desarrollo de cepas controles

bacterianas y fungicas.

3. Determinar la concentracién letal media (CLM) del caldo de cultivo y del micelio
obtenido de la mejor cepa fingica capaz de matar la mitad de la poblacién de cepas

controles bacterianos y flingicas.

4. Determinar la concentracién letal (CL) del caldo de cultivo y micelio obtenido de la mejor

cepa fungica capaz de matar la poblacién total de cepas controles bacterianas y fungicas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material Biolégico

Para el trabajo experimental se utilizaron 8 cepas flingicas detalladas a continuacion:

Agrocybe aegerita, Fistulina hepatica, Hericium erinaceus, Hypsizygus marmoreus, Pholiota
nameko, Stropharia rugoso-annulata, Tremella fuciformis, Volvariella volvacea adquiridas en
Mycelia, Bélgica.

Para determinar la actividad antibacteriana y antifingica in vitro, se utilizaron las siguientes
cepas control: Bacillus subtilis (ATCC 6639); Escherichia coli (ATCC 25922); Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y la cepa flingica Candida albicans (ATCC 90029), pertenecientes al

cepario del Instituto de Microbiologia de la Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

3.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en la fase experimental se presentan en orden alfabético y se sefalan
entre paréntesis la abreviatura utilizada en el texto: agar extracto de malta Merck al 2% (AEM
2%), agar peptona al 2% (AP 2%), agua destilada, agua destilada estéril, caldo malta al 1% (CM

1%), caldo peptona al 2% (CP 2%)

3.1.3 Equipos
Agitador orbital Shaker SO1, autoclave modelo Orsa, balanza analitica Sartorius 2462, cimara de

flujo laminar Class II A/B3 Biological Safety Cabinet, cdmara de frio Eurofrigo, cdmara de
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incubacion J. Kotterman, cocina a gas indugas, estufa de secado artesanal, pesa digital precisa

2200 C, Spectrofotémetro Ethican UV serie 500.

3.1.4 Otros

Aguja de siembra, alcohol de 90°, asa de siembra, botellas de vidrio de 250 mL, cinta adhesiva,
lapiz marcador, mechero bunsen, micropipeta de 100 uL, mortero de ceramica, papel filtro
Whatman’s N° 1, pipeta Pasteur, placas Petri de 9 cm. de didmetro, probeta de 500 mL Kymble,

regla, térulas estériles, tubos de ensayo, vasos precipitados de 500 y 1000 mL.

3.2 METODOS

3.2.1 Masificacion de cepas control

La masificacién de las cepas controles bacterianas y levadura se realizé como se indica: las cepas
bacterianas de, B. subtilis, E. coli, S. aureus se sembraron por cuadruplicado en tubos que
contenian AP 2 % y la levadura C. albicans en igual nimero de tubos, pero que contenian AEM
2 %. Con un asa de siembra estéril se extrajo de la placa cepario un indculo de la cepa respectiva
y se sembrd en cada tubo que contenia el agar correspondiente. Sembrados los tubos se incubaron
en el caso de las bacterias por 24 h a 37 °C y en el caso de la levadura por 48 h a 23 °C. Una vez
desarrollados los cultivos, los tubos se sellaron con parafilm y se mantuvieron en cimara fria a

4°C.
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3.2.2 Masificacion de cepas fiingicas ensayadas

Cada una de las 8 cepas fungicas a ensayar (ver anexo 1, Tabla N° 7) se masificaron
individualmente, para lo cual del tubo de cepario respectivo se extrajo con una aguja de siembra
un indculo de agar con micelio el cual se sembré por duplicado en placas petri que contenian 15
mL de AEM 2%, en el caso de Tremella fuciformis, se extrajo con un asa de siembra un pequefio
in6culo y se sembro por estrias en placas petri que igualmente contenian 15 mL de AEM 2%.

Las placas sembradas se incubaron por 10 dias a 23 °C.

3.2.3 Cultivo liquido de las 8 cepas fiingicas en estudio

Cada uno de los cultivos liquidos de las 8 cepas fuingicas, se realizaron individualmente como se
sefala a continuacién: con un sacabocado de 1,4 cm de didmetro se cortaron 3 circulos de agar
con micelio, estos circulos fueron depositados asépticamente (con un aguja de siembra) en
botellas de 250 mL (2 botellas por cada cepa) que contenian 100 mL de CM 1%. Las botellas
sembradas se depositaron en un agitador orbital a 1500 r.p.m por 15 dias a temperatura ambiente
(15 £20 °C) (Figura 2). Finalizado el periodo de incubacion, el contenido de cada botella fue
filtrado independientemente, usando papel filtro Wthaman’s N° 1. Los filtrados obtenidos se
recolectaron en botellas de 250 mL estériles, éstas fueron conservadas en camara fria a 4 °C. El
micelio recolectado fue pesado previamente para obtener el peso fresco y luego secado en estufa

a 60 °C por 48 horas hasta peso constante.
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Figura 2: Agitacion de las 8 cepas flingicas por 15 dias a 15 + 20 °C.

3.2.4 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifiingica de los cultivos liquidos de
cepas flngicas en ensayo

La actividad inhibitoria de los filtrados flingicos se determind sobre tapices de cultivos de las
cepas controles (B. subtilis. C. albicans, E. coliy S. aureus). Del cultivo respectivo de la cepa
control se extrajo con un asa de siembra estéril una pequefia cantidad de indculo y se deposité en
un tubo que contenia 3 mL de CP 2% para el caso de las bacterias y 3 mL. de CM 2% para la
levadura, luego el tubo conteniendo la suspension, se agité por 2 minutos en un vortex y a
continuacién con una térula se extrajo una pequefia cantidad de la suspensién y se sembré en
placas petri que contenian AP 2% (para las bacterias) y AEM 2% (para la levadura). Sembradas
las placas se incubaron por 15 minutos a 37 °C (en el caso de las bacterias) y a 23 °C (en el caso
de la levadura) y luego en forma estéril sobre el cultivo bacteriano o flingico respectivo se
inoculé con micropipeta alicuotas de 10, 50 y 100 pL del cultivo liquido fiingico en ensayo.
Luego las placas se mantuvieron cerradas a temperatura ambiente por 2 h y a continuacion se
incubaron por 24 h a 37 °C para las bacterias y a 23 °C para la levadura. Por cada bacteria y

levadura control ensayado se utilizaron 2 placas.
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Terminado el tiempo de incubacién se observé y midi6 el halo de inhibicion (si lo hay) y se

determiné que volumen de alicuota sembrado lo produjo.

3.2.5 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifiingica de los micelios obtenidos
Los micelios secos obtenidos como se sefial6 en el punto 3.2.3, fueron molidos en forma
independiente en un mortero. De cada macerado obtenido en forma separada se pesaron 3 g, que
fueron resuspendidos en 5 mL de agua destilada estéril (llevada previamente a bafio maria a 60 °C
por 1 h), la suspension fue agitada en vortex por 2 minutos y luego para determinar la actividad

antibacteriana y antifingica se procedié como se sefialé en el punto 3.2.4.

3.2.6 Determinacion in vitro de la concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion
letal media (CLM) y concentracion letal (CL) del cultivo liquido obtenido de la mejor cepa
faingica ensayada.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto 3.2.4, se decidi6 ensayar el filtrado liquido
obtenido de la cepa fungica Hericium erinaceus versus la cepa control B. subtilis (ATCC 6639).
Previo a determinar in vitro la concentracién inhibitoria minima (CIM), concentracién letal media
(CLM) y concentracion letal (CL), se realiz6 mediante diluciones seriadas, un recuento de la
bacteria B. subtilis (ATCC 6639), para ello desde un cultivo joven de la cepa se extrajeron 2
indculos con un asa de siembra previamente estéril y se depositaron en un tubo de ensayo que
contenia 9 mL de agua destilada estéril, la mezcla obtenida se agit6 hasta lograr su total
homogenizacién (dilucién 10"), desde este tubo se extrajo 1 mL y se deposité en otro tubo que
contenia 9 mL de agua destilada estéril ( dilucién 10%), este tubo se agitd y se repiti6 la

metodologia antes sefialada hasta obtener una dilucién de 10" De cada una de las diluciones se
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sembré 0,1 mL en forma individual y por triplicado en placas Petri que contenian AP 2%.
Sembradas las placas se incubaron por 24 h a 37 °C, pasado este periodo de incubacion se realiz
a ojo desnudo el recuento de las colonias. Finalmente los resultados se expresan como unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/mL).

Para determinar in vitro 1la CIM, CLM y CL, en primer lugar se realizaron las diluciones de la
cepa control (B. subtilis), como ya se menciond anteriormente, luego de forma independiente
alicuotas de 1 mL de la dilucién bacteriana fueron sembradas en tubos que contenian 5 mL de
CP 2% y se les adicion6 1 mL del filtrado fingico estudiado seleccionado a diferentes
concentraciones (0,25; 0,30; 0,40; 0,60; 0,85; 0,89; 0,90; 1,0 y 1,5 mg/mL). Una vez sembrados
los tubos se incubaron por 24 h a 37 °C, luego de cada tubo en forma individual y por triplicado
se extrajeron alicuotas de 0.1 mL, las cuales fueron sembradas en placas petri que contenian 15
mL de AP 2%. Las placas sembradas se incubaron por 24 h a 37 °C, luego de este periodo de

tiempo se realiz6 el recuento de las colonias.

3.2.7 Determinacion in vitro de la concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion
letal media (CLM) y concentracion letal (CL) del micelio obtenido posfiltrado de la mejor
cepa faingica ensayada

Para determinar in vitro la CIM, CLM y CL se utiliz6 la suspension obtenida en la metodologia
senalada en el punto 3.2.5 y luego se realiz6 de igual manera la metodologia utilizada en el punto

3.2.6.
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Curva de crecimiento de Bacillus subtilis ( ATCC 6639)

A) Andlisis poblacional por cambios de turbidez del cultivo: 100 mL de CP 2% estéril

B)

contenidos en un matraz se sembraron con una poblacién bacteriana inicial de 1,2 x 10°
UFC/mL (tiempo cero). El matraz se mantuvo en agitacion constante a 1500 r.p.m, por 24
h a temperatura ambiente (15 £ 20 °C) en un agitador orbital. Para realizar las mediciones
de absorbancia (A°), cada 30 minutos a partir del cultivo se extrajo en forma estéril
alicuotas de 1mL, que fueron depositadas en cubetas de vidrio leyéndose en un
espectrofotometro a 560 nm versus el blanco (CP 2%), los datos obtenidos A° versus

tiempo finalmente se graficaron.

Andlisis de crecimiento poblacional por recuento viable: cada 30 minutos se extrajo 1 mL
del cultivo indicado en “A” y se deposité en un tubo que contenia 9 mL de agua
destilada estéril, a partir de estos tubos se realizaron diluciones seriadas, de estas se
tomaron en forma independiente 0,1 mL y se sembraron por triplicado en placas Petri que
contenian 15 mL de AP 2%. Una vez sembradas las placas se incubaron por 24 h a 37 °C,
al término de este periodo se realiz6 el recuento de las colonias. Los resultados obtenidos

se expresaron como UFC/mL y luego se graficaron en funcién del tiempo.
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4. RESULTADOS

4.1 Masificacion de las cepas fiingicas ensayadas
En la Tabla 2, se muestran los promedios de los tamafios de las colonias obtenidas en agar
extracto malta (AEM 2%) luego de su incubacion por 10 dias a 23 °C para las cepas de hongos

comestibles ensayadas.

Tabla 2. Promedio del tamaio de las colonias en agar extracto malta al 2% de las ocho cepas de

hongos comestibles ensayadas.

Cepa fingica Diametro de la colonia(cm)
Agrocybe aegerita 9,0
Fistulina hepatica 4,5
Hericium erinaceus 4,0
Hypsizygus marmoreus 8,5
Pholiota nameko 6,0
Stropharia rugoso-annulata 5,8
Tremella fuciformis 6,2
Volvariella volvacea 8.6

En la Tabla 2, se observa que todas las cepas de hongos produjeron colonias en AEM al 2%. El
mayor didmetro promedio (9,0 cm) de las colonias se determiné para el hongo A. aegerita y el
menor didmetro promedio (4,0) de las colonias se determiné para el hongo H. erinaceus. En la

Figura 3, se muestran a modo de ejemplo las colonias de H. erinaceus (A) y de V. volvacea (B),
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ambas colonias estdn formadas por micelio de color blanquecino-cremoso y son de textura

lanosa-algodonosa a diferencias de las colonias de T. fuciformis, que por ser una levadura forma

colonias de textura mucosa, hialinas y de consistencia butirosa.

Figura 3. Colonias en agar extracto malta al 2 % de: A = Hericium erinaceus y B = Volvariella

volvacea.

4.2 Cultivo liquido de las 8 cepas fliingicas ensayadas
Terminado el tiempo de agitacién en caldo malta al 1% de las cepas flingicas ensayadas, y luego
de proceder como lo sefiala el punto 3.2.3, se determiné el P.F y P.S de los micelios de las 8

cepas flingicas en estudio y a continuacién la masa micelial final de cada cepa fingica estudiada.

4.2.1 Determinacion del peso fresco y seco de los micelios obtenidos de las 8 cepas fiingicas
en estudio cultivadas en caldo malta al 1%

En la Tabla 3, se indican los promedios de los P.F y P.S de los micelios flingicos, obtenidos luego

de filtrar los cultivos liquidos independientemente de las ocho cepas fingicas cultivadas en caldo

malta al 1%.
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Tabla 3. Promedios de pesos frescos y secos de las ocho cepas fiingicas cultivadas en caldo malta

al 1%.
Cepa fiingica Peso fresco (g) Peso seco (g) Masa micelial final (g)

Agrocybe aegerita * * *

Fistulina hepatica 8,14 3,57 0,04
Hericium erinaceus 8,67 3,01 0,05
Hypsizygus marmoreus * * *

Pholiota nameko 9,21 3,32 0,05
Stropharia rugoso-annulata 11, 26 4,17 0,07

Tremella fuciformis 11,89 3,09 0,08
Volvariella volvacea 8,23 3,18 0,05

* = Producto del incendio acontecido al edificio de la Facultad de Ciencias no se alcanzé a

determinar el peso fresco y seco de las cepas flingicas respectivas.

En la Tabla 3, se puede observar que el mayor P.F promedio (11,89 g) corresponde a la cepa
fingica T. fuciformis, y el menor (8,14 g.) a la cepa F. hepatica. Por su parte, el mayor P.S
promedio (4,17 g) se determiné para la cepa fungica S. rugoso-annulata y el menor (3,01 g) para

la cepa de H. erinaceus.

4.2.2 Determinacion de la masa micelial final de cada cepa fiingica ensayada.
Luego de obtener los P.F y P.S de las cepas fungicas estudiadas se procedi6 a determinar la
Masa micelial final (Mmf) de la siguiente manera:

Mmf = PF - PS / 100 mL caldo malta.
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Como se observa en la Tabla 3, la mayor Mmf (0,08 g), se determiné para el hongo T. fuciformis

y la menor Mmf (0,04 g) para F. hepatica.

4.3 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifiingica de los cultivos liquidos de
las cepas flingicas en ensayo

En la Tabla 4, se indica la presencia o ausencia de halo de inhibicién que se determind sobre

tapices bacterianos y fungicos de cepas controles, al depositar gotas (de distintos volimenes) de

los filtrados obtenidos de los cultivos fliingicos ensayados.

Tabla 4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de filtrados obtenidos de cultivos flingicos

sobre tapices de cepas control.

Cepa fiingica Presencia o ausencia de halo de inhibicion
A B C D
Agrocybe aegerita * o * *

Fistulina hepatica - - - -

Hericium erinaceus + - - -

Hypsizygus marmoreus * * * *

Pholiota nameko - - - _

Stropharia rugoso-annulata - - - -

Tremella fuciformis - - - _

Volvariella volvacea - - - _

A = Bacillus subtilis. B = Escherichia coli. C = Staphylococcus aureus. D = Candida albicans.

* = No determinado. + = Presencia de halo de inhibicidn. - = Ausencia de halo de inhibicion.
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En la Tabla 4, se observa que para A. aegerita y H. marmoreus no fueron determinados la
capacidad inhibitoria de los filtrados, esto se debi6 a que producto del incendio acontecido al
edificio de la Facultad de Ciencias los cultivos se calcinaron. Por su parte, independiente del
volumen de las alicuotas ensayadas (10; 50 y 100 uL) el tdnico filtrado que mostré capacidad
inhibitoria fue el obtenido a partir del cultivo de H. erinaceus sobre el tapiz de B. subtilis
(ATCC 6639). En la Figura 4, se muestran los halos de inhibicién formados por las alicuotas de

H. erinaceus sobre el tapiz de B. subtilis (ATCC 6639).

Figura 4. Halos de inhibicién producidos por alicuotas de 10 uL (A) y 50 uL (B) de filtrados
obtenidos desde el cultivo liquido de la cepa de Hericium erinaceus sobre el tapiz de la cepa

control de Bacillus subtilis (ATCC 6639).
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En la Figura 4 se puede observar que sobre el tapiz de B. subtilis se formaron halos de inhibicién,
cuyo tamafio vario con el volumen de las alicuotas ensayadas, siendo mayor el obtenido con la
alicuota de 50 uL (B).

En la Tabla 5, se indican los tamaiios de los halos producidos por las alicuotas de filtrados
obtenidos desde el cultivo liquido de la cepa de H. erinaceus sobre el tapiz de la cepa control de

B. subtilis (ATCC 6639).

Tabla 5. Tamafio del halo de inhibicion sobre tapices de Bacillus subtilis producido por alicuotas

de 10, 50 y 100 ul obtenidas del cultivo liquido de Hericium erinaceus.

Cepa fiingica Tamafio del halo (cm)
10 uL 50 uL 100 uLL
Hericium erinaceus 1,1x1,0 1,9x 1,2 23x1,7

Como se observa en la Tabla 5, a medida que se incrementa el volumen de la alicuota ensayada
mayor tamafio de halo se obtiene, asi con la alicuota de 100 uL se determind el mayor tamafio del

halo de inhibicién (2,3 x 1,7 cm).

4.4 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifiingica de los micelios obtenidos de
las cepas flingicas en ensayo

En la Tabla 6, se indica la presencia o ausencia de halo de inhibicién que se determind sobre
tapices bacterianos y flingicos de cepas controles al depositar gotas (de distintos volimenes) de

los macerados de los micelios obtenidos de los hongos ensayados.
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Tabla 6. Determinacién de la actividad antibacteriana y antiftingica de macerados de los micelios

obtenidos de hongos ensayados sobre tapices de cepas control.

Cepa fiingica Presencia o ausencia de halo de inhibicion
A B C D
Agrocybe aegerita * * * *

Fistulina hepatica - - - -

Hericium erinaceus * * * %

Hypsizygus marmoreus * * * *

Pholiota nameko - - _ _

Stropharia rugoso-annulata - - - -

Tremella fuciformis * * * *

Volvariella volvacea * * * *

A = Bacillus subtilis. B = Escherichia coli. C = Staphylococcus aureus. D = Candida albicans.

* = No determinado. + = Presencia de halo de inhibicidn. - = Ausencia de halo de inhibicion.

En la Tabla 6, se observa que para A. aegerita; H. erinaceus; H. marmoreus; T. fuciformis y V.
volvacea no se determiné la capacidad inhibitoria de los macerados de los micelios obtenidos,
esto se debid a que producto del incendio acontecido al edificio de la Facultad de Ciencias los
cultivos se calcinaron. Por su parte, independiente del volumen de las alicuotas ensayadas (10; 50
y 100 pL) de los macerados obtenidos, ninguno mostré capacidad inhibitoria para ninguna de las
cepas controles ensayadas. En la Figura 3, se muestran a modo de ejemplo un tapiz de B. subtilis
(ATCC 6639), que fue inoculado con alicuotas de 10 uL. (A) y 50 uL (B) del macerado obtenido

del micelio de P. nameko
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Figura 5: Alicuotas de 10 pL (A) y 50 pL (B) del macerado obtenido del micelio de Pholiota

nameko inoculadas sobre tapiz de la cepa control Bacillus subtilis (ATCC 6639).

Como se observa en la Fig. 5 independiente del volumen de la alicuota ensayada no hay

formacion de halo de inhibicidn.

4.5 Determinacion in vitro de la concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion
letal media (CLM) y concentracion letal (CL) tanto del cultivo liquido como del micelio
obtenido de la mejor cepa fiingica ensayada.

En este punto no se obtuvieron resultados debido al incendio acontecido al edificio de la Facultad

de Ciencias de la Universidad Austral de Chile.
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5. DISCUSION

La gran cantidad de especies de Basidiomycetes que existen en la naturaleza constituyen
potenciales fuentes naturales de componentes bioactivos, ha motivado en las tltimas décadas del
siglo XX el interés por estudiar estos organismos. (Brizuela et al, 1998).

El metabolismo secundario de los hongos basidiomycetes son ricos en terpenoides, especialmente
sesquiterpenoides, otros metabolitos con actividad antibidtica obtenidos a partir de basidiocarpos
son: compuestos fendlicos, dcidos fenilglicoxidicos, purinas, quinonas, etc. (Brizuela et al, 1998).
Muchos antibiéticos utilizados en la actualidad en clinica fueron desarrollados a partir de
metabolitos fungicos. (Rosa er al, 2003). Durante las décadas pasadas del siglo XX, varios

microorganismos patogenos desarrollaron resistencia contra los antibidticos.

En la actualidad se han descrito cerca de un millén de productos naturales aislados a partir de
diferentes fuentes, de las cuales, los microorganismos, constituyen una de las menos estudiadas y
que sin embargo ofrece grandes posibilidades para la obtencién de nuevas estructuras y
actividades bioldgicas. Dentro de los microorganismos, los Basidiomycetes presentan una
capacidad de produccién de metabolitos bioldgicamente activos apenas investigada. Estas
actividades bioldgicas producidas por estos hongos comestibles van desde agentes

antibacterianos, hasta antifingicos. (Brizuela et al, 1998).

5.1 Masificacion de las cepas fiingicas ensayadas
De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto 4.1, se logré6 masificar mediante varias

resiembras las cepas miceliales en estudio (ver Tabla 7, anexo 1) en AEM 2%.
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Tanto la composicién del medio de cultivo, como el tiempo de incubacién y la temperatura
(23 £ 2 °C) a la cual fueron expuestos los hongos, son factores determinantes en el crecimiento
optimo del micelio, ya que segin Stamets y Chilton (1983), estas especies crecen a una
temperatura de 21-24 °C en 10 a 14 dias, asi mismo estos autores recomiendan diferentes medios
de cultivo de acuerdo a la especie, donde el mas utilizado es AEM (agar extracto malta).

Segin Wilkinson y Royse (2001), las cepas de todos los hongos generalmente se comportan de
diferente manera en cada medio de cultivo, de un medio a otro puede variar su morfologia, color
y tasa de crecimiento.

Sénchez y Royse (2001), sefialan que el crecimiento de un hongo puede iniciarse a partir de una
espora o de una fraccién viable de hifa. Dicho crecimiento se da en forma polarizada o apical,
porque la elongacién de la superficie se da en un punto y no en toda la célula. Esta caracteristica
ocasiona que las células de los hongos (exceptuando las levaduras) tengan una estructura
cilindrica, denominada hifa, delimitada por una pared que se extiende de manera ramificada para
formar un sistema hifal conocido como micelio.

Debido a que Tremella fuciformis fue cultivada sin adicionar otro hongo para obtener un
crecimiento micelial, se obtuvieron colonias de textura mucosa y el didmetro obtenido no pudo
ser comparado con el resto de las cepas fungicas estudiadas, ya que las 7 cepas restantes tuvieron
un crecimiento micelial.

Segtin Chen y Huang (2000), para obtener un crecimiento micelial de la levadura 7. fuciformis, es
necesario utilizar un cultivo mixto del Basidiomycete 7. fuciformis con un Ascomycete
(Hypoxylon acheri), esta mezcla de cultivo proporciona los nutrientes necesarios para lograr esto.
De los resultados obtenidos en el punto 4.1 se puede mencionar que factores, tales como medio

de cultivo de masificacion, T° y tiempo de incubacion fueron variables fijas, quiere decir que para
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las 8 cepas flingicas estos factores fueron constantes, por ende la explicacién a los diferentes
didmetros obtenidos, puede deberse a la variabilidad genética, propia de cada cepa fingica

estudiada, estos factores genéticos pueden determinar un mayor o menor crecimiento micelial.

5.2 Cultivo liquido de las 8 cepas fiingicas ensayadas.

Segin Séanchez y Royse (2001) el cultivo de un hongo en medio liquido crece sélo sobre la
superficie cuando el liquido estd en reposo; pero si el medio es permanentemente agitado, pueden
crecer en todo el volumen. En este trabajo experimental las botellas fueron agitadas a 1500 r.p.m
por 15 dias, segun estas condiciones el hongo puede formar pequefias esferas de micelio.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los descritos por los autores antes
citados, en donde 7 de las 8 cepas flingicas formaron esferas de micelio mds o menos compactas,
sOlo la cepa fingica T. Fuciformis, por ser una levadura formé un pellet.

Una de las ventajas del cultivo liquido, es el control y seguimiento de las condiciones de cultivo,
disminucién del tiempo para la obtencién de biomasa y bioactivos (9-14 dias), (Zapata et al,

2007).

5.2.1 determinacion del peso fresco y seco de los micelios obtenidos de las 8 cepas fiingicas
en estudio cultivadas en caldo malta al 1%

De los valores obtenidos en la Tabla 3, se puede observar que el mayor rendimiento de PF
micelial, corresponde a la cepa fingica T. fuciformis, ya que este hongo por ser una levadura en
cultivo liquido forma un pellet, debido a la mayor cantidad de agua que contenia en comparacion
con el resto de los micelios obtenidos. El menor PF corresponde a la cepa fungica F. hepatica. El

mayor PS fue para la cepa fungica S. rugoso-annulata, y el menor PS fue para H. erinaceus.
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Segin Lee et al, (2004), sefialan que el efecto de la fuente de carbono en la produccién de la
biomasa (micelio+agua) y bioactivos es un aspecto relevante. Para el cultivo liquido las fuentes
de carbono que mads se han estudiado son la glucosa, lactosa, sucrosa y maltosa.

Por su parte Guillén et al, (1998) sefialan que el cultivo liquido permite producir mayor cantidad
de biomasa, de mejor calidad y en menor tiempo, lo cual favoreceria la dispersion y adaptacion
del hongo.

Como fue mencionado anteriormente, la mayor explicacién a las diferencias de peso miceliales
obtenidos, puede deberse a factores genéticos propios de cada hongo, lo cual podria determinar
un mayor o menor crecimiento micelial, al igual que el caso anterior, los factores de T°, medio de

cultivo y tiempo de incubacién fueron factores constantes para las 8 cepas fingicas estudiadas.

5.2.2 Determinacion de la masa micelial final de cada cepa fiingica ensayada.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 3), se puede indicar que el hongo con una mayor
masa micelial fue 7. fuciformis, aqui existe una relacién directa entre el PF y la masa micelial
final, por ende se puede asumir que existe una ganancia de masa micelial, debido a que la
biomasa (micelio+agua) fue mayor para 7. fuciformis.

De forma andloga, se determind una relacion directa entre el menor PF y la menor cantidad de

masa micelial final, producida por la cepa fungica F. hepatica.

5.3 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifiingica de los cultivos liquidos de las
cepas flngicas en ensayo.
De acuerdo a los resultados sefialados en el punto 4.3 se determiné a través del método de las

gotas el cultivo liquido de la cepa fungica H. erinaceus presentd actividad inhibitoria leve sobre
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la cepa B. subtilis, con alicuotas de 10, 50 y 100 uL, siendo el mayor halo de inhibicién con la
alicuota de 100 uL, (ver Tabla 5).

Segin Son et al (2006), las cepas de H. erinaceus presentan actividad antimicrobiana. Si bien no
existe mucha literatura acerca de un posible efecto antibacteriano de esta cepa fingica, Arnone et
al, (1994) sefnalan que de la fermentacion del hongo comestible H. erinaceus se aislaron los
hericenos A y B, y la y-dihidropirona denominada erinapirona C. Estas moléculas estin formadas
por una unidad tetracétida conectada a una cadena lateral isoprénica. Los hericenos exhibieron un
efecto citotoxico débil, en cambio la erinapirona C presentd efectos contra Bacterias Gram-

positiva.

5.4 Determinacion de la actividad antibacteriana y antifingica de los micelios obtenidos de
las cepas flingicas en ensayo

Los resultados descritos en la Tabla 6 muestran que, de las 3 cepas flngicas que se alcanzaron
analizar, ninguna de ellas posee efecto inhibitorio sobre las cepas B. subtilis, S. aureus, E. coli y
C. albicans.

La inactividad de los respectivos extractos puede ser a raiz de que la maceracion de los micelios
secos no fue la adecuada, ya que quizds no se rompieron las células adecuadamente lo que
impidi6 que se disolvieran los posibles componentes activos en el solvente utilizado (agua
destilada estéril, previamente depositada a 60 °C a bafio maria). Por su parte Jonathan and Fasidi
(2003), senalan que la actividad antimicrobiana de los hongos varia notablemente segun el tipo de
solvente utilizado, pues los extractos etandlicos muestran una mayor actividad antimicrobiana en

comparacion con extractos acuosos. Ademds Yang (2000) indica que los compuestos activos
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altamente hidrofébicos no difunden en agar, por lo tanto compuestos, tales como terpenos quizas
no difundieron sobre el tapiz de microorganismos.
Por otro lado la inactividad de los respectivos extractos puede estar dada quizds, porque las cepas

patrones son resistentes frente a determinados constituyentes activos de estos.

De las cepas flngicas que no pudieron ser determinadas producto del incendio acontecido al
edificio de la Facultad de Ciencias, tanto del micelio seco como de los extractos acuosos, existe
literatura donde se sefiala que estos hongos comestibles presentan diversas actividades
medicinales, como por ejemplo, propiedades antifiingicas y antibacterianas para la cepa fungica

A. aegerita como lo indican, Poucheret et al, (2006).

5.5 Determinacion in vitro de la concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion
letal media (CLM) y concentracién letal (CL) tanto del cultivo liquido como del micelio
obtenido de la mejor cepa fiingica ensayada.

Estos pardmetros no pudieron ser determinados producto del incendio acontecido al edificio de la

Facultad de Ciencias. Por lo tanto no existen resultados que se puedan discutir.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados presentados y discutidos se desprenden las siguientes conclusiones:

e Las ocho cepas de hongos comestibles pueden ser cultivados en caldo malta al 1% bajo

condiciones de laboratorio.

® Se determind la actividad antibacteriana del cultivo liquido de la cepa fungica Hericium

erinaceus sobre la cepa bacteriana control Bacillus subtilis.

De acuerdo a lo anterior se acepta la hipdtesis tal como fue planteada.
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Tabla 7: Cepas fungicas estudiadas

Agrocybe aegerita

Fistulina hepatica

Hericium erinaceus

Hypsizygus marmoreus

Pholiota nameko

Stropharia rugoso-annulata

Tremella fuciformis

Volvariella volvacea
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