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El trabajo es el resultado de una investigacion.

El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

El trabajo presenta una propuesta en el drea de conocimiento.

El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se adjunta el certificado de porcentaje de similitud y la valoracion
del trabajo de titulacion con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de titulacion, CERTIFICO, para los fines

pertinentes, que los estudiantes estdn aptos para continuar con el proceso de
revision final.

Atentamente,

’c;ém ﬁ{é/@f(/?bélﬁéc)fﬂ/,_\>

QF. Ana Grijalva Endara; M.Sc
TUTORA DE TRABAJO DE
TITULACION
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/QF. MARIA ELENA JIMENEZ
HEINERT; M.Sc

DOCENTE TUTOR REVISOR
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APROBACION DEL TUTOR

En calidad de tutora del Trabajo de Titulacion, Certifico: Que he asesorado,
guiado y revisado el trabajo de titulacion en la modalidad de investigacion, cuyo
titulo es: “ESTUDIO SOBRE LAS PROPIEDADES TRADICIONALES Y
FARMACOLOGICAS DEL HONGO SHIITAKE (Lentinula edodes) CULTIVADO
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COPPIANO GONZALEZ JORGE EDUARDO, con C.I. 0952569788 y MERCHAN
VILLAMAR GIANNI GABRIELA, con C.l. 0956309603 previo a la obtencion del
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TUTOR DE TRABAJO DE TITULACION
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CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrada Q.F. MARIA ELENA JIMENEZ HEINERT, M.Sc., tutora
revisor del trabajo cuyo titulo es: “ESTUDIO SOBRE LAS PROPIEDADES
TRADICIONALES Y FARMACOLOGICAS DEL HONGO SHIITAKE (Lentinula edodes)
CULTIVADO EN DIFERENTES MEZCLAS DE SUSTRATOS AGRICOLAS”, certifico que
el presente trabajo de titulacion, elaborade por los estudiantes: COPPIANO
GONZALEZ JORGE EDUARDO, con C.l. 0952569788 y MERCHAN VILLAMAR
GIANNI GABRIELA, con C.1.0956309603; con mi respectiva supervision como
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la Facultad de Ciencias Quimicas, ha sido REVISADO Y APROBADO en todas sus
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Q F. MARIA EI{ENA JiMENEZ HEINERT M.Sc

DOCENTE TUTOR REVISOR
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FECHA: 03 de Octubre del 2020




VI

RE FACULTAD: CIENCIAS QUIMICAS
CARRERA: QUIMICA Y FARMACIA

lr_)rjj UNIDAD DE TITULACION

&

Guayaquil, 20 de Octubre del 2020.

CERTIFICADO DEL TRIBUNAL
ACTA DE REGISTRO DE LA SUSTENTACION FINAL

El tribunal de Sustentacion del trabajo de titulacién del Sr. Coppiano Gonzalez
Jorge Eduardo con C.l. 0952569788 y Srta. Merchan Villamar Gianni Gabriela

con C.1.0956309603, después de ser examinado en su presentacion, memoria

cientifica, y defensa oral, da por aprobado el trabajo de Titulacion.
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g.F. Maria Elena Jiménez Heinert; Msc. Dra. Haydee Maria Alvarado Alvarado; Msc.
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DOCENTE MIEMBRO 1 DEL TRIBUNAL

Q.F_Ma. Auxiliadora Alarcon P; Mgs. Ab. Francisco Palomeque Romero; Mgs.
DOCEN EL TRIBUNAL SECRETARIO GENERAL
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ANEXO XII.- DECLARACION DE AUTORIA Y DE AUTORIZACION DE LICENCIA
GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO COMERCIAL DE LA OBRA CON FINES NO
ACADEMICOS

Nosotros, Jorge Eduardo Coppiano Gonzélez con C.I. No. 0952569788 y Gianni Gabriela Merchan
Villamar con C.l. N0.0956309603, certificamos que los contenidos desarrollados en este trabajo de
titulacion, cuyo titulo es “ESTUDIO SOBRE LAS PROPIEDADES TRADICIONALES Y
FARMACOLOGICAS DEL HONGO SHITAKE (Lentinula edodes) CULTIVADO EN DIFERENTES
MEZCLAS DE SUSTRATOS AGRICOLAS”, son de nuestra absoluta propiedad y responsabilidad, en
conformidad al Articulo 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS
CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION, autorizamos la utilizacién de una licencia gratuita
intransferible, para el uso no comercial de la presente obra a favor de la Universidad de Guayaquil.

JORGE EDUARDO-COPPIANO GONZALEZ  GIANNIGABRIELA MERCHAN VILLAMAR
C.1. No.0952569788 C.l. N0.0956309603

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E

INNOVACION (Registro Oficial n. 899 - Dic./2016) Articulo 114.- De los titulares de derechos de
obras creadas en las instituciones de educacidn superior y centros educativos.- En el caso de las
obras creadas en centros educativos, universidades, escuelas politécnicas, institutos superiores
técnicos, tecnoldgicos, pedagdgicos, de artes y los conservatorios superiores, e institutos
publicos de investigacién como resultado de su actividad académica o de investigacion tales
como trabajos de titulacién, proyectos de investigacion o innovacion, articulos académicos, u
otros andlogos, sin perjuicio de que pueda existir relacién de dependencia, la titularidad de los
derechos patrimoniales corresponderd a los autores. Sin embargo, el establecimiento tendra una




Dedicatoria

Este presente trabajo va dedicado a mis padres y abuelos, que con su esfuerzo dia a
dia han forjado la persona que soy en la actualidad, muchos de mis logros se los debo

a ustedes, entre todos ellos incluyo este.

A mi hermana por estar acompafiandome siempre y brinddndome el apoyo moral que

necesitaba dia, no solo en la realizacion de este trabajo si no a lo largo de toda la vida.

A mi novia, persona que se ha encontrado presente a toda hora de manera
incondicional, que siempre ha tenido las palabras correctas para no desistir y seguir

con la realizacion de esta investigacion bibliografica.

A Kira Anastacia, mi pequefio angelito que siempre recordare con todo mi corazon y

con mucho amor.

Jorge Eduardo Coppiano Gonzalez



Xl

Dedicatoria

Este presente trabajo va dedicado a la Ing.Com. Monica Villamar Mufioz, mi madre

gue con amor y esfuerzo a forjada a la mujer que soy hoy en dia.

A mis Abuelos Sra. Eulalia Mufioz y el Sr. Juan Abdon Villamar por estar

acompafnandome siempre y brindandome ensefianzas de vida.

A mi novio, por estar siempre de manera incondicional en todo lo largo de mi carrera.

Gianni Gabriela Merchan Villamar



Xl

Agradecimiento

Gracias a Dios por ayudarme en mis estudios y alcanzar mis metas y a no rendirme

en todo lo que me he propuesto en la vida.
Gracias a mi Madre por darme su apoyo y ayudarme a terminar mis estudios.

Gracias a mi querida Facultad Ciencias Quimicas que me dio la bienvenida a estudiar
esta hermosa carrera la cual me enamoré de todas sus materias, me ensefi6 todo lo

gue he aprendido.

A cada uno de mis Docentes por ensefiarme y amar tanto mi carrera en especial Q.F.

Marianita Rendon M. Msc. por brindarme sus conocimientos a lo largo de mi carrera.

A mi Tutora de tesis Q.F. Grijalva Endara Ana De Las Mercedes Msc. por ayudarme a

lo largo de este trabajo de investigacion.

A mi Asesor de tesis Ing. Juan Diego Valenzuela Cobos, PhD por ayudarme de manera

incondicional a realizar este trabajo.

Gianni Gabriela Merchan Villamar



X1

INDICE GENERAL

RESUMEN ..o e e e e e e e e e e e e e eaas XIX
AB STRACT ettt ettt a et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a XX
INTRODUCCION ...ttt se ettt sae et e e s e e e te st ene e e e enenens 1
CAPITULO |. PROBLEMA . ... .ottt ettt ate e e, 2
l.APlanteamiento del ProbIemMaL............uiiii i 2
[.2 Formulacion del problema............uiiiiii e 3
1.3 Justificacion € IMPOITANCIA ............uuuiie e e e e e eaaas 3
R 1T o Lo (=] £ PPPPPRPRPPPPRR 4
BRI ® 0123 1AV 1 PP 4
1.5.1 ODJELIVO GENETAL ......eiiii e 4
1.5.2 ODbjetivos €SPECITICOS ......vuuiieiiiiiie e e e e 4
1.1.6 Operacionalizacion de variables ..........cccccuiiiiiiiiiiiii s 5
CAPITULO I1. MARCO TEORICO ..ottt 6
[1.L1 GENERALIDADES ... oottt e e e e e e e e e eaaas 6
[1.L1.2 ESTRUCTURA DE LOS HONGOS ... 7
[1.L1.2.1 SOMBRERO .......ccoiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e s nbeeaeees 7
L1.2.2 HIMENIO ..ot e e e e e e e e e e ea e e eaneees 7
.1.2.3 PIE O ESTIPITE wooveeeeeceiete ettt ettt 8
[1.1.2.4 ANILLO O VELO ..o et e e e e e e 8
[LL1.2.5 VOLV A ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e s ranbrrannees 8
[1.1.2.6 MICELIO ... e e e e e e e e e ea e e eaeees 8
11.1.3 CLASIFICACION DE LOS HONGOS ......coviitieiieeeceeeeeeete et 9
e 30t R I Vo T 1 - VPP 10
[1.1.4 HONQOS COMESEIDIES ..ooviiiiiiiee e e e e 11
[1.1.5 HONQO SNITAKE ....veiiiie e 11
[1.1.5.1 Nombres comunes Yy CientifiCOS ........ccoeeeiviiiiiii e 11
[1.1.5.2 DESCIIPCION ...t e e e e e e e e e e e e eaaaaas 12
[1L1.5.5TECNICAS A€ CUILIVO .covveeeiiiiiiiie e 12
[1.1.5.5.1 Siembra tradicional sobre tronCos ........ccccoeiiiiiiiiiiiiii e, 12
[1.1.5.5.2 Siembra en bolsas de aserrin ........ccccoevvviiiiiii e 13

[1.L1.5.5.3 ContenidO d€ aQUa........ccoeeeviiiiiiieeeiiiiie e 13



[1.1.5.5.4 TeMPEIATUTA ...vveiiiiieii e e e e e e et e e e e ea e enaas 14
]R30 S T o [0 =T = T PP 14
[L.15.5.8 LUZ coiiiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
[.1.5.5.7 AITEACION ..ot e e e e e e e e es 15
[1.1.5.6 ValOor NULFICIONAL......coiviiiiiiiiiie e 15
0T T A = o ) (=Y [ = PSP 16
11.1.5.6.2 Carbohidratos y fibra dietética..........ccceevvveiiiiieiiiiiie e, 16
[1.1.5.6.3 GraSaS ... ceuuieeiiieeeii ettt ettt e e et e et et e e e e e e e e eeans 17
1 T G V) = Vg ] 1 = L 17
[.1.5.7 Valor MediCiNal ......oooeeiiiiiiiee e e 18
11.1.5.7.1. El polisacarido “Lentinan” ...................ccccoiii i, 19
11.1.5.7.2 El “LEM” (Lentinus edodes mycelium)...........coovvviiiiiieiieiiinee e, 20
ILA.5. 7.3 El “KS-27 ... 20
I 1.5.8 Técnica de Inoculacion Liquida.......ccccceeeevveiiiiiiieiiiice e 20
I 1.5.8.1 Fructificacion de @SPOras ..........coeeeeeiiiiiie et 21
[1.1.5.9 Estudios en shiitake con distintos sustratos y cepas en relacion a su
(032 1T = o [F SO 21
[1.1.5.9.1 TiPOS € SUSIIALO ....cevvvrriiiiiiiiiie e e e ettt e e 22
[1.1.5.9.2 SUSLratoS NALUIAIES ........uvvvviiiiiiieeeee e 22
11.1.5.9.4 Incubacion del MIiCElIO .........covviiiiieeeiii e 23
1.5.9.5 TratamientoS TEIMICOS ......uuuuuiiiiiieieeeeeeeeeieeiiiira e e e e e e 24
11.1.5.10 Determinacion de propiedades farmacoldgicas..........ccccceeeeiiiiiiiiiiiinnnns 24
[11.1.5.10.1 Propiedades antioXidantes .............cuuuiieeereiiiiiieeeeiiiee e eeeiis e e eeeaennns 24
[1.1.5.10.2 CompUEStOS FENOICOS .....uuuiiiiiiieiiiiiieeee e 25
[11.5.10.3 MEtOAO DDPPH ......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e nnnes 26
[1L1.5.10.4 ENSAY0 d€ FRAP ... 26
[1.1.5.11 Propiedad antitUmoral.............couuiiiiiiieiiiee e e 26
[1.1.5.11.1 Otros compuestos anticanCerigenos .............ceeeevvevuriieeeeeeiiiieeeeeeeninnn 27
11.1.5.11.3 Método colorimétrico de bromuro.............ccceeeeeeeeiieeeeeeieeeeeenn 28
[1.1.5.12 Otras propiedades farmacoldgicas............ccoevvviiiieiiiiiiiie e, 28
[1.L1.5.12.1 Propiedades antiDiOtiCas .............uuuureeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 28

11.1.5.12.2 Propiedades que reducen el nivel de colesterol y la hipertension ..... 29



11.1.5.12.3 Propiedades antitrombOtiCaS .............ueveeeiiiiiiiieeeceiie e, 29
[1.1.5.13.4 Propiedades antidiabetiCas .............uueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiis 30
CAPITULO IIl. MARCO METODOLOGICO ......occvieiieieiteeeeeece e 31
1.2 TipO de INVESTIGACION ....coooiiiiiiii e 31
[11.2 Equipos, Aparatos, Materiales y ReactivoS .......ccoocovvviiiiiiiiiiiiiie e, 31
[11.2.1 Materiales de 1ab0oratorio............ii i 31
1. 2.2 EQUIPOS ...ttt ettt e e e e e e ettt bt bbb e e e e e e e e e e e e e e eennnnan 32
[11.2.3 REACTIVOS ....oeieeiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e et et e et s s e e e e e e e e e e e eeeeeennnn 32
1.3, TIPO 0@ SUSTIALO c.eeeeeeieiiiiiie ettt e e e e e e e e eeeaeenee 33
L 0 B 1Y [0 [T £ = ST UPPPT 33
[11.3.2 Obtencion de SEMIlla...........ccoiiiiiiiiiiiie e e e 33
[11.3.2.1 Obtencion del medio de CUltiVO ..........coovviiiiiiiiiiii e 33
[11.3.2.2 Preparacion del medio de CUltiVO ...........cccooeviiiiiiiiiiiiiee e, 34
[11.3.3. Formulacion de [a MezCla ..o 34
[11.3.3.1 Preparacion del SUSLrato .............ovieiiiiiiiiee e 34
[11.3.3.2 Multiplicacion e incubacion del MiCelio.............ceveiiiiiiiiiiiiiiii, 35
[11.3.3.3 Pesaje y tratamiento tErMICO..........ccovveiuiie e e 36
[11.3.4 Induccion 0 choque tEIMICO ......coeeeiiiiiiiiiiee e 36
[11.3.5 Formacion de cuerpo fruCtifero ...........oovieeieiii i 36
111.3.6 Determinacion de propiedades farmacol0giCas .............uuuveeeeeeiiiiiiiiiiieianeenn. 37
[11.3.6.1 Tratamiento d& MUESTIA .......uuiiiiieeeeeeie et 37
[11.3.6.2 Actividad antioXidante .............couuuiiiiiiiiiii e 37
[11.3.6.2.1 Obtencion de l0S eXtracCtOS..........ccccvvviveieiiiiiiiiiie e eee e 37
111.3.6.3.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método del DPPH . 37
[11.3.6.3.2. b-caroteno / &cido liNOIEICO..........cccoeiiiiiiiiiiiie e 38
111.3.6.2.3 Ensayo FRAP (poder antioxidante reductor férrico) ................ccceenen.. 38
[113.6.3 Actividad antitumoral.............cooeeeiiiieiiie e 39
[1.3.6.3.1 Preparacion de [a mUuestra ...........ccovveviiiii e 39
[11.3.6.3.2 En vivo prueba antitumoral Células S-180 ...........ccccoeeeieiiiiiiiiiiiiins 40
l11.3.7 Presentacion de flujo gramas de las técnicas empeladas para la
determinacion de actividad antioxidante y actividad antitumoral ........................... 42

CAPITULO IV. RESULTADO Y DISCUSIONES........ccooiiiiiii, 49



V.1 Determinacion del SUSTIAto .........oovviiiiiiiiiiiiii e e e eeaenenees 49
IV.2 Determinacion Actividad antioXidante ............cccccevvviviiiiiiiiiiiie e 51
IV.3 Determinacion de actividad antitumoral ..., 55
IV.3.2 TECNICA IN VILIO ..eviiiiiieieei et e et e e e e e e e e e e e e eeeeeennnes 55
IV.3.1 TECNICA IN VIVO ...ttt ettt e e e e e e e e e eeeeenens 56

CONCLUSIONES ..ottt e s e e e e e e e e e e e e e aeesaann e as 58

RECOMENDACIONES .....ootiiiiiiiiiieiiee et e e e e e e e e e e e as 59

BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ete e areeeaeete e 60

GLOSARIO ..ttt et 64



XVII

INDICE DE IMAGENES

Imagen 1-Estructura del hongo Shiltake ............ccooeiiiiiiiii i 7
Imagen 2-Micelio del hongo Shiltake .............uuueiiiiii s 8
Imagen 3-Clasificacion TaxXxONOMICA............cuuuuiuiiiiiieee e ee e e e e e e e e eeeeeeeenne 10
Imagen 4-Fructificacion de €SPOras.........ccccciiiiiiiii i e e e e 21
Imagen 5-Parametros optimos para el cultivo del hongo shiitake ..............cccccoeeeee. 35
Imagen 6-Tratamiento de la muestra para la actividad antioxidante .......................... 42
Imagen 7-TECNICA DPPH.......cooo e 43
Imagen 8-Técnica con el reactivo de FRAP ..., 44
Imagen 9-Técnica B-caroteno/Acido lINOICICO............cueeeeeeeee e, 45
Imagen 10-Tratamiento de la muestra para actividad antitumoral ............................ 46
Imagen 11-Técnica en vivo de actividad antitumoral ................cccoeeeiiiiiiii e, a7
Imagen 12-Técnica In vitro de actividad antitumoral..................ccoeiiiiiiiii s 48
Imagen 13-Resultado del artiCulo #4 ..o 55
Imagen 14-Resultado del artiCulo #5 ........oiiiiiiiiiie e 55

IMAgEN L15-ArtICUIO 5 ... e e s e e e et e e e e e eaaa e eeeenes 65


file:///C:/Users/User/Documents/TESIS%20FINAL%203.docx%23_Toc51479735
file:///C:/Users/User/Documents/TESIS%20FINAL%203.docx%23_Toc51479736

XVIII

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Formula para medio de CUltivo MYA .......ouiiiiiiii e 33
Tabla 2-Formulacion de los tratamientos para el cultivo de Shiitake ....................... 34
Tabla 3-Porcentaje de Eficiencia Bioldgica.............cccouuiiiiiiiiiiiiiiiiceiie e, 49
Tabla 4-Tasa de ProUCCION ...........iieiieiiie e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaeeeaeenes 49
Tabla 5- RENIMIENTO .......oooiiiiiie et e e e 50
Tabla 6-MEt0d0 DPPH ...ttt e e e e e e e e e 51
Tabla 7-MEtod0o FRAP ... ..ot e e e 52
Tabla 8-b.caroteno / &cido INOIEICO ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiieie e 52

Tabla 9-Determinacion de fENOIES ...... .. e, 53



XIX

“ESTUDIO SOBRE LAS PROPIEDADES TRADICIONALES Y FARMACOLOGICAS
DEL HONGO SHIITAKE (Lentinula edodes) CULTIVADO EN DIFERENTES
MEZCLAS DE SUSTRATOS AGRICOLAS”

Autores: Jorge Eduardo Coppiano Gonzalez y Gianni Gabriela Merchan

Villamar
TUTOR: Q.F. Grijalva Endara Ana De Las Mercedes
RESUMEN

El shiitake es una seta comestible de color marron y aroma intenso originaria
de Asia Oriental. Se encuentra a menudo deshidratada que fresca. Posee
propiedades tradicionales y farmacologicas tales como: antitumoral,
antidiabética, anticancerigena etc. En nuestro pais la seta crece en un circulo
rigido, se desarrolla en materiales lefiosos o ricos en energia como los troncos
de cierto ejemplar de arboles. Mediante revision bibliografica y como objetivo
principal se evaluaran las propiedades farmacolégicas del hongo shiitake
(Lentinula edodes), cultivado en diferentes mezclas de sustratos agricolas
cultivado en diferentes mezclas de sustratos agricolas mediante revision
bibliografica es el objetivo principal de este trabajo. Se realiz6 una comparacion
de dos estudios; una en Colombia y otra en México dando como resultado; el
sustrato del articulo realizado en México; este cumple con las condiciones
adecuadas de rendimiento para el mercado las cuales deben ser superiores al
60 % y el articulo de Colombia El sustrato analizado en Colombia presenta un
porcentaje de eficiencia biolégica de 21.5 % La actividad antioxidante va a
aumentar dependiendo de la cantidad de compuesto fendlicos existentes en la
muestra, cada cepa puede presentar propiedades similares o diferentes u otra
cepa del Lentinula edodes. Se evalué la actividad antitumoral mediante un
ensayo IN vitro donde se relaciona las concentraciones de los extractos de
Lentinula edodes vs los porcentajes de inhibicion.

Palabras claves: Lentinula edodes, actividad antioxidante, actividad antitumoral
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"STUDY ABOUT THE TRADITIONAL AND PHARMACOLOGICAL
PROPERTIES OF SHIITAKE FUNGUS (Lentinula edodes) CULTIVATED IN
DIFFERENT MIXTURES OF AGRICULTURAL SUBSTRATES”

Authors: Jorge Eduardo Coppiano Gonzélez y Gianni Gabriela Merchan Villamar
Advisorde: Q.F. Grijalva Endara Ana De Las Mercedes
ABSTRACT

Shiitake is an edible mushroom with a brown color and intense aroma, it is native to
East Asia. It is often found dehydrated than fresh. It has traditional and pharmacological
properties such as: anti-tumor, anti-diabetic, anti-cancer, etc. In our country the
mushroom grows in a rigid circle, it develops in woody or energy-rich materials such as
the trunks of a certain specimen of trees. In this research, the pharmacological
properties of the shiitake mushroom (Lentinula edodes) cultivated in different mixtures
of agricultural substrates will be evaluated by means of a bibliographic review is the
main objective of this work. It was verified with the evaluation of this analysis, a
comparison of the results of 2 investigations carried out in different countries was made;
one in Colombia and one in Mexico resulting in; the substrate of the article made in
Mexico; This meets the appropriate performance conditions for the market, which must
be greater than 60% and the article from Colombia The substrate analyzed in Colombia
has a biological efficiency percentage of 21.5% The antioxidant activity will increase
depending on the amount of compound existing phenolics in the sample, each strain
may have similar or different properties or another strain of Lentinula edodes. The
antitumor activity was evaluated by means of an IN vitro test where the concentrations

of the Lentinula edodes extracts are related to the percentages of inhibition.

Key words: Lentinula edodes, antioxidant activity, antitumor activity



INTRODUCCION
El hongo shiitake abarca multiples propiedades farmacoldgicas y tradicionales, es
estrechamente popular en el ambito terapéutico. El shiitake (Lentinula edodes) es un
hongo comestible lo cual hace mencién a la representacion que consiste en un vaso o
boina; su expresion etimologica es en oriental shiitake (Lentinula edodes) u hongo del
macizo shii, y es originario de Asia oriental. (BERDUGO, 2015, JULIO 07)

En Latinoamérica, se han adaptado y modificado las técnicas tradicionales para
reducir el ciclo del cultivo y bajar los costos de produccién al utilizar como substratos
materiales antes no considerados, tales como la viruta y el aserrin de diferentes
arboles, como el encino (Quercus sp.), pino (Pinus sp.), palo mulato (Bursera sp.) etc.,
Datos oficiales de 2006, establecen que en México se produjeron 75.73 millones de
ton de materia seca proveniente de 20 cultivos, de los cuales 60.13 millones de ton
corresponden a residuos primarios, obtenidos al momento de la cosecha, entre los que
estan: hojas y tallos del maiz, tallos y vaina de sorgo, puntas y hojas de cafia de azucar,
paja de trigo, paja de cebada y de frijol, asi como cascara de algodon (Romero-Arenas,
2015).

En Ecuador en los ultimos afios, hay un corto desarrollo en el comercio por la
siembra de shiitake, y la observacion de parte de algunas empresas para el impulso
de medicamentos no ha sido beneficioso. La seta crece en un circulo rigido, se
desarrolla en materiales lefiosos o ricos en energia como los troncos de cierto ejemplar
de arboles. El shiitake sobresale por su aroma, matiz, gusto, contextura; posee mayor
concentracion de proteinas que los vegetales; se destaca por tener al polisacarido
llamado como Lentinan, presenta caracteristicas anti-infecciosas y anti-cancerigenas.
Presenta componentes del conjunto B, que contribuyen al recuento metabdlico,

mejorando la labor del sistema inmune y reduciendo el colesterol (ROMERO, 2015)



CAPITULO I. PROBLEMA
I.1Planteamiento del problema

Los hongos presentan propiedades nutricionales y farmacologicas, lo cual hace de
suma importancia su investigacion; ademas la forma en la cual se desarrolla en el
medio ambiente es impredecible, pero con las condiciones climaticas especificas su

crecimiento es favorable.

Tradicionalmente el hongo shiitake era utilizado para ayudar a fortalecer nuestro
sistema inmunolégico, en paises como Japon y China la ingesta de estos hongos en
la dieta cotidiana permitia una mejor calidad de vida, debido a que estas sociedades
presentaban una reduccién en el nimero de enfermedades, por lo cual no es muy

descabellado decir que estas caracteristicas farmacolédgicas aportan a la longevidad.

La produccion de los hongos comestibles en la actualidad es cada vez mas
demandante, a nivel mundial; en México la produccion de este hongo es del 58.6%, en
Chile es del 17.6% y en Brasil la produccion es del 10.6% representando el 86.8% de

la produccidn total de este hongo en Latinoamérica. (Romero et al., 2015)

El hongo shiitake (Lentinula edodes), se encuentra como la segunda especie de
hongos cultivados a nivel mundial, por sus diversas oportunidades en el mercado

debido su valor nutricional.

El cultivo del shiitake se ha realizado principalmente por su aporte nutricional, sin
embargo, presenta una amplia cantidad de componentes bioactivos lo que convierte a
esta especie vegetal como el nutraceltico por excelencia; pueden llegar a crecer
incluso en residuos de aserrin de forma no natural, por lo cual sus posibilidades de
produccion en diversos sustratos agricolas son muy altas; en Estados unidos es muy

popular el crecimiento de estas setas de Shiitake haciendo uso de este método.

Por este motivo es necesario la recopilacion bibliografica para poder conocer en
gue sustrato se han podido obtener cuerpos fructiferos con alto contenido proteico y

gue otorguen diversos beneficios para salud en Latinoamérica.



I.2 Formulacion del problema

¢, Cudl es la relacion que existe entre el uso de sustratos agricolas para el cultivo

de Hongo Shiitake (Lentinula edodes) y sus propiedades farmacoldgicas?
.3 Justificacion e importancia

Este estudio se realiza para presentar las propiedades farmacolégicas del hongo
shiitake (Lentinula edodes) cultivado en diversos sustratos agricolas, mediante un
estudio bibliografico promoviendo el consumo de este hongo que ayudaria a la
poblacién que ha sido afectada por la crisis sanitaria mundial causada por el COVID
19.

Latinoamérica cuenta con estaciones climaticas y vegetacion que ayudarian al
crecimiento del hongo shiitake, obteniendo el cultivo de este hongo en menor tiempo
y con mayor rendimiento.(Jiménez & Armijos, 2008). El hongo shiitake posee
caracteristicas organolépticas, y alto contenido proteico en comparacion que los

vegetales.

Entre los principales substratos utilizados en el cultivo del hongo shiitake
(Lentinula edodes) tenemos: viruta, aserrin de diferentes arboles como: el encino
(Quercus sp.), pino (Pinus sp.), palo mulato (Bursera sp.) y varios residuos agricolas
gue ayudan a mejorar su productividad y su contenido proteico como el maiz (Zea

mays), cafla de azucar (Saccharum sp.) avena (Avena sativa).(Romero et al., 2015)

La importancia de este proyecto radica en presentar en que mezcla de residuos
agricolas para el cultivo del hongo comestible shiitake (Lentinula edodes) presenta un
mejor crecimiento del cuerpo fructifero; ademas de desglosar las caracteristicas

farmacologicas justificando el uso de esta especia vegetal en la medicina actual.



l.4 Hipotesis

Existe una relacion entre el cultivo del hongo shiitake en diversos sustratos

agricolas y sus propiedades farmacolégicas.
1.5 Objetivos
[.5.1 Objetivo general

o Presentar las propiedades farmacolégicas del hongo shiitake
(Lentinula edodes) cultivado en diferentes mezclas de sustratos agricolas

mediante revision bibliografica.

[.5.2 Objetivos especificos

o Revisar las diferentes mezclas de sustratos agricolas utilizados en
la produccion del hongo comestible shiitake (Lentinula edodes).

o Identificar las propiedades farmacoldgicas que posee el hongo
comestible shiitake (Lentinula edodes) utilizando en su cultivo diferentes

sustratos.



1.1.6 Operacionalizacion de variables

Tabla |. Operacionalizacion de variables

TIPO VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADOR
Caracteristicas Tamaifo Linidad de
morfologicas medida (3.1)
Peso
Dapendisnts
Propiedades Actividad antioxidante Forcentaje de
. actividad (%)
farmacologicas . .
Actividad antitumaral
ug/mL
mgmL
Tipo de muestra Mombre de la especie Seta
Crecimiento del micelio Porcentaje de
i crecimiento y
ente .
primera cosecha
Fructificacion de |
Tipo de sustrato ruciicacion de fa
segunda cosecha
Frucfificacion de la
tercera cosecha




CAPITULO IIl. MARCO TEORICO
1.1 GENERALIDADES

En una temporada de la década, cuando la inteligencia bioldgica estaba limitada
a lo que podia percibir la vista humana, existian dos reinos, el vegetal y el de los
animales. Una revista conocida como Species Plantarum divulgada en 1753
perteneciente al gran Lineo encasill6 a los hongos dentro del reinado vegetal, la razon

fue la presencia de un muro celular en su estructura. (Garcia & Mechan , 2011)

El reinado fungico presentaba una quimica diferente por lo que empez6 a
desunirse del reinado vegetal, ya que los hongos discrepan en las paredes celulares
con respectos a las plantas, ya que, al no contener cloroplastos ni clorofila, estan
destinados a generar digestion extracelular mediante excrecion enzimatica hidrolitica
y después de esto la absorcion de las sustancias alimenticias se pre digiere por su
pared celular y membrana plasméatica. Las pruebas filogenéticas y demas
caracteristicas determinaron la formacion de un nuevo reino llamado reino Fungi o

Micetos.

El reino fungi lo pueden componer tanto seres macroscopicos como
microscopicos. Respecto al primer grupo, una aglomeracion algodonosa denominada

micelio de color blanco forma el cuerpo reproductivo.

El hongo Shiitake de cuyo nombre cientifico es Lentinula edodes correspondia a
un linaje endémico del oriente de Asia. Actualmente, se considera un manjar de
primera clase siendo tradicional a nivel mundial por sus virtudes saludables y su

delicioso sabor, ademas su produccién es la misma que otras setas(Forrest, 1982).



[1.L1.2 ESTRUCTURA DE LOS HONGOS

Imagen 1-Estructura del hongo shiitake
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Los micelios, himenio, sombrero, lamina, laminilla, volva y pie son las partes

esenciales de las setas. (Rodriguez , 2011)

La Lentinula edodes es conocida por las medidas de su sombrero semiesférico
gue oscila entre 5 a 15 centimetros diametrales. En sus primeras etapas de vida se lo
identifica por tener una coloracion marron oscuro llegando a tono negruzco sin
embargo, a medida que va creciendo se puede observar un cambio en el color a

marron claro. (Arredondo & Pérez, 2007)

11.L1.2.1 SOMBRERO
El pileo al comienzo se presenta de manera de rollo, en el transcurso de su crecimiento

Se curva y una vez que ya es maduro, se aplana. Es por esto que se puede decir que
la forma de este puede ser irregular. (Toharia, 1985)

11.1.2.2 HIMENIO

Parte fértil o reproductora del hongo, que contiene esporas y se encuentra debajo
del sombrero. La estructura mas comun es en forma de laminillas, aunque también

puede presentarse como tubos, arrugas o venosidades, o agujas. (Toharia, 1985)



1.1.2.3 PIE O ESTIPITE

Parte del hongo que soporta el sombrero, y puede tener diversas formas:
grueso, fino, corto, abombado, retorcido, excéntrico, estas caracteristicas son las que

permiten clasificar las especies de hongos. (Toharia, 1985)
[1.1.2.4 ANILLO O VELO

Parte encargada de proteger el himenio cuando el hongo esta joven y puede ser doble,

sencillo y caido. (Toharia, 1985)

11.1.2.5 VOLVA

Es el resto del velo que cubre originariamente a algunas especies al momento
de fructificar, que posteriormente puede quedarse encima del sombrero (como
verruguitas), como una cortina se presenta en el borde, en forma de aro esta presente
en el pie, mientras que en forma de volva se encuentra en la base del pie.(Toharia,
1985)

11.1.2.6 MICELIO
a. Micelio

Los hongos pasan la mayor parte de su vida como
micelio vegetativo; su produccion es andloga a la
produccion de un tomate por la planta de tomate; en
los hongos la seta es el fruto del micelio, no obstante,

sin micelio no hay setas. ( Shimomura , 2006)

El micelio es muy fragil ya que cualquier
perturbacion fisica lo rompe o tritura, ya que estd  |nagen 2-Micelio del hongo shiitake
compuesto por muchas lineas de interconexion

individual (hifas) que son invisibles, excepto bajo un microscopio. ( Shimomura , 2006)



El crecimiento del micelio es s6lo en la punta de cada hifa, puesto que la
digestion se produce a lo largo de la longitud de la hifa hasta ocupar por lo general casi

todo el sustrato.
b. Micelio Primario y Secundario

Los hongos tienen dos tipos basicos de micelio: primario y secundario, el primero se
produce cuando una ascospora o basidiospora germina, teniendo un solo nucleo por
célula monocaridtica llamado monocarién; mientras que el segundo antes de que un
ascomicete o basidiomicete produzca ascosporas o basidiosporas puras, este tiene un

par de ndcleos en cada célula dicaridética denominado dicarion.

El Shiitake y la mayoria de otros hongos pueden producir setas so6lo con el
micelio secundario, en vista de que este se ha formado por la manifestacion del micelio

primario. (Shimomura, 2006)

Una caracteristica distintiva del micelio secundario en muchos basidiomicetes,
incluyendo el Shiitake es la presencia de conexiones en forma de abrazadera, que

asegura que los nuevos nucleos de células reciban la informacion del dicarion.
11.1.3 CLASIFICACION DE LOS HONGOS

Al principio la agrupacion del reino fungi se dio por medio de propiedades celulares y
morfofisioldgicas como las particularidades de estructura de las esporas, esporocarios
y gametos o los ciclos bioldgicos. En los ultimos afios, estudios relacionados con
disciplinas como la quimica de la vida, biologia a nivel molecular e ingenieria genética
aportaron vitales conocimientos sobre la modificacion de las clases de hongos, con el
propésito de obtener informacién amplificada sobre la evolucion y origen de estos

organismos.

El reino de los hongos presenta 5 clasificaciones taxonémicas que son:
Basidiomycota, Chytriodiomycota, Ascomycota, Zygomycota y Deuteromycota. Este
altimo tiene caracteristicas que destacan de entre los demas ya que no poseen

sexualidad y por ende su reproduccion es asexual generando conidios. En los



Chytridiomicetes su reproduccion involucra la union de gametos que se mueven,
mientras que en los Zygomicetos su sexualidad esta dada por fusion de gametos y

creacion de zigosporas.
111.1.3.1 Taxonémia.

La taxonomia de Lentinula edodes se clasifica mediante lo estipulado por Pegler

en 1983 tal y como se muestra en la siguiente tabla.

Reino Fungi
Divisiéon Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia Agaricaceae
Género Lentinus
Cepa Lentinus edodes

Imagen 3-Clasificacion Taxondmica

a. Ascomicetes y Basidiomicetes
Estudios realizados por Tokimoto (1978) y Pegler (1983) demuestran: que la mayoria
de los hongos son de importancia economica, en las dos grandes clases que son
agrupadas bajo la dominacion de hongos. Estas dos clases de hongos se distinguen
por sus esporas sexuales (Ascomicetes producen ascosporas formadas dentro de un
saco llamado asca y Basidiomicetes originan basidiosporas en los basidios), forma,
color, tamafio y textura de fructificacion del cuerpo (Basidiomicetes mayores a una
pulgada y Ascomicetes son microscopicos en su mayoria a excepcion de las

morchelas).
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La Lentinula edodes se encuentra dentro del orden taxonémico Agaricales que
es de tipo Bacidiomicetes, su caracteristica principal es la de presentar un pileo

pequefio y un pedicelo (falso tallo). (Graham, 1988)

Las cepas que presentan compatibilidad en los Ascomicetos son relacionados
de distintas maneras, ya sea por compatibilidad de fusién de nucleos (cariogamia) y
después por una reduccién en la division nuclear (meiosis). Internamente, existe una
estructura en configuracion de bolsillo denominada asca, las meiosporas experimentan
disgregaciones ecuacionales conocidas como mitosis, de esta manera se forman las

ascosporas. (Rivera & Lares, 2017)
[1.1.4 Hongos comestibles

Alimentarse de manera natural no es solamente sabroso, también ayuda a
nutrirse y otorga propiedades que significan un beneficio para la salud, los hongos
representan una gran parte de especies vegetales en américa latina; su uso depende
de las caracteristicas inherentes de cada especie. (Martinez-Carrera, M. Sobal, P.
Morales, W. Martinez, M. Martinez, 2004)

Los hongos comestibles poseen vitaminas, proteinas, incluso lipidos libres de
colesterol, su consumo en la actualidad tiene con finalidad satisfacer, ya sea por su
textura, aroma u otras caracteristicas; ayuda a nutrir de una manera correcta

favoreciéndonos de metabolitos con acciones farmacoldgicas Unicas y diferente.

En el grupo de los hongos comestibles que mas se resalta tenemos al Shiitake,
por su capacidad de poder desarrollarse en diversas mezclas de sustratos agricolas y
residuos forestales; este Ultimo mencionado representa una gran ventaja debido a que

ayuda a una mejor conservacion de bosques (Romero et al., 2015).
[1.1.5 Hongo Shitake
[1.1.5.1 Nombres comunes y cientificos

Shitake en Japdn y Xiangu en China. Nombre cientifico: Lentinula edodes.
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[1.1.5.2 Descripcion

Es un hongo de casco curvado de 4 a 16 cm de radio y de tono variable de
café parduzco claro a pardo-rojizo con cierto matiz violaceo. Al desarrollarse se torna
crecidamente sombrio por el eje y suele agrietarse, viéndose la carne mas clara en el
fondo de las grietas. Ademas, son frecuentes las escamas, de tamafio y tono variables,
sobre todo en la periferia, cuyo borde esta enrollado de joven. Sus esporas tienen
forma alargadas y de coloracion lechoso. El estipite a menudo extravagante, blanco
en lo alto y de color mas claro que el casco por debajo, donde es sombra escamosa.

La carne es blanquecina, de sabor acido apetitoso (Garcia, 1998) .
I1.1.5.5Técnicas de cultivo
Basicamente se distinguen ambos tipos de cultivo de L. edodes:
1) Siembra tradicional sobre troncos
2) Siembra en bolsas con aserrin.
[1.1.5.5.1 Siembra tradicional sobre troncos

La siembra sobre troncos ha sido siempre en Oriente utilizando troncos de
arboles de follaje ancho, tales como encino, hayas, abedul, alamos y sauces de 5 a 20
cm de radio. Los troncos son talados en época de invierno y se apilan en la selva
formando capas en direcciones cruzadas para dejar la circulacién del soplo y rebajar

la humedad incluso un 40-45%.

Los troncos deben ser inoculados con micelio propagado en aserrin con 20%
de salvado de trigo o arroz y 3% de glucosa, humedecido y aséptico. Cuando los
troncos ya estan invadidos por el micelio, luego de 5 a 16 meses (dependiendo de la
variedad de tronco y sobre todo de la temperatura), los troncos se llevan al area
terminante para la fructificacion que sera inducida por las lluvias (o riegos) y los
cambios de temperatura que ocurren en primavera y otofio. El desarrollo de

esporéforos en los troncos sucede por oleadas o brotes separadas entre si por una
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etapa muy cambiante de 3 a 6 meses, y pueden mantenerse los troncos en produccion
por un ciclo de 2 a 6 afios, obteniéndose rendimientos de 10 a 20% del peso seco de

la madera (Garcia, 1998).
[1.1.5.5.2 Siembra en bolsas de aserrin

A principios de 1970 en Taiwan, Japén y China, se empez06 a fabricar shiitake
comercialmente en residuos madereros como el aserrin de maderas duras, bajo
condiciones controladas de temperatura, luz, humedad relativa del medio ambiente y

contenido de humedad del sustrato.

El gran avance para la siembra a escala comercial fue el uso de bolsas de
plastico esterilizables, en las cuales el sustrato puede comprimirse, esterilizarse,
inocularse y acceder la propagacion del micelio. El sustrato suele mezclarse con
salvado de trigo o arroz, restos de maiz o de semillas de algoddn, cascaras de
cacahuates, etc., se ajusta el contenido de humedad, se esteriliza y se inocula con el
micelio de la seta. En estas bolsas el micelio se propaga formando un macizo sélido al
termino de 30-70 dias; cuando aparecen manchas humedas cafés sobre la cara del
bloque, el sustrato esta preparado para seguir a la etapa de fructificacion, en esa etapa
la bolsa es retirada. Para generar la formacion de primarios se debe incrementar la
humedad relativa por medio de riegos continuos, bajar la temperatura del ambiente (12
- 20°C) y dar ciclos 12 horas de luz natural o artificial por 12 horas de oscuridad
(Schmidt, 2006). Los resultados que se reportan mediante el empleo de este tipo de
cultivo son del 70-261% de siembra en bolsas de aserrin (Ramirez, 2002).

[1.1.5.5.3 Contenido de agua

Relacionado con otros alimentos, el shiitake contiene el 88.3% de agua, siendo
el nivel mas bajo entre las setas comestibles, por su contenido de agua, el shiitake se
compara mucho a las verduras y las frutas, asi como a otros alimentos de consumo
masivo como la leche y el huevo. Por otra parte, las semillas contienen una baja
cantidad de agua ya que se venden en seco; aunque, al cocinarse incrementan de

manera significativa su contenido de agua (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
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[1.1.5.5.4 Temperatura

La temperatura es el factor mas investigado respecto a su efecto en el desarrollo
de las especies fungicas, no obstante, no es resultado importante sobre el mismo,
ademas indagar sobre este factor en el laboratorio generalmente es muy facil (Miles y

Chang, 1999). El cultivador de hongos esta en la capacidad de tratar con:

e Latemperatura adecuada para el crecimiento micelial.

e La temperatura adecuada para el desarrollo de un producto metabdlico
(compuestos medicinales como Lentinan que es un carbohidrato utilizado como
medicina para diferentes pitos de cancer, esta molécula se forma por el miscelio
del hongo)

e La temperatura mas adecuada para el desarrollo del cuerpo reproductor, que
es el producto de interés para el cultivador de setas (Fonseca, 2006).

11.1.5.5.5 Humedad

La mayoria de las setas necesita altos niveles de humedad. Al examinar los
elementos de humedad para la siembra de las setas, deben tener en cuenta ambos
dos aspectos importantes, el primero es el porcentaje de humedad total del suelo
mientras que el segundo se refiere al desarrollo de las setas ya para que haya

condiciones favorables se necesita controlar la humedad relativa.

Las especies pueden diferir entre los intervalos adecuados de humedad,
mismos que pueden modificarse segun la etapa de crecimiento en la que se encuentre.
La humedad relativa adecuada para gran parte del reino fungi oscila entre 95 a 100%,
esto ocasiona que se genere un crecimiento Optimo sin que exista cantidad significativa
en la pérdida de humedad del sustrato por evaporacién. Por otra parte, el progreso de
micelio se considera optimo si el porcentaje de humedad del sustrato oscila entre 50 y
75%. (Fonseca, 2006).
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11.1.5.5.6 Luz

Los seres que general luz propia presentan un peculiar aspecto de influjo de
la luz en las setas. También existen investigaciones que indican que la inhibicién de
luz puede atribuirse al desarrollo de algunas especies de algas conocidas como
agares. Es una practica normal de laboratorio, cultivar el micelio de la cepa shiitake en

la oscuridad para obtener un mejor crecimiento (Fonseca, 2006).
11.1.5.5.7 Aireacion

El oxigeno y CO2 son las particulas gaseosas atmosféricas de mayor relevancia
en el estudio del reino fungi. La aireacion es una cuestion de gran importancia para el
control de cultivos fangicos. Otro dato importante es el nivel de oxigenacién ya que los
hongos son seres aerobios y el control de este requisito impacta en el manejo
adecuado de los sembrios de micelios. El desarrollo de vegetacion tiene una relacion
directamente proporcional con el nivel de CO2 ya que, si este aumenta ligeramente, la
vegetacion también lo hard, de la misma forma que en las areas aisladas, esto se debe
al micelio y sus actividades respiratorias. La aireacion del galpén de cultivo puede
manejarse para prevenir caracteristicas no deseadas en algunas especies o para
lograr una caracteristica deseada en otras (Fonseca, 2006).

[1.1.5.6 Valor nutricional

Comparativamente con otros hongos comestibles y alimentos, en peso seco, el
shiitake Contiene gran cantidad de moléculas proteicas (22,7% de las cuales del 80 a
87% son digestibles, ademas cuenta con vitaminas Optimamente balanceada como la
vitamina A y cuatro vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, piridoxina y
cobalamina), vitamina C y ergocalciferol y colecalciferol. También contiene minerales
como Fe, K, P, Cu, Se, Ca, Mg, Mn y Zn. Su fibra dietética atribuye 47,3g por cada
100g. Su contenido lipidico es estrictamente bajo (3.2%), mientras que los glucidos
digeribles oscilan entre 1 a 5 %No contiene colesterol. Comparativamente con otros
alimentos (cereales: 1.1-4.0 g/100 g proteina; carne y pescado: 2.2-5.7 g/100 g

proteina) y microorganismos (bacterias: 8-16%, base seca; levaduras: 6-12%), el
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contenido de acidos nucleicos en los hongos comestibles es bajo (2.7-4.1%, base

seca) (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
[1.1.5.6.1 Proteinas

El contenido de proteina en el shiitake es elevado, siendo del 22.7% en base al
peso seco (Tabla 3). Otros alimentos de amplio consumo tienen un contenido
equivalente o mas bajo, tales como la leche (25.2%), el maiz (11.2%), el frijol negro
(24.2%) y el aguacate (7.1%). Entre los aminoacidos esenciales, destaca el contenido

de leucina, lisina, metionina, y tirosina (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
11.1.5.6.2 Carbohidratos y fibra dietética

La composicién de los carbohidratos totales es un aspecto relevante del shiitake
debido a su complejidad. Se incluyen aqui polisacaridos, disacaridos, monosacaridos,
alcoholes azucarados, y azucares libres. El shiitake contiene el nivel mas alto de fibra
dietética (47.3 g/100 g, base seca) dentro de los hongos comestibles cultivados de
mayor importancia comercial. Una proporcion importante de la fibra dietética esta
compuesta por quitina y p-glucanos, los cuales tienen propiedades antitumorales y
pueden llegar a prevenir el cancer rectal y de colon. La fibra dietética es un buen medio
para el desarrollo de enterobacterias, cuya combinacién puede ayudar a prevenir la
arterioesclerosis, la trombosis, la hipertensién, y la diabetes mediante la absorcién
intestinal de colesterol y otras substancias potencialmente dafinas para la salud.
Asimismo, pacientes diabéticos alimentados con dietas ricas en fibra redujeron su
requerimiento diario de insulina y estabilizaron sus niveles de glucosa sanguinea.
Dentro de los azucares libres pueden mencionarse la trehalosa y el manitol, los cuales
no son comunes en la dieta humana y han sido asociados a un efecto “prebiotico”,
promoviendo el crecimiento y la redistribucion de bacterias en el intestino humano
(Daniel Martinez-Carrera, 2004).
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[1.1.5.6.3 Grasas

Aunque el contenido de lipidos totales en el shiitake es bajo, debe resaltarse la
presencia de &cidos grasos, glicolipidos, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos,
esteroles y fosfolipidos. Su balance también es adecuado, ya que el 76.5% de los
acidos grasos son insaturados, los cuales se consideran esenciales para la dieta
humana. El &cido linoleico es el acido graso insaturado que se presenta en mayor
proporcién (72.8%). Una buena parte de las grasas también esta formada por
ergosterol (602-679 mg/100 g peso seco), el cual recientemente se ha demostrado que
tiene propiedades antitumorales, probablemente mediante la inhibicibn de la
angiogénesis inducida por tumores cancerosos solidos (Daniel Martinez-Carrera,
2004).

[1.1.5.6.4 Vitaminas

El contenido de vitaminas en el shiitake, en forma comparativa con levaduras
ampliamente utilizadas como suplemento alimenticio. El shiitake puede considerarse
como una buena fuente de vitaminas: A, complejo B, C, D2, D3, niacina y pro-vitamina
D2. Debe mencionarse que los hongos, y en particular el shiitake, constituyen el nico
alimento natural de origen no animal que contiene vitamina D (efectiva para la
prevencion y el tratamiento del raquitismo, la osteomalacia, y la osteoporosis
postmenopausica), siendo la Unica fuente de esta importante vitamina para las
personas con dietas vegetarianas. En este tipo de dietas, el shiitake también
proporciona la importante vitamina B12 (Daniel Martinez-Carrera, 2004).

[1.1.5.6.5 Minerales

En orden de importancia, el shiitake contiene altas concentraciones de potasio,
fésforo, magnesio, calcio, sodio, zinc, cobre, hierro, boro y manganeso. El potasio es
importante para regular la presion arterial y la condicion muscular, mientras que el
fosforo es fundamental para la transferencia de energia, y la informacion genética
dentro del cuerpo. Otros minerales se presentan en concentraciones menores, tales

como el selenio. Este micronutriente es esencial para la dieta humana, ya que funciona
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como cofactor del sistema enzimatico glutation-peroxidasa, cuya funcion principal es
proteger los lipidos de la membrana celular contra los dafios ocasionados por radicales
libres. Diversos estudios han indicado que el consumo de altos niveles de selenio en

la dieta reduce la incidencia de ciertos tipos de cancer (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
[1.1.5.7 Valor medicinal

Las propiedades medicinales de los hongos comestibles, asi como sus efectos
benéficos en la salud humana, han sido reconocidas durante mas de 2000 afios por
diversas culturas en todos los continentes. En las Gltimas décadas, extractos obtenidos
a partir de hongos son ampliamente comercializados como nutracéuticos,
concentrados, o suplementos nutricionales, dietéticos o alimenticios para mantener o
mejorar la salud. El shiitake es considerado un excelente alimento funcional que
proporciona beneficios a la salud y ayuda a prevenir o aliviar enfermedades si se
consume regularmente dentro de la dieta. Sus propiedades medicinales se han
popularizado comercializando suplementos alimenticios para reducir la hipertension y
tratar enfermedades cardiovasculares, la diabetes, el cancer, y la artritis. Estudios
epidemiolégicos realizados en la isla nipona mencionan que la ingesta de hongos
como alimento se asocia a tasas inferiores de muerte por cancer, al compararse con
el valor promedio nacional de ese pais. El consumo diario de tan so6lo 90 g de shiitake

fresco durante 7 dias induce la reduccion de hasta 12% del colesterol en sangre.

Actualmente, se cuenta con evidencia cientifica sélida basada en analisis quimicos y
la utilizacion de modelos in vitro, animales y humanos. Diversos estudios demuestran
la presencia de una amplia variedad de moléculas bioactivas en el shiitake, tales como
polisacéaridos de alto peso molecular, glicoproteinas, terpenoides, proteinas fungicas
inmunomoduladoras, esteroides, fenoles, nucledtidos y sus derivados. Actualmente, el
shiitake es utilizado como un verdadero modelo dentro de los hongos comestibles con
propiedades funcionales. Estas propiedades se han estudiado cientificamente desde
la época de los 1960s, principalmente por investigadores japoneses. Diversos
compuestos se han logrado aislar, purificar, determinar su composicion quimica, y

estudiar en relacion a sus efectos directos en la salud humana, constituyendo

18



medicinas comercialmente disponibles con volimenes de venta superiores a los 100

millones de dolares anuales, tan sélo en Japon (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
11.1.5.7.1. El polisacarido “Lentinan”

Término derivado del nombre cientifico del shiitake: Lentinula. Este compuesto
fue aislado en 1970, y se trata de un B-(1,3)-glucano ramificado (2:5), (C6 H10 O5) n,
con peso molecular 4-8 x 105 Da, y estructura superior (triple hélice). La administracion
de este polisacarido antitumoral produce reacciones biol6gicas inmediatas, especificas
y no especificas, a nivel celular, inmunoldgico y complementario. El “lentinan” estimula
la produccién de células antitumorales naturales, tales como las células T, células N-
K (natural-killer), macréfagos citotoxicos, y anticuerpos. Los pacientes con cancer
gastrico, suministrados con sélo 2 mg de “lentinan” cada dos semanas, incrementaron
mas del 50% su produccion de globulos blancos (macrofagos). Es importante
mencionar que el desarrollo de células cancerosas generalmente suprime la
produccion de células asociadas al sistema inmunologico. Por ello una estrategia
fundamental para prevenir, tratar o revertir el cancer consiste en estimular al maximo
el sistema inmunoldgico de los pacientes. Esto puede lograrse a través de los
polisacaridos aislados del shiitake. En Japon, el “lentinan” ha prolongado eficazmente
la sobrevivencia de pacientes con cancer, principalmente gastrico y colon rectal, en
comparacion con tratamientos convencionales de quimioterapia. Asimismo,
practicamente no se observa en los pacientes la toxicidad, ni las reacciones
secundarias adversas, tipicas de los tratamientos contra el cancer. A nivel molecular,
se ha logrado identificar la ubicacion cromosémica de genes involucrados en otras
respuestas inmunes inducidas por el “lentinan”, tales como el incremento de proteinas
de fase aguda (APP: complejo haptoglobina-hemoglobina, hemopexina, haptoglobina)

y la dilatacién vascular (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
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1.1.5.7.2 El “LEM” (Lentinus edodes mycelium)

Es otro polisacéarido bioactivo (conjugado proteico heteroglicano) aislado del
shiitake, el cual se ha demostrado que inhibe la carcinogénesis del higado en ratas

mediante la activacion del sistema inmunoldgico (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
1.1.5.7.3 El “KS-2”

Se trata de un polisacarido (péptido a-manana, con aminoacidos dentro de la
cadena peptidica) aislado del shiitake, el cual es capaz de inducir la produccion de
interferon. De esta forma inhibe eficazmente el desarrollo del cancer, particularmente

del carcinoma de Ehrlich y del Sarcoma 180 (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
11.1.5.7.1.4 Otros compuestos anticancerigenos

Recientemente, también se han aislado otros compuestos potencialmente
benéficos, tales como la tioprolina (134 mg/100 g shiitake seco), la cual tiene la
capacidad de bloguear la formacion de compuestos carcinogénicos N-nitrosos.
Extractos termoestables de shiitake inhibieron eficazmente la proliferacion del cancer
de mama, el mas comudn que afecta a las mujeres, mediante la supresion de la
actividad aromatasa. Se ha demostrado que esta enzima (complejo enzimatico
citocromo P450) estd involucrada en la produccion de estrégeno in situ que induce la
proliferacion de tumores de cancer mamario en mujeres. Este prometedor estudio
sugiere que el consumo de shiitake puede llegar a ser un alimento funcional importante
en la quimio prevencién del cancer de mama en mujeres postmenopausicas (Daniel
Martinez-Carrera, 2004).

Il 1.5.8 Técnica de Inoculacion Liquida

La inoculacion es el proceso de introducir las esporas o micelio en el medio de

cultivo estéril.

Se realiza con asa de siembra, esta se encarga con la muestra problema solida

o liquida en condiciones de esterilidad y se adiciona al medio liquido agitdndola.
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Si se realiza con escobillon o hisopo el método es igual que con el asa de siembra.

Il 1.5.8.1 Fructificacion de esporas

Imagen 4-Fructificacion de esporas

Fuente: (ARIAS, 2008)

Se necesita de Oxigeno: debido a su condicién de organismo aerdbico, los hongos
requieren de oxigeno para su metabolismo; Carbono: los hongos emplean una
variedad de compuestos organicos para sus requerimientos de carbono. Estos
compuestos le proporcionan la energia para desarrollar sus actividades metabdlicas;
Nitrégeno: los hongos requieren de este para convertirlo en proteinas, purinas y
pirimidinas y para el componente de la pared celular; Sulfuro: es un elemento
estructural en algunos productos secundarios del metabolismo siendo el mas conocido
la penicilina antibidtica; Fosforo: es importante para el movimiento de materiales a
través de las membranas; Potasio: su papel es de cofactor en algunas nos sistemas
de enzimas y su requerimiento es suplido por el medio; Magnesio: es requerido por los

hongos para la activacion de los sistemas de enzimas (ARIAS, 2008)

[1.1.5.9 Estudios en shiitake con distintos sustratos y cepas en relacion a su
calidad

En la literatura se encuentran diversas investigaciones sobre el crecimiento de
micelio de shiitake en distintos sustratos, un ejemplo es lo reportado por (GOMES-DA-

COSTA, 2008), quienes utilizaron cepas de L. edodes para evaluar el crecimiento del
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micelio en sustratos de aserrin de eucalipto (Eucalyptus sp.), roble australiano
(Grevillea robusta) y arbol santo (Melia azedarach), utilizando suplementos como
harina de soja y arroz. Los sustratos de eucalipto y roble australiano fueron los mejores
para el crecimiento de L. edodes.

Actualmente (GAITAN-HERNANDEZ, 2017) utilizaron paja de trigo como sustrato
en la siembra de varias cepas de L. edodes reportando un intervalo de eficiencia
biologica (EB) de 66.0 a 320.1%. El resultado fue dependiente de las caracteristicas
de las cepas y de los factores ambientales. Por otro lado, para evaluar el contenido y
propiedad antioxidante del shiitake, determinaron el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de hongos comestibles y medicinales, encontrando

correlacion significativa entre actividad DPPH y polifenoles para Lentinula edodes.
11.1.5.9.1 Tipos de sustrato

Los sustratos especificos para el cultivo de hongos comestibles como la Lentinula

edodes pueden ser artificiales o naturales. (Ricardo Silva S., 2010).
11.1.5.9.2 Sustratos naturales

Estos tipos de sustratos se generan por ramitas o troncos en el que se inocula el hongo
de forma directa, es decir, sin la intervencién de ninguna modificacion como la
esterilizacion. Durante la fructificacion e incubacion el cultivo se genera cuidando que
se tenga la corteza de los mismos troncos, ya que esta genera verdaderas barreras
fisicoquimicas contra la contaminacion por crecimiento de hongos malignos de esta
forma se consigue que el sustrato sea natural sin complicaciones. Sin embargo,
algunos troncos son contaminados en la parte transversal de la superficie, pero se las
deja pasar por que el cultivo las tolera, son facilmente controlables con el uso de agua

oxigenada como desinfectantes. (Ricardo Silva S., 2010).
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[1.1.5.9.3 Sustratos artificiales

Estos sustratos son mezclas de algunas moléculas organicas e inorganicas sobre
la matriz del componente lignocelulésico, ya que por separado o0 en union estos
presentan un mayor indice nutricional para numerosos microbios, ya que son
componentes de facilmente accesibles y simples. Hay mas probabilidad que los
microbios existentes naturalmente invadan el sustrato de cultivo con mayor rapidez de
crecimiento que los hongos que se intentan cultivar. Esto ocurre cuando los sustratos
no son tratados térmicamente mediante el proceso de esterilizacion. Muchos
cultivadores desprevenidos que han intentado cultivar Pleurotus ostreatus inoculando
pasto de trigo humedo, dando como resultado rendimientos desorbitantes de trigo,
malezas y moho. Por lo tanto, el sustrato debe tratarse por medio fisicos o quimicos
para aniquilar eficientemente la carga de microbiana contaminante. El tratamiento y el
contenido de nutrientes del conglomerado hacen del sustrato uno con gran potencial
para el desarrollo de los hongos comestibles utilizados para sembrar el sustrato.
Generalmente, el sustrato artificial aguarda una estrecha relacién entre el carbono y
nitrégeno (C: N), el potencial de hidrogeno, humedad, compactacion, tamafio de
particula, entre otros ya que pueden hacer que los hongos inoculados sobre o dentro
del sustrato se desarrollen como vegetales y se reproduzcan mas efectivamente. Estas
propiedades y condiciones ambientales designan en ultima instancia el éxito de la
produccion. (Ricardo Silva S., 2010).

11.1.5.9.4 Incubacién del Micelio

El tiempo de incubacion antes de la fructificacion es determinada por la formula
del sustrato y las caracteristicas de la cepa. La incubacién tiene dos fases: 1) Durante
la fase inicial de la colonizacion, el micelio crece a través del sustrato, acumulando los
recursos necesarios para la fructificacion, y 2) El tiempo en que la cepa realiza el
corrido de micelio, que dependera Unicamente de que la cepa sea un colonizador
rapido o lento; en el primer caso puede requerir de un largo periodo de tiempo para

acumular la energia suficiente para realizar un brote, no asi en el segundo caso en
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gue la cepa esté lista para fructificar una vez colonizado totalmente el sustrato
(FLEGG, 1962).

1.5.9.5 Tratamientos Térmicos

El tratamiento térmico para eliminar o reducir las poblaciones de organismos
competidores que estan presentes en el sustrato. La velocidad a la que se calienta el
sustrato depende de una serie de factores como: el calor himedo que se moviliza en
el aserrin mas rapidamente que a través del aire, la cantidad de calor (vapor) aplicada
al sustrato y el total de masa o volumen de mezcla en las bolsas, que determinan el
tiempo necesario para alcanzar la temperatura ideal con la mitad del sustrato (REGES,
2008)

[1.1.5.10 Determinacion de propiedades farmacoldgicas

[11.1.5.10.1 Propiedades antioxidantes

La inhibicion o retraso de la oxidacion de moléculas son las acciones
preponderantes de los antioxidantes, estos inhiben las etapas de iniciacion y
propagacion de las reacciones radicalarias en cadena. Los antioxidantes pueden ser
naturales o artificiales. Generalmente los artificiales son moléculas con nucleo fenol en
el cual presentan ramificaciones carbonadas, en tanto que los de origen natural
pueden ser moléculas fendlicas como acido benzoico, el grupo de tocoferoles o
flavonoides, moléculas nitrogenadas como aminas, aminoacidos, alcaloides y

derivados de clorofila, ademas de contener vitamina C (SOTO, 2007).

En algunos antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT (Butil hidroxianisol y
Butil hidroxitolueno) su uso ha sido restringido debido a su carcinogenicidad, por lo
cual el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado ademas de que su
potente actividad antioxidante se ha demostrado en el laboratorio y mencionado en la
literatura (BRANEN, 1975) .

Algunos antioxidantes naturales muestran propiedades biologicas incluyendo

funciones antibacteriales, antivirales y antiinflamatorias. Una terapia antioxidante
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provee una alternativa accesible para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo (VELIOGLU, 1998).

La capacidad antioxidante de una sustancia o extracto se mide mediante un método
llamado DPPH que se fundamenta en la capacidad estabilizadora del radical organico
1,1-difenil-2-picrilhidrazil la cual se atribuye a la deslocalizaciébn del electron
desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta
caracterizada por una banda de absorcion, en solucion etandlica, centrada alrededor
de 520 nm. Cuando una disoluciéon de DPPH entra en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie radical, se produce la forma
reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del 13 color y por lo tanto la
pérdida de la absorbancia (BRAND-WILLIAMS, 2015) .

En el caso de L. edodes los compuestos antioxidantes que se encuentran
comunmente son compuestos fendlicos como el acido trans-cinamico, Aacido
protocatéquico y acido galico, acido ascorbico, flavonoides como catequina y esteroles
(YANG, 2017).

11.1.5.10.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos (también llamados polifenélicos) forman un conjunto
amplio de sustancias, que se caracterizan por la presencia de al menos un anillo
bencénico, el cual esta directamente unido al menos un grupo hidroxilo, libre o ligado
con otra funcion. En los animales, plantas y hongos, estos compuestos protegen contra

los dafios oxidativos (Daniel Martinez-Carrera, 2004).

Con base a su estructura, a los compuestos polifenélicos se les clasifica en
fenoles simples o &cidos fendlicos, acidos benzoicos y relacionados, acetofenonas y
acidos fenil acéticos, derivados de acidos hidroxicinamicos, flavonoides, entre otros
(Daniel Martinez-Carrera, 2004).

Las rutas metabdlicas responsables de la biosintesis de compuestos fendlicos

son la del shiquimato y acetato. Algunos compuestos fendlicos son biosintetizados por
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cada una de estas vias por si sola, sin embargo, la clase mas grande de compuestos
fendlicos, los flavonoides, son productos de origen biosintético mixto que incorporan
en sus estructuras subunidades de ambas rutas metabdlicas (BRAND-WILLIAMS,
2015).

Los polifenoles son potentes antioxidantes que se suman a las funciones de
vitaminas y enzimas en la accion contra el estrés oxidativo causado por especies
reactivas de oxigeno (Tsao, 2010). Entre los polifenoles con capacidad antioxidante
reconocida destacan los flavonoides, acidos fendlicos(hidroxicinamico,
hidroxibenzdicos, cafeico, clorogénico, galico), taninos, chalconas y camarines, los
cuales constituyen la fraccién polifendlica de varios alimentos (Daniel Martinez-
Carrera, 2004).

111.5.10.3 Método DDPPH

El DPPH es un radical nitrogenado organico y estable, de un intenso color
parpura, y no necesita generacion previa. EIl método fue planteado por Brand-Williams,
y sirve para determinar la capacidad antioxidante con base en la disminucién de color,
medida a 517 nm, por accion de un compuesto antioxidante. Dicha actividad también
puede medirse por resonancia espin-electrén (RODRIGUEZ, 2015).

[1.1.5.10.4 Ensayo de FRAP

Ensayo FRAP (ferric reducing/antioxidant power): este método evaludé la
capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el
hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2, 4,6-tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta la forma ferrosa (Fe*?) (MESA, 2010).

[1.1.5.11 Propiedad antitumoral

Los polisacéaridos de alto peso molecular (ramificados, estructura superior), asi
como otros compuestos bioactivos modulan e incrementan la respuesta del sistema
inmunoldgico del organismo, lo que les confiere propiedades antitumorales. Tiene una

gran capacidad de inhibicion (73 al 97.5%), ademas tiene una funcién preventiva en
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un 31 al 83% e inclusive dar marcha atras en la sintesis de tumores en un 22 a 77%
en diversas investigaciones clinicas y experimentales. Su administracion es
normalmente por via intraperitoneal en dosis de 0.2-25 mg/kg peso corporal,
observandose efectos positivos dentro de las primeras 24 h y hasta por siete dias.
Asimismo, han demostrado enorme capacidad para prevenir canceres inducidos
viralmente o quimicamente, asi como metastasis cancerosa. Esto mediante la
activacion (maduracion, diferenciacion, proliferacion) de macrofagos, linfocitos T,
células T, interleucinas y otras células inmunoldgicas que modulan la liberacion de
citoquinas. Paralelamente, se han demostrado los efectos regenerativos de estos
compuestos bioactivos celulares, del cual desencadenan condiciones secundarias que
indujeron los tratamientos usuales para casos oncoldgicos. Gracias a esto generan
una verdadera opcién natural para la restauracion de pacientes expuestas a

operaciones de gran riesgo, radioterapia o quimioterapia.

Entre los efectos regenerativos estudiados se puede destacar los efectos antieméticos,
recuperacion de las ganas de comer, aumento de globulos blancos, regeneracion de
las funciones del sistema inmune, reduccion de la sensacion de dolor y el cabello deja

de caerse. (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
11.1.5.11.1 Otros compuestos anticancerigenos

Recientemente, también se han aislado otros compuestos potencialmente
benéficos, tales como la tioprolina (134 mg/100 g shiitake seco), la cual tiene la
capacidad de bloguear la formacion de compuestos carcinogénicos N-nitrosos.
Extractos termoestables de shiitake inhibieron eficazmente la proliferacién del cancer
de mama, el mas comun que afecta a las mujeres, mediante la supresion de la
actividad aromatasa. Se ha demostrado que esta enzima (complejo enzimatico
citocromo P450) esté involucrada en la produccion de estrogeno in situ que induce la
proliferacion de tumores de cancer mamario en mujeres. Este prometedor estudio
sugiere gue el consumo de shiitake puede llegar a ser un alimento funcional importante
en la quimio prevencidon del cancer de mama en mujeres postmenopausicas (Daniel
Martinez-Carrera, 2004).
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[1.1.5.11.2 En vivo prueba antitumoral Células S-180

Esta prueba busca marcadores tumorales, a veces llamados marcadores de
cancer, en la sangre, orina etc. Los marcadores tumorales son sustancias que las
células cancerosas o las células normales producen en respuesta al cancer. Algunos
marcadores tumorales son especificos de un tipo de céncer. Otros se pueden

encontrar en varios tipos de cancer.
11.1.5.11.3 Método colorimétrico de bromuro

Este nuevo método colorimétrico hace uso de la oxidacion de iones bromuro a
bromo molecular mediante la reaccion de iones bromuro con éxido de cromo (VI) en
solucion &cida; luego el bromo molecular resultante de la reaccidn anterior, es extraido
con disulfuro de carbono analizando su concentracion por espectroscopia ultravioleta-
visible a 420 nm (GALLEGOS, 2013).

11.1.5.12 Otras propiedades farmacoldgicas

L. edodes presenta diversas propiedades funcionales, como funciéon antitumoral
e hipocolesterolemia y en estudios recientes se ha demostrado su potencia

antimicrobiana y antioxidante (Good, 2007).
11.1.5.12.1 Propiedades antibidticas

Al incrementar la respuesta del sistema inmunoldgico, se generan efectos
antibioticos en el organismo. Un derivado del “lentinan” (sulfato de “lentinan”) también
ha demostrado tener una potente actividad para suprimir la expresion e infeccion del
virus de inmunodeficiencia humana (HIV). Otras propiedades antibiéticas adicionales
del “lentinan” y sus derivados incluyen efectos terapéuticos positivos contra bacterias
(Mycobacterium tuberculosis; Listeria monocytogenes), virus (Adenovirus tipo 12;
Abelson virus; VSV-encefalitis virus; Herpes simple | & Il), y parasitos (Schistosoma
mansoni; S. japonicum; Mesocestoides corti). Por otro lado, el “LEM” también ha
demostrado su capacidad para inhibir la infeccién in vitro del virus HIV, y actualmente

es utilizado como parte del tratamiento contra el sindrome de inmunodeficiencia
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adquirida (SIDA). En estudios clinicos con 40 pacientes afectados por hepatitis B
cronica, el LEM mejoro el funcionamiento del higado y redujo la presencia del Virus
hepatitis B en sangre. Otros compuestos antibacterianos también han sido
identificados, tales como la lentinamicina A y B. Un extracto de shiitake demostré una
reduccion del 46% de lesion pulmonar ocasionada por el virus de la influenza, lo cual
fue incluso mas eficiente que algunas drogas comunmente utilizadas en tratamientos
médicos (40%). También detuvo la multiplicacion del virus de la poliomielitis. Una
fraccion de ARN (dsRNA) demostré estar involucrada en la efectividad contra la
infeccion del virus de la influenza A/ SW del ratén, mediante la induccién de interferén
(Daniel Martinez-Carrera, 2004).

11.1.5.12.2 Propiedades que reducen el nivel de colesterol y la hipertensién

La hipertension y demas enfermedades del corazon estan estrechamente relacionados
con niveles altos de colesterol. La eritadenina (C9 H1104 N5) aislada del shiitake (600-
700 pg/g, base seca) tiene la capacidad de reducir eficazmente las concentraciones
de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos en suero sanguineo. Se ha propuesto que este
compuesto hipocolesterolémico, también conocido como “lentisina”, esta molécula
incrementa la velocidad del metabolismo en las etapas de excrecidén y descomposicion
del colesterol absorbido. Un efecto similar lo produce también la fibra dietética
contenida en el shiitake. Una molécula encontrada el el Shiitake, fue administrado a
200 mg/Kg de dosis, esta concentracion consiguié la reduccion de colesterol total
plasmatico hasta en un 25,1%, en tanto que los triglicéridos disminuyeron hasta en un
44.5% (Daniel Martinez-Carrera, 2004).

11.1.5.12.3 Propiedades antitrombéticas

La “lentinacina”, un componente de bajo peso molecular de los acidos nucleicos,
tiene actividad antitrombética efectiva, la cual se ha demostrado mediante la

aglutinacion inhibida de plaquetas (Daniel Martinez-Carrera, 2004).
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11.1.5.13.4 Propiedades antidiabéticas

Investigaciones recientes demostraron los efectos hipoglucémicos de un exo-
polimero aislado del shiitake. Al administrarse en una dosis de 200 mg/ kg peso
corporal, se registré una reduccion de hasta el 21.5% en el nivel de glucosa plasmaética,
asi como un incremento de 22.1% en el nivel de insulina plasmatica (Daniel Martinez-

Carrera, 2004)
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CAPITULO lIl. MARCO METODOLOGICO

[1l.1 Tipo de Investigacion

El método que se utilizd en la realizaciéon del presente trabajo fue la revision
bibliografica. Las fuentes bibliograficas utilizadas fueron fuentes primarias (articulos de
investigacion) y fuentes secundarias (bases de articulos de investigacion como
Science Direct, Scielo, Google Académico. Ademas, se consulto a través de libros de
texto para los conceptos fundamentales encaminados a dar cumplimiento a los

objetivos propuestos.
l1l.2 Equipos, Aparatos, Materiales y Reactivos
[11.2.1 Materiales de laboratorio

= Matraces Erlenmeyer 250 ml, 100 ml
= Pipetas Graduadas 2 ml, 5mly 10 ml
= Beakers 50 ml, 100 ml y 250 ml

= Espétulas

* Probetas 250 ml

= Vidrio de Reloj

» Pipetas automaticas

= Matraz Aforado

= Gradilla

= Tubos de Ensayos

» Bolsas Herméticas

= CajaPetri

» Aza de inoculacion

= Bolsas oscuras

= Algodon

= Rollo de aluminio
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[11.2.2 Equipos

= Tamices moleculares
= liofilizador

= FotOmetro laser

= Balanza analitica

= espectrofotometro UV.
»= Rota-evaporador

= vOrtex

= Mechero de gas

= Lamparas UV

= |jcuadora
[11.2.3 Reactivos

= Carbonato de calcio

= Peroxido de hidrégeno

= Hipoclorito de Sodio

= Formol

= Reactivo de Folin-Ciocalteu (Acido fosfowolframico y Acido fosfomolibdico)

= 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

= Acido Clorhidrico

= Etanol

= Hidréxido de sodio

= Agua

= Metanol

= b-caroteno

= acido linoleico

= tween 40

= Cloroformo

= FRAP (10 mM de solucién de 2,4,6-tris (2-piridil) -triatria (TPTZ) en HCI 40mM,
FeCl 20 mM 3) 6H 2 O y tampon de acetato (300 mM, pH 3.6))
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= NaBHa4

= Piridina

= Acido clorosulfénico

= 5-Fluorouracilo

= Acido acético

= MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio)

[11.3. Tipo de Sustrato
[11.3.1 Muestra

Al ser un trabajo bibliogréfico el origen de la cepa del Hongo Shiitake puede

variar, dependiendo de su laboratorio en el que sea exportado o conservado.

El objeto de estudio es una cepa del Hongo Lentinula edodes, obtenida del

Laboratorio (IIBINTECH) en la republica de Argentina, provincia de Buenos Aires.
[11.3.2 Obtencion de semilla
[11.3.2.1 Obtencién del medio de cultivo

La formula para la obtencién del cultivo Fue descrito por (Jiménez & Armijos, 2015)

Tabla 1 Formula para medio de cultivo MYA

Cantidad Materia prima
12 gramos Agar
12 gramos Extracto de malta liviano
1 gramo Harina de trigo
0.5 gramos Alimento para conejo
4.5 gramos pellets de madera
1 Litro Agua
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[11.3.2.2 Preparaciéon del medio de cultivo

La preparacion del medio de cultivo fue descrita por (Jiménez & Armijos, 2008)

= Esterilizar el frasco y las cajas Petri

= Colocar las materias primas en el frasco y calentar hasta fundir el agar

= En una mesa previamente desinfectada con hipoclorito de sodio colocar el

frasco dejando que se enfrié.

= Una vez enfriado el medio, se lo coloca en una olla de agua templada y se
agrega con una pipeta peroxido de hidrogeno al 0,018%, mezclando el perdxido
con el medio de manera circular evitando la formacién de muchas burbujas.

= Se vierte el medio en las cajas Petri, taparlos y dejar solidificar a temperatura

ambiente durante unos dias.

111.3.3. Formulacién de la mezcla

Segun la formulacion suiza, no indica las proporciones de cada uno de los

residuos agroindustriales para el cultivo del hongo Shiitake.

Tabla 2-Formulacion de los tratamientos para el cultivo de Shiitake

Materiales

Porcentaje de los Componentes

en Peso Seco

(Buffer)

Apua

Residuo Agroindustrial
(Fuente de Carbono)
Salvado de Trigo
(Fuente de Nitrdgeno)

Carbonato de Calcio (CaC0Os)

75 %

24 %

1 %

La necesaria para mantener una

humedad de 65 a 75%

[11.3.3.1 Preparacion del sustrato

Las condiciones para el que el sustrato sea el mas 6ptimo para el crecimiento

del hongo Shiitake deben ser la siguiente. Segun: (Rodriguez et al., 2006)

Fuente: KALBERER, P. P.
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Imagen 5-Pardmetros 6ptimos para el cultivo del hongo shiitake

Incubacié Fructificacion Fructificacion
Condiciones de proceso Lt Induccion Desarrollo

Temperatura 21-27%C 8- 21%C 21-27C
Humedad relativa 95-100% 95 -100% 60 - B0%
Duracion 1 - 2 meses 5 = 7 dias 5 - 8 dias
[co,] Tolera 1% <0,1% <0,1%
Como sea requerido

Como sea requerido para

Cambios de aire fresco Entre Oy 1/dia | para mantener el nivel .
- mantener el nivel de CO,
de CO, L
Requerimiento de luz 50-100 lux 500-2.000 lux 500-200 lux
Relacion C/N del sustrato 40-100 40-100 40-100
Humedad del sustrato 60-65% 60-65% 60-65%

Tamano de particula del
sustrato

1-5 mm 1-5 mm 1-5 mm

El Residuo agroindustrial usados para esta investigacion es Aserrin Encino en

diversas proporciones.

Segun la preparacion del sustrato del trabajo del trabajo de investigacion de

(Jiménez & Armijos, 2008), hacen uso de la siguiente formula:

e Sustrato agricola(Encino)

e marlo de maiz molido

e pHyagua

Los materiales se mezclan y se pasteurizan por 4 horas, para realizar el
traspaso del micelio de las cajas Petri hacia el nuevo sustrato.
Luego de la primera esterilizacion se enfria la mezcla y se afiade 80 ml de agua y se

aplica una segunda esterilizacion por un tiempo 5 horas.
[11.3.3.2 Multiplicacién de incubacién del Micelio
La técnica fue descrita por: (Jiménez & Armijos, 2008)

= Esterilizar la caja aséptica con hipoclorito de sodio y formol y dejandola durante
6 horas sometida a una luz UV.

= Pasado este tiempo se introducen las manos protegidas con guantes y
procedemos a tomar 2 fragmentos del micelio de la caja Petri y los ubicamos en

el frasco en el cual se encuentra el sustrato.
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= Una vez colocado el fragmento de micelio, limpiar con alcohol antes de tapar
evitando su descontaminacion.

= Dejar en una incubadora a una temperatura de 23°C durante 15 a 21 dias.
[11.3.3.3 Pesaje y tratamiento térmico

La mezcla de los materiales se procede a pesar en base a la proporcion dicha
en la formulacion suiza, formando bloques de residuos organicos y haciendo uso de
unas mallas plasticas que son sometidas a pasteurizacion por medio de vapor a una

temperatura que no sobrepase los 60 °C durante 5 horas.
[11.3.3.4 Inoculacién del micelio en el sustrato

Una vez frio el material con el asa de siembra se realiza un orificio en la mitad
del bloque de sustrato con un diametro de 1.5 a 2 cm; luego se flamea el asa de
siembra con el mechero de gas, y se procede a tomar la semilla y colocarla en el
agujero realizado; al mismo instante se cierra la funda se envuelve con papel aluminio

para darle oscuridad.
[11.3.4 Induccion o choque térmico

En los bloques de sustrato previamente inoculados, se quita el aluminio que
tiene como cobertura y se realizan pequefios agujeros para sumergirlos en agua fria

durante 36 horas a una temperatura de 12°C para la formacion de cuerpo fructiferos.
[11.3.5 Formacion de cuerpo fructifero

La condicion de humedad relativa desde oscilar entre un 30 a 50 % en una

temperatura de 16 a 21 °C durante un periodo de 10 dias con el sustrato que fructifico.

Una vez madurado el micelio el hongo esta listo para brotar y desarrollarse en

un tiempo de 3 dias

La cosecha se realiza cortando el tallo base del hongo.
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[11.3.6 Determinacion de propiedades farmacoldgicas
[11.3.6.1 Tratamiento de muestra

Pesar el hongo y proceder a secar la muestra en una estufa a una temperatura
de 40 °C en un tiempo de 48 horas, una vez seca la muestra se pulveriza en un molino

hasta obtener un polvo grueso.
[11.3.6.2 Actividad antioxidante
[11.3.6.2.1 Obtencidon de los extractos

Segun la técnica descrita por (Da Silva & Jorge, 2011) La extraccion se realiza

haciendo uso de los diferentes solventes:

e Agua/metanol (1:1)
e Etanol/Agua (1:1)
e Metanol y agua (1:1)
Se pesan 8 gramos del polvo grueso del hongo o parte del hongo en 80 mL del

solvente, en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente.

La mezcla se centrifuga en un periodo de 5 minutos a 3000 rpm, se filtra el
sobrenadante en una bomba al vacio y se somete a rota evaporador a temperatura de
40-60 °C.

Se pesan 10 g del extracto y se diluyen en 10 mL de metanol.
[11.3.6.3.1 Determinacién de la actividad antioxidante por el método del DPPH
El método fue descrito por (Avila Castafieda, 2009)

Se procede a mezclar los extractos obtenidos de diferentes concentraciones del
analito junto con el reactivo de DPPH disuelto (0,2 ml/Etanol); obteniendo
concentraciones 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0 mg/mL de DPPH.
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Mantener durante 30 minutos a temperatura ambiente en condiciones de

oscuridad y luego se calcula el porcentaje haciendo uso de la siguiente formula:
%AA= (Abianco-Amuestral Ablanco) X100

111.3.6.3.2. b-caroteno / &cido linoleico

La actividad antioxidante se evalu6 por triplicado (Da Silva & Jorge, 2011)

El estandar a usar es BHT (0,08 mg/mL)

Se toma una alicuota de b-caroteno (0,2 mg/mL en cloroformo) junto con el acido

linoleico (0,04 g) y el tween 40 (0,4 Q).

Se deja evaporar el cloroformo, afadir 100 mL de un agente oxidante y agua

destilada a la mezcla hasta la formacién de una emulsién.

En un tubo de ensayo que contiene 1 mL de los extractos en diversas

concentraciones se incuba 50°C en bafo maria.

De la emulsion se toman 5 mL que son transferidos al tubo que se encuentra en
el bafio de agua y tan pronto se afiade la emulsion, se procede a leer la absorbancia

cero a 470 nm usando un espectrofotdmetro UV visible.
Durante un periodo de 2 horas se realizan las lecturas en intervalos de 20 minutos.
111.3.6.2.3 Ensayo FRAP (poder antioxidante reductor férrico)

El reactivo FRAP usado en esta técnica (Carneiro et al., 2013a) esta compuesto
por 10 mM de solucion de 2,4,6-tris (2-piridil) -triatria (TPTZ) en HCI 40mM, FeCl 20
mM 3) 6H 2 O y tampon de acetato (300 mM, pH 3.6) (1: 1: 10, v /v /v).

Se afiade 100 uL de los extractos en diferentes concentraciones a 3 mL del
reactivo FRAP.
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Se incubo el tubo con la mezcla a temperatura ambiente durante 6 min y luego

de esto se procede a leer las absorbancias a 593 nm en un espectrofotometro.
111.3.6.2.4 Determinacion de Fendlicos totales por ensayo de Folin-Ciocalteu

La solucién de extracto (1 mL) se mezcld con el reactivo de Folin-Ciocalteu (5
mL, previamente diluido con agua 1:10, v / v) y carbonato de sodio (75 g /L, 4 mL).
Los tubos fueron agitados en el vortex durante 15 segundos y se deja reposar durante
30 min a 40 °C para que se desarrolle el color y al finalizar se midi6 la absorbancia a
765 nm.

[113.6.3 Actividad antitumoral
11.3.6.3.1 Preparacién de la muestra

El tratamiento de la muestra se realiz6 usando la técnica descrita por
(Nursaikhan et al., 2015)

Se extrae con una solucion de NaOH al 5%/ NaBH al 0,05% 2 veces y se

neutraliza el medio con &acido acético al 36% para eliminar glucano.

Los precipitados que contengan el analito de estudio (-Glucan) se lavan con
agua 5 veces y pasan a liofilizarse y separados en distintos pesos de manera
respectiva.

Se pesan 500 mg del polvo liofilizado y se suspenden en 50 mL de agente
sulfatante DMSO a temperatura ambiente en agitacion constante en un periodo de 2

horas.

Se afiade piridina y acido clorosulfonico gota a gota en agitacion durante media

hora.

Calentar durante 60 °C por 3 Horas y al término de la reaccién enfriar y ajustar
pH 10 con NaOH al 10%.
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Para su concentracion el producto se liofilizé hasta obtener un polvo amarillo.

[11.3.6.3.2 En vivo prueba antitumoral Células S-180

La técnica tratada en este presente trabajo esta dada por (Nursaikhan et al., 2006)

La especie animal usada fueron ratones de un peso aproximado de 1 g los

cuales fueron trasplantados en la ingle derecho a través de la via subcutanea.

Se dividieron en 10 grupos de 10 ratones entre ratones de control, ratones

tratados con la muestra y ratones tratados con 5-Fluorouracilo.
Se disolvié 5-Fluorouracilo y las muestras de estudio en 0,2 mL de NaCl.

Al grupo de control se inyecto por via intraperitoneal una vez al dia durante 10
dias 0,2 mL de NaCl. (La misma via de administracién, la misma cantidad y durante

igual periodo fue la administracion de 5-Fluorouracilo y las muestras).

La dosis del 5-Fluorouracilo fue de 20 mg/Kg y la dosis de las muestras fue de
20 m/Kg y 60mg/Kg.

Los ratones luego de este proceso fueron sacrificados y comparados con los
ratones de control, dicha relaciones de pesos de inhibicion y mejora del peso corporal

fueron calculadas por la siguiente forma:
Y220 WCWthP=WC100%re 3 b
FY2%d WunaW sib=Wsi100%re 44 b
Wc= Peso tumoral promedio grupo de control
Wit= peso promedio del grupo analizado

Wsi Y W una= Son los pesos antes y luego del ensayo de los ratoneslll.3.6.3.3

In vitro prueba antitumoral Se usé un método colorimétrico de bromuro
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La técnica usada fue prescrita por (Nursaikhan et al., 2015)

Para esta prueba se cultivd células tumorales S-180 en medio Roswell Park

(1640 suplementado con 10 % de serio fetal bovino).

En este medio de cultivo se agregan concentraciones de las muestras en

solucion salina a condiciones de temperatura de 37°C en un periodo de 72 Horas con

una atmosfera de 5% de CO..

Luego de su tiempo de incubacion se agrega MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolio) y se determina colorimétricamente.
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[11.3.7 Presentacion de flujo gramas de las técnicas empeladas para la

determinacion de actividad antioxidante y actividad antitumoral

Imagen 6-Tratamiento de la muestra para la actividad antioxidante

Pesar 8g polvo
grueso del hongo

Solventes 80 ml

Agua/ metanol 1: 1 -
Etanol/ agua 1:1
Metanol / agua 1:1

'

Mezclar

'

Centrifugar 5 minutos a 300
<_|_ rpm

!

Filtrar

(sobrenadante) " | Bomba al vacio

Condiciones de
oscuridad
T ambiente

. | Rotaevaporador
== T 40-60 C
A 4
Pesar 10 g
(extracto)

'

Diluir en 10 ml Met OH
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Imagen 7-Técnica DPPH

Mezclar
(extractos)
diferentes conc.
analito

:

Obtener
concentraciones:
0.25, 0.5,0,75,1.0

y 2.0 mg/mL de
DPPH

l

+ Reactivo
DPPH disuelto
(0,2 mM/ EtOH)

Mantener por 30 mina T
ambiente ( condiciones de
oscuridad)

!

Calcular %
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Imagen 8-Técnica con el reactivo de FRAP

Reactivo FRAP

g

Incubar tubo con la mezcla
a T ambienta x 6 min

¢

Leer absorbancia a
593 nmen un

espectrofotometro

Adicianar 100ml de los
extractos en diferantes
concentraciones a 3ml



Imagen 9-Técnica B-caroteno/Acido linoleico

Estandar BHT ( 0,08mg/mL)

1

Tomar 1 alicuota de
b-caroteno (0.2 mg/mL
CHCI3+ 0,04 g C18H202+
Tween 40 (0.4g)

|

Adicionar 100ml
agente oxidante +H20
alamezcla

Evaporar
¢l CHCI3

FORMACION DE
EMULSION

Tomar 5mi de (emulsién)

Trasferir { emulsion ) en 1
tubo de 1ml de exiractos en
diferentes concentraciones
previamente incubados a 50
C bafio maria

Leer ahsorbancia
ceroa 470 nm
mediante

™| espectrofotométro [ >

UV visible por 2
horas

Realizar
lecturas en
intervalos de
20 minutos
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Imagen 10-Tratamiento de la muestra para actividad antitumoral

Extraer con una solucién de
Na OH al 5% /Na BH al 0,05%
2 veces

Neutralizar el medio
cant CH3COOH al 36%

| Elimina Glucano

Y

Lavar los
precipitados con
glucan 5 veces

Y

Liofilizar y separar en
distintos pesos

Y

Pesar 500mg de polvo
leofilizado

Y

Suspender en 50 mL
de agente sulfatante

DMSO
A temperatura
l -t ambiente con agitacion
durante 2 h
Adicionar C5HSN +

HSO3Cl gota a gota

Agitar durante 1h

Y
Calentar durante 60 C
par 3 h

h J Liofilizar hasta obtener

Enfriar y ajustar pH 10 | polvo amarillo

con NaOH al 10%
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Imagen 11-Técnica en vivo de actividad antitumoral

Medio de cultivo ( células
tumorales S-180 en media
Roswell Park)

'

Agregar Aplicar T de 37 C en
concentraciones de las periodo de 72 h con
muestras en solucion atmdsfera de 5% de CO2
salina
Adicionar

MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5 difeniltetrazolio)

l

Determinar colorimetria
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Ratones
de control

Imagen 12-Técnica In vitro de actividad antitumoral

Ratones con peso de
1g trasplantados en
ingle por via
subcutdnea

Dividieron

Ratones tratados

7_1

Inyectar por via IP

en 10 grupos

con
S-Fluorouracilo

I%

\_v

Inyectar par via IP

una vez al dia y Sagrificio y una vez al gil'a
durante 10 dias Tratados con comparacion con EIUfantE 10 ldlasl 5
0,2 mL de NaCl los ratones control uorouracilo y 1as
[a muestra ——
Y L{v
Inyectar par via IP
unavez al dia Determinar la relacién de
durante 10 dias pesas de inhibicién y

extracto del hongo
en 0,2 ml de CINa

mejora del peso corporal
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CAPITULO IV. RESULTADO Y DISCUSIONES
V.1 Determinacion del sustrato

Para la evaluacion de este analisis se compararon investigaciones realizadas en
Colombia y México; en las que el sustrato de analisis que dio mejores resultados fue
el aserrin de Encino en los dos paises. Sin embargo, las propiedades farmacoldgicas

presentaron diferencias, tal como se detalla a continuacion:

Tabla 3-Porcentaje de Eficiencia Bioldgica

Sustrato Agricola Resultado Referencia

Aserrin del Encino C 21,5 Articulo 1 (Colombia)

(Villegas Escobar et al., 2007)

Aserrin del Encino M 88.63 Articulo 2 (México)

(Romero et al., 2015)

Tabla 4-Tasa de produccion

Sustrato Agricola Resultado Referencia

Aserrin del Encino C 0,28% Articulo 1 (Colombia)

(Villegas Escobar et al., 2007)

Aserrin del Encino M 0.38% Articulo 2 (México)

(Romero et al., 2015)
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Tabla 5- Rendimiento

Sustrato Agricola Resultado Referencia

Aserrin del Encino C 47,04% Articulo 1 (Colombia)

(Villegas Escobar et al., 2007)

Aserrin del Encino M 63.13% Articulo 2 (México)

(Romero et al., 2015)

Para la determinaciébn del sustrato agricola con mejores propiedades
farmacoldgicas se evalud el porcentaje de eficiencia bioldgica, tasa de produccion de
cuerpos fructiferos y el rendimiento. Se puede observar una diferencia en los valores
obtenidos de las 3 variables analizadas; siendo el de mayor porcentaje en los 3
parametros mencionados, el sustrato analizado en Meéxico; indica un valor de
rendimiento del 63,13% cumpliendo con las condiciones adecuadas para el mercado,

las cuales deben ser superiores al 60 %. (Bernabé et al., 2006).

El sustrato analizado en Colombia presenta un porcentaje de eficiencia biol6gica
de 21.5 %, lo cual es 4 veces menor que el porcentaje de eficiencia biolégica
expresado anteriormente, de igual forma esta misma mezcla de sustrato presenta 0,28

% en la tasa de produccion y 47,04 % en el rendimiento del mismo.

Existe una variacidbn entre los valores obtenidos en las investigaciones
presentadas, dicha variacion puede deberse a la composicion del sustrato, el articulo
1 tiene una formula en proporciones de 75% materia seca de aserrin de encino y 25%
de salvado de trigo. El articulo 2 tiene 60% de aserrin encino, 38.5 % de salvado de
trigo, 1.5 % de Yeso.

Teniendo en cuenta las proporciones de los sustratos en las dos investigaciones,

se observo que los resultados del articulo 2 son mayores, esto puede significar que el
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uso de mayor porcentaje de salvado de trigo, otorga niveles necesarios de carbono y
nitrogeno para el desarrollo de la especie, el yeso es el material que solo existe en una
de las 2 férmulas de sustratos presentados; y la funcién de este material en la mezcla

es de mantener un pH adecuado para el crecimiento del cuerpo fructifero.

IV.2 Determinacién Actividad antioxidante
Tabla 6-Método DPPH

Técnica Resultado Referencia

DPPH 7,30 £ 0,213 mg/ mL Articulo 1

(Heleno et al., 2015)

DPPH 6.58+0,7 mg/ mL Articulo 2

(Carneiro et al., 2013b)

DPPH 1.012 + 0.024 mg/mL Articulo 3

(Roncero-Ramos et al., 2017)
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Tabla 7-Método FRAP

Técnica Resultado Referencia
FRAP 1.376 £ 0.017 mg/mL Articulo 3
(Roncero-Ramos et
al., 2017)
FRAP 2.62 £0.06 mg/mL Articulo 2
(Carneiro et al.,
2013b)
FRAP 3.19 £ 0.03 mg/mL Articulo 1
(Heleno et al., 2015)
Tabla 8-b.caroteno / &cido linoleico
Técnica Resultado Referencia
b-caroteno / &cido 3.54 £ 0.55 mg/mL Articulo 1

linoleico

(Heleno et al., 2015)

b-caroteno / acido

linoleico

0.64+0.15 mg/mL

Articulo 2

(Carneiro et al.,
2013b)
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b-caroteno / acido 0.413 + 0.007 Articulo 3

linoleico mg/mL
(Roncero-Ramos et
al., 2017)
Tabla 9-Determinacién de fenoles
Técnica Resultado Referencia
Fenoles totales 1.27 £ 0.00 mg/mL Articulo #1

(Heleno et al., 2015)

Fenoles totales 0.69+0.08 mg/mL Articulo #2

(Carneiro et al., 2013b)

Fenoles totales 0.104 £ 1.13 mg/mL Articulo #3

(Roncero-Ramos et
al., 2017)

Para la determinacion de actividad antioxidante se consideraron tres articulos,
en los que aplicaron las mismas técnicas, obteniendo resultados con ligeras

variaciones en las concentraciones de extractos.

Se realizaron técnicas del método de FRAP y la determinacién de fenoles totales,

obteniéndose resultados que se asemejan entre si, con una diferencia aceptable de +
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1 mg/mL, El uso de distintos solventes en los 3 articulos cientificos no generan

mayores cambios en los datos obtenidos sobre los analisis.

Caso contrario ocurre con la técnica de DPPH y el ensayo de b-caroteno / acido
linoleico, que presentan una diferencia entre resultados de = 6 mg/ mL.

Como primera variacion notable tenemos que el estudio realizado en
Departamento de Fisiologia y Bioquimica de Nutricibn animal, Espafia (articulo 3),
tiene una cantidad de actividad antioxidante por el método DPPH de 1.012 + 0.024
mg/mL, la cual es cinco veces menor que el valor obtenido en el estudio realizado en
el Instituto Politécnico de Braganca, Portugal (articulo 2), y 6 veces menor que la

muestra analizada en el Campus de los Inconfidentes en Brasil (articulo 1).

La segunda variacidén se encuentra en la técnica de fenoles totales, El articulo 1
tiene un valor de 1.27 + 0.00 mg/mL, valor el cual es 2 e incluso hasta 9 veces mayor

gue los resultados de fenoles totales obtenidos en los articulos 2 y 3.

El uso de diversas cepas tiende a generar resultados diferentes, ya que, por su
naturaleza, las cepas del hongo Shiitake pueden presentar ciertos metabolitos en
diferentes proporciones, por lo que la actividad antioxidante también varia, ya que es
directamente proporcional al porcentaje de compuesto fendlicos en su estructura. (Reis
et al., 2012)
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V.3 Determinacién de actividad antitumoral

IV.3.2 Técnica In vitro

Imagen 13-Resultado del articulo #4 Imagen 14-Resultado del articulo #5

a a
104 [ =
} {30,005 mg/nl I b -
S i W0.05 mg/nl 75+ = o
by | / :
00.5 ng/nl
D5 mg/ul | 5od -
-’%‘
25+
; Do e |
g‘[ o oo o o o
| L]
Hep2 Hela
l 2 i 4
(Nursaikhan et al., 2015), (Finimundy et al., 2016)

Se evaluo la actividad antitumoral mediante un ensayo in vitro donde se relaciona
las concentraciones de los extractos de Lentinula edodes vs los porcentajes de
inhibicion. La investigacion realizada en el Departamento de Quimica de la Universidad
de Wuhan, China (Nursaikhan et al., 2015), comprara extractos del Hongo Shiitake con
el farmaco 5-Fluorouracilo usado en tratamientos de quimioterapias, dicho articulo
menciona que al menos uno de los extractos presenta la propiedad de reducir el
crecimiento tumoral igual que el 5-Fluorouracilo a una misma concentracion de
0.005mg.

El estudio del Centro Aleman de Investigacion del Cancer (Finimundy et al., 2016)

compara al hongo Shiitake con la especie de hongo Pleurotus sajor, ambos con
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propiedades antineoplasicas; sin embargo, el extracto de Lentinula edodes que mayor

porcentaje de inhibicidn presentaba se encontraba a una concentracion 0,1 mg/mL.

Los extractos de hongo Shiitake analizados en las 2 investigaciones expuestas
presentan una actividad antitumoral, la diferencia radica en su concentracién y su
capacidad de inhibicién de crecimiento de celular, el extracto del articulo 4 actda a una
concentracion menor que el extracto del articulo 5 y esta variacion puede ser explicada
por el método de extraccion del polisacarido y los solvente usados en la técnica

descrita en la metodologia.

IV.3.1 Técnica In vivo

Imagen 15-Articulo 4

Dose Inhibition Enhancement
Sample (mg/keg Mice W'”'T"" ratio ratio of body
x 10d) (8) (%) weight (%)

Control 10/10  1.26 £0.26 49.6
FU-5 20 10/10 048 £0.28 62.0 189
L-II, 20 10/10 1,14 £ 0.40 9.8 46.9

60 10/10  0.86 £0.32 3L.7F 34.4
L-112 20 10/10  1.06 £ 0.41 159 50.7

60 10/10  1.05 £0.41 16.7 47.8
L-114 20 10/10 094 £0.34 25.4 43.4

60 10/10 0.88 £0.25 30.5 46.3
L-114 20 10/10  1.12 £ 0.40 4.0 50.5

60 10/10  1.21 £0.46 11.5% 38.2
Control 10/10 157 £ 0.66 47.7
FL-5 20 10/10 076 £0.16 51.6 20.4
SL-II, 20 10/10 1.40 £0.34 10.8 57.6

60 10/10  0.69 £ 0.30 56.17 32.6
SL-I1» 20 10/10  1.04 £0.22 33.8* 45.6

60 10/10  0.68 £0.27 56.2 31.7
SL-114 20 10/10 1.22 +0.34 222 41.2

60 10/10  1.64 £ 0.41 59.0* 36.4
SL-I14 20 10/10  1.12 £0.35 28.6 50.7

60 10/10 081 £0.25 48.4* 38.8

En la imagen se presentan los resultados del andlisis realizado en ratones,

comparando extractos del hongo shiitake en diferentes concentraciones, el peso de
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los ratones tratados, porcentaje de inhibicion y radio de inhibicién (Nursaikhan et al.,
2015).

Se puede observar que los extractos inyectados a los ratones presentan actividad
antitumoral directamente proporcional a la dosis usada, sin embargo, los niveles de

inhibicion se encuentran por debajo del 5- Fluorouracilo.

De los extractos de Lentinula edodes se obtuvo el compuesto que presenta
actividad antineoplasica, el cual fue denominado como un O- derivado sulfonado-Re—
Glucano, polisacéarido cuya relacion con el peso corporal es mucha mas altas que

usando el 5-Fluorocilo, el cual mata a células normales y cancerigenas.
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CONCLUSIONES

" El sustrato agricola ideal para buenos resultados en un analisis de
propiedades del hongo Shiitake debe tener cantidades de nitrégeno y carbono
no menos del 30%, debe tener una base de residuo agricola obtenida del encino
a concentraciones que oscilen entre 65y 60%, ademas de poseer un material

gue mantenga su pH Optimo para el desarrollo del cuerpo fructifero.

. El hongo Shiitake que se encuentra cultivado en un sustrato de
encino con proporciones definidas de nitrégeno, carbono y materia seca va a
obtener un rendimiento del 60% Yy presentara actividades antioxidantes y
antitumorales eficaces para la medicina por la existencia de moléculas como

fenoles y polisacaridos que emplean estas funciones.

. La actividad antioxidante de Lentinula edodes aumentara en
relacion a la cantidad de compuesto fendlicos existentes en la especie, sin
embargo, cada cepa del Lentinula edodes puede presentar concentraciones

mayores 0 menores de fenoles en un extracto.

. El polisacéarido O- Derivado sulfonado - RE- Glucano presenta una
actividad antitumoral muy similar a la del compuesto antineoplasico 5-
Fluorouracilo, el polisacérido que se obtiene del hongo Shiitake genera menos
citotoxicidad que el farmaco mencionado, por su relacién con la masa del

cuerpo en los ensayos realizados.
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RECOMENDACIONES

Realizar la actividad antioxidante y actividad antitumoral en Ecuador para
comparar valores con otros paises

Comparar experimentalmente setas del hongo shiitake de diferentes lugares del
pais.

Realizar estos métodos con los parametros adecuados para resultados

Optimos.
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GLOSARIO

Abedul: Arbol caducifolio que puede alcanzar hasta 30 m de altura.

Acido linoleico: es un &cido graso esencial de la serie omega 6 (w-6), es decir, el
organismo no puede crearlo y tiene que ser adquirido a través de la dieta. Es un acido

graso poliinsaturado, con dos dobles enlaces

Actividad antitrombotica: Reduce el riesgo de sufrir un ataque cardiaco, un
accidente cerebrovascular y una obstruccion de las arterias y venas, ya que evitan que

se formen codgulos de sangre (trombos) o que estos aumenten de tamafo.

Aromatasa: es unaenzima que es responsable de un paso fundamental en la

biosintesis de los estrégenos.

Ascomicetos: son hongos con micelio tabicado que producen ascosporas endogenas.

Pueden ser unicelulares y taldéfitos.

BHA: o hidroxibutilanisol es una mezcla de dos isdmeros de compuestos organicos,
2-tert-butil-4-hidroxianisol y 3-tert-butil-4-hidroxianisol, es un sélido ceroso que exhibe

propiedades antioxidantes.

BHT: o butilhidroxitolueno (E-321) es un antioxidante sintético procedente de la

industria petrolera. Es capaz de modificar la accion de algunos carcind6genos.

Carcinogénesis: Indica origen o inicio del cancer del griego “génesis” y es el proceso
por el que las células normales adquieren mutaciones y comienzan a reproducirse
descontroladamente, afectando el balance entre nacimiento y muerte celular. Estas

células escapan al control de la normalidad del organismo para crear tumores.

Cariogamia: es el paso final en el proceso de fusion de dos células eucariontes

haploides, y se refiere especificamente a la fusion de los dos nlcleos celulares.

Cepa: es una poblaciéon de microorganismos de una sola especie descendientes de

una unica célula o que provienen de una determinada muestra en particular, la que
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usualmente es propagada clonalmente, debido al interés en la conservacion de sus

cualidades definitorias.

Efectos hipoglucémicos: Es una afeccion que ocurre cuando el azucar en la sangre

del cuerpo (glucosa) disminuye y es demasiado bajo.
Eritadenina: principio activo del Lentinula edodes.
Esporas: Célula vegetal reproductora que no necesita ser fecundada.

Fungicultor: es un arte, disciplina o actividad dedicada a cultivar setasy
otros hongos en un medio controlado, a diferencia de la recoleccion de hongos, para

producir alimentos, medicinas como la penicilina y otros productos.
Hipocolesterolemia: Aumento de la cantidad normal de colesterol en la sangre.

Inhibicién: Impidiendo el crecimiento de los microorganismos. Esterilizacion,
matando, destruyendo o eliminando todos los microorganismos viables de un medio.

Los agentes que destruyen o matan las bacterias son bactericidas.

Inoculacion: Inoculante, al producto elaborado a base de microorganismos que se
aplican al suelo o a la semilla con el fin de aprovechar los nutrimientos contenidos en

asociacion con el vegetal
Lentinan: Polisacarido termolabil del shiitake, que tiene actividad antitumoral.

Meiosis: es un proceso de divisién celular a través del cual a partir de una célula

diploide se producen cuatro células haploides.
Micelio: conjunto de hifas que forman la parte vegetativa de un hongo.

Setas: son los esporocarpos, o cuerpos fructiferos, de un conjunto de hongos

pluricelulares (basidiomicetos) que incluye muchas especies.

Sustrato: es un medio material en el que se desarrollan las raices de las plantas,

limitado fisicamente en su volumen, aislado 65 del suelo para impedir el desarrollo de

65


https://es.wikipedia.org/wiki/Clon
https://es.wikipedia.org/wiki/Setas
https://es.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://es.wikipedia.org/wiki/Recolecci%C3%B3n_de_hongos
https://es.wikipedia.org/wiki/Alimento
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Penicilina

las raices en el mismo y capaz de proporcionar a la planta el agua y los elementos

nutritivos que demande, y a las raices el oxigeno necesario para su respiracion.
Tioprolina: inhibidor de enzima.

Via intraperitoneal: esté localizado en el interior de la cavidad peritoneal.
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