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RESUMEN

Los hongos medicinales han sido reconocidos durante mucho tiempo
como una parte importante de la cultura y la civilizacion humana. Las especies
del género Cordyceps son valoradas por sus componentes de importancia
medicinal. Cordyceps militaris se ha utilizado con fines medicinales en China,
Japén, Corea y otros paises asiaticos por sus compuestos con propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales, anti proliferativas y antidiabéticas.
Algunos estudios demuestran que la luz influye en la producciéon de compuestos
con actividad bioldgica. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la luz-LED en la produccion de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante del hongo Cordyceps militaris en cultivo liquido. En la metodologia
se realiz6 un disefio experimental aleatorio, utilizando 24 matraces Erlenmeyer
con capacidad de 250 mL con 150 mL de caldo extracto de malta inoculado con
C. militaris, 12 de ellos estuvieron en obscuridad y el resto fue expuesto en luz-
LED en agitacién continua en un total de 25 dias, tomando muestras los dias 5,
10, 15, 20 y 25, y se almacenaron en un ultra-congelador para posteriormente
cuantificar fenoles (mg AG/g), flavonoides (mg EQ/g) asi como evaluar la
capacidad antioxidante (mg EAA/g). Los datos obtenidos fueron evaluados por
triplicado, se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
rango multiple de Tukey (P<0.05). Se utiliz6 el software estadistico IBM SPSS
Statistics 21. La comparacion de las medias mostré que los tratamientos entre

oscuridad y luz tuvieron variacion en las concentraciones de fenoles, flavonoides



y capacidad antioxidante del hongo C. militaris en medio liquido. Para el
tratamiento de luz se encontraron valores maximos a los 25 dias para fenoles
(59.70 mg AG/g ES), flavonoides (87.93 mg EQ/g ES) y CAT (119.86 mg EAA/g
ES). En obscuridad fue a los 10 dias en fenoles (78.50 mg AG/g ES) y CAT
(157.30 mg EAA/g ES), mientras que en flavonoides fue a los 25 dias (14.03 mg
EQ/g ES). Se concluy6é que el efecto de la luz en los hongos incrementa la

composicidon mico-compuestos en medio liquido.



ABSTRACT

Medicinal mushrooms have long been recognized as an important part of
human culture and civilization. Species of the genus Cordyceps are valued for
their medicinally important components. Cordyceps militaris has been used for
medicinal purposes in China, Japan, Korea and other Asian countries for its
compounds with anti-inflammatory, antioxidant, anti-tumor, anti-proliferative and
anti-diabetic properties. Some studies show that light influences the production of
compounds with biological activity. Therefore, the objective of the present work
was to evaluate the effect of LED light on the production of phenols, flavonoids
and antioxidant capacity of the Cordyceps militaris fungus in liquid culture. In the
methodology, a randomized experimental design was carried out, using 24
Erlenmeyer flasks with a capacity of 250 mL with 150 mL of malt extract broth
inoculated with C. militaris, 12 of them were in darkness and the rest were
exposed in LED light under stirring. continued for a total of 25 days, taking
samples on days 5, 10, 15, 20 and 25, and storing them in an ultra-freezer to
subsequently quantify phenols (mg AG/g), flavonoids (mg EQ/g) as well as
evaluate antioxidant capacity (mg EAA/g). The data obtained were evaluated in
triplicate, analyzed by analysis of variance (ANOVA) and Tukey's multiple range
test (P < 0.05). The statistical software IBM SPSS Statistics 21 was used. The
comparison of the means showed that the treatments between darkness and light
had variation in the concentrations of phenols, flavonoids and antioxidant capacity
of the C. militaris fungus in liquid medium. For the light treatment, maximum

values were found at 25 days for phenols (59.70 mg AG/g ES), flavonoids (87.93

Xi



mg EQ/g ES) and CAT (119.86 mg EAA/g ES). In darkness it was at 10 days in
phenols (78.50 mg AG/g ES) and CAT (157.30 mg EAA/g ES), while in flavonoids
it was at 25 days (14.03 mg EQ/g ES). It was concluded that the effect of light on

fungi increases the myco-compound composition in liquid medium.
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LINTRODUCCION

Los hongos del género Cordyceps caracterizados como medicinales,
producen sustancias bioactivas, las cuales tienen varias funciones como reducir
la grasa en sangre, combatir tumores, regular la inmunidad y regular el
metabolismo (Xu et al., 2019). Pertenecen a la divisibn Ascomycota,
Pyrenomycetes, Hypocreales y Clavicepitacea teniendo en conocimiento
alrededor de 700 especies (Das et al., 2021). Cordyceps es el nombre que se le
ha dado al hongo que infecta a insectos, su presencia se conoce
aproximadamente desde el afo 2000 a. C (Das et al, 2010). La palabra
Cordyceps se origina en el término de Greck “kordyle” que significa “Club” y el
etymon latino “ceps” que se significa cabeza (Das et al., 2021). Este género como
se mencioné anteriormente, infecta insectos por lo que son considerados como
hongos entomopatdgenos, estos evaden el sistema inmunolégico del hospedador
armonizando el ciclo de vida del huésped con la intencién de sobrevivir y de

multiplicarse (Olatuniji et al., 2018).

Cordyceps militaris se ha utilizado con fines medicinales en China Japén,

Corea y otros paises asiaticos ya que posee muchas actividades biolégicas y



farmacoldgicas, tales como los compuestos fendlicos con propiedades
antioxidantes incluidas las antiinflamatorias, antitumorales, antiproliferativas y
antidiabéticas (Kho et al., 2016); esto sucede gracias a la interaccién que tiene
este hongo con el hospedador, el cual producira diferentes metabolitos
secundarios como cordicepina, acido yaminobutirico, adenosina, guanocina,
exopolisacaridos, cordicinina A-E, entre otros (Yi et al., 2015). Se han estudiado
diversas metodologias sobre el cultivo de Cordyceps en medios artificiales para

su produccién y consumo.

La produccion de hongos a nivel industrial y semiindustrial empleando
diferentes sustratos sélidos como zanahoria, bagazo de cafna, cascarilla de café,
arroz o entre otras mezclas como fuente de carbono (Chavez-Garcia et al., 2008).
Debido a la capacidad que tienen los hongos de desarrollarse en diversos
sustratos y condiciones medio ambientales, se ha cultivado en medio liquido
como una herramienta para obtener mas compuestos en menor tiempo (Suarez-
Arango y Nieto, 2013). La mayoria de las especies de hongos responden y se
adaptan a diversas sefales ambientales incluida la luz, que favorece su
productividad, tanto en calidad como en cantidad, al estar estrechamente
relacionada con la formaciéon de cuerpos fructiferos. La luz-LED es util para
producir niveles mayores de metabolitos secundarios (Kho et al., 2016). Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la luz-LED en
la produccién de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante del hongo

Cordyceps militaris en cultivo liquido



Il. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Cordyceps militaris

Es la especie mas conocida del género Cordyceps. Su diversidad
morfolégica y adaptacion a una amplia gama de insectos hospedadores
probablemente contribuye a su presencia en diversas regiones geograficas y
zonas ecolégicas en el mundo (Shrestha et al., 2012). Todas las especies del
género Cordyceps forman estromas emergentes de masas miceliales compactas
que difieren en forma, tamafno y color. Los estromas pueden ser aciculares,
cilindricos, clavados o capitados, con cabezas cilindricas, obovadas, ovoides,
elipsoides, globosas, aplanadas o peltadas, simples o con ramificaciones y
tamanos que van de 1.5-2.5 mm, hasta 20-30 cm (Figura 1) (Castro-Bustos et al.,

2012).



Figura 1. Cordyceps militaris: a) estroma emergiendo de una pupa de

Paradirphia lasiocampina (lepiddptero) (Tomado de: Pérez-Villamares et al.,

2017).

2.2 Clasificacion taxonomica de C. militaris

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hyipocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps

Especie: C. militaris

(Jian-dun Hu et al., 2021)



Recientemente se realizd un estudio filogenético con datos moleculares, a
partir del cual se plante6 una nueva clasificacién en la que separa al género
Cordyceps en 3 familias:  Clavicipitaceae, Cordycipitaceae vy
Ophiocordycipitaceae (Pérez-Villamares et al., 2017) y 4 géneros:
Metacordyceps, Cordyceps sensu stricto, Ophiocordyceps y Elaphocordyceps,
de acuerdo a estudios filogenéticos realizados con caracteres morfoldgicos y
utilizando los marcadores moleculares LSU, SSU, RPB1, RPB2 Tef y mtATP6

(L6pez-Rodriguez, 2019).

2.3 Ciclo de vida de hongos entomopatogenos

El ciclo de vida de los hongos entomopatégenos se considera complejo
debido a que presenta fases asexuales y sexuales, en el estado asexual se
reproduce por medio de blatosporas, conidios y/o clamidosporas, y en el estado
sexual se reproducen con la formacién de ascosporas (Augustyniuk-Kram y
Kram, 2012). Asi mismo dandole otro nombre a estas dos fases que menciona el
autor, las cuales son: fase parasitica (en la cual el hongo parasita al huésped) y
la fase saprobia (después de la muerte del huésped) (Figura 2) (Lopez-

Rodriguez, 2019).



Figura 2. Ciclo de vida de hongos entomopatégenos del orden Hypocreales

(Tomado de: Augustyniuk-Kram y Kram, 2012 y Lépez-Rodriguez, 2019).
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2.4 Ciclo de vida de Cordyceps militaris

El hongo C. militaris presenta un ciclo de vida polimérfico, es decir, se
reproduce asexual y sexualmente. En la reproduccion asexual forma conidios o
blatosporas que dan lugar a un estroma, y en la reproduccién sexual también dan
lugar a estromas, pero a partir de la germinacion de ascosporas, por lo que
pueden formar estromas por heterotalismo bipolar o logran formar estromas por

homotalismo (Figura 3) (Zhuangli et al., 2011; Lépez-Rodriguez, 2019).



q.‘ 1: Reproduccion sexual por heterotalismo
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Figura 3. Ciclo de vida polimérfico de Cordyceps militaris (Tomado de Lépez-

Rodriguez, 2019).

Para que el proceso de infeccion se lleve a cabo, implica que se adhiera
la espora a la cuticula, para que ocurra la germinacién, penetracion del
integumento y la diseminacién interna de todo el cuerpo. Posteriormente sucede
una manipulacién en el comportamiento del insecto, logrando colapsar su
sistema inmune hasta su muerte poco tiempo después. Los 6rganos internos del
hospedero son eventualmente degradados. Finalmente, las hifas del hongo
emergen al exterior del cadaver del insecto dando lugar a los cuerpos fructiferos
y la esporulacion, durante el proceso de infeccion mencionado, podria estar
involucrada la produccién de metabolitos secundarios (Figura 4) (Osorio-Posada,

2019).



Figura 4. Hongo C. militaris parasitando a un insecto.

2.5 Ecologia y distribucion de Cordyceps

Los hongos del género Cordyceps son cosmopolitas por lo que se
distribuyen en donde encuentren condiciones favorables para desarrollarse y
reproducirse, la mayoria de las especies se encuentran concentradas en los
bosques tropicales, primarios y lluviosos. Otro factor importante para su aparicion
es la relacion con la alta diversidad de entomofauna que se encuentra en los
lugares mencionados. Dentro del habitat, generalmente se ubican en el
sotobosque por el suelo, hojarasca, raices de arboles, lefios en descomposicion,
0 en las estructuras basales o elevadas de las plantas, exponiendo habitualmente

al exterior solo los cuerpos fructiferos (Osorio-Posada, 2019). El hongo C.



militaris presenta una extensa distribucién en México, se han registrado estas
apariciones debido a que se ha encontrado y recolectado sobre algunos insectos
como larvas y pupas de lepidopteros nocturnos de las familias Geometridae,
Noctuidae y Sphingidae, en diferentes tipos de bosques como: bosque mesbfilo
de montana, bosques de Pinus-Quercus, bosque tropical subcaducifolio, bosque
tropical perennifolio, mencionandose que solo se ha encontrado un reporte de
este hongo sobre coledpteros adultos de una selva baja caducifolia (Pérez-
Villamares et al., 2017). La gran mayoria de las especies de Cordyceps presentes
en México se localizan en las zonas occidente, centro y sur (Castro-Bustos et al.,

2012).

2.6 Usos tradicionales de Cordyceps

En Asia son utilizados algunos hongos entomopatégenos en la medicina
tradicional, principalmente se han realizado diversas investigaciones acerca de
los hongos del género Cordyceps, primordialmente la especie Cordyceps
militaris, por lo que se ha demostrado que en esta especie produce metabolitos
como la cordicepina (3 deoxiadenosina), ergosterol, polisacaridos,
glicoproteinas y péptidos los cuales muestran propiedades antitumorales,
anticancerigenas, antiproto-zoarias, antioxidantes, antiinflamatorias,
antidiabéticas, anti-VIH, antimala-rias, insecticidas, larvicidas, antimicrobianas,
hipolipemiantes, hipoglucé-micas, neuroprotectivas y renoprotectivas (Das et al.,
2010). Debido a que poseen todas estas propiedades han sido considerados

como alimentos funcionales, de acuerdo con Alvidrez et al. (2002), los alimentos
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funcionales son caracterizados por tener ademas de sus componentes nutritivos
moléculas bioactivas benéficas para la reduccién de riesgo de una enfermedad

(L6pez-Rodriguez y Burrola-Aguilar, 2019).

2.7 Compuestos bioactivos de los hongos

Se ha comprobado que los hongos producen compuestos biolégicamente
activos, que tienen propiedades de suma importancia y altamente beneficiosos
para la salud. La cantidad y concentracion de estos dependera de las condiciones
del sustrato en la que se encuentren, asi como las condiciones
medioambientales, como el pH, la luz, temperatura y humedad. Entre los

compuestos bioactivos se encuentran: polisacaridos, proteinas, compuestos

fendlicos, flavonoides, ligninas, triterpenos, entre otros (Mendiola-Lanao, 2017).

2.7.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos bioactivos polifendlicos, los cuales
poseen acciones bioldgicas y farmacoldgicas, por su estructura se les atribuye
una capacidad antioxidante, por lo que proporciona una proteccién contra el dafo
oxidativo de las células, tiene un efecto positivo como el prevenir enfermedades
como el cancer, las cardiovasculares, aumentar la capacidad cognitiva, potencial
hepatoprotector y actividades antimicrobianas (Mares-Quifiones y Naranjo-

Jiménez, 2013).
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2.7.2 Fenoles y capacidad antioxidante

Los fenoles forman parte de uno de los grupos mas abundantes de los
metabolitos secundarios por lo que son un grupo muy diverso que comprende
desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos, hasta polimeros complejos
como los taninos condensados y la lignina (Martin, 2018). Los compuestos
fendlicos se encuentran entre las sustancias bioactivas mas potentes y utiles
terapéuticamente, proporcionando beneficios para la salud asociados con un
menor riesgo de enfermedades cronicas y degenerativas (Gémez-Herrador,

2014).

Los antioxidantes son compuestos que impiden o retardan la oxidacion de
otras moléculas mediante la iniciacion de la inhibicién de la propagacién de
reacciones en cadena oxidativas. Estos antioxidantes actuan principalmente en
reacciones de terminacién de cadenas de radicales libres, impidiendo la
oxidacién de lipidos y otras moléculas cediendo atomos de hidrogeno (Mares-

Quinones y Naranjo-Jiménez, 2013)



lI.OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la luz-LED en la produccion de fenoles, flavonoides y

capacidad antioxidante del hongo Cordyceps militaris en cultivo liquido.

3.2 Objetivos especificos

. Propagar la cepa del hongo C. militaris en medio nutritivo malta-
agar-levadura.
. Cuantificar los metabolitos secundarios; fenoles, flavonoides y CAT

en cultivo liquido presentes en el micelio de C. militaris en oscuridad y luz- LED.



IV.HIPOTESIS

El uso de luz-LED puede influir en la produccién de fenoles, flavonoides y

capacidad antioxidante del hongo Cordyceps militaris en cultivo liquido.



V.JUSTIFICACION

Existen estudios realizados en hongos entomopatégenos de interés
medicinal, principalmente en la especie de Cordyceps militaris se les ha
considerado como un alimento funcional por el efecto positivo en la salud
(Alvidrez et al., 2002; Lépez-Rodriguez y Burrola-Aguilar, 2019). La produccién
de hongos se ha enfocado a la exposicién de luz y el efecto que causa sobre el
crecimiento y desarrollo de los cuerpos fructiferos, existen reportes recientes
sobre los efectos que tiene la aplicacion luz- LED en el aumento de la produccion
de metabolitos secundarios (Kurtzman y Martinez-Carrera, 2013). Pero se tiene
poca informacion sobre el efecto de la luz-LED en el cultivo en fase liquida del
hongo C. militaris, en relacion con la produccién de micocompuestos con
actividad antioxidante de interés medicinal. De ahi la importancia de generar una
estrategia tecnolégica que nos permita modular la produccién de metabolitos
secundarios en cantidad y calidad. Por ende, se plantea como hipétesis que el
uso de luz-LED blanca podria influir en la producciéon de micocompuestos con

actividad antioxidantes del hongo C. militaris cultivado en medio liquido.



VL.LMATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio y material bioldgico

Este estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de hongos del
Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional
(CIIDIR-IPN Durango). Se utilizé una cepa comercial CYM2021C1 de Cordyceps
militaris de la empresa Notsi micofinca, ubicada en la Ciudad de Querétaro,

México (www.notsi.mx).

5.2 Propagacion del micelio

Para la propagacién y el mantenimiento de micelio, se colocaron 0.5
mililitros de la cepa comercial de C. militaris en cajas Petri con medio de cultivo
agar extracto de malta (Figura 11) y se incubaron a 25 °C por 7 dias.
Posteriormente, se tomaron fragmentos de micelio utilizando una aguja estéril y
se inocularon en matraces de 150 mL de Caldo extracto de malta (Figura 12), y
se mantuvieron en agitacién continua durante 25 dias a una temperatura de 25 +

1°C (Figura 13y 14).


http://www.notsi.mx/
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5.3 Diseno experimental

Para el andlisis estadistico de este estudio se utilizé un disefio
completamente al azar, con dos tratamientos y con 12 repeticiones, y un total de
24 unidades experimentales. Cada unidad experimental consistié en un matraz
Erlenmeyer que contenian 150 mL de caldo extracto de malta, que fueron
inoculados con fragmentos de 1 cm? del hongo C. militaris. Se evaluaron
mediante 2 tratamientos, donde 12 matraces fueron expuestos a luz-LED blanca
y el restante se mantuvo en obscuridad total durante 24 horas (Figura 14 y 15).
Se tomaron muestras de micelio a partir de los 10, 15, 20 y 25 dias en tubos
Corning con capacidad de 50 mL, las muestras obtenidas se almacenaron en un

ultra congelador hasta su utilizaciéon de acuerdo con Montoya et al. (2018).

5.4 Preparacion del extracto crudo etandlico

La extraccién se efectud utilizando 4 g de muestra de micelio fresco (Figura
16) por maceracion con 40 mL de una solucion de etanol al 80% (v/v) durante 24
horas en oscuridad (Figura 17 y 18) y 1 hora en sonicacién (Figura 19). Se
centrifug6é a 6000 rpm por 10 minutos (Figura 21) recuperando el sobrenadante.
Anterior a esto, se llevaron a peso constante vasos de precipitado de 50 mL los
cuales fueron etiquetados respecto al nimero de muestra y nombre del
tratamiento correspondiente (Figura 20), el sobrenadante se recuperé en los
vasos de precipitado cubiertos con aluminio para proteccion de los extractos de

luz debido a que estos son fotosensibles, enseguida se pusieron a secar a una
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temperatura de 37° C en una estufa (Figura 22 y 23), después se peso el extracto
seco para conseguir el rendimiento a 50mg/mL utilizando ETOH 80% para
obtener una solucién concentrada (Figura 24). Finalmente, se hicieron diluciones
las cuales se prepararon por triplicado de cada muestra y se llevaron a 10mg/mL
utilizando la formula C1 V1 = C2 V2, tomandose distintas alicuotas para las

determinaciones.

5.6 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion se realizé siguiendo el método de Folin-Ciocalteu (Nurmi
et al., 1996). Se utilizé carbonato de sodio al 7%, se agregaron 200uL, 250uL de
Folin a 50uL de muestra y se dejé reposar en oscuridad 2 hrs. Por analisis de
regresién lineal de la curva estandar de acido galico (AG), la lectura se llevo a
cabo en un Espectrofotometro Genesys105 UV-Vis Thermo Scientific, a una
longitud de onda de 765 nm (Figura 26) y un coeficiente de correlacion r= 0.9942.
La curva de calibracién de AG se prepar6 a partir de una soluciéon con 0.01 mg
de quercetina/mL A765= 8.2759 [AA] + 0.1013 de etanol contra la absorbancia
(r=0.9942) y el contenido de fenoles totales se expresé en miligramos
equivalentes de AG por gramo de muestra seca (mg AG/g de ES) (Figura 5). Se
llevaron a cabo por triplicado con tres repeticiones y los valores se expresaron

como la media de tres mediciones * la desviacion estandar.
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Figura 5. Curva de calibracién con Acido Galico para la determinacion de

contenido fendlico.

5.7 Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacién de flavonoides totales se realiz6 mediante la técnica
propuesta por Woisky y Salatino (1998). Se utilizé cloruro de aluminio al 2%
agregando 250uL a 250 yL de muestra, dejandola reposar 1 hora en oscuridad,
este método se realiz6 usando una curva estandar de quercetina construida con
alicuotas desde 1 hasta 140 uL mL-1 de una solucién de etanol/agua al 50% (v/v)
contra su absorbancia r= (0.9988) las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro Genesys105 UV-Vis Thermo Scientific, a una absorbancia de
405 nm y un coeficiente de correlacion r=0.9988. El contenido de flavonoides
totales se expres6 como miligramos equivalentes de quercetina (EQ) por gramo

de muestra seca (mg EQ/g de ES) (Figura 6). Todas las determinaciones se
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llevaron a cabo por triplicado con tres repeticiones y los valores se expresaron

como la media de tres mediciones + la desviacion estandar.
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Figura 5. Curva de calibracion con Equivalente de Quercetina para la

determinacion de contenido de Flavonoides.

5.8 Evaluacién de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total se determind usando un reactivo con una
mezcla de Fosfato de sodio (hept) 28Mm, Acido Sulftrico 0.6M y Molibdato de
Amonio 4mM, siguiendo la técnica propuesta por Prieto et al. (1999), donde a 50
UL de extracto se le afnadié 500 pL de la solucion reactiva de fosfomolibdeno,
enseguida se incubaron dichas muestras en un termoblock THERMO

SCIENTIFIC DB28125 a 95°C durante 90 min. (Figura 25). Se enfriaron a
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temperatura ambiente y la absorbancia se midi6 en Espectrofotometro
Genesys105 UV-Vis Thermo Scientific, cada una de las muestras se midié a 695
nm (r=0.9921). El acido ascérbico (AA, 1 mg/mL) fue usado como referencia para
construir la curva de calibracién con seis concentraciones de acido ascoérbico
entre 0.1 y 1 mg AA/mL, A695= 3.9468 [AA] — 0.101 con un coeficiente de
correlacién r= 0.9921. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de
acido ascorbico por g de muestra seca (mg EAA/g MS) (Figura 7). Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado con tres repeticiones y los
valores se expresaron como la media de tres mediciones + la desviacion

estandar.
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Figura 6. Curva de calibracién con Equivalente de Acido Ascérbico para la

determinacién de Capacidad Antioxidante Total (CAT).
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5.9 Analisis y procesamiento estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados por triplicado, se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de rango multiple de Tukey

(P< 0.05). Se utilizé el software estadistico IBM SPSS Statistics 21.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados de las concentraciones de fenoles, flavonoides y capacidad

antioxidante

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de acuerdo con el
andlisis de varianza (ANOVA) e indican que se encontraron diferencias
estadisticas significativas (p< 0.05). La comparacién de medias mostré que los
tratamientos entre obscuridad y luz tuvieron variacién en las concentraciones de
fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante del hongo Cordyceps militaris en
medio liquido. Para el tratamiento de luz se encontraron valores maximos a los
25 dias para fenoles (59.70 mg AG/g ES), flavonoides (87.93 mg EQ/g ES) y CAT
(119.86 mg EAA/g ES). En obscuridad fue a los 10 dias en fenoles (78.50 mg
AG/g ES) y CAT (157.30 mg EAA/g ES), mientras que en flavonoides fue a los

25 dias (14.03 mg EQ/g ES).
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Tabla 1. Comparacion de medias de la cantidad de micocompuestos de C.

militaris del dia 10 al 25 en tratamientos de luz-LED y oscuridad.

Dias/Luz Fenoles Flavonoides CAT
(mg EAG/g ES) (mg EQ/g ES) (mg EAA/g

ES)

10 45.00+1.93 b 16.70+£1.03 c 60.46+ 2.86

15 46.63+1.76 b 32.33+t4.11¢c 68.20+ 4.35 bc

20 48.96+1.24 b 59.70+5.19 b 81.06+3.42 Db

25 59.70+ 1.61 a 87.93+4.14a 119.86+% 5.90
a

Dias/Oscuridad

10 78.50+ 4.53 a 7.50+0.20 b 157.30% 1.09
a

15 54.73+2.29 b 6.06+ 0.89 b 105.16+ 1.61
b

20 44.83+1.35Db 9.56+0.31Db 89.53+2.20 c

25 22.33+0.92 b 14.03x1.34 a 44.83+1.95d

Se muestran los valores promedio * desviacion estandar.

Valores con letras diferentes presentan diferencias significativas (p< 0.05).

El contenido de fenoles fue mayor en oscuridad a los 10 dias, observando

una disminucion en el transcurso de estos, en comparacidon con el tratamiento

luz-LED donde se observd un aumento conforme transcurrieron los dias (Figura
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8). En un estudio realizado por Oh et al. (2014) con la especie Cordyceps
pruinosa, se comparé diferentes medios de cultivo liquido, en condiciones
diferentes de luz, y como resultado se obtuvo la cantidad de 59.57 mg EAG en
medio agar dextrosa saboraud con extracto de levadura (SDAY) con luz y 64.08
mg EAG en medio de nuez con SDAY sin luz; asi, estos resultados reportan
contenido de fenoles menor a los obtenidos de la especie de C. militaris, tanto en
presencia, como en ausencia de luz. De acuerdo con Tee (2006) el contenido
fendlico en hongos podria presentar variaciones debido a la especie, medio de
cultivo y condiciones ambientales, que puede tener efectos en el metabolismo y
generar mayores concentraciones de compuestos. Como en este caso, el uso
de luz-LED durante 24 horas, hubo mayor concentracién en el contenido fendlico,
estadisticamente se encuentra una correlacion de Pearson de (0.841)
demostrando que el estimulo de luz favorece positivamente la produccion de

fenoles.
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Figura 7. Contenido fendlico total en tratamientos luz-LED y oscuridad.

Para la concentracién de flavonoides totales, se observdé que en ambos
tratamientos se presentaron incrementos en el contenido a través del tiempo,
diferenciandose mayormente para el tratamiento luz-LED (Figura 9). En el estudio
realizado por Ha et al. (2022), se realizdé una comparacién del perfil metabdlico
del micelio y cuerpos fructiferos de Cordyceps militaris cultivados artificialmente,
donde el micelio y cuerpos fructiferos fueron expuesto a luz-LED roja y azul en
un periodo de tiempo de 7hrs/dia, presentaron una concentracion mayor de 7.64
mg EQ/g ES y de 5.19 mg EQ/g ES, respectivamente. Los cuerpos fructiferos
fueron expuestos a 12hrs luz y 12 en oscuridad, en comparaciéon con los
resultados obtenidos de este trabajo, el hongo C. militaris cultivado en medio

liquido con exposicion a la luz-LED 24 hrs tuvo mayor contenido de flavonoides
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totales. Encontrando una correlaciéon de Pearson (0.821) que demuestra que

existe dicho efecto.
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Figura 8. Contenido total de Flavonoides en tratamientos de luz-LED y

oscuridad.

En la capacidad antioxidante total se observé un aumento en ambos
tratamientos en el transcurso de los dias, con mayor registro en luz-LED (Figura
10). Segun Postemsky et al. (2016), el tener un control en relaciéon con el
ambiente de luz durante la diferenciacién del micelio es eficaz para modular las
respuestas relacionadas con los metabolitos secundarios en el micelio vegetativo
o en los cuerpos fructiferos. De acuerdo a Meng-Yuan et al. (2017) en su estudio
de la intensidad de los diodos emisores de la luz azul en las propiedades

antioxidantes de los hongos ostra (Lentinus y sajor-caju) tuvieron respuestas
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positivas en el crecimiento con diferentes tratamientos de calidad de luz, con luz-
LED siendo significativamente mayor en las propiedades antioxidantes. Por ende,
en la presente investigacion el efecto de luz-LED, afectdé positivamente en el
contenido de fenoles por sus propiedades antioxidantes, encontrando
estadisticamente una correlacién de Pearson (930) demostrando que a medida
que aumenta la cantidad fenélica aumenta consigo la capacidad antioxidante total

bajo la exposicion de luz-LED.
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Figura 9. Capacidad antioxidante total en los tratamientos luz-LED y oscuridad.



VIl. CONCLUSION

La luz-LED tiene un efecto positivo en el incremento de micocompuestos

del hongo C. militaris, por lo que la hipétesis planteada se acepta.

En el tratamiento con luz-LED el contenido fendlico, flavonoides y la
capacidad antioxidante presentan incrementos conforme a la duraciéon del

tratamiento. Mientras que en el tratamiento de oscuridad es inverso.

Existe una correlacién positiva entre el contenido fendlico y la capacidad

antioxidante.

El implementar el cultivo en medio liquido y manipulando el efecto de luz-
LED puede ser un método rapido y eficaz para aumentar la produccion de los

compuestos medicinales de utilidad.



Viil. RECOMENDACIONES

La presente investigacién queda abierta a una mejora continua, a seguir
analizando e ir incluyendo otras variables que complementen la investigacion.
Como recomendacién a futuros interesados de seguir con el proyecto o algo
equivalente al mismo, estructurar de forma adecuada los tiempos en cada fase
del proyecto, desde la recopilacion de materiales a utilizar como también desde
la propagacién de micelio hasta la cuantificacion de los compuestos bioactivos,
conocer e investigar acerca del medio de cultivo que se va a utilizar, si es posible
hacer pruebas o ensayos con en el medio de cultivo, antes de iniciar con el cultivo
oficial de proyecto, eso evitara que haya pérdida de tiempo y desperdicio de
material, asi mismo, cuidar la asepsia desde principio a fin, eso ayudara a que
los resultados sean lo mas limpios posible, las cantidades y proporciones de la
masa y de los reactivos deben ser exactas en lo que corresponde a cada proceso

para que no haya variabilidad en los resultados.
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X. ANEXOS

Figura 10. Cultivo de Cordyceps militaris en caja Petri.

Figura 11. Cultivo con fragmentos de micelio de Cordyceps militaris en medio

liquido.



Figura 13. Matraces en agitacién continua (oscuridad).

37



Figura 15.

Peso en gramos de muestra de micelio fresco.
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Figura 17. Maceracion de muestra en oscuridad.
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Figura 18. Muestra de micelio fresco en sonicacion.

Figura 19. Vasos de precipitado a peso constante.
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Figura 20. Muestras listas para centrifugar.

Figura 21. Secado de extracto en estufa.

41



Figura 23. Obtencion de solucion concentrada de extracto seco.
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Figura 24. Muestras en Thermoblock.

Figura 25.

Lectura de muestra en espectrofotometro.
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