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METABOLITOS INHIBIDORES DE BACTERIAS PRODUCIDOS POR
HONGOS LIGNOCELULOSICOS CULTIVADOS EN RESIDUOS DE
NARANJA

METABOLITES THAT INHIBIT BACTERIA PRODUCED BY LIGNOCELLULOSIC FUNGI
GROWN IN ORANGE WASTE

Cruz, Elias’; Tejerina, Marcos'; Benitez Ahrendts, Marcelo R."

RESUMEN

Se evalud la degradacion del residuo de naranja por tres hongos de la podredumbre
blanca de la madera (Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes y Pycnoporus sanguineus)
y solamente crecid P. sanguineus colonizando todo el sustrato en 20 dias. La velocidad
media de crecimiento micelial en placas de agar-naranja fue de 6,1 mm/dia. Los extractos
del micelio de P. sanguineus con 16 y 32 mg de sélidos/mL mostraron actividad frente a
Escherichia coli By E. coli C., Salmonella typhi y Staphylococcus aureus. Sin embargo,
E. coli A no fue inhibido por 16 mg/mL. No se observo inhibicion de tales bacterias a una
concentracion de 8 mg/mL.

Palabras claves: Antibiosis. Degradadores de lignina. Residuo de naranjas.
SUMMARY

Orange waste degradation by three white-rot wood fungi (Pleurotus ostreatus, Lentinus
edodes y Pycnoporus sanguineus) was assessed and only P. sanguineus grew colonizing
the whole substrate in 20 days. Mycelial average growth on orange agar was 6.1 mm/day.
Mycelial extracts of P. sanguineus with 16 and 32 mg/mL solids showed activity against
Escherichia coli B and E. coli C, Salmonella typhi and Staphylococcus aureus. However,
E. coli A was not inhibited with 16 mg/mL. Bacterial inhibition of said bacteria was not
observed at 8 mg/mL concentration.

Keywords: Antibiosis. Orange wastes. White-rot fungi.
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INTRODUCCION

Los hongos que generan enzimas extracelulares
causando podredumbre blanca de la madera,
principalmente por la degradacién de celulosa y
lignina, pertenecen casi exclusivamente a la division
Basidiomycota. Deben su accion a las enzimas
B-amilasa, celulasa, xilasa, Mn-peroxidasa, lignin-
peroxidasa, lacasa y otras (Webster y Weber, 2008).
Se ha ensayado el crecimiento de estos hongos en
mas de 30 residuos agroindustriales tan diversos
como aserrin de pino, cedro, roble, paja de cereales,
los subproductos de la cosecha del café, de la cana
de azucar, del maiz, porto, en hojarasca, cascaras,
entre otros (Mora y Martinez-Carrera, 2007; Quiroz-
Castafieda y otros, 2010; Sanchez y Mata, 2012).

La produccion mundial de naranjas es
aproximadamente de 47 mil millones de toneladas
(periodo 2016/2017). La Argentina contribuye con el
2,19% de dicha produccion, destinando a su cultivo
un total de 45.984 hectareas, en donde la provincia
de Jujuy participa con 4.545 hectareas, siendo el
octavo productor mundial de frutos citricos, con
un total de 2,3 millones de toneladas destinadas
a la producciéon de jugo concentrado (Federcitrus,
2017), generando gran cantidad de residuos. El alto
contenido de carbohidratos y bajo de lignina hacen
de estos residuos un sustrato potencialmente apto
para el crecimiento fungico (Pifiero-Bonilla y Diaz,
2010).

Pleurotus ostreatus y Lentinus edodes, ademas
de producir enzimas hidroliticas y oxidativas con
importantes aplicaciones en el campo industrial y en
la bioremediacion, sintetizan compuestos tales como
poliacetilenos, sesquisterpenoides, acidos linoleico
y oleico, y aminoglucidos, presentando actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y
negativas (Gbolagade y otros, 2007; Iwalokum y
otros, 2007).

Las especies silvestres de Pycnoporus sanguineus
producen enzimas con interés biotecnolégico, como
también metabolitos secundarios que pueden ser
usados como antimicrobianos. Entre los pigmentos
que le dan el color rojizo anaranjado al Pycnoporus
se encuentran: cinabarina, tramesanguina, acido
cinnabarinico, poliporiny varios derivados de 2-amino-
fenoxazin-3-ona con actividad antimicrobiana
(Achenbach y Blumnotros, 1991; Acosta-Urdapilleta
y otros, 2010; Smania y otros, 1998).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la
degradacién de residuos de naranja por hongos
lignoceluldsicos y obtener extractos crudos con
probable accién antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS
Hongos lignocelulésicos

Se recolectaron, en la zona de valle templado de
Jujuy, los ejemplares identificados como Pycnoporus
sanguineus de acuerdo a Téllez-Téllez y otros (2016)
y Wright y Albertoé (2002). Se cultivé parte del interior
de los basidiocarpos en agar malta (extracto de
malta 30 g, peptona de soja 3 g, agar 15 g, agua 1L;
pH 5,4). Ademas, se emplearon cultivos comerciales
de Pleurotus ostreatus y Lentinus edodes.

Sustrato

Las cascaras de naranjas se procesaron de
acuerdo a Acosta-Urdapilleta y otros (2010) y se
esterilizaron a 121° C por 20 minutos.

Siembra

Se inocularon explantes de 2,5 cm2 provenientes
de cultivos mantenidos 9 dias a 25°C. La siembra
de cada hongo se realizé por quintuplicado bajo
condiciones de esterilidad y se incubaron en la
oscuridad por un periodo de 20 dias. Las especies
fungicas que crecieron sobre el residuo de naranjas
se sembraron en agar naranja (residuo de naranja
triturado 100 g, agar 16 g, agua 1 L).

Extracto del micelio fangico

Se separd y deshidraté el micelio a 105 °C durante
20 horas. Se triturd en un mortero con acetato de etilo.
Luego se filtrd por papel y se evaporé el solvente a
temperatura ambiente. El proceso se repitié varias
veces y se peso el total del material extraido. Este se
disolvid nuevamente en acetato de etilo para obtener
concentraciones de 8, 16, 24 y 32 mg/ml.

Bacterias

Para la determinacion de la actividad
antimicrobiana se utilizaron Escherichia coli (cepas
designadas A, B y C que presentan diferente
resistencia a los antibiéticos), Salmonella typhi y
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Staphylococcus aureus. Se cultivaron en caldo
nutritivo durante 24 horas a 35°C y se hicieron
diluciones para obtener 1,4 x 107 ufc/ml.

Prueba de inhibicion

Se coloco 50 pl de cada suspensién bacteriana en
una placa, luego se agregdé 20 ml del medio Muller-
Hinton (extracto de carne 2 g; hidrolizado de caseina
17,5 g; almidén 1,5 g; agar 15 g; agua 1 L; pH 7,3)
a 44-45°C y se mezcld cuidadosamente. Luego se
hicieron pocillos de 4 mm de diametro donde se
vertieron 25 ul de las diferentes concentraciones
de los extractos (8 mg/ml, 16 mg/ml, 24 mg/ml, 32
mg/ml), un control negativo (solvente puro acetato
de etilo) y como control positivo se utilizaron discos
con estreptomicina (300 ug) y gentamicina (10 ug).
Se consideré6 como primer criterio de clasificacion
las diferentes concentraciones (mg de extracto/ml de
solvente), dando un total de 4 niveles (8 mg/ml, 16
mg/ml, 24 mg/ml, 32 mg/ml) y como segundo criterio
de clasificacion cada una de las bacterias E. coli
(cepas A, B, C), S. aureus, S. typhi. Estos ensayos
fueron realizados por quintuplicado. Las placas se
incubaron a 35 °C por 24 horas y posteriormente se
midi6 el diametro de los halos de inhibicion (Rojas y
otros, 2004).

Analisis estadistico

Se realizd un analisis bifactorial completamente
aleatorizado de 4 x 5, con 5 repeticiones, en donde
se tomd como variable respuesta el diametro del halo
de inhibicién. El analisis de comparacion de medias
utilizado es el test de Tukey.

RESULTADO Y DISCUSION
Hongos lignocelulésicos

Pycnoporus sanguineus, P. ostreatus y L. edodes
colonizaron completamente las placas de agar malta
en 12, 13 y 15 dias, respectivamente, datos que
concuerdan con los de otros investigadores (Gaitan-
Hernandez y otros, 2006; Sanchez y Mata, 2012). La
velocidad media de crecimiento de P. sanguineus en
placas de agar-naranja fue de 6,1 mm/dia.

Evaluacion del crecimiento sobre residuo
agro-industrial de naranjas

Se observo que de los tres hongos (L. edodes, P.

ostreatus y P. sanguineus) sembrados en el residuo
agro-industrial, solamente P. sanguineus crecié y
colonizé el sustrato completamente en un periodo de
20 dias. El sustrato se mantuvo a una temperatura
de 25°C, humedad relativa de 80% y un tamafio
de particula igual 1 mm o inferior. Estos resultados
difieren a los obtenidos por Inacio y otros (2015), en
donde evaluaron el crecimiento de P. pulmonarius
sobre residuos de naranjas. Diversos residuos
agro-industriales son sustratos adecuados para el
crecimiento del micelio de L. edodes y P. ostreatus,
pues cuentan con las enzimas necesarias para su
degradacion (Sanchez y Mata, 2012). Probablemente
lo que afecto el crecimiento de L. edodesy P, ostreatus
fue la poca porosidad y la compactacion del sustrato
debido a que el tamafio de las particulas erade 1 mm
o inferiores, limitando la cantidad de oxigeno que es
necesaria para el crecimiento y desarrollo del hongo.
Royse y Sanchez-Vazquez (2003) demostraron que
los sustratos formulados con un tamano de particulas
inferior a 1 mm producian un crecimiento nulo o casi
nulo de L. edodes.

P. sanguineus tuvo un crecimiento vigoroso en 20
dias de incubacion, observandose un crecimiento
micelial al principio de color blanco y posteriormente
variando a un color anaranjado. Acosta-Urdapilleta y
otros (2012) observaron un periodo de colonizacion
completa de granos de trigo entre 15 y 20 dias. El
sustrato a base de cascara de naranja, al igual que
el grano de trigo, contiene bajo contenido de lignina
y una mayor proporcién de carbohidratos (celulosa
para el residuo de naranja y almidon para el grano
de trigo), facilitando de esta manera la bioconversion
microbiana, ya que la lignina en mas resistente a
la degradaciéon enzimatica (Pifero-Bonilla y otros,
2010). Los estudios realizados sobre el crecimiento
de P. sanguineus y otros hongos de pudricion blanca
en distintos materiales ligno-celulosicos también
mostraron un mayor crecimiento en sustratos con
una muy baja cantidad de lignina (Marquez-Mota
y otros 2012; Quiroz-Castafeda y otros, 2010).P.
sanguineus presenta gran adaptabilidad y resistencia
a condiciones desfavorables, se lo encuentra sobre
troncos caidos o quemados, y madera de lugares
modificados por el hombre. ElI complejo enzimatico
de P. sanguineus resiste temperaturas de hasta 80°
C y un rango de pH entre 2 y 8 (Quiroz-Castafieda y
otros, 2010).
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Actividad antibacteriana
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Halo de inhibicién en mm para los
: Controles
extractos de P. sanguineus
Bacterias Positivo
24 32 g Estrepto- | Genta-
8 L|16 L Negat . .
mg/m mg/m mg/mL | mg/mL CBAVO | icina | micina
300 pug | 10pg
. 94+ | 10,8+
E.coli A - - 114 0,83 - 23 24
11,4 + 11,2 12,6 +
E.coliB - i . g - 8 17
ol 207 | 1,30 | 1,67 1
. 11,6 + 12 + 17 +
E.coliC - 114 0,70 158 - 22 18
y 15,2 21,8+
- + -
S. thypi 12 +0,70 178 192 24 24
13,6 + 14,8 19,6 +
S. aureus - 0,89 +1,09 151 - 28 15
El signo —indica que no se presentod inhibicion.

Tabla 1. Media * Desviacion estandar en mm de diametro de los halos de inhibicién (n=5) presentados por las bacterias

en contacto con los extractos de P. sanguineus.

Los extractos aceténicos obtenidos de los cultivos
fungicos crecidos en residuos de naranja mostraron
actividad antimicrobiana frente a todas las bacterias
evaluadas (E. colicepa A, E. coli cepa B, E. coli cepa
C, S. aureusy S. typhi) a concentraciones de 16 mg/
mL y 32 mg/mL, excepto en la cepa A de E. coli, en
donde no se registro inhibicidn a una concentracion
de 16 mg/ml (tabla 1) probablemente debido a la
resistencia a diversos antibiéticos adquirida por la
cepa.

Smania y otros (1998) observaron actividad
inhibitoria y bactericida a concentraciones iguales o
mayores a 4 mg/mL con estas mismas bacterias. Por
su parte, Cruz-Munoz y otros (2015) comprobaron
la inhibicion de bacterias de interés clinico a
concentraciones iguales o mayores a 8 mg/mL. En
el ensayo se utilizaron concentraciones iguales y
superiores a 16mg/mL, esto se puede deber a que
los pigmentos extraidos del micelio contenian una
menor cantidad de cinabarina con respecto a los del
basidiocarpo, y por lo tanto su efecto menor (Acosta-
Urdapilleta y otros, 2010).

El extracto de P. sanguineus fue efectivo tanto en
el control de bacterias Gram positivas como Gram

negativas, coincidiendo con lo dicho por Smania y
otros (1998) aunque estos autores expresan que
existe una mayor accién sobre las Gram positivas.
Al provocar inhibicion en el crecimiento de ambos
grupos bacterianos, se puede inferir que los principios
activos que estan presentes en el extracto, en su
mayoria cinabarina, no actiuan sobre la sintesis de la
pared celular aclarar, con lo que debera existir otro
mecanismo de accion que seria interesante dilucidar.
Los halos de inhibicién de las cepas mas sensibles
no fueron mayores que las de los controles positivos
(estreptomicina y gentamicina).

Estos pigmentos, principalmente la cinabarina,
tienen potencial contra infecciones producidas por
E. coli, S. typhi y S. aureus como también sobre
otras bacterias patdégenas que se encuentran en los
alimentos (Sanchez y Mata, 2012).

Analisis estadistico de lainhibicion microbiana
Los resultados del analisis bifactorial

completamente aleatorizado, demostraron que
los factores en estudio presentan diferencias
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significativas, lo que implica que cada bacteria
responde de diferente manera a las distintas
concentraciones del extracto, como también que
unas son mas sensibles que otras. En el ANAVA
establecié que existe diferencia significativa entre las
concentraciones del extracto y entre las diferentes
cepas bacterianas. test de Tukey, establecio
diferencias significativas entre las medias de los
halos de inhibicidn de las distintas cepas bacterianas.

CONCLUSION

Los basidiomas recolectados en la zona de
valle templado de Jujuy se identificaron como P.
sanguineus. Se evalud el crecimiento de éste y
otros hongos lignoceluldsicos, sobre residuos de
naranjas siendo P. sanguineus el unico que crecio
sobre el sustrato solido debido principalmente a su
composicionquimica,comotambiénaunpHadecuado
para la produccién de metabolitos secundarios. Las
bacterias inhibidas por distintas concentraciones del
extracto de este hongo fueron S. aureus, S. typhiy
E. coli. Es interesante la produccién industrial de P,
sanguineus pues representa una alternativa a los
productos farmacologicos aplicados en animales
y ademas crece sobre sustratos considerados un
desperdicio como la cascara de naranjas.
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