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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana del
extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus PO-COL-FIO1 frente a Escherichia
coli, aislada e identificada por el Instituto Nacional de Salud (INS), y Candida albicans,
aislada e identificada por el Hospital Regional de Ayacucho (HRA), Ayacucho 2024.
El extracto hidroalcohdlico de P. ostreatus se obtuvo mediante extraccion continua
por Soxhlet. El extracto se sometié a evaluacion de su actividad antimicrobiana por
el método de difusion en pocillos de agar, empleando concentraciones de 20, 40, 60,
80 y 100% del extracto concentrado. Asimismo, la concentracion minima inhibitoria
(CMI), la concentracion minima bactericida (CMB) y la concentracion minima
fungicida (CMF) se determinaron por el método de macrodiluciéon en tubos y su
respectivo subcultivo en placas. Los resultados obtenidos de los promedios de los
halos de inhibicion en E. coli fueron 20% (14,27 mm), 40% (19,56 mm), 60% (19,95
mm), 80% (21,33 mm), 100% (22,29 mm) y de la ampicilina (38,4 mm). La CMl y la
CMB fueron 5,21 mg/mL y 10,42 mg/mL respectivamente. Por otro lado, el extracto
no mostré actividad antifangica frente a C. albicans, ya que no se observaron halos
de inhibicibn en ninguna de las concentraciones evaluadas, impidiendo la
determinacioén de la CMI y la CMF. Se concluyé que el extracto hidroalcohdlico de P.
ostreatus posee actividad antibacteriana frente a E. coli dependiente de su
concentracion, observandose mayor efecto inhibitorio a mayor concentracion del
extracto, sin embargo, carece de actividad antifungica frente a C. albicans bajo las
condiciones experimentales del estudio.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, Candida albicans, Escherichia coli, actividad
antimicrobiana, extracto hidroalcohdlico, halos de inhibicion.
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l. INTRODUCCION

Los hongos y bacterias patégenas constituyen un riesgo significativo para la salud de
la poblacién, dado que la resistencia a los tratamientos convencionales esta en
aumento. Segun la OMS (2022) en su lista de patégenos fungicos prioritarios, divide
a los hongos en tres grupos: prioridad media, alta prioridad y el grupo critico, en este
ultimo se encuentra (Candida albicans), esta clasificacion se determina por los
siguientes criterios como la resistencia a los antimicéticos (38,5%), la mortalidad
(13,9%), evidencia terapéutica (11,9%), el acceso a diagnostico (10,4%), la
incidencia anual (8,5%), las secuelas y complicaciones (8,4%).

De forma similar en la lista de patdgenos bacterianos prioritarios, también se divide
en tres grupos, destacando a Escherichia coli en la categoria critica, esta clasificacion
se determina por criterios como tratabilidad (20%), mortalidad (15%), prevencion
(12%), tendencia de resistencia (12%) e incidencia (11%). Estos criterios buscan
orientar la investigacion, desarrollo de farmacos y estrategias de salud publica frente

a la creciente amenaza de la resistencia antimicrobiana (OMS, 2024).

A nivel nacional, aproximadamente el 42,2 % de las mujeres ha presentado al menos
un episodio de vulvovaginitis, estimandose que entre el 75 - 90 % de los casos estan
relacionados con Candida albicans (Pineda et al. 2017). Asimismo, E. coli constituye
el principal agente de las infecciones del tracto urinario, siendo responsable de
aproximadamente el 70—90 % de los casos adquiridos en la comunidad y cerca del
50 % de los casos hospitalarios, lo que la convierte en una de las bacterias de mayor
importancia clinica a nivel mundial (Marcos, 2025). Trasladando esta realidad al
contexto regional, en el Centro de Salud de San Juan Bautista en el 2024 se report6
una prevalencia del 52,92 % de Candida en mujeres en edad fértil, asociada

principalmente a casos de candidiasis vulvovaginal (Veliz, 2024).

En relacién con Escherichia coli, en el Hospital Regional de Ayacucho en el afio 2019

se reportd una prevalencia del 62,8 % en pacientes con infecciones del tracto urinario



(De la cruz, 2020). Por esta razén, la relevancia de la medicina tradicional y su
aplicacion a nivel mundial ha ido en aumento. Actualmente, mas del 40 % de los
productos farmacéuticos derivan de compuestos de origen natural. Esto refleja la
contribucidn de los conocimientos tradicionales, los cuales, combinados con métodos
de investigacion modernos, permiten el descubrimiento de nuevos medicamentos

clinicamente eficaces (OMS, 2023).

Frente a este problema, en esta investigacion se ha propuesto el uso del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus como una alternativa natural frente a
patégenos de importancia clinica, esto debido a la presencia de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana. Para alcanzar este propésito, se

plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus

ostreatus frente a Escherichia coli y Candida albicans.

Objetivos especificos

1. Determinar la concentracibn minima inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli.

2.Determinar la concentracibn minima inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus ostreatus frente a Candida albicans.

3. Determinar la concentracibn minima bactericida del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli.

4. Determinar la concentracibn minima fungicida del extracto hidroalcohdlico de

Pleurotus ostreatus frente a Candida albicans.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Hamad et al. (2022), en Egipto, evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto polar
de Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans ATCC
20231 mediante la técnica de difusion en agar. El extracto polar fue analizado mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), identificandose
como principales componentes activos los compuestos fendlicos, flavonoides y otros
antioxidantes. Los resultados evidenciaron halos de inhibicién de 16 + 0,5 mm frente a
E. coliy 18 £ 0,1 mm frente a C. albicans, concluyendo que la actividad antimicrobiana
observada se atribuye a la accién sinérgica de los metabolitos secundarios presentes
en el extracto polar de P. ostreatus.

En concordancia con lo anterior, Lanni et al. (2021), en la Universidad de Perugia, Italia,
evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos de Pleurotus
ostreatus frente a Escherichia coli y Candida albicans, entre otras cepas, mediante el
método de concentracién minima inhibitoria por macrodilucién en caldo. Los extractos
fueron obtenidos mediante extraccién asistida por ultrasonido, utilizando etanol al 50%
como solvente 6ptimo a 45°C durante 35 minutos. Los resultados evidenciaron actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli con CMI entre 6,25 y 39,68 pg/mL segun el
sustrato de cultivo, y actividad antifungica frente a Candida albicans con CMI de 9,92 a
79,37 ug/mL, siendo los extractos de sustrato lignoceluldsico los mas activos en ambos
casos. Los autores concluyeron que la actividad antimicrobiana se correlaciona
positivamente con el contenido de compuestos fendlicos del extracto.

De manera similar, Mkhize et al. (2022), en la Universidad de KwaZulu-Natal, Sudéfrica,

evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto metanélico de Pleurotus ostreatus



frente a Escherichia coli y Candida albicans, cultivando el hongo sobre sustratos de
bagazo de cafa de azlcar suplementados con salvado de trigo en niveles de 0% a 20%,
y determinando la CMI mediante microplaca de dilucién. Los resultados evidenciaron
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli con CMI de 0,02 a 0,08 mg/mL, y
actividad antifungica frente a Candida albicans con CMI de 0,31 a 2,5 mg/mL segun el
tipo de sustrato, concluyendo que la composiciébn del sustrato de cultivo influye
significativamente en el contenido de compuestos bioactivos y en la actividad
antimicrobiana del extracto.

En esa misma linea, Devi y Kalpana (2025), en el Instituto Avinashilingam, Tamil Nadu,
India, evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos de Pleurotus
ostreatus sometidos a tres métodos de secado solar, en gabinete y liofilizacion frente a
Escherichia coli ATCC 25922, mediante el método de difusion en pocillos de agar. Los
resultados evidenciaron halos de inhibicion de 12,6 mm, 7,8 mm y 15,4 mm para los
extractos de secado solar, en gabinete y liofilizado respectivamente, siendo este ultimo
el mas activo, concluyendo que el método de secado influye significativamente en la
conservacion de los metabolitos secundarios responsables de la actividad
antimicrobiana.

Asimismo, Sutthisa y Anujakkawan (2023), en la Universidad de Mahasarakham,
Tailandia, evaluaron la actividad antibacteriana de extractos de cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli, mediante el método de difusién en disco,
empleando etanol al 95% y acetato de etilo al 95% como solventes de extraccion. Los
resultados mostraron que el extracto etanélico no presentd actividad inhibitoria frente a
E. coli, mientras que el extracto de acetato de etilo si evidencié actividad con un halo de
inhibicién de 12,00 mm, concluyendo que la seleccion del solvente de extraccion influye
significativamente en la actividad antibacteriana obtenida.

Finalmente, Valencia del Toro y Aguilar (2020), en México, identificaron compuestos
volétiles presentes en los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus con actividad
antimicrobiana mediante el andlisis de su capacidad inhibitoria frente a diversas
bacterias. Los autores reportaron actividad inhibitoria frente a Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, registrando una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 3,9 ug/mL, evidenciando el potencial antimicrobiano de los

metabolitos volatiles del hongo frente a un amplio espectro bacteriano.



2.1.2. Antecedentes nacionales

Cuzcano-Ruiz et al. (2020), en la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), Lima, Perd,
identificaron los fitoconstituyentes mayoritarios presentes en las fracciones apolares del
extracto bruto organico de Pleurotus ostreatus cultivado sobre residuos de pulpa de
café, mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y
resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono 13 (RMN tH y 13C). Los autores
identificaron el acido palmitico como el acido graso mayoritario (66,54%), Yy
caracterizaron dos esteroides endoperéxidos: 5a,8a-epidioxi-24(R)-metilcolesta-6-en-
3B-ol y 5a,8a-epidioxi-22E-ergosta-6,22-dien-3p-ol, destacando que este Ultimo
presenta actividad antimicrobiana, antioxidante, inmunomoduladora y antitumoral
reportada en la literatura cientifica.

De igual manera, Florez y Flores (2024), en la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert, determinaron la actividad antioxidante y
antibacteriana in vitro del extracto metandlico al 80% de Pleurotus djamor cultivado
frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922, mediante
los métodos de microdilucién en caldo y difusién en agar. Los resultados reportaron
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli con una CMI de 16 mg/mL y un halo
de inhibicion de 1,27 cm, y una CMB de 64 mg/mL con un halo de 2,60 cm, valor
comparable al del antibidtico patron Gentamicina (2,53 cm); sin embargo, no se
evidencié actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, concluyendo que los
flavonoides y polifenoles presentes en el extracto serian los responsables de su

actividad biolégica.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Pleurotus ostreatus

El vocablo latino Pleurotus significa “pie desplazado”, esto se refiere al crecimiento
del estipite (pie) con respecto al sombrero (pileo), mientras que la palabra
latina ostreatus (ostra) se refiere a la forma del pileo en si, que se parece a un bivalvo
del mismo nombre Alexopoulos y Mims (1985).

2.2.1.1. Clasificacion taxon6mica

La cepa secuenciada tiene un porcentaje de identidad maxima de 98,17% con la especie
Pleurotus ostreatus, lo cual puede ser verificado en la pagina web oficial de NCBI:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.


https://es.wikipedia.org/wiki/Ostra
https://es.wikipedia.org/wiki/Ostra
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Reino: Fungi
Divisién: Basidiomycota
Subdivision: Agaricomycotina
Clase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleurotus
Especie: Pleurotus ostreatus (Jacq.
Ex Fr.) P.Kumm. 1871

Nombre comun en genbank: Seta ostra.

2.2.2. Morfologia de Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus consta de las siguientes partes tal como se muestra en la Figura 1,
las cuales estan constituidas por:

Sombrero 6 pileo: Es liso con los margenes irregulares de color oscuro con una forma
de ostra (Furci, 2007).

Las laminas o himenio: Se encuentran por debajo del pileo, es una membrana que
envuelve a las esporas (Suarez, 2010).

Las esporas: Son alargadas, casi cilindricas que midende 7a 11,5uymx3a5,6 uymy
son de color gris claro (Garcia, 2007).

Pie o estipite: Es corto y de color blanco en forma cilindrica (Furci, 2007).

Figura 1. Partes de un hongo seta

Sombrero o pileo

Laminas o
himenio

/ Pie g estipite

Fuente: Gaitan-Hernandez et al., (2006)



2.2.3 Caracteristicas del Pleurotus ostreatus

Segun Sanchez y Royse (2017), Pleurotus ostreatus es un hongo saprdfito, este
microorganismo se desarrolla en el suelo, sobre troncos o en residuos agricolas y
agroindustriales ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina, compuestos que el hongo

degrada y utiliza como fuente de nutrientes.

2.2.4. Distribucién y habitat

Pleurotus es un hongo cosmopolita, ya que se desarrolla en bosques subtropicales y
tropicales, en troncos en descomposicibn o en arboles en pie ya secos y viejos,
debilitados o muertos, alimentandose exclusivamente de la parte lefiosa, por lo que son
saprofitos, fructifican de forma gregaria e incluso cespitosa. Asimismo, también es capaz

de sobrevivir en temporada seca, en madera expuesta al sol (Holgado et al. 2019).

2.2.5. Propiedades medicinales de Pleurotus spp.

En diversas investigaciones se ha demostrado que Pleurotus ostreatus tiene diversas
propiedades como: inmunomoduladores, antitumoral, antivirico (Verma et al. 2001),
antibacteriano (Guerrero et al. 2023 y Murugesan & Gunasagaran, 2021), antifangica
(Mlluri et al. 2022) y antimicrobiana (Gunasekaran et al.2021).

2.2.6. Metabolitos secundarios presentes en Pleurotus ostreatus

Segun Qjito y Portal (2017), son productos naturales sintetizados por un organismo que
no son esenciales para su crecimiento y desarrollo. Estos se clasifican en tres grandes
grupos:

2.2.6.1. Compuestos fendlicos

Estan constituidos por grupos hidroxilo (-<OH) unidos a estructuras aromaticas, lo que
les confiere actividad antibiética, antioxidante, citotdxica y antiparasitaria. Dentro de este
grupo destacan:

e Flavonoides: Son una familia de compuestos fendlicos cuya estructura presenta
dos anillos fendlicos conectados por un puente de tres carbonos. En P. ostreatus
se han reportado flavonoides como la miricetina, naringenina y hespiridina,
asociados a actividad antibacteriana y antioxidante.

e Taninos: Son compuestos fendlicos con capacidad de formar enlaces con
proteinas. Segun su estructura se dividen en taninos condensados y taninos

hidrolizables, y cumplen funcion de defensa frente a microorganismos.



2.2.6.2. Terpenoides

Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios e intervienen en el
crecimiento, metabolismo y supervivencia de los organismos. Dentro de este grupo se
encuentran:

e Terpenos: Presentes en P. ostreatus, donde se han identificado esteroides de
tipo endoperoxido como el 5a,8a-epidioxi-22E-ergosta-6,22-dien-3f3-ol, con
actividad antimicrobiana, antioxidante e inmunomoduladora reportada.

« Acidos grasos: Metabolitos de naturaleza lipidica con actividad antibacteriana
demostrada. En P. ostreatus destacan:

Acido linoleico: Acido graso esencial con actividad antibacteriana
demostrada frente a bacterias Gram positivas.
Acido oleico: Acido graso esencial con actividad antibacteriana frente a
bacterias Gram positivas y efecto sinérgico con el &cido linoleico en la
inhibicion de Staphylococcus aureus.
2.2.6.3. Alcaloides
Son moléculas organicas naturales derivadas de aminoéacidos, normalmente de caracter
basico, producidas por hongos y plantas. Muchos alcaloides poseen actividad biol6gica
y son utilizados en terapéutica.
2.2.6.4. Otros metabolitos relevantes en Pleurotus ostreatus
Ademas de los tres grandes grupos, en P. ostreatus se han identificado otros
compuestos bioactivos de importancia:

e Beta-glucanos: Son polisacaridos no celuldsicos constituidos por unidades de
glucosa. Los mas conocidos en el género Pleurotus son el pleurano (B-1,3-
glucano) y el B-(1,3)-glucano, con reconocida actividad inmunomoduladora
(Duarte y Gonzales, 2018).

e Glicésidos cianogénicos: Son compuestos nitrogenados de caracter toxico
gue se degradan facilmente liberando sustancias volatiles como el acido
cianhidrico (HCN).

2.2.7. Cultivo de hongos comestibles

Segun Holgado et al. (2019) en el cultivo de Pleurotus ostreatus se debe tener las
siguientes etapas, las cuales tienen que ser manejadas cuidadosamente:

e Obtencion de la cepa: Puede ser obtenido a través de esporas y de

pseudotejido para luego colocarlo en medios especificos como Agar-PDA y

extracto de malta para el desarrollo micelial.



e In6culo fungico: Se obtiene con el aumento de biomasa micelial en granos de
trigo utilizado como materia prima y soporte fisico.

e Seleccidn de sustrato: Para el desarrollo 6ptimo del Pleurotus ostreatus se
debe imitar los requerimientos in situ que utiliza el hongo por lo tanto los residuos
agricolas deben tener en su composicion la celulosa, hemicelulosay lignina para
utilizarlo como fuentes de carbono, nitrégeno.

e Formulacion y acondicionamiento del sustrato: Formular segun la
concentracion de nitrogeno (20%) y carbono (80%), en funcion al tamafio de
particulas (5 - 10 cm), pH de 5,5 — 7,5 y el porcentaje de humedad del sustrato
de 65 - 75%.

e Pasteurizacion: La pasteurizacion debe ser entre 70 - 80°C por 2 horas para la
eliminacion de contaminantes como: bacterias y hongos.

e Siembra: La siembra se realiz6 mediante la incorporacién del indculo fingico en
capas sobre sustratos previamente pasteurizados y acondicionados, ajustados
a una temperatura de 30°C, pH entre 5,5y 7,5y humedad entre el 65-75 %,
condiciones Optimas para el crecimiento micelial.

e Incubacidon: La incubacién se realiza en ambientes cerrados, en completa
oscuridad a temperatura de 25°C hasta la culminacion de la colonizacion en el
sustrato.

e Fructificacion: Esta etapa se realiza en ambientes ventilados con el 50% de
iluminacion indirecta (luz natural), manteniendo la temperatura entre 16 - 22°C,
con una humedad relativa de 65 - 75% y un sistema de riego por microaspersion
o nebulizacion.

e Cosecha: La cosecha se realiza cortando los cuerpos fructiferos desde la base
del pie cuando el pileo se encuentra levemente convexo, antes de la produccion

masiva de esporas.

2.2.8. Factores y condiciones que influyen en su crecimiento y desarrollo de

Pleurotus ostreatus

Segun Mata y Salmones (2021) Pleurotus ostreatus requiere que las condiciones de
cultivo sean similares a las condiciones de crecimiento in situ, por ejemplo:

2.2.8.1. Humedad

Los hongos requieren del agua para lo siguiente: hidratacion, transporte de nutrientes,
metabolismo, crecimiento, esporulacion, intercambio de gases, y mantenimiento de

humedad del sustrato, por ello se recomienda que la humedad sea de 70 - 80%.



2.2.8.2. pH

El pH del sustrato influencia en Pleurotus ostreatus en los siguientes: crecimiento
optimo, degradacion de sustrato, absorcion de nutrientes, defensa contra patégenos,
fructificacién, esporulacion y regulacion de metabolismo por lo que se recomienda
manejar el pH del sustrato entre 5,5 - 7,5.

2.2.8.3. Temperatura

La temperatura varia de acuerdo a la fase del ciclo de vida en el que se encuentre el
hongo, en la incubacion la alteracion de este puede afectar en el crecimiento del micelio,
en la fructificacion si la temperatura es alta inhibe la formacion de cuerpos fructiferos
resultando en setas deformes o de mala calidad, por el contrario, si la temperatura es
baja el proceso de fructificacién se ralentiza reduciendo la produccion, asi como en la
eficiencia enzimética y la tasa de metabolismo del hongo por lo que se recomienda el
manejo en 25°C en la incubacién y 18°C en la fructificacion.

2.2.8.4. lluminacion

Las condiciones de iluminacion que necesita Pleurotus ostreatus varia de acuerdo a la
etapa en que se encuentre, en la etapa de incubacion el hongo no necesita de
iluminacién debido que los micelios colonizan mejor en la oscuridad, por otro lado en la
etapa de fructificacién requiere la presencia de iluminacion para la formacion de
primordios, sin embargo cuando la iluminacién es muy baja, los hongos se deforman
produciéndose cuerpos fructiferos con tallos largos y pileo de color claro, mientras que
bajo iluminaciéon directa los tallos son cortos con pileos mas oscuros, por lo que se
recomienda una iluminacion indirecta (Holgado et al. 2019).

2.2.8.5. Ventilacion

Finalmente, durante el proceso de incubacion Pleurotus ostreatus requiere una
ventilaciébn moderada para la colonizacién en el sustrato, mientras que en la etapa de la
fructificacion se requiere de mayor ventilacion, el cual permitira un desarrollo adecuado
de los cuerpos fructiferos (pileos grandes y pies cortos) se recomienda tener las
ventanas abiertas con trampas contra plagas (Holgado et al. 2019).

2.2.8.6. Relacién carbono/nitrégeno

Holgado et al. (2019) refieren que los hongos requieren fuentes de carbono y nitrégeno
gue seran aportados por los sustratos a utilizar ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina,

en el caso de Pleurotus ostreatus requiere nitrégeno (20%) y carbono (80%).

2.2.9. Sustrato utilizado para el crecimiento de Pleurotus ostreatus

Un sustrato es todo aquel material organico que se utiliza como soporte fisico, pueden

ser residuos agricolas, agroindustriales y urbanos de origen vegetal, por esta razén
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deben presentar un alto contenido la celulosa, hemicelulosa, lignina estos son
componentes principales de las plantas (Lépez et al. 2006; Garcia, 2007).

2.2.9.1. Rastrojo de Maiz

Bertoia, (2017) indica la siguiente composicion quimica para el rastrojo de maiz:

Tabla 1. Composicion quimica del rastrojo de maiz.

Composicién Porcentaje (%)
Agua 13,50
Proteina 10,20
Grasa 4,70
Carbohidratos 81,10
Fibra 2,30
Cenizas 1,70
Hemicelulosa 37,10
Lignina 4,04

Fuente: Bertoia, (2017).

2.2.9.2. Salvado de trigo
Chagquilla et al. (2018) indica la siguiente composicion quimica para el salvado de trigo:

Tabla 2. Composicion quimica del salvado de trigo.

Composicién Porcentaje (%)
Fibra total 53,90
Celulosa 9,90
Hemicelulosa 33,0
Nitrégeno 0,46
Arabinoxilanos 26,9
Beta-glucano 2,60

Acido fitico 6

Acidos fendlicos totales 1,38
Acido ferdlico 0,63

Fuente: Chagquilla et al., (2018).
2.2.10. Fermentacién de sustrato

Es un proceso biolégico en el que microorganismos, como bacterias, levaduras u
hongos, transforman componentes organicos del sustrato en productos mas simples en
condiciones anaerobias y aerébicas, este proceso es esencial en diversos contextos
industriales y biotecnolégicos, como la produccién de alimentos fermentados, el

tratamiento de residuos organicos, la elaboracion de biocombustibles y cultivo de
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hongos (Parzanese, s.f).

2.2.10.1. Fermentacion semianaerobia

Chang y Miles (1989) sefalan que los sustratos pueden sumergirse en agua durante 7
a 10 dias, lo que promueve una fermentacion lactica natural. Esta actividad microbiana
contribuye a la degradacion parcial de componentes estructurales como la celulosa,
hemicelulosa y lignina, incrementando la disponibilidad de nutrientes y facilitando su
asimilacién por el micelio.

De manera similar, Sdnchez y Royse (2001) explican que la accion de bacterias &cido-
lacticas (BAL) presentes de forma natural en el sustrato inicia con la degradacion de la
glucosa, la cual es convertida en piruvato en condiciones anaerobicas y posteriormente
transformada en acido lactico. La acumulacién de este acido provoca un descenso
progresivo del pH, generando un ambiente 4cido selectivo que inhibe el crecimiento de
bacterias y hongos patégenos.

Asimismo, la acidez del medio activa la hidrdlisis parcial de la hemicelulosa y contribuye
al ablandamiento de la estructura lignoceluldsica, mediante la ruptura de enlaces éster.
Este proceso mejora la porosidad del sustrato y facilita la colonizacion micelial,
optimizando las condiciones para el desarrollo de Pleurotus.

Diversos estudios han demostrado que la fermentacién favorece la biosintesis vy
acumulacién de metabolitos bioactivos en Pleurotus ostreatus. Papaspyridi et al. (2012)
evidenciaron que la fermentacion sumergida permiti6 obtener un perfil metabélico
enriguecido, identificando 19 metabolitos bioactivos, entre ellos compuestos fendlicos,
alcaloides, nucledtidos y acidos grasos de interés farmacolégico. Asimismo, He et al.
(2024) observaron que la fermentacién incrementé significativamente el contenido de
compuestos fendlicos y modificé el perfil de metabolitos no volatiles, lo que se reflej6é en
una mayor capacidad antioxidante del producto fermentado. Estos hallazgos respaldan
gue las condiciones de fermentacion estimulan la producciéon y acumulacion de

metabolitos secundarios en P. ostreatus.

2.2.11. Extracciéon de metabolitos secundarios

La extraccion es un proceso muy importante para la obtencion de extractos de plantas,
ya que los resultados finales dependeran de la eficiencia de este proceso. La
concentracion de los compuestos del extracto puede verse afectada por diversos
factores como el tipo de disolvente, la temperatura, el tiempo de contacto y el tamafio
de las particulas. Debido a esto, es muy importante validar y especificar las técnicas de

extraccion para cada compuesto en particular (Palma et al. 2013).
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2.2.12. Microorganismos patdgenos de interés clinico

Segun la OMS (2024), actualmente se han identificado al menos 15 familias de bacterias
catalogadas como multirresistentes, entre las cuales destacan las Enterobacteriaceae,
grupo en el que Escherichia coli se encuentra clasificada dentro de la prioridad critica.
Del mismo modo, la OMS (2022) incluye a Candida albicans en el grupo critico de su
lista de patégenos fungicos prioritarios, debido a su importancia en salud publica y su
creciente resistencia a los tratamientos antifingicos.
2.2.12.1. Escherichia coli
Es un bacilo Gram negativo, mide sélo 1um de longitud por 0.35 um de ancho, no
forman esporas, son moviles ya que presentan flagelos peritricos, producen enzimas
como la catalasa, oxidasa, reducen los nitritos a nitratos y producen vitamina B y K, es
una bacteria poco exigente, producen gas, fermenta la lactosa y es un anaerobio
facultativo, se encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal de los humanos y de
animales de sangre caliente, siendo un habitat intestinal natural, es el principal indicador
de contaminacion fecal, presenta una composicion antigénica compleja. Sus antigenos
O, de naturaleza somética y termoestable, forman la region mas externa de los
lipopolisacaridos de la pared celular, lo que les permite resistir tanto al calor como al
alcohol. Ademas, la bacteria cuenta con antigenos K, que son termolabiles y facilitan su
adhesion a las células del hospedero. Finalmente, posee antigenos H localizados en los
flagelos, los cuales son facilmente inactivados por el calor y el alcohol (Garcia, 2007 y
Suclupe et al. 2024).
e Clasificacion Taxonomica de Escherichia coli
Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: E. coli.
(Brenner et al.2005).
e Patologias clinicas
Escherichia coli es la méas frecuente y la mas relevante desde el punto de vista clinico
de las enterobacterias. Este microorganismo se asocia a una gran variedad de
enfermedades, como septicemia el cuél es producida por los bacilos gramnegativos

como E. coli provenientes de infecciones del aparato urinario o digestivo; la infeccion
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del aparato urinario se originan en el colon, contaminan la uretra, ascienden hasta la
vejiga y pueden migrar hasta el rifién o la préstata; meningitis neonatal causado por un
serogrupo que tiene el antigeno K1 el cual habitualmente se encuentra en mujeres
gestantes y recién nacidos, gastroenteritis que son causadas por cepas de E. coli
(Brooks et al. 2011).
2.2.12.2. Candida albicans
Es una levadura de redonda a oval (3 - 6 um) que forma pseudohifas e hifas verdaderas,
es dimorfica, con colonias de crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas o cremosas,
pastosas y blandas, de bordes precisos, centro ligeramente prominente, con olor a
levadura y tubo germinativo, son hongos comensales y se encuentran en el tracto
gastrointestinal, cavidad oral, tracto genitourinario, piel y sistema respiratorio esperando
condiciones desfavorables para hacer un crecimiento excesivo (Brooks et al. 2011).
e Clasificacion Taxonomia de Candida albicans
Reino: Fungi
Clase: Ascomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida
Especie: C. albicans
(Bonifaz, 2012).
¢ Patologias clinicas
Las especies pertenecientes al género Candida forman el grupo mas importante de
hongos oportunistas patdgenos. C. albicans es la especie aislada con una mayor
frecuencia a partir de muestras clinicas y generalmente representa entre un 90% y un
100% de las cepas aisladas de muestras de mucosa, y entre un 50% y 70% de las cepas
procedentes de pacientes con inmunidad suprimida. Esta especie suele estar implicada
en casi todas las infecciones como candidiasis cutdnea y de mucosas, candidiasis

sistémica y candidiasis mucocutanea crénica (Brook, et al. 2011).

2.2.13 Actividad antimicrobiana

Es la capacidad para impedir el desarrollo de microorganismos. Pueden actuar
eliminando por completo las células o impidiendo el desarrollo microbiano al inhibir vias
metabdlicas especificas, evitando asi el crecimiento y multiplicacion celular (Perreault,
2008).
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2.2.14. Extracto hidroalcohdlico

Se trata de una preparacién uniforme obtenida a través de procesos fisicoquimicos que
permiten aislar y aprovechar los metabolitos secundarios presentes en una planta o en
otro tipo de material biolégico. Para su elaboracion se emplea una mezcla de agua y
alcohol como disolventes, cuya combinacidon aporta caracteristicas propias a la solucion
final. El resultado es un extracto de consistencia generalmente densa, cuya viscosidad

varia segun la naturaleza del material de origen (Gonzéalez, 2004).

2.2.15. Metabolitos secundarios

Son compuestos organicos producidos por las plantas u otro tipo de material biolégico
dentro de su metabolismo, pero no son esenciales para su crecimiento ni para sus
funciones vitales a diferencia de los metabolitos primarios. Estas moléculas
desempefian principalmente funciones mas ecoldgicos como: liberacidon de quimicos
para atraer polinizadores, pigmentacion, 6 produccién de compuestos quimicos

amargos (Ojito y Portal, 2017).

2.2.16. Halo de inhibicion

En Microbiologia, el término “halo de inhibicion” se refiere a la zona clara alrededor de
un disco impregnado con un antibiético donde no se observa crecimiento microbiano.
Este fenédmeno ocurre porque el antimicrobiano se difunde desde el disco hacia el agar,
generando una concentracion efectiva que inhibe la multiplicacion del microorganismo
estudiado Bauer et al. (1966). La zona donde la concentracion del antibiético supera la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se manifiesta como un halo claro, cuya medicion
en milimetros permite determinar si el microorganismo es sensible, intermedio o
resistente segun tablas estandarizadas (Zurita, 2013).

Existen diferentes tipos de halos: el halo completo y claro indica alta sensibilidad, el halo
parcial o difuso refleja sensibilidad intermedia, y la ausencia de halo indica resistencia
(CLSI, 2023). Ademas, en algunos casos puede observarse un halo doble, caracterizado
por la presencia de dos zonas de inhibicion; este fendmeno se explica por diferencias
en la concentracion del antimicrobiano, resistencia inducible o produccién de enzimas
inactivantes, y requiere interpretacion cuidadosa (Jorgensen y Ferraro, 2009). La
presencia de halos, simples o dobles, refleja la accion del antimicrobiano sobre el
microorganismo y la interaccion del gradiente de concentracion con la susceptibilidad
bacteriana, constituyendo una herramienta fundamental para estudios de sensibilidad y

diagnéstico clinico.
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2.2.17. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es la concentracion mas baja de un
compuesto antimicrobiano en (mg/mL), que inhibe el crecimiento de una cepa especifica
ya sea hongos o bacterias. Es la dilucion a partir de la cual los microorganismos
estudiados comienzan a mostrar resistencia, se determina por el método de
macrodilucién en caldo y es detectado por observacion directa sin ayuda de ningun

aparato éptico después de la incubacion (Idexx, 2023 y OPS, 2005).

2.2.18. Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Se considera como CMB, a la concentracion mas baja de un compuesto en (mg/mL),
antimicrobiano capaz de eliminar al 99,9% de microorganismos, se determina por el

método de cultivos en placa y por observacién directa (Horna et al. 2005 y OPS, 2005).

2.2.19. Concentracién Minima Fungicida (CMF)

Se considera como CMF, a la concentracién minima de un agente antifingico, que en
presencia del inéculo de un hongo, reduce un 99.9% el desarrollo, este se determina
haciendo cultivos y por observacion directa tras la incubacion (Neyra y Armas, 2018;
OPS, 2005).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de investigacién

La investigacion se realizo en los laboratorios de la Especialidad de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga y en la planta de produccion de MYCODELICIAS S.A.C, durante los
meses noviembre 2024 a septiembre del 2025.

3.2 Ubicacién geografica

Las setas de Pleurotus ostreatus fueron cultivados en el distrito de San Juan Bautista,
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho (14°00'38.9" S, 75°44'8.9" O),
a una altitud aproximada de 2 800 m.s.n.m.

Figura 2. Ubicacion del lugar de estudio

Nota. Captura de pantalla de Google Maps. Elaboracion propia a partir de Google Maps (Google, 2026)

3.3 Unidad de andlisis
e 1000 gr de Pleurotus ostreatus PO_COL_FI01
¢ Una cepa de C. albicans cepa aislada e identificada por el HRA.

¢ Una cepa de Escherichia coli cepa aislada e identificada por el INS.
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3.4 Metodologia y recoleccién de datos

3.4.1. Mantenimiento y/o preservacion de cepas de Pleurotus ostreatus

Procedimiento modificado de Gaitan et al. (2006)

La cepa de Pleurotus ostreatus fue obtenida de la empresa Fungi Innova con
codigo de muestra: PO_COL_FIO1.

Con la ayuda de un asa de Kolle se tom6 una asada de la cepa de Pleurotus
ostreatus y se sembrd por puntura sobre el medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (APD).

Se incub6 a 30°C por 15 dias hasta que el micelio colonice toda la placa.

3.4.2. Elaboracion de in6culo

Procedimiento modificado de Gaitan et al. (2006)

Se obtuvo 3 kilos de trigo, se realizé una separacion manual para retirar
piedras, restos de tierra y otras impurezas presentes. Posteriormente, los
granos fueron lavados con agua potable.

Seguidamente estas se hidrataron por 36 h para luego ser drenadas por 30
min.

Se agrego6 20 g de cal por kg de trigo en seco, y se homogenizo.

Se pesaron 1000 g de trigo y se colocaron en bolsas de polietileno, cada bolsa
fue amarrada utilizando liga, posteriormente se esterilizé y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente.

En condiciones estériles, con la ayuda de un bisturi previamente esterilizado,
se realizaron cortes en el APD colonizado por micelio. Seguidamente, se
transfirieron cuatro fragmentos de aproximadamente 1 cm? sobre el trigo
esterilizado.

Finalmente se incubd a 30°C por 22 dias hasta que el micelio colonice todo

el trigo.

3.4.3. Preparacion del sustrato

Segun Holgado et al. (2019)

Se seleccionaron Unicamente los sustratos en buen estado, descartando

aquellos que presentaban signos de contaminacion por hongos u otros
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microorganismos. Posteriormente, el material seleccionado se cortd
uniformemente entre 5 - 10 cm utilizando un machete manual.

Se formularon los sustratos en una proporcién de 80% de carbono que es
equivalente a 13,6 kg de rastrojo de maiz seco y 20% de nitrégeno,

equivalente a 3,4 kg de salvado de trigo.

3.4.4 Fermentaciéon semi-anaerdbica

Segun Sanchez y Royse (2001)

Se dispusieron seis baldes de 20 litros, los cuales fueron llenados con 10 litros
de agua potable cada uno.

Se afiadi6 sacarosa equivalente al 1% del peso seco del sustrato.

Se sumergi6 el sustrato, iniciando el proceso a 12°C, y se mantuvo en
inmersién durante 7 dias, alcanzando progresivamente una temperatura de
30°C.

Al quinto dia de fermentacion, se observd la formacion de biofiims y el
hundimiento de sustrato hacia el fondo del balde.

Se verific6 el pH de 4,5 y posteriormente se dej6 escurrir el sustrato
fermentado por 12 h.

3.4.5. Pasteurizacién a vapor

Segun Gaitan et al. (2006)

Se llené un cilindro con agua hasta las tres cuartas partes de su capacidad,
colocando previamente un soporte en la base para evitar el contacto directo
del sustrato con el agua.

Se coloco el sustrato fermentado en dos sacos de malla, distribuyéndolo de
manera uniforme.

Los sacos se introdujeron dentro del cilindro y el material fue pasteurizado a
80 °C durante 2 horas.

Finalmente, el sustrato se dejo enfriar hasta alcanzar aproximadamente 30 °C

y una humedad de 65 - 75% antes de su posterior manipulacion.

3.4.6. Siembra

Procedimiento modificado de Gaitan et al. (2006)

Se desinfect6 toda la superficie de trabajo utilizando alcohol al 70%.

19



Se agregd 5% del in6culo fungico de Pleurotus ostreatus sobre 2500 g de
sustrato previamente pasteurizado a una temperatura de 30°C, distribuido en
bolsas de polietileno de 15 x 10 cm, aplicando el método de siembra por
capas.

Se presiond ligeramente el sustrato para no generar espacios de aire dentro
de las bolsas.

Se sell6 herméticamente la parte superior de la bolsa empleando una liga.
Finalmente, se desinfectd un cater con alcohol al 70% y se realizaron 4 cortes
de 3 cm en cada lado de la bolsa que contenia el sustrato inoculado.

3.4.7. Incubacion

Segun Gaitan et al. (2006)

Se colocaron las bolsas con el sustrato inoculado en un ambiente calido y
oscuro, manteniendo una temperatura de 25°C por 22 dias hasta que el
micelio colonice todo el sustrato.

Se realiz6 un monitoreo interdiario, verificando la presencia de posibles
contaminaciones, el avance de la colonizacién, asi como la temperatura y la

humedad relativa de 75% mediante un termohigrometro.

3.4.8. Fructificacion

Procedimiento modificado de Holgado et al. (2019)

Una vez completada la colonizacion del sustrato por el micelio de Pleurotus
ostreatus a los 22 dias, se procedié a cambiar las bolsas a un ambiente con
80% de iluminacion indirecta.

Se mantuvo una temperatura entre 16 - 22 °C, una humedad relativa de 90%
y ventilacion adecuada durante toda la fase de fructificacion.

Se aplicaron tres riegos diarios mediante un sistema de riego automatico
programado para funcionar por un minuto por aplicacion.

Al décimo dia, se observo la formacion de primordios.

3.4.9. Cosecha

Procedimiento modificado de Holgado et al. (2019)
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Una vez culminado el proceso de fructificacién, se procedidé a recolectar los
cuerpos fructiferos mediante un giro de 360°, evitando causar dafios tanto al
hongo como al sustrato.

Los hongos cosechados se colocaron en bandejas de acero inoxidable
previamente desinfectadas, con el fin de evitar la contaminacion cruzada

durante su posterior manejo.

3.4.10. Obtencién del extracto hidroalcohoélico de Pleurotus ostreatus

Procedimiento modificado de James (2023)

Se seleccionaron y lavaron los cuerpos fructiferos con agua destilada estéril
con el fin de eliminar impurezas superficiales.

Posteriormente, se cortaron y se dejaron secar a la sombra, en un ambiente
ventilado, durante 72 horas, removiéndolos periddicamente para evitar la
acumulacién de humedad y posibles contaminaciones.

Una vez secos, los cuerpos fructiferos se pulverizaron mediante un molino de
granos.

El material pulverizado se someti6 a extraccion continua mediante el método
Soxhlet, empleando una proporcién 1:10 (hongo pulverizado/etanol al 80%),
durante 8 horas.

Después del proceso de extraccion, el material fue sometido a una etapa de
maceracion en el mismo equipo durante 7 dias.

Una vez concluido el tiempo de maceracion, el etanol remanente del balon de
extraccion fue retirado cuidadosamente, quedando los compuestos lipidicos
y metabolitos adheridos a las paredes internas del balon. Dicho material fue
recuperado manualmente con la ayuda de una espatula estéril y transferido a
un frasco estéril color ambar.

Finalmente, el material fue pesado en una balanza analitica para las

posteriores pruebas.

3.4.11. Preparacion de las concentraciones del extracto hidroalcohdlico

Procedimiento modificado de segun Gonzales (2004).

Se preparo la soluciébn madre disolviendo 5 g de extracto concentrado en
15 mL de agua destilada estéril obteniéndose una concentracion de 333.33

inicial de mg/mL.
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Tabla 3. Preparaciéon de las diluciones del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus
ostreatus

Concentracion del Solucién madre Agua destilada Volumen final
extracto (%) (mL) estéril (mL) (mL)
100 5 0 5
80 4 1 5
60 3 2 5
40 2 3 5
20 1 4 5

Nota: La concentracién al 100 % correspondié a la solucion madre sin diluir. Todas las diluciones se prepararon
hasta completar un volumen final de 5 mL y se homogenizaron mediante agitacién suave antes de su empleo en los

ensayos microbioldgicos

3.4.12. Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusion en
agar.

e Activacion delacepa
Se realizé las siembras correspondientes para rejuvenecer las cepas de
Candida albicans en placas con medio Agar Sabouraud Dextrosa vy
Escherichia coli en medio Agar Nutritivo, los cuales fueron incubados a 37 °C
por 18 a 24 horas.

e Preparacion del inéculo por suspension directa de colonias
Se recolectaron entre 3 y 5 colonias seleccionadas utilizando un hisopo de
algododn, las cuales se depositaron en un tubo de ensayo estéril que
contenia 5 mL de caldo Sabouraud y caldo nutritivo, segun el tipo de
microorganismo a cultivar. Las colonias se suspendieron completamente y
el indculo se ajusto a una turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala
de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. La comparacion de la
turbidez se realiz6 colocando los tubos frente a un papel blanco con lineas
negras.

e Inoculacién en placa
Con la ayuda de un hisopo estéril y quitando el exceso de liquido contra la
pared del tubo, se realizd la siembra por agotamiento, distribuyéndolo
correctamente en 4 direcciones en el Agar Sabouraud Dextrosa y en el

Agar Mueller Hinton respectivamente para cada cepa, luego se incubé por
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15 minutos.

e Preparacion de pocillos
Transcurridos los 15 minutos, se perforaron de manera aséptica las placas ya
solidificadas con Agar Sabouraud Dextrosa y el Agar Mueller Hinton,
formando orificios de 6 mm de diametro utilizando un perforador estéril
(Balouiri et al. 2015).

e Incorporacion de los controles problema
Se tomaron 50 yL de cada concentracion (20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 100 %),
asi como de los controles positivo y negativo. Para Escherichia coli, cada
muestra se colocé en los pocillos de las placas de Agar Mueller Hinton
previamente rotuladas, mientras que para Candida albicans se colocaron en
los pocillos de las placas de Agar Sabouraud Dextrosa. Posteriormente, las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, sin invertir (Balouiri et al. 2015).

e Lecturadelos halos de inhibicién
Se realizé la medicion de los halos de inhibicion formados alrededor de
cada pocillo utilizando un vernier digital marca Trupper. Para ello, se
midieron las zonas de inhibicion desde la parte posterior de la placa,
utilizando luz reflejada (OPS, 2005).

3.4.13. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) por el método

de macrodilucién en tubos y siembra en agar.

Seguin OPS (2005)

e Se emplearon 15 tubos de ensayos estériles que contenian 1 mL de

solucioén salina fisiolégica 0,9 %.

e Luego se agregd 1 mL del de la solucion madre concentrado al tubo N°1,
se hizo la dilucion tomando 1 mL de este tubo y se transfirié al tubo N°2,
de este tubo se transfiri6 1 mL al tubo N°3 y asi sucesivamente hasta el

tubo N° 14, este ultimo se descartd y el tubo N°15 no tuvo extracto.

e Luego se agreg6 0,1 mL del inoculo microbiano (turbidez a 0,5 de la escala
McFarland) a los 15 tubos, los cuales se incubaron a 37 °C por 24 horas

tanto para E. coli como para C. albicans.

e Finalmente, se tomo los tubos con menor turbidez y se determind a CMI

por observacion directa.
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3.4.14 Determinacién de la Concentracion Minima Fungicida (CMF) vy
Concentracién Minima Bactericida (CMB) por el método de macrodilucién en

tubos y siembra en agar.

Segun OPS (2005)

e De los 15 tubos incubados, se seleccionaron los cinco que presentaron la
menor turbidez posible. se tomaron 100 pL del tubo seleccionado y se

sembré por incorporacion.

e Posteriormente, cada muestra se extendié uniformemente sobre la
superficie del agar utilizando una espéatula de Drigalski, para E. coli, se
utilizd Agar Mueller Hinton, mientras que para C. albicans se empled Agar
Sabouraud Dextrosa. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacion, se observé cada placa para
determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y la concentracion
minima fungicida (CMF), se identific la concentracion en la cual no se

observo crecimiento.
3.5. Enfoque de investigacién

De acuerdo con Hinojosa et al. (2024), el enfoque cuantitativo se distingue por el uso
de informacion expresada en valores numéricos, lo que permite analizar fenémenos,
identificar tendencias y realizar posibles proyecciones. En este estudio se aplico
dicho enfoque, ya que se recurrié al analisis de datos numéricos obtenidos a partir
de las mediciones de los halos de inhibicién, con el propésito de evaluar la
susceptibilidad de las cepas de Candida albicans y Escherichia coli frente a diferentes

concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus.
3.6. Tipo de investigacion

De acuerdo con Hernandez et al. (2014), la investigacion aplicada se enfoca en la
resolucion de problemas concretos con un proposito practico. En este estudio se
adoptd dicho tipo de investigacion, ya que busca contribuir a la solucion de afecciones
como la candidiasis e infecciones intestinales y extraintestinales, proponiendo como

alternativa terapéutica el uso del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus.
3.7. Disefio de investigacion

Segun Hernadndez et al. (2014), un disefio de investigacidbn experimental se

caracteriza por la manipulacion intencional de una variable independiente con el
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propdsito de analizar su influencia sobre una variable dependiente. En el presente
estudio se aplicé este tipo de disefo, ya que se modificaron las concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus para evaluar su efecto antimicrobiano

frente a cepas de Candida albicans y Escherichia coli.
3.8. Analisis estadistico

¢ Para la elaboracion de tablas y figuras se utilizdé el programa Microsoft
Excel. Asimismo, para el procesamiento de datos obtenidos de los halos
de inhibicibn se empled el software Minitab versién 21.1.0 (2023). En
primer lugar, se evalué si los datos presentaban una distribucion normal,
posteriormente, se verificd la homogeneidad de varianzas y, finalmente se
aplico la prueba de analisis de varianza (ANOVA) junto con la comparacion
multiple de medias mediante la prueba de Tukey, con un nivel de confianza
del 95%.
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de Pleurotus ostreatus sobre Escherichia coli y

IV. RESULTADOS

Candida albicans, Ayacucho 2024.

Diametro de los halos vidad
Especie Tratamiento de inhibiciéon (mm) T Valorp ant’?‘rﬁti'cvr'ol?iana
(xts)
Presenta
T1: 20% actividad
14.27+1.14 12.62 0.003 antimicrobiana
Presenta
T2: 40% actividad
19.56=0.46 51.35 0.000 antimicrobiana
Presenta
Ts: 60% actividad
19.95=0.60 40.58 0.000 antimicrobiana
Presenta
Ta: 80% actividad
21.33+0.40 72.67 0.000 antimicrobiana
Presenta
Escherichia | Ts: 100% actividad
coli 22,29+0.89 31.81 0.000 antimicrobiana
No se evidencidé formacién de halos de
Ts: Control - inhibicion siendo el diametro del pocillo igual Ngc;;ir\izzr&ta
a6mm antimicrobiana
Presenta
T7: Control + actividad
38.40+0.23 243.71 0.000 antimicrobiana
No se evidencid formacion de halos de inhibicion en los
tratamientos Ty, Ty, T3, T4, Ts ¥ Ts (Control -); siendo el didmetro Ngcp;ir\izzr&ta
Candida del pocilloigual a6 mm antimicrobiana
Ibicans Presenta
a T+: Control + actividad
26.74+0.040 889 0.000 antimicrobiana

Leyenda:

T: Prueba T de una muestra H;: pri > 6.00 mm, a=0.05
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Figura 3. Diametro promedio de los halos de inhibicion (mm) y comparaciones multiples
de medias mediante la prueba de Tukey (p < 0.05) del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli, Ayacucho, 2024.
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Nota:

T7: ampicilina (100 mg/mL), T5: 100% de extracto concentrado, T4: 80% de extracto concentrado, T3: 60% de extracto
concentrado, T2: 40% de extracto concentrado, T1: 20% de extracto concentrado y T6: agua destilada.
Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos

Figura 4. Didmetro promedio de halos de inhibicibn (mm) formados a diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus sobre cepas de
Candida albicans, Ayacucho 2024.
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T7: Fluconazol (100 mg/mL), T5: 100% de extracto concentrado, T4: 80% de extracto concentrado, T3: 60% de
extracto concentrado, T2: 40% de extracto concentrado, T1: 20% de extracto concentrado y T6: agua destilada.
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Figura 5. Estimacion de la CMI y CMB segun la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones mostrando una
tendencia de inhibicibn y crecimiento de Escherichia coli, Ayacucho 2024.
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V. DISCUSION

El objetivo de esta investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli y Candida albicans, con
el propoésito de identificar nuevas alternativas capaces de mitigar el impacto de la
resistencia microbiana asociada al uso de antibioticos convencionales.

En el presente estudio, tal como se muestra en la Tabla 4, se emplearon 2 cepas de
importancia clinica: E. coli, aislada e identificada por el instituto nacional de la salud
(INS) y Candida albicans aislada e identificada por el Hospital Regional de Ayacucho
(HRA), las cuales fueron sometidas a pruebas de actividad antimicrobiana mediante
difusién en pocillos de agar, registrandose Unicamente halos de inhibicién frente a E.
coli y no frente a C. albicans. La diferencia en la sensibilidad puede atribuirse a las
diferencias estructurales de ambos microorganismos, las bacterias gramnegativas estan
rodeadas por una delgada pared celular de peptidoglicano, lo cual facilitaria la
penetracion de los compuestos activos del extracto hidroalcohdlico, que a su vez esta
rodeada por una membrana externa que contiene lipopolisacarido. Por el contrario, la
pared celular de C. albicans, constituida principalmente por quitina, B-glucanos y una
capa externa de manoproteinas, forma una estructura compleja que desempefia
funciones de proteccion, integridad celular e interaccion con el hospedero. Esta
organizacion puede dificultar la penetracién de determinados compuestos bioactivos y
en conjunto con otros mecanismos de resistencia, contribuir a una menor susceptibilidad
frente a algunos agentes antifungicos (Gow et al. 2017; Pedros, 2003), Adicionalmente,
la ausencia de actividad antifingica observada frente a Candida albicans podria estar
relacionada con mecanismos intrinsecos de resistencia del microorganismo, como la
sobreexpresion de bombas de eflujo, modificaciones en la biosintesis del ergosterol y la
capacidad de formar biopeliculas, los cuales limitan la acumulacién intracelular y la

eficacia de diversos compuestos bioactivos (Pfaller y Diekema, 2007).
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En el Figura 3, se muestran los resultados del analisis de varianza (ANOVA) con un nivel
de confianza del 95% (p < 0,05), confirmando que al menos un tratamiento presenta
diferencia significativa en la actividad antimicrobiana frente a E. coli. De acuerdo a la
prueba de Tukey, las concentraciones al 100% y 80% presentaron los mayores
promedios de halos de inhibicién sin diferir estadisticamente entre si, comportandose
de manera similar; las concentraciones al 60% y 40% tampoco presentaron diferencias
significativas entre ellas, indicando un efecto inhibitorio menor; mientras que la
concentracion al 20% difiri6 significativamente del resto de los tratamientos,
presentando un efecto antimicrobiano notablemente menor, lo que indica que la
concentracion de metabolitos antimicrobianos se encuentra cerca o por debajo de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), reduciendo la capacidad de inhibicion. Estos
resultados estadisticos refuerzan que la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de P. ostreatus es real, reproducible y dependiente de la concentracion,
sustentando su potencial como agente antibacteriano natural frente a Escherichia coli.

Asimismo, se observa que los promedios de los halos de inhibicion generados por el
extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus aumentaron progresivamente de
acuerdo a la concentracién, alcanzando diametros promedio entre 14,27 mm y 22,29
mm, lo que evidencia una actividad antibacteriana dependiente de la dosis. Este
comportamiento dosis-dependiente es consistente con lo reportado por Florez y Flores
(2024), quienes también evidenciaron actividad antibacteriana frente a E. coli con el
extracto de Pleurotus djamor, donde a mayor concentracion del extracto se observaron
halos de inhibicibn mas amplios, lo que sugiere que este patrén es caracteristico de los
extractos del género Pleurotus. No obstante, los valores obtenidos resultaron inferiores
al halo producido por la ampicilina, que alcanz6 un diametro de 38,40 mm, lo cual es
consistente con la mayor potencia farmacoldgica del antibiético frente a Escherichia coli.
La mayor eficacia de la ampicilina se explica por su mecanismo de accién especifico y
altamente optimizado, ya que este antibidtico inhibe la sintesis de la pared celular
bacteriana al unirse a las proteinas fijadoras de penicilina, conduciendo a la lisis celular
de E. coli (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2020). Asimismo, los antibidticos farmacéuticos
como la ampicilina presentan alta pureza, estabilidad quimica, biodisponibilidad
controlada y concentraciones estandarizadas, factores que contribuyen a generar halos
de inhibiciébn mas amplios y reproducibles (Katzung, 2021). Por el contrario, los extractos
de P. ostreatus contienen mezclas complejas de metabolitos secundarios cuya
concentracion, difusién en el agar y estabilidad son variables, lo que puede limitar el
tamafio del halo inhibitorio (Alves et al. 2012). Ademas, la difusién de los compuestos

fendlicos y terpenoides presentes en P. ostreatus en el medio solido suele ser mas lenta
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y menos uniforme que la de antibiéticos de bajo peso molecular, reduciendo asi la
extension del halo (Sanchez, 2010). En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque
el extracto de P. ostreatus presenta actividad antibacteriana estadisticamente
significativa, su efecto es inferior al de la ampicilina debido a diferencias en potencia,
pureza, concentracion efectiva y mecanismo de accion.

El presente estudio evidencia actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli, lo cual concuerda con lo reportado por
Hamad et al. (2022), quienes observaron un efecto inhibitorio significativo contra E. coli
ATCC 25922 con halos de inhibicion de 16 + 0,5 mm, esta similitud sugiere que los
metabolitos secundarios presentes en los extractos naturales, particularmente
compuestos fendlicos y otros bioactivos, desempefian un papel clave en la inhibicién del
crecimiento bacteriano.

De manera similar, Yan et al. (2024) sefialan que los flavonoides presentes en Pleurotus
ostreatus podrian haber contribuido a la actividad antibacteriana observada frente a
Escherichia coli mediante diversos mecanismos, entre ellos la alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular, la inhibicibn de enzimas esenciales para la
replicacion del ADN, como la ADN girasa y la interferencia con procesos metabdlicos
relacionados con la produccién de energia, lo que limita el crecimiento y la viabilidad
bacteriana. A diferencia de Sutthisa y Anujakkawan (2023), quienes no evidenciaron
actividad antimicrobiana frente a E. coli en el extracto etandlico al 95% a una
concentracion de 15 mg/mL, en el presente estudio si se registré actividad inhibitoria a
todas las concentraciones evaluadas, lo que podria explicarse por las diferencias en el
solvente de extraccion utilizado y concentracion de extracto utilizado, ya que el etanol
en solucién acuosa favorece la extraccidon de una mayor diversidad de metabolitos
polares con capacidad antibacteriana.

Con respecto al fenémeno de halos dobles de inhibicion observado en el Anexo 17, este
hallazgo inusual fue reproducible al repetir el procedimiento, descartando errores
técnicos de manipulacion. El patréon de halos dobles observado durante el ensayo de
difusion en agar podria estar relacionado con la naturaleza heterogénea del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus, el cual contiene metabolitos de bajo y alto peso
molecular. Mientras compuestos de menor tamafio, como algunos compuestos fenélicos
y flavonoides, difunden con mayor rapidez a través del agar, macromoléculas como los
B-glucanos y otros polisacaridos presentan una difusién considerablemente mas lenta
debido a su elevado peso molecular, que puede variar desde decenas hasta cientos o
incluso miles de kilodaltons. Esta diferencia en la velocidad de difusion puede originar

zonas de inhibicién con distintos grados de intensidad o la formacién de halos dobles
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durante el ensayo de difusion en agar (Zhang et al. 2012).

En la Figura 4, se evidencia que el extracto hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus no
presentd actividad antifingica frente a Candida albicans en todas las concentraciones
evaluadas, mientras que el control positivo (fluconazol) alcanz6 un halo promedio de
26,74 mm, demostrando la mayor eficacia del antifangico comercial. Segun Hasan y
Abdulhadi (2023), los compuestos bioactivos de P. ostreatus, como los B-glucanos y
metabolitos fendlicos, presentan actividad antimicrobiana cuyo efecto depende
fuertemente de la concentracién y del tipo de extracto, lo que explica por qué los
extractos naturales tienden a producir halos més pequefios o incluso nulos debido a la
menor concentracion efectiva de principios activos y a su difusién limitada en el agar.
En contraste, el fluconazol es un antifungico triazélico altamente purificado disefiado
para inhibir la sintesis de ergosterol, componente esencial de la membrana flngica,
produciendo una inhibicidn mas potente y homogénea, con alta estabilidad, solubilidad
y capacidad de difusiéon (Nunnally et al. 2021). Asimismo, la ausencia de halos en los
tratamientos con extracto puede atribuirse a la baja concentracion de metabolitos
antifingicos, la posible degradacion de compuestos activos durante el proceso de
extraccion, o a la resistencia intrinseca de la cepa clinica de Candida albicans utilizada,
tal como sefialan investigaciones recientes sobre extractos naturales antifingicos
(Iheme et al. 2021).

No obstante, a diferencia de lo reportado por Hamad et al. (2022), quienes evidenciaron
actividad antifungica frente a Candida albicans con halos de 18 + 0,1 mm, en el presente
estudio no se observd efecto inhibitorio contra esta levadura. Esta discrepancia podria
atribuirse a diferencias en el tipo de extracto, el método de extraccidn, la concentracion
de metabolitos activos, el origen del material bioldgico o las condiciones experimentales,
factores que influyen decisivamente en la eficacia antifingica. En este sentido, Lanni et
al. (2021) demostraron que la actividad antifingica frente a Candida albicans es
altamente dependiente del sustrato de cultivo y del solvente de extraccion utilizado,
factores que determinan el perfil y la concentracién de metabolitos activos en el extracto
final. Adicionalmente, es importante considerar que la cepa de C. albicans empleada en
este estudio fue aislada clinicamente en el Hospital Regional de Ayacucho, por lo que
podria presentar mecanismos de resistencia adquirida no presentes en cepas de
referencia ATCC, lo que explicaria en parte la ausencia de susceptibilidad observada.
A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, Gutef et al. (2020)
reportaron actividad antifingica en extractos metandlicos contra Candida albicans, con
un diametro promedio de inhibicion de 29,21 + 5,81 mm y una CMI determinada a 25

mg/mL correspondiente a un halo de 10,25 + 4,59 mm; sin embargo, en los extractos
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acuoso Y cloroférmico los halos fueron menores a 11 mm, estos resultados indican que
la actividad antifingica es dependiente del tipo de extraccién, la concentracion, el
solvente utilizado, las cepas aisladas y la etapa de crecimiento del hongo, factores que
influyen en la disponibilidad de los metabolitos secundarios y que podrian explicar la
ausencia de actividad observada en el presente estudio. En este sentido, los esteroides
y triterpenos presentes en P. ostreatus actlan sobre la via de biosintesis del ergosterol
en C. albicans inhibiendo la enzima lanosterol 14-a desmetilasa, reducen la formacion
de tubos germinativos e incrementan la produccién de especies reactivas de oxigeno
intracelulares (ROS), concluyendo que la actividad antifingica esta asociada al dafio
celular en la membrana y a la induccion de muerte celular mediada por ROS,
mecanismos que en el presente estudio podrian no haberse activado debido a la
insuficiente concentracion de dichos metabolitos en el extracto hidroalcohélico obtenido.
En consecuencia, debido a la ausencia total de halos de inhibicion frente a Candida
albicans en todas las concentraciones evaluadas, no fue posible determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) ni la Concentracién Minima Fungicida (CMF) del
extracto hidroalcohdlico de P. ostreatus. Esta limitacion se atribuye a la interaccién de
multiples factores: la complejidad estructural de la pared celular de C. albicans que actia
como barrera de permeabilidad (Pedros, 2003), la posible insuficiencia en la
concentracion de metabolitos antifingicos activos en el extracto hidroalcohélico frente a
esta levadura (Hasan y Abdulhadi, 2023), la variabilidad en la actividad biolégica segun
el tipo de solvente empleado, evidenciada por Gutef et al. (2020) quienes solo
observaron actividad en extractos metandlicos y no en acuosos, y la probable resistencia
adquirida de la cepa clinica aislada en el Hospital Regional de Ayacucho, que podria
diferir en susceptibilidad respecto a cepas de referencia ATCC (Lanni et al. 2021).

En la Figura 5, se muestra la relaciéon entre las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus (mg/mL) y la estimacién del crecimiento de
colonias de Escherichia coli, observandose que a partir de 2,60 mg/mL se inicia el
crecimiento visible de colonias. La concentracién minima inhibitoria (CMI) correspondi6
a 5,21 mg/mL y la concentracion minima bactericida (CMB) a 10,42 mg/mL, sin
observarse crecimiento microbiano en el subcultivo en agar Mueller Hinton. La CMI
constituye un valor cuantitativo que permite evaluar y comparar la potencia
antimicrobiana de un extracto o compuesto, asi como estimar dosis seguras, siendo
ademas un criterio Util para estandarizar la dosis minima efectiva de mezclas complejas
de metabolitos secundarios (Balouiri et al. 2015). Los valores obtenidos en el presente
estudio (CMI = 5,21 mg/mL) son comparables con los reportados por Lanni et al. (2021),

quienes observaron una CMI de 6,25 mg/mL frente a E. coli, encontrandose en un rango
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similar que refuerza la relevancia de los extractos de P. ostreatus como posibles agentes
antimicrobianos naturales. Asimismo, Valencia del Toro y Aguilar (2020) reportaron una
CMI de 3,9 pg/mL para compuestos volatiles de P. ostreatus frente a E. coli, valor inferior
al obtenido en el presente estudio, diferencia que puede explicarse por la mayor
concentracion y pureza de los compuestos volatiles aislados en comparacion con el
extracto hidroalcoholico crudo utilizado en este estudio, el cual contiene una mezcla
compleja de metabolitos con distintas potencias individuales. En contraste, Sutthisa y
Anujakkawan (2023) no reportaron actividad antimicrobiana frente a E. coli ni
determinaron valores de CMI ni CMB para los extractos etandlicos al 95%; sin embargo,
el extracto obtenido con acetato de etilo al 95% si mostro actividad inhibitoria frente a E.
coli con un didmetro de zona de inhibicion de 12,00 mm, sin lograr determinar la CMI, lo
que refuerza la influencia del solvente de extraccion en la obtencién de metabolitos con

actividad antibacteriana.
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VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcoholico de Pleurotus ostreatus presenté actividad antimicrobiana
frente a Escherichia coli, evidenciada por la formacion de halos de inhibicién con
didmetros que oscilaron entre 14,27 mmy 22,29 mm.

. No se observé actividad antimicrobiana frente a Candida albicans, bajo las
condiciones experimentales de este estudio.

. La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus
ostreatus frente a Escherichia coli fue de 5,21 mg/mL

. La Concentracion Minima Bactericida del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus

ostreatus frente a Escherichia coli fue de 10,42 mg/mL.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda conservar el extracto hidroalcohdlico alejado de la luz directa, debido
a que puede degradar o desestabilizar metabolitos secundarios sensibles, como
compuestos fendlicos y flavonoides, reduciendo su actividad biolégica.

2. Se sugiere hacer mas estudios sobre el aislamiento y purificacion de metabolitos
secundarios y su posterior prueba de antagonismo para observar si el efecto es
individual o sinérgico.

3. Se recomienda usar otros solventes y métodos de extraccion para confirmar si la falta
de actividad antimicrobiana frente a Candida albicans es atribuible al procedimiento
empleado o a la naturaleza del hongo.

4. Se sugiere realizar estudios comparativos de extractos obtenidos en diferentes etapas
de desarrollo de los cuerpos fructiferos, con el fin de evaluar posibles variaciones en la

concentracion de metabolitos secundarios y su actividad antimicrobiana.
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Anexo 1. Prueba de normalidad de Anderson Darling del promedio de los halos de
inhibicion del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli,
Ayacucho 2024.

Pruebas de normalidad de Anderson Darling

Tratamientos A cuadrado Valor P
T1 0,35 0,187
T2 0,32 0,228
T3 0,32 0,23
T4 0,19 0,622
T5 0,25 0,409
T7 0,19 0,617

Anexo 2. Prueba de homogeneidad de varianzas de Barttlett de los halos de inhibicion
del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli, Ayacucho
2024.

Método Estadistica de prueba Valor P
Bartlett 5,99 0,307
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Anexo 3. Prueba de ANOVA de los halos de inhibicién del extracto hidroalcohélico de
Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli, Ayacucho 2024.

MC Valor Valor

Fuente GL SC Ajust. _
Ajust. F p
Tratamiento 6 2318,26 386,376 1277 0,0000
Error 14 4,24 0,303
Total 20 2322,49

Nota:
HO: No existe diferencias significativas entre los tratamientos; todos los extractos inhiben igual a E. coli.
H1: Al menos un tratamiento tiene un efecto de inhibicién diferente

Nivel de significancia (a) = 0,05

Anexo 4. Prueba de comparacion maltiples de promedios con Tukey con una confianza
del 95% de los halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus
frente a Escherichia coli, Ayacucho 2024.

Tratamientos N Promedio Agrupacion
T7 3 38,40 A

T5 3 22,29 B

T4 3 21,33 B C

T3 3 19,95 C D

T2 3 19,56 D

T1 3 14,27 E
T6 3 0

Nota: Las medias de tratamientos que comparten la misma letra no son significativamente diferentes; los promedios de

los tratamientos con letras distintas entre si son significativamente diferentes entre si (p<0,05).
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Anexo 5. Flujograma del proceso mantenimiento y/o preservacion de cepas de
Pleurotus ostreatus

Cepas de

Pleurotus

e Por puntura Siembra
e APD
\ 4
Incubacion * T=30 C
e t=15dias

!

Leyenda
APD: Agar Papa Dextrosa.

Anexo 6. Fotografias del proceso de preservacion y/o mantenimiento de cepas de
Pleurotus ostreatus.

Nota: A) cepas de P. ostreatus, B) siembra en puncién en Agar Papa Dextrosa, C) Cepa de P. ostreatus rejuvenecido.
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Anexo 7. Flujograma del proceso de elaboracion del inéculo fungico.

Semillas de
Trigo

Seleccion, lavado

y remojo

e Agua potable
e Cantidad =1000 g
e t=36 h

Escurrido

t=30 min

v

Esterilizacion

v

Bolsas de polipropileno
T=121C°

t=15 min.

P=151b

e 4 fragmentos del Inoculacién
APD con micelio
Incubacion

T=30°C
t=22 dias
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Anexo 8. Fotografias del proceso de elaboracién del inéculo flngico.

Nota: A) Seleccion del trigo, B) Lavado y remojado por 36 horas, C) Corte al medio con micelio joven, D) Inoculacion
del trigo estéril con micelio de P. ostreatus, D) Incubacion por 22 dias a 30°C, G) Monitoreo de la colonizacién de P.
ostreatus en trigo estéril.
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Anexo 9. Flujograma del proceso para la preparacién, fermentacion semi-anaerdbica y
pasteurizacién del sustrato.

Rastrojo de

Maiz

A

Cortado Tamafo=5 - 10 cm

y

Salvado de trigo 20% Enriquecimiento

y

Mezclado

A\ 4

Disposicion en
baldes de 20 L

\ 4

Sumergido e T=13°C

\ 4
1% de
Sacarosa Enriguecimiento
¢ T=Ambiente
Fermentacion e t=5a 7 dias
semi-anaerébica | | ® Formacion de
pelicula
v e pH=4,5
2 sacos de _ N
Disposicion
malla
Escurrido e T=Ambiente
e t=2h
P izacio e T=70-80°C
e Solucién de cal asteurizacion s on
viva 1%
Sustrato

fermentado final
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Anexo 10. Flujograma del proceso de produccion de Pleurotus ostreatus.

Sustrato
e T=25-30°C

e HR=65-75%

fermentado

\ 4

Inoculacién

Homogenizado

¢ Bolsas de polipropileno de
15x 10 cm

Disposicion
e 2500 g por c/ bolsa
e Cierre: cinta adhesiva
e Cantidad=4
Corte e Tamafio=3 cm
e Posicibn=anterior vy
posterior

\ 4

e Oscuridad
Incubacién e T=25°C

e t= 22 dias

A

Fructificacion ¢ T=16-22°C

e HR=80 a 90%
e t=21 - 28 dias

l o Luz=80%

* Setas 0 Cosecha
carpoforos |
\ 4
Pesado
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Anexo 11. Fotografias del proceso de preparacion, fermentacion semi-anaerobica,
pasteurizacién del sustrato y produccion de Pleurotus ostreatus.

Nota: A) Corte del sustrato, B) Inicio de la fermentacién semi-anaerdbica, C) Final de la fermentacion, D) Pasteurizacion
al vapor, E) Enfriamiento del sustrato, F) Inoculacién con 5% de micelio, G) Incubacién en oscuridad, H) Induccién a

fructificacion, 1) Aparicion de los primeros primordios, J) Setas a 10 dias, K) Setas a 12 dias, L) Cosecha de setas.
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Anexo 12. Flujograma del proceso de obtencion del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus Ostreatus.

Setas 6
carpoforos

e Agua destilada Lavado
esteril
i ¢ Ambiente
Deshidratado e Luz indirecta
e t=72 horas

A

Triturado y

pulverizado

Extraccion

* Proporcion: 1:10 continua en e t=8 horas
(hongo/alcohol 80%)
Soxhlet

v

Maceracién e t=7 dias

Concentracion e Evaporacion
Extracto
concentrado
e 333.33 mg/mL de extracto l
concentrado Solucién madre e Viales ambar de 5
e 5 concentraciones (20%, mL.
40%, 60%, 80% y 100%)
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Anexo 13. Fotografias del proceso de obtencion del extracto hidroalcohdlico de
Pleurotus Ostreatus.

Nota: A) Lavado de las setas con agua destilada, B) Corte y pesado de las setas, C) Pesado de las setas deshidratadas
, D) Molido de las setas en pulverizador de granos, E) Pesado del pulverizado del hongo y F) Extraccién continua por

Soxhlet por 8 horas.

57



Anexo 14. Fotografias del proceso de preparacion de las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus.

Nota: A) Extracto concentrado, B) preparacion de la solucién madre (5 gr/15 ml), C) preparacion de los tratamientos
problema.
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Anexo 15. Flujograma de procesos de la determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar.

e 1-3 asadas de E. coli
e5 mL de Caldo
Nutritivo

Cultivo

Cultivo

e Por agotamiento de
superficie
e Agar Mueller-Hinton

A 4

Estandarizacion

e Escala de Mc Farland

0.5.

A\ 4

e t=15 min.

Siembra

y

e 1-3 asadas de C.

albicans

e5 mL de Caldo

Saboraud

Estandarizacion

.

e Escala de Mc

Farland 0.5.

Siembra

e Agar

e Por agotamiento de

superficie
Saboraud
Dextrosa

Incubacion

Incubacion

e Diametro= 6 mm
e 50 ul de cada tratamiento

A\ 4 A\ 4

e t=15 min.

e T=37°C
e t=18-24 h

Técnica de pocillos

e Diametro= 6 mm
e 50 ul de cada tratamiento

y

Incubacion

A

Incubacion

e T=37°C
e t=18 a 24 horas

A\ 4

Lectura de resultados
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Anexo 16. Fotografias de los procesos determinacion de la actividad antimicrobiana por
el método de difusion en agar.

~

Nota: A) Cepas de E. coli del INS, B) Cepas de Candida albicans del Hospital Regional de Ayacucho, C) Estandarizacién

de las cepas con la escala Mc Farland 0.5 (1,5 x 10® UFC/mL), D) Siembra por agotamiento de superficie, E) Técnica de

difusion en pocillos con agujeros de 6 mm, F) Incorporacion de 50 ul de cada tratamiento respectivamente.

60



Anexo 17. Halos de inhibicibn por las distintas concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus frente Escherichia coli, Ayacucho 2024.
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Anexo 18. Promedio del didametro de halos de inhibicion (mm) del extracto
hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus frente a cepas de Escherichia coli, Ayacucho
2024.

Diametro de
Tratamiento halo de Promedio £ D. E
inhibicion (mm)
12,97
T1: 20% 15,08 14,27 £ 1,135
14,75
19,04
T2: 40% 19,90 19,56 + 0,457
19,74
19,27
Ts: 60% 20,39 19,95 + 0.595
20,18
21,31
Ta: 80% 20,97 21,33 +0.365
21,70
23,31
Ts: 100% 21,86 22,29 +0.238
21,70
0,00
Te: Control - 0,00 0+0
0,00
38,18
T7: Control + 38,64 38,4 £ 0.230
38,39

Ndmero de
repeticién

W N PFPIWNPWDNPRPWDNPRPRPIOWODNPIWONPWDN P
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Anexo 19. Halos de inhibicibn por las distintas concentraciones del extracto
hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus frente Candida albicans, Ayacucho 2024.
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Anexo 20. Promedio de halos de inhibicion del extracto hidroalcoholico de Pleurotus
ostreatus frente a cepas de Candida albicans, Ayacucho 2024.

NUimero de Tratamiento Diametro de halo de inhibiciéon

L Promedio +D. E
repeticion (mm)

0,00
T1: 20% 0,00 000
0,00

0,00
T2: 40% 0,00 0.0x0

0,00

0,00
T3s: 60% 0,00 0.0x0

0,00

0,00
Ta4: 80% 0,00 0.0+0

0,00

0,00
Ts: 100% 0,00 0.0+0

0,00

0,00
Ts: Control - 0,00 0.0x0

0,00
26,70

T7: Control + 26,75 26.74 £ 0.0404

W N P |W N PO DN PO DN PO DN PO DNPWOWODN P

26,78
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Anexo 21. Flujograma del procedimiento para determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de macrodiluciébn en tubos, Concentracion minima
fungicida (CMF) y Concentracion Minima Bactericida (CMB).

e 1mL de extracto
concentrado al tubo 1. 15 tubos con 1 mL de Diluciones seriadas
e 0,1 mL del inoculo SSF al 0,9% hasta el tubo 14
microbiano
e T=37°C
Incubar
e T=24 horas
e Método observacion l
directa y
Seleccién
e 5 tubos con menor

turbidez l

e Agar Mueller Hinton

e Indculo microbiano= 100
e Agar Sabouraud Dextrosa

UL de cada tubo Cultivo

l

Incubacién

seleccionado e Agotamiento de superficie

e T=37°C
e T=24 horas

A 4

Observacién
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Anexo 22. Fotografias del procedimiento para determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de macrodiluciébn en tubos, Concentracion minima
fungicida (CMF) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) en cultivos en Agar.

o

Nota: Dilucién de los 15 tubos para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) por el método de macrodilucién
en tubos, Concentracién minima fungicida (CMF) y Concentracién Minima Bactericida (CMB) por cultivos en Agar Mueller
Hinton.
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Anexo 23. Observacion de la CMI y CMB segun la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones de acuerdo a la
turbidez y subcultivo en el crecimiento de Escherichia coli.

N° de tubos Concentraciones del extracto (mg/mL) Observacion
1 333,33 -
2 166,67 -
3 83,33 -
4 41,67 -
5 20,83 -
6 10,42 CMB
7 5,21 CMI
8 2,60 +
9 1,30 +
10 0,65 +
11 0,33 +
12 0,16 +
13 0,08 +
14 0,04 +
15 0,00 +
Leyenda

-: Ausencia de crecimiento visible.
+: Presencia de crecimiento microbiano visible.
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

CMB: Concentracién Minima bactericida.
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Anexo 24. Constancia de autenticidad genética de Pleurotus ostreatus

CONSTANCIADE VENTAY Fungi Innova
AUTENTICIDAD GENETICA

Fungi Innova EIRL.
Jr. Tahuantinsuye | 3T6-SIL-LIMMA

fungiiinmoyai omail.com
14 de mayo del 2026

Por la presente, la empresa FUNGI INNOVA con RUC: 20606460032, certifica la venia de
la cepa secuenciada PO COL FIOD] del honge Plewrsins osreates a Flor Maritza
Ichaccava Humareda con DN TO422735, quien s cgresada de la Universidad Nacional
de San Cristdbal de Huamanga. La cepa ha sido vendida para el uso de su tesis de
investigacikbn  titulada: *Actividad antimicrobiana del exiracto hidroalcohilico de
Plenrotus osirenins frente a Excherichia coli v Candida albicans, Ayvacucho 20247

La cepa secucnciada tiene un porcentaje de identidad méxima de
98.17% con la cspecie Plenrons osireqins, lo cual puede ser
verificado  en  la phgina web  oficial de  WCBI:

hitpasVwrww nchinlm nih.goy.

Asimismo, se deja constancia que la presente venta s¢ encuenira Ev E
debidamente respaldada mediante la Boleta de Venta N EBO-88
emitida por FUMGI INNOVA validando la ransaccidn comercial v la

cdencia legal del =rial biclbgico.
procedencia legal del material bioldgico R Boleta

Atentamente,

(s

Erik Wikel Mufioz Caballero
Gerente peneral
FUNGI INNOVA EIRL
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Flor Maritza ICHACCAYA HUMAREDA
RESOLUCION DECANAL N° 123-2026-UNSCH-FCB-D

En la Ciudad de Ayacucho, siendo las cinco y quince de la tarde 5:15pm del dia viernes
treinta y uno 31 de julio del afio dos mil veintiséis 2026, se reunieron los miembros del
jurado evaluador en el Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristdbal de Huamanga, actuando como presidente encargado el Dr.
Serapio Romero Gavilan, con Memorando N°168-2026-UNSCH-FCB con fecha 22 de
julio del 2026.

De igual manera actuando como miembros del jurado el Dr. Serapio Romero Gavilan
(miembro-jurado), Blgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich (miembro-jurado), Dr. Radl
Antonio Mamani Ayacachi (miembro-jurado), Mg. Katherin Ruth Taco Quispe (miembro-
Asesor), actuando como secretaria docente encargada la Mg. Maria Victoria Vilchez
Malca con memorando N°171-2026-UNSCH(IN)-FCB con fecha 22 de julio del 2028,
para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Actividad antimicrobiana del
extracto hidroalcohdlico de Pleurotus ostreatus frente a Escherichia coli y
Candida albicans. Ayacucho-2024, presentado por la Bachiller Flor Maritza
Ichaccaya Humareda, el presidente luego de verificar la documentacién que da fe a
este acto académico, indic6 a la secretaria docente encargada a dar lectura. En seguida
informa a la sustentante que cuenta con un tiempo de cuarenta y cinco minutos tal como
establece en el Reglamento general de Grados y Titulos de la Escuela profesional de
Biologia, luego invité a cada uno de los miembros del jurado a participar con sus
preguntas y observaciones, terminada la ultima intervencion de los miembros del jurado,
el presidente invité a abandonar el Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, para
que el jurado evaluador pueda realizar la deliberacion correspondiente tal como se
refleja a continuacion:

Miembro del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas
Promedio

Dr. Serapio Romero Gavilan 18 15 17
Blgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich 17 16 17

Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi 18 17 18
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzé una nota promedio aprobatoria de diecisiete (17), el presidente
invitd a la sustentante y el publico asistente ingresar al Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, el
presidente dio a conocer los resultados, indicando que de este modo ah concluido este
acto académico.

Firmando al pie de dicho documento en seiial de conformidad; siendo las seis y cuarenta

6:40 de la noche del mismo dia. /
{Y////

Dr. Serapio Romero Gavilan Bigo. Tp Yu/rél;/mranda Tomasevich
MIEMB O - JURADO)

(PRESIDENTE-MIEMBRO - JURADO) /

Dr. Ratil Anfonio Mamanl Aycachi
(MIEMBRO - JURADO)

Mg. Marig'Victoria Vilchez Malca
SECRETARIA DOCENTE (e)
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Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohélico de Pleurotus ostreatus frente a
Escherichia coli y Candida albicans. Ayacucho-2024, por FLOR MARITZA
ICHACCAYA HUMAREDA; he constatado por medio del uso de la herramienta
TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 14%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado
con Resolucién del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 02 de septiembre de 2026.

Dr. Serapio Romero Gavilan
DIRECTOR
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