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Resumen

Se evaluo el efecto de los campos eléctricos sobre el crecimiento del hongo Ganoderma lucidum [(W. Curt.: Fr.)
P. Karst. Ganodermataceae] bajo condiciones de cultivo sumergido, con el objetivo de optimizar su produccion
de biomasa. Ganoderma lucidum fue expuesto a tres factores diferentes [tipo de campo eléctrico corriente alterna
(AC), corriente continua (DC) y corriente pulsada (IM)]; intensidad del campo [siete intensidades de campo desde
0,0 kV cm™] (cultivo control) hasta 3,0 kV cm™; y periodo de estimulacion [dependiendo de la fase de crecimiento
del hongo, después de la inoculacién dia 0 (fase lag), dia 3 (fase exponencial o log) y dia 6 (fase estacionaria)].
Los resultados mostraron que la combinacién del campo eléctrico AC, con una intensidad de 1,5 kV cm™ y aplicado
al dia 3 presentaron una mejor produccion de biomasa con una media de 35,6450 + 0,6684 g |1, mientras que la
combinacion de los tres factores tipo de campo eléctrico DC a una intensidad de 2,5 kV em™y aplicado el dia 6
presentaron una menor produccion de biomasa con una media de 26,2950 + 3,9926 g I1. Los anteriores resultados
muestran que segun la combinacion de los factores evaluados es posible estimular la produccion de biomasa del
hongo Ganoderma lucidum bajo condiciones de cultivo sumergido mediante la aplicacion de campo eléctrico.
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Abstract

The effect of electric fields on the growth of the fungus Ganoderma lucidum [(W. Curt.: Fr) P. Karst.
Ganodermataceae] under submerged culture was evaluated in order to optimize the production of biomass.
Ganoderma lucidum was exposed to three different factors, types of electric fields [alternating current (AC), direct
current (DC) and pulsed current (IM)], field intensities from 0.0 kV cm™ (control culture) to 3.0 kV cm™, stimulation
period depending on the growth phase of the fungus after inoculation: day 0 (lag phase), day 3 (exponential or
log phase) and day 6 (stationary phase). Results showed that the combination of three factors: AC electric
field at an intensity of 1.5 kV cm™ applied at day 3 day the highest biomass production with an average of
35.6450 + 0.6684 g I"1, whereas the combination of DC electric field at an intensity of 2.5 kV cm™ applied at
day 6 showed the lowest production of biomass with an average of 26.2950 + 3.9926 g I1. These results show that
depending on the combination of evaluated factors, the production of biomass of the fungus Ganoderma lucidum
in submerged culture conditions may be stimulated by applying electric fields.
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INTRODUCCION

Ganoderma lucidum [(W. Curt.: Fr.) P. Karst.
(Ganodermataceae)] es un hongo medicinal que
tiene una tradicion de uso de mas de 2.000 afios
de antigliedad, especialmente en China y Japon
donde es conocido como Lingzhi y Reishii o
Mannetake, respectivamente (Yang et al. 2003). Su
uso en estas culturas se ha basado principal-
mente en el tratamiento de ciertas dolencias
y enfermedades (Berovic et al. 2003). Solo
en las ultimas décadas este organismo se ha
venido investigando de manera sistematica en
la medicina occidental y oriental, lo que ha per-
mitido encontrar gran cantidad de compuestos y
metabolitos activos con efectos biolégicos, los
cuales son obtenidos a través del cultivo de G.
lucidum. Estos compuestos son principalmente los
polisacaridos B-(1-3)-glucanos y -(1-6)-glucanos
(Daniel 2004, Huie y Di 2004, Yang et al. 2010),
los triterpenos como los acidos ganodéricos A,
B, Ty Me (Gao et al. 2002, Hirotani et al. 1987,
Hirotani et al. 1985, Tang et al. 2006), entre otros
componentes, los cuales presentan alta actividad
fisiologica-metabolica reflejada en una creciente
evidencia cientifica, destacandose las siguientes
propiedades: antihepatitis (Campos et al. 2006,
Lin 2005, Lin et al. 2003), antiinflamatoria
(Akihisa et al. 2007, Ko et al. 2008, Patocka
1999), anti-HIV (El-Mekkawy et al. 1998, Min
et al. 1998), hipoglucemiante (Hikino et al.
1989), hipocolesterolémica (Berger et al. 2004,
Hajjaj et al. 2005), antiandrogénica (Liu et al.
2007), hepatoprotectora (Zhang et al. 2002),
actividad antitumoral y anti-angiogénesis (Cao
y Lin 2004, Chen et al. 2004, Song et al. 2004,
Stanley et al. 2005) e inmunomoduladora (Lin
2005, Liu et al. 2003).

Como consecuencia de lo anterior la demanda
de cuerpos fructiferos y productos a partir
de G. lucidum ha aumentado, incentivando la
busqueda de diferentes estrategias con el fin de
optimizar los procesos fermentativos en estado
liquido, cuyas ventajas con respecto al cultivo
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tradicional o sélido radican en la reduccion de
tiempo de cultivo para la obtencion de productos
de interés a la vez que se garantiza una compo-
sicion homogénea de ellos (Wagner et al. 2003).
Algunas de estas estrategias, encaminadas a la
optimizacion de los procesos fermentativos
a nivel de erlenmeyer y de biorreactor son,
por ejemplo, el control de factores ambientales
como el pH y la tension de oxigeno (Tang et al.
2009), o la modificacion del medio de cultivo
con la adicion de aditivos poliméricos (poliacri-
lamida y alginato) (Yang et al. 2003) y el uso
de aceites vegetales y acidos grasos (Wagner
et al. 2003), entre otras. A pesar de todas las
investigaciones llevadas a cabo con el propo-
sito de incrementar la produccién de biomasa
y metabolitos del hongo G. lucidum en cultivo
sumergido, a la fecha, no existen reportes
sobre la aplicacion de campos eléctricos con
este proposito.

El estudio de los campos eléctricos y sus efectos
sobre organismos se ha venido llevando a cabo
desde el siglo xvir hasta nuestros dias. Aunque
muchos estudios han reportado efectos bené-
ficos, los resultados han sido inconsistentes y
en algunos casos contradictorios (Shigemitsu
1999). Este tipo de resultados se presenta debido
a las repuestas que tienen los diferentes orga-
nismos a los campos eléctricos, ya que estas de-
penden del organismo y su estructura, el medio
de crecimiento en el cual se encuentre, la fuerza
del campo, el tiempo de exposicion, la formay
frecuencia del campo, entre otros factores (Berg
1993, 1995, Dimitrov et al. 2002, Hiilsheger et
al. 1981, Ohshima et al. 2007).

Durante las tltimas décadas el uso benéfico de
estos campos en la biologia y en la medicina es
bastante conocido y aplicado, ademés de la elec-
troporacion de membranas celulares, el uso de la
electroestimulacion del metabolismo celular por
campos eléctricos o electromagnéticos es una
nueva herramienta en procesos no invasivos de
estimulacion a organismos vivos. Ejemplos de
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los procesos investigados incluyen proliferacion
de organismos, reacciones enzimaticas, sintesis
de biopolimeros, cambios morfol4gicos, fené-
menos de transporte de membrana (Berg 1993,
1995) y regeneracion de tejido 6seo (Tsong 1990).

En la biologia, los efectos estimulantes de los
campos han sido objeto de investigacion desde
hace varias décadas, por ejemplo, estudios para
la estimulacion del crecimiento por campos eléc-
tricos en plantas de frijol y maiz han sido realizados
desde la década de los 60 (Murr 1966) y el uso en
hongos se ha reportado desde la década de los 50
segun Takaki et al. (2009), pero solo durante las
ultimas tres décadas las investigaciones en este
campo se han venido diversificando y cada vez
soN Mas comunes.

Ejemplo de ello es el uso de electroestimula-
cion para mejorar el crecimiento de algunas
plantas y la fructificacion de hongos en sus-
tratos solidos en diversos sistemas de cultivos
agricolas, los cuales han logrado estimular
el crecimiento de plantas, como el tomate,
la lechuga, la fresa y varias clases de flores,
entre otras (Cogalniceanu et al. 1998, Pohl
y Todd 1981). Igualmente el uso de campos
eléctricos en sistemas de cultivos convencio-
nales y en fermentaciones en estado solido
de algunos hongos ha logrado disminuir el
tiempo para el desarrollo de cuerpo fructifero
de algunas especies como: Grifola frondosa y
Pleurotus ostreatus, ademas de otras clases de
hongos (Jitsufuchi y Yamamoto 1987, Ohga
et al. 2004, Ohga y Iida 2001a, b, Takaki et
al. 2009). También, el uso de electroestimu-
lacion ha sido probado en fermentaciones en
estado liquido de algunos organismos para
mejorar sus rendimientos, entre los cuales
se encuentran Pseudomonas stutzeri durante
procesos de desnitrificacion (Hones et al.
1998), Streptomyces noursei durante procesos
fermentativos para la produccion de antibio-
ticos (Grosse et al. 1988), Saccharomyces
cereviseae utilizado en fermentaciones para la
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produccion de alcohol (Nakanishi et al. 1998),
Thricoderma reesei usado en fermentaciones
para la produccion de enzimas celuloliticas
(Kerns et al. 1993), entre otros.

Partiendo de los resultados mostrados an-
teriormente sobre el potencial de los campos
eléctricos para estimular el crecimiento de
diferentes especies de plantas y de hongos pro-
ducidos tanto en cultivo sélido como liquido,
y a falta de evidencia cientifica que muestre el
efecto del campo eléctrico en cultivos de hon-
gos bajo condiciones sumergidas (fermentacion
liquida), el presente proyecto abordé el estudio
del efecto del campo eléctrico en la produccién
de biomasa micelial de G. lucidum bajo cultivo
sumergido. Los ensayos evaluaron el efecto de
3 tipos de campos eléctricos; 8 intensidades
de campo y el tiempo de aplicacién en 3 dias
diferentes durante el periodo de crecimiento del
hongo empleando un disefio estadistico factorial
categérico 3%x 8, completamente aleatorio con
4 réplicas por tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de la cepa. La cepa de G.
lucidum (Ganodermataceae) fue obtenida del
cepario del Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad de Antioquia. La cepa de G. lucidum
fue mantenida y replicada en agar PDA, incu-
bado a 26 °C bajo condiciones de oscuridad
durante 15 dias y posteriormente fue transferido
a una temperatura de 4 °C.

Preparacion de preindculos. EI medio para la
preparacion del preinoculo de G. lucidum fue
desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad de Antioquia (Zapata, 2007) y
consistié en los siguientes componentes (g I%):
fuente de carbono compleja, 50; NaNO,, 0,08;
MgSO,7H,0, 0,02; KH,PO,, 0,03; KClI, 0,01.
Los preindculos fueron preparados en erlenmeyers
de 250 ml conteniendo 50 ml de medio liquido
con pH inicial de 5,6 + 0,1 e inoculados con un
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disco de 1 cm de didmetro de micelio y agar, bajo
condiciones asepticas. Los erlenmeyers fueron
incubados a 100 rpm, 26 =1 °C y 3,67 micromol
m-2s1 durante 5 dias y luego fueron almacenados
a 4 °C, con el objetivo de preservar el indculo
antes de su uso.

Cultivos en matraz. Los cultivos de G. lucidum
se realizaron en erlenmeyers de 250 ml conte-
niendo 50 ml de medio descrito anteriormente
(Zapata 2007). Cada erlenmeyer fue inoculado
con 1 g en peso fresco de biomasa micelial de G.
lucidum obtenido a partir del preindculo, previo
alainoculacion los preindculos fueron activados
atemperatura ambiente durante 24 h, y luego los
cultivos fueron incubados a un agitador orbital
a 100 rpm, 26 + 1 °C y 3,67 micromol ms’
durante 9 dias.

Sistema de generacion de campos eléctricos.
Los cultivos de Ganoderma lucidum fueron
sometidos a campos eléctricos cuyas carac-
teristicas dependian del tipo de corriente que
los generaba: corriente alterna (AC), corriente
directa (DC) y corriente pulsada (IM), las
cuales generan respectivamente los campos
eléctricos: AC, DC e IM. Los sistemas utili-
zados para la generacion de estos campos son
descritos a continuacién. El sistema de gene-
racion para los campos AC y DC constaba de
un transformador de alta tension monofasico
(Sierra®, 10 KVA, 220 a 110 kV, monofisico,
refrigerado en aceite) conectado a un equipo
regulador de voltaje (De Lorenzo® DL1059),
la sefial generada fue transmitida hasta un par
de electrodos construidos en acero inoxidable
de dimensiones 70 x 45 x 20 cm con extremos
y puntas curvadas con un radio de 10 cm.
Para el campo DC, la sefial AC fue rectificada
por un diodo rectificador (150 kV, 500 mA con un
filtro capacitivo de 50 pF, 200 kV). El seguimiento
y la visualizacion de las sefiales fue hecho me-
diante el acople de un divisor de voltaje capa-
citivo de alta tension de 2.000 (Hipotronics®
KVM200, 200 kV RMS) y un osciloscopio
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digital (Fluke® 199). Los esquemas del mon-
taje realizado para generar, seguir y visualizar
el campo AC y el campo DC son mostrados
en las figuras 1 y 2, respectivamente.
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Figura 1. Sistema de generacion del campo eléctrico AC
compuesto por una fuente de poder, un transformador, un
par de electrodos, un divisor de voltaje, un polo a tierra 'y
un osciloscopio
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Figura 2. Sistema de generacién del campo eléctrico DC
compuesto por una fuente de poder, un transformador, un
diodo rectificador, un par de electrodos, un divisor de voltaje,
un polo atierra y un osciloscopio

El campo pulsante fue obtenido mediante un
generador de impulsos de tension (Passoni
Villa® GTP 32, onda normalizada 1,2/50 us
hasta 32 kV pico) cuyo impulso de tension fue
una onda normalizada 1,2/50 ps, conectado a un
par de electrodos. El seguimiento y visualizacion
de la senal fue realizada mediante un divisor de
tension interno en el equipo de relacion por 1.875
y un osciloscopio digital (Fluke® 199) (figura 3).
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Figura 3. Sistema de generacién del campo eléctrico pulsado
IM compuesto por una fuente de poder, un generador de
pulsos, un par de electrodos, un polo atierra'y un osciloscopio

Evaluacion del efecto del tipo de campo eléctri-
co sobre el crecimiento del hongo G. lucidumen
diferentes etapas del ciclo de cultivo del hongo.
Se evaluaron los tres tipos de campo eléctrico sobre
la produccion de biomasa en diferentes etapas del
ciclo de cultivo de G. lucidum. La curva de cre-
cimiento del hongo durante 14 dias de cultivo en
condiciones de laboratorio muestra las diferentes
fases de crecimiento del organismo: fase lag entre
dias 0y 2, fase exponencial o log entre dias 2 y
5, fase estacionaria entre dias 5y 8 y fase de
muerte celular después del dia 8 (Zapata 2007).
Los tres tipos de campo eléctrico fueron aplicados
en los dias 0, 3y 6, ya que estos dias estan dentro
de los limites de tiempo de las tres primeras fases
de crecimiento del organismo.

Para la aplicacion del campo eléctrico los erlen-
meyers fueron suspendidos entre los electrodos
a una distancia de 1 cm de cada uno de ellos y
fueron ubicados centralmente para garantizar
que estuvieran sometidos a un campo lo mas
homogéneo posible.

Los campos AC (medido en RMS) y DC se aplica-
ron durante un tiempo de 10 s para cada tratamiento
y el campo IM fue aplicado en 10 pulsos con
un tiempo de 10 s entre pulso. La intensidad del
campo suministrado tuvo valores de 0,0 (cultivo
control),0,1,0,5,1,0,1,5,2,0,2,5y3,0kVem 1,
para cada tipo de campo eléctrico utilizado. Las
condiciones ambientales para la aplicacion de los
campos fueron de 24,5 °C y un porcentaje de
humedad de 84%.
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Cuantificacion de la biomasa micelial. La
cuantificacion de la biomasa producida durante
los cultivos de Ganoderma lucidum se realizo
utilizando el método del peso seco, descrito
por Tang y Zhong (2002). La biomasa micelial
fue filtrada en un tamiz 35 (US standard mesh
number 35) con diametro de poro de 500 um. El
micelio fue lavado con abundante agua destilada
para remover las particulas de material insoluble,
después las muestras fueron depositadas en caja
de petri y secadas en horno a una temperatura de
60 °C durante 72 horas hasta peso constante, los
resultados fueron registrados en g I,

Disefio estadistico. El disefio experimental rea-
lizado fue un disefio factorial categorico 32x 8,
completamente aleatorio con 4 réplicas por
tratamiento. Cada uno de los factores evaluados:
el tipo de campo eléctrico en 3 niveles diferentes,
campo AC, campo DC y campo IM; el tiempo de
aplicacion del campo eléctrico sobre las muestras
en 3 niveles, dias 0, 3y 6; y laintensidad del campo
eléctricoen 7 niveles, 0,0 (cultivo control), 0,1, 0,5,
1,0,1,5,2,0,2,5y3,0kV ecm™, fueron analizados
individualmente, al igual que sus interacciones
a dos y tres factores, para determinar el efecto
sobre la produccién de biomasa. La variable
respuesta fue la concentracion biomasa micelial
(g I'Y) obtenida luego de nueve dias de cultivo.
El disefo fue evaluado por medio del software
estadistico StatGraphics Centurion® XV.

RESULTADOS

El anélisis de varianza (ANOVA) permite ver
la incidencia de los tres factores evaluados de
manera individual y las interacciones entre
ellos sobre la produccion de biomasa (tabla 1).
El valor P < 0,05 con un nivel de confianza
del 95% muestra como el factor tiempo, y
las interacciones campo eléctrico/tiempo de
aplicacion, y campo eléctrico/tiempo de apli-
cacion/intensidad del campo eléctrico tienen
incidencia significativa sobre la produccion
de biomasa.



Actual Biol 32 (92): 5-17, 2010

Ramirez-Cadavid et al.

Tabla 1. ANOVA del disefio experimental usado, mostrando el efecto de los factores individuales y la interaccion entre ellos
[> 2 = suma de cuadrados ; M 2 = media de cuadrados; T (C) = total corregido]

Factores individuales

Fuente 32 df M 2 Radio f Valor p
A: Campo 6,58258 2 3,29129 0,82 0,4421
B: Tiempo 94,1991 2 47,0996 11,72 0,0000
C: Intensidad 42,4524 7 6,06464 1,51 0,1652

Interacciones entre factores

Fuente >2 df M 2 Radio f Valor p
AB 95,5707 4 23,8927 5,95 0,0001
AC 65,63 14 4,68786 1,17 0,3025
BC 64,7471 14 4,62479 1,15 0,3152
ABC 182,144 28 6,50514 1,62 0,0307
Residuo 867,79 216 4,01754
T (C) 1419,12 287

El efecto de los factores analizados indivi-
dualmente muestra que el tiempo de aplicacion
del campo eléctrico, ya sea AC, DC o IM en
cualquiera de las intensidades evaluadas,
en diferentes etapas del ciclo de cultivo de
G. lucidum tiene un efecto significativo con
un valor P = 0,00, por el contrario los otros
factores no muestran efectos significativos
pues sus valores P estan por encima del valor
maximo de 0,05 (tabla 1). La prueba de rangos
multiples para el factor tiempo muestra 2 grupos

homogeéneos, uno de estos que agrupa los dias 0
y 3,y el otro contiene el dia 6 (tabla 2). Este
ultimo grupo presento6 un valor medio significa-
tivamente menor en la produccion de biomasa,
30,9871 +2,5184 g I'1, comparado con los dias 0 y
3 los cuales presentan un valor promedio de
32,0583 +1,9580 g It y 32,3046 + 1,9417 g I,
respectivamente, presentandose la mejor me-
dia absoluta en el nivel 3 sin que esta presente
diferencia estadistica con el dia 0 (figura 4).

Tabla 2. Test de rangos multiples para determinar el efecto de la aplicacion del campo eléctrico en diferentes etapas del ciclo
del crecimiento del hongo Ganoderma lucidum (* diferencia estadistica significativa)

Tiempo # de muestras Media LS Grupos homogéneos

6 96 30,9871 X

0 96 32,0583 X

3 96 32,3046 X
Contraste Significancia Diferencia * limites
0-3 -0,24625 0,570228
0-6 * 1,07119 0,570228
3-6 * 1,31744 0,570228
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Figura 4. Grafica de medias para la aplicacion de campos
eléctricos en diferentes etapas del ciclo de cultivo de
Ganoderma lucidum (dias: 0, 3, 6)

El andlisis de interaccion entre los factores, a
partir del anélisis ANOVA, muestra que so-
lamente la interaccion entre el tipo de campo
eléctrico aplicado y el tiempo de aplicacion del
campo en diferentes etapas del ciclo de cultivo
presentd un efecto significativo en la produc-
cion de biomasa (tabla 1). Entre el grupo de
interacciones evaluadas mediante un analisis
de medias, cabe resaltar que el campo eléctrico
DC aplicado al dia 0, muestra una produccion
de 32,9038 + 1,7098 g |1 y el campo eléctrico
AC aplicado al dia 3, tiene una produccion de
32,5869 + 1,9489 g I'1, estas combinaciones
de factores presentaron las mejores medias ab-
solutas. Es notable a la vez como la aplicacion
de un campo eléctrico al dia 6 disminuye la pro-
duccién de biomasa, sobre todo la aplicacion del
campo eléctrico DC e IM, obteniéndose valores
de30,1271+3,1111g 1y 30,8312+ 1,7781g I,
respectivamente.

Seglin este analisis y observando la figura de
interaccion a dos factores (figura 5), se puede
concluir que los mejores resultados se presen-
tan bajo los factores DC y AC aplicados a los
dias O (fase lag) y 3 (fase log), respectivamen-
te, y que los resultados que presentan valores
mas bajos de produccion se encuentran bajo
el efecto de los factores de los campos DC e
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IM al dia 6 (fase estacionaria), como se habia
dicho anteriormente. Con el proposito de de-
purar estos resultados, se llevaron a cabo dos
analisis de varianza independientes, el primero
relaciona los tratamientos DC aplicado al dia 0
y AC aplicado al dia 3, y el segundo agrupa los
tratamientos DC e IM aplicados al dia 6, con
el objetivo de identificar entre cada grupo de
interaccion a dos factores la mejor y la menor
produccion de biomasa respectivamente (figu-
ras 6 y 7). Los andlisis de varianza para estas
dos pruebas arrojaron valores P iguales a 0,09
y 0,05 (tablas no presentadas), lo cual indica
que estas pruebas no muestran diferencias es-
tadisticas significativas entre las interacciones
analizadas. A partir de lo anterior, cabe resaltar
que aunque las interacciones evaluadas ante-
riormente no presentan diferencias significati-
vas, estas reportan las mayores y las menores
producciones de biomasa, respectivamente,
por lo que la aplicacion de un campo DC al
dia 0 o de un campo AC al dia 3, dentro de las
intensidades evaluadas, del ciclo de cultivo del
hongo G. lucidum, se veria traducida en un au-
mento de la produccién de biomasa, asimismo,
la aplicacion de un campo DC e IM al dia 6,
dentro de las intensidades evaluadas, llevaria a
una disminucién en la produccion de biomasa
de este hongo.
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Figura5. Interaccion entre los factores campo eléctrico (AC,
DC, IM), tiempo (dias: 0, 3, 6) en la produccion de biomasa
del hongo Ganoderma lucidum bajo cultivo sumergido
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la produccién de biomasa del hongo Ganoderma lucidum
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A pesar de los resultados presentados anterior-
mente, es notable como la interaccion de los
tres factores: tipo de campo eléctrico, tiempo
de aplicacion del campo eléctrico en diferentes
etapas del ciclo de cultivo y la intensidad del
campo, presentan diferencia significativa en
la produccién de biomasa (tabla 1). A partir de
estos resultados, se realizd un analisis de va-
rianza global en un solo bloque para analizar la
interaccion de los tres factores combinados de
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manera especifica, con el objetivo de comparar
los tratamientos entre ellos. Los resultados
muestran que existen 14 grupos homogéneos
y entre ellos se puede destacar que la mayor
media absoluta en la produccion de biomasa
se obtuvo mediante la aplicacion del campo
eléctrico AC, a una intensidad de 1,5 kV cm?,
al tercer dia después de inocular la muestra, ya que
la media registrada fue de 35,6450 +0,6684 g I'X, es
notable ademas cdmo la interaccion del campo
eléctrico DC, a una intensidad de 2,5 kV cm
aplicado al dia 6 después de inoculadas las
muestras, presenta la menor media absoluta
registrada en 26,2950 + 3,9926 g I (resulta-
dos no presentados).

DISCUSION

Los resultados muestran efecto significativo
de los factores evaluados en la produccién de
biomasa micelial del hongo medicinal G. luci-
dum en cultivos sumergidos a nivel de matraz.
El analisis de los factores indica que solamente
la aplicacion del campo eléctrico en diferentes
etapas del ciclo de cultivo de este hongo, es-
pecialmente durante la fase exponencial o log
(dia 6), tiene diferencia significativa sobre los
otros factores analizados de manera individual,
ademas, el analisis de interaccion entre los di-
ferentes factores indica que: el tipo de campo
eléctrico/tiempo de aplicacion y el tipo de cam-
po eléctrico/tiempo de aplicacion/intensidad del
campo, presentan diferencia significativa sobre
los demaés tipos de interacciones. Los resultados
mas importantes se relacionan en la tabla 3.

Entre la literatura consultada son pocos los
articulos que muestran el efecto de la electroes-
timulacion durante las fases de crecimiento de
un organismo, sin embargo, es notable como
los organismos son mé&s sensibles a este tipo
de fendmenos durante las fases tempranas del
crecimiento celular (principalmente fase log),
por ejemplo, durante la estimulacion por cam-
pos de Strectomyces noursei para la produccion
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Tabla 3. Tabla de relacion de los resultados que presentan una mayor diferencia significativa segtn la interaccion de los diferentes
factores evaluados sobre la produccion de biomasa del hongo Ganoderma lucidum bajo cultivo sumergido. La productividad fue
calculada como la razén de los gramos de biomasa obtenidos después de nueve dias de cultivo y los gramos de fuente carbono
suministrados al inicio del cultivo. Todos los ensayos fueron evaluados a una frecuencia de 60 Hz para campos AC y DCy 0,1 Hz
para el campo IM y un tiempo de exposicién total al campo de 10 s para los campos AC y DC y 512 ps para el campo IM (¥ = mayor
produccion de biomasa; ¥ = menor produccion de biomasa; * = dias; ** = campo/dias; *** = campo/dias/KV cm™)

Tabla de resultados

Factores individuales

Productividad

Tiempo* Biomasa (g I'!) (g biomasalg FC)
0 32,0583% 0,6412
3 32,3046% 0,6461
6 30,9871¥ 0,6197

Interacciones a 2 factores
Campo/Tiempo** Biomasa (g I'%) Pr_oductividad

(g biomasa/g FC)
DC/0 32,9038% 0,6581
AC/3 32,5869F 0,6517
DC/6 30,1271¥ 0,6025
M/6 30,8312¥ 0,6166

Interacciones a 3 factores

Productividad
(g biomasa/g FC)

35,6450T 0,7129
26,2950¥ 0,5259

Campo/Tiempo/Intensidad™>** Biomasa (g I'Y)

AC/3/1,5
DC/6/2,5

de antibidticos por medio de un campo con en Saccharomyces cerevisiae, especificamente

forma de onda cuadrética a una intensidad de
1,5 mV cm?, el efecto estimulante se obtuvo
principalmente por la estimulacion de las ratas
metabolicas del organismo que llevan a que este
aproveche los nutrientes que se encuentran en
el medio de cultivo més facil y rapidamente, a
través del incremento en el nimero de enzimas
que pueden facilitar este proceso y a un cambio
positivo en los flujos i6nicos de membrana, que
aunque comunes en esta etapa, llegan a ser es-
timulados por lo campos (Berg 1993, Grosse et
al. 1988), el mismo caso fue reportado durante
el establecimiento de condiciones de estimula-
cion para la optimizacion de la division celular

por medio de un campo AC con una forma de
onda cuadrada a una intensidad de 0,85 kV cm™
(Fologea et al. 1998), sin embargo, dependiendo
de las caracteristicas del campo aplicado, los
efectos que se pueden obtener pueden ser nega-
tivos, es el caso de las células de S. cerevisiae
que mostraron efectos negativos, inhibicion del
crecimiento celular, cuando fueron sometidas a
campos eléctricos pulsados de alta intensidad
(35kV ecm™). Lo anterior coincide con los resul-
tados mostrados en la tabla 1, segtin los cuales
hubo una sensibilidad mayor a la estimulacion
en el crecimiento de G. lucidum cuando los cam-
pos fueron aplicados durante fases tempranas de
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crecimiento, de igual manera es apreciable como
los campos aplicados durante la fase estacionaria
de este hongo tienen efecto negativo, siendo
notable que la aplicacion de cualquier tipo de
campo durante esta fase conlleva la disminucién
notable en la produccion de biomasa.

Los efectos tanto positivos como negativos de la
combinacion de los factores tipo de campo eléc-
trico/tiempo de aplicacion, pueden ser debidos al
efecto que tiene la aplicacion del campo durante
las etapas de crecimiento celular del hongo y a
que segun el tipo de campo eléctrico utilizado
los organismos responden de manera diferente;
la aplicacion de campos eléctricos a partir de
corrientes pulsadas (IM), ya sean rectangulares
o exponenciales decrecientes, siendo esta ultima
la forma de onda del campo IM utilizado durante
este proyecto, sobre cultivos celulares o células
en medios liquidos generan cambios dramaticos
en las células y tejidos que son sometidos a ellos;
este tipo de fendmeno es conocido como electro-
poracion, electrofusion o electrotransformacién
y disminuye la viabilidad celular por medio de la
ruptura irreversible de la membrana plasmatica
(Berg 1993). Este tratamiento es muy utilizado
en las areas de esterilizacion de alimentos y
transformaciones genéticas, donde las inten-
sidades del campo pueden ir desde 1 kV cm™
hasta los 100 kV cm™ (Mazurek et al. 1995).
Sinembargo, la aplicacion de corrientes alternas
que generan campos AC o corrientes direc-
tas que generan campos eléctricos DC durante
el crecimiento celular llega a ser un importante
factor de estimulacion del metabolismo, actuando
en la fisiologia, la genética y la bioquimica celular,
donde este tipo de campos han reportado efectos
positivos, debido principalmente a la produccion
de metabolitos y a la activacion de la replicacion
y transcripcion durante la expresion de genes
(Berg 1993). Segtn lo anterior, los resultados
obtenidos son acordes a la literatura, ya que los
campos aplicados durante una fase temprana de
crecimiento celular tuvieron efectos positivos
sobre la produccion de biomasa de G. lucidum,
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como se habia mencionado antes, a la vez los
campos AC y DC mostraron mayores efectos
positivos al ser aplicados durante estas fases de
crecimiento, mientras que el campo IM presentd
efectos negativos; acorde con lo anterior fueron
los resultados mostrados por todos los campos
aplicados durante la fase estacionaria, los cuales
presentaron efectos negativos (figura 5).

El efecto combinado de los tres factores evalua-
dos es aun mas dificil de explicar, pero segtn la
literatura, cada organismo depende de muchos
factores para poder ser estimulado o de manera
contraria, inhibido en su crecimiento. Las “ven-
tanas de campo” (field-windows), nombre dado
principalmente a las respuestas presentadas en el
transporte de membrana y en algunos procesos
celulares en un organismo por “ventanas eléctri-
cas” (electric windows), las cuales retinen tres pa-
rametros del campo eléctrico: frecuencia, amplitud
(relacionado con la intensidad) y duracion, pueden
llegar a ser negativas o positivas, si se inhibe o
estimula el crecimiento celular, respectivamente
(Berg 1999). Es bastante conocido que en gene-
ral los campos de bajas frecuencias (< 100 Hz)
tienen efectos estimulantes en la mayoria de
los organismos (Berg 1993), mientras que los
otros factores deben ser evaluados de manera
especifica, al igual que los factores ambientales,
como temperatura, humedad, tiempo de cultivo,
etc. (Berg 1999), con el fin de determinar las
condiciones apropiadas para la estimulacion de
un organismo especifico por medio de campos
eléctricos. En las condiciones en las cuales se
desarrollo este proyecto, que dependian de los
equipos y las instalaciones que se tenian para
realizarlo, se logré identificar la combinacion de
los factores evaluados a condiciones especificas,
que permiten inhibir o estimular el crecimiento
del hongo G. lucidum.

Lo anterior implica que el estudio del efecto de
los campos eléctricos sobre el crecimiento
de hongos en cultivos sumergido es un nuevo
horizonte de investigacion que vale la pena
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abordar con todo el rigor y el soporte de las
nuevas tecnologias y multidisciplinas, principal-
mente en el &rea de elucidacion de la mecanica
involucrada, a la par de estudios que muestren
el efecto no solo en la produccion de biomasa,
sino también en la produccion de metabolitos
primarios y secundarios.

CONCLUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto de dife-
rentes tipos, intensidades y tiempos de aplicacion
de campo eléctrico en diferentes etapas del ciclo
de cultivo del hongo medicinal G. lucidum con el
objetivo de optimizar su produccion de biomasa
micelial. Se encontrd que dependiendo del tiempo
de aplicacion del campo eléctrico el hongo respon-
dia de manera positiva si el campo era aplicado
durante los primeros dias de cultivo, generando
un incremento en la biomasa. Por otro lado, de-
pendiendo del tipo de campo eléctrico aplicado y
del tiempo de aplicacion, el hongo respondia de
diferente manera, presentando un estimulo en la
produccion de biomasa si los campos DC y AC se
aplicaban a los dias 0 y 3, respectivamente. Tam-
bién, el tiempo de aplicacion del campo eléctrico,
el tipo de campo v la intensidad de este, dieron
como resultado mejor respuesta en la produccion
de biomasa bajo una combinacion especial de fac-
tores que fueron: la aplicacion del campo eléctrico
AC al dia 3 después de inoculados los medios y a
una intensidad de 1,5 kV cm™, presentando la me-
jor media absoluta con una produccion de biomasa
de 35,6450 g I lo que representa un incremento
del 22,91%, con respecto al mejor reporte realizado
hasta la fecha en la produccion de biomasa de G.
lucidum bajo cultivo sumergido, aproximadamente
27 g I (Zapata 2007). Lo anterior muestra c6mo
el campo eléctrico alterno (AC) produce un efec-
to estimulante para la produccién de biomasa de
hongos bajo cultivo sumergido a diferencia del
campo eléctrico pulsado (IM).

Finalmente, vale la pena resaltar que la apli-
cacion de campos eléctricos AC y DC sobre

Actual Biol 32 (92): 5-17, 2010

cultivos liquidos del hongo G. lucidum en fases
tempranas del crecimiento, estimulan la produc-
cién de biomasa del hongo y abren una nueva
alternativa para el estudio del crecimiento y
formacidn de nuevos productos a partir del
cultivo de hongos mediante la variacion de
parametros fisicos no convencionales, como en
este caso el campo eléctrico.
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