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Resumen y Abstract v

Resumen

El cultivo biotecnologico empleando fermentaciones en estado liquido de hongos del género
Pleurotus, usando salvado de trigo y harinas de cereales y leguminosas como fuentes de carbono no
convencionales, en busca de evaluar el efecto del cambio de algunas condiciones del proceso sobre
la composicion tanto de los micelios como de los caldos agotados y por ende del potencial como
nutricettico del mismo, para posteriormente evaluar la aplicabilidad de dicho producto en la
obtencion de fructificaciones y comparar las composiciones de los tipos de biomasa obtenidos por
los dos procesos, es un interesante tema de investigacion que aporta en gran medida a diferentes
ramas de la ciencia como son la tecnologia de alimentos, la biotecnologia y la quimica, entre otras.
Los resultados totales permitieron determinar que efectivamente el empleo de una u otra fuente de
carbono al igual que las condiciones del proceso inciden en el valor nutricetico del producto
obtenido, Ilevando a direccionar el empleo tanto a una fuente de carbono especifica, como de la
elicitacion con un LED determinado y el uso de un pH inicial 6ptimo en la fermentacion
dependiendo del empleo final que se le daré al producto biotecnoldgico como nutricedtico, ya que
lo que se desea promover biosintétiamente no es o mismo si su posterior empleo se restringe a la
utilizacién del micelio Unicamente o al caldo de cultivo agotado por separado o a la combinacion de
los dos. Asi mismo, si lo que se busca es obtener un producto con mayor variabilidad estructural de
triterpenoides, y por ende de mayor nimero de potenciales acciones biolégicas, lo que conlleva a un
mayor valor nutriceutico, se debe optar por el empleo de la FEL mientras que si lo que se desea es
una biomasa con alto contenido de ergosterol, provitamina D2, el proceso elegido deber ser la FES.
Con respecto a la produccion de estatinas si bien no se logré confirmar la presencia de metabolitos
con estructuras correspondientes a las tomadas como estandares en ninguno de los productos
biotecnologicos, se desarrollé una metodologia para su deteccidén en matrices complejas que a la vez
permitié encontrar metabolitos con comportamientos cromatograficos similares a los presentados
por los estandares usados, resultado este que abre la puerta a futuras investigaciones que permitan
establecer con claridad las caracteristicas estructurales de los metabolitos detectados.

Palabras clave: Pleurotus, fermentaciones, estatinas, triterpenoides, nutricedticos, cromatografia,

bioactivos.



\Y Resumen y abstract

Abstract

Biotechnological culture via liquid-state fermentation of fungi of the genus Pleurotus, using wheat
bran and flour of cereals and legumes as unconventional carbon sources, in search of evaluating the
effect of changing some process conditions on the composition of mycelia and broth and therefore
the potential as nutriceutical of the biotechnological product, to later evaluate the applicability of the
product in obtaining fructifications and compare the compositions of the types of biomass obtained
by the two processes. It is an interesting research topic that contributes greatly to different branches
of science such as food technology, biotechnology and chemistry, among others.
The overall results have revealed indeed that the use of one or other carbon source the same as
process conditions affect the nutriceutical value of the product obtained, allowing both direct
employment to a specific carbon source, and the elicitation with LED determined and the use of
optimal initial pH in the fermentation, depending on the final use that will be given to the
biotechnological product as nutriceutical, since what it is wanted is to promote biosynthetically is
not the same if the further use is only restricted to the use of mycelial biomass or to the broth
separately or to the combination of the two. Likewise, if what is searched to obtain is a product with
greater structural variability of triterpenoids, and as a result of larger potential biological actions,
leading to greater nutriceutical value, it should be selected the use of the liquid state fermentation
while if what it is wanted is biomass with a high contents of ergosterol, provitamin D2, the chosen
process should be slid state fermentation.

Regarding the production of statins although it was not achieved to confirm its presence in any of
the products obtained, a methodology was developed for the detection in complex matrices, that
simultaneously allowed to find metabolites with similar chromatographic behavior to those
presented by the used standards, a result that opens the door to further research to clearly establish

the structural characteristics of the detected metabolites.

Keywords: Pleurotus, fermentations, statins, triterpenoids, nutriceutics, chromatography,

bioactives.
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Introduccion

En las Gltimas décadas se ha retomado con gran interés el concepto de alimento funcional que no es
otra cosa que aquel que, dado sus componentes, tiene la capacidad no solo de nutrir sino de prevenir
y/o tratar diferentes enfermedades. No se puede hacer alusidn a esta clase de alimento sin introducir
los conceptos de nutraceutico y nutriceltico. Se da la definicion de nutraceutico a aquel alimento
gue puede ser consumido como parte de la dieta y que a la vez aporta nutrientes al organismo
ayudando a prevenir la aparicion de diferentes dolencias. El termino nutricedtico, que para el caso
particular de la investigacion fangica, se utiliza para denominar los compuestos que han sido
extraidos tanto de la seta como del micelio vegetativo, sin purificacion ni separacion de los mismos
(extractos concentrados o liofilizados) y que por sus cualidades tanto medicinales como nutricionales
se consumen como suplementos a la dieta normal. Los metabolitos de los nutricéuticos exhiben
actividades bioldgicas tales como hipotensora, hipocolesterolémica, antibi6tica, antiinflamatoria,

entre otras.

En este orden de ideas los hongos constituyen el alimento funcional por excelencia, debido a que
ademas de tener propiedades nutraceuticas, muchos de los compuestos presentes en ellos conforman
una amplia variedad de nutricéuticos. Sin embargo, una de las necesidades apremiantes cuando se
trata de aprovechar este caracter multifuncional de los macrohongos es el hecho de contar con una
buena produccion de biomasa con la cual realizar los estudios quimicos y farmacolégicos. Si bien es
cierto gque este aspecto se ha contemplado con cierta profundidad en el caso de los micromicetos no
es asi para los macromicetos. En estos Ultimos se reportan pocas investigaciones y todas centradas
en la produccion de aquellos compuestos cuya aplicacion se estd implementando actualmente como
coadyuvantes en la terapia anticancer, como son los - glucanos y los terpenoides tipo acidos
ganodéricos. El direccionamiento hacia estos metabolitos ha dejado de lado el estudio y por ende el
potencial aprovechamiento de otros, dentro de los cuales estan los triterpenoides y las estatinas, entre
otros, poseedores de acciones bioldgicas comprobadas como son la antibidtica, inmunoestimuladora

e hipocolesterolémica.
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Es asi como surge la necesidad de realizar estudios de bioactivos de macromicetos comestibles, que
por su naturaleza no presentan toxinas, las que se constituyen en contaminantes no deseados y
dificiles de eliminar, con el objetivo de conseguir un protocolo de produccion que permita llegar a
la obtencidn de un producto gque se posicione como una fuente eficiente en la biosintesis de estos
bioactivos y que ademas sea buen aportante de nutrientes. En respuesta a esta problematica se plantea
la presente investigacion con el objetivo de utilizar a la biotecnologia como una herramienta para
lograr la obtencion de un hongo “mutante”, no en el sentido de cambios genéticos, sino en aumento
en la biosintesis de un grupo de metabolitos en particular. La seleccion logica del proceso
biotecnoldgico a emplear no es otra que la fermentacion en estado liquido (FEL), la cual permite un
control mucho mas facil de las variables del proceso, lo que conllevaria, mediante el estudio de la
incidencia producida por variaciones en las fuentes de carbono, el pH y el uso de diodos emisores
de luz (LEDs) como elicitores, a determinar como se afecta la produccion de biomasa y de
bioactivos, especificamente de triterpenoides y de estatinas, metabolitos éstos que, como se indicd

anteriormente, revisten un importante valor a nivel farmacoldgico.

Para abordar lo planteado se hace necesario iniciar con el estudio de la incidencia que la fuente de
carbono empleada podria presentar sobre la produccion de biomasa, debido a que si se mira hacia la
bioprospeccion la eficiencia del proceso es fundamental. Pero, dado que esta eficiencia debe
presentar un equilibrio entre produccion de biomasa y biosintesis de bioactivos, el paso a seguir es
el estudio quimico de los compuestos de interés producidos con las diferentes fuentes de carbono,
con la finalidad de determinar como las mismas son capaces de activar las rutas biosintéticas en el
hongo, tanto en lo referente a cantidad como a variedad estructural de los mismos. De los resultados
obtenidos se podra determinar la(s) fuente(s) que proporcionan la mejor produccion de los bioactivos
de interés permitiendo asi el manejar variables del proceso para optimizar la produccién de los
metabolitos objeto de estudio. Una de las variables determinantes es el pH inicial de la fermentacion
por lo que la modificacién del mismo se convierte en una opcion a explorar, con miras a la
determinacion del valor 6ptimo que conlleve a la consecucion del objetivo primordial. Asi mismo,
y dado que la intima relacion existente entre el metabolismo secundario y la respuesta de defensa
de los organismos esté totalmente reconocida; y que éstos responden al estrés producido por factores
tanto hioticos como abidticos activando sus mecanismos de defensa, dentro de los cuales se
encuentra la induccién de la biosintesis de metabolitos secundarios, se empleara la herramienta

biotecnol6gica de la elicitacion, utilizando para ello los elicitores abidticos conocidos como LEDs.

Como bien se dijo anteriormente lo que se busca en un cultivo biotecnolégico es una buena eficiencia

del proceso. Sin embargo, no se debe dejar de lado el costo del mismo y es aqui donde se hace latente
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la preocupacion de los diferentes investigadores en el area, como es el alto costo de los procesos
cuando se lleva a cabo el escalamiento de los mismos. Una posible solucion a este problema esta en
tratar de encontrar nuevos medios de cultivo en reemplazo de los cominmente empleados, en los
que las fuentes de carbono mas usuales estan constituidas por glucosa, maltosa, galactosa y lactosa,
gue incrementan los costos de obtencidn de biomasa micelial y de bioactivos. Con el fin de aportar
resultados que puedan eventualmente dar solucidn en este aspecto y partiendo de lo reportado para
Grifola frondosa y para Ganoderma lucidum, se abordé la realizacion del cultivo de los
macromicetos seleccionados empleando fuentes de carbono no convencionales, como son las harinas
de cereales, de leguminosas y el salvado de trigo, para poder determinar si el comportamiento es
similar cuando se cultivan biotecnoldgicamente otros géneros de hongos medicinales o si por el
contrario el comportamiento es género-dependiente. Los hongos seleccionados para el presente
estudio corresponden a tres especies del género Pleurotus, basidiomicetos que recientemente han
despertado el interés cientifico por sus cualidades nutricionales y medicinales y que han sido objeto
de andlisis dentro del Grupo de Investigacion en Quimica de Hongos Macromicetos desde hace
algunos afios, arrojando interesantes resultados que incentivan continuar con su estudio. Con los
resultados obtenidos se esta aportando en gran medida a la biotecnologia en cuanto a la disminucion

de los costos del proceso fermentativo.

Otra necesidad real que se presenta en la produccién comercial de Pleurotus por fermentacion en
estado solido (FES), es la generacion de “semilla” convirtiéndose en un aspecto medular que requiere
atencion debido a que representa un cuello de botella en el proceso de obtencidon de cuerpos
fructiferos y es por ello que se necesita la implementacién de tecnologias que permitan la generacién
de “semilla” de buena calidad. Una alternativa es la utilizacion de micelio crecido en medio liquido,
gue por el proceso mismo permitird producir mayor cantidad de biomasa de mejor calidad en menor
tiempo, favoreciendo la adaptacion y dispersién del hongo en el sustrato y facilitando su
manipulacién durante la siembra. Con la finalidad de encontrar solucién a este problema y como
complemento al cultivo en medio sumergido de los Pleurotus, se desarrollé una segunda fase en la
cual se evaluo la viabilidad del empleo del producto biotecnoldgico total como indculo liquido en la
obtencion de fructificaciones de estos hongos, teniendo en cuenta que los mismos se estan

posicionando en el campo de los alimentos funcionales tanto a nivel nacional como internacional.



Glosario

Ascocarpo:
Basidiosporas:

Biorreactor:

Caducifolio:

Carpdforo:
Conidias:

Conidioforos:

Cuerpo fructifero:

Elicitores:

Esporangio:

Esporangioforos:

Esporas:

Fotorreceptor:

cuerpo fructifero en los ascomicetos que lleva las ascas.

semilla de los hongos que se desprende de los basidios cuando éstos estan
maduros.

sistema que provee un ambiente reproducible, 6ptimo y automatizado de
todas las variables en un cultivo biotecnologico.

del latin decidere, caer. Dicese de los arboles o arbustos que pierden sus
hojas durante una parte del afio, la cual coincide en los climas templados o
polares con la llegada del invierno, la época mas desfavorable

aparato reproductor del hongo visible a simple vista (generalmente llamada
seta) en oposicién a su micelio, que se encuentra dentro del sustrato.
son esporas asexuales no maviles, que se forman (exégenamente) en el
apice o en el lado de una célula.

hifa que porta células conidiégenas productoras de conidias

también conocido como esporocarpo o fructificacién, es una estructura
multicelular sobre la que se forman otras estructuras productoras de
esporas, como los basidios o ascos. El cuerpo fructifero de un
Basidiomycota se conoce como un basidiocarpo, mientras el de un
Ascomycota se conoce como un ascocarpo.

de manera genérica se pueden definir a los elicitores como aquellos
factores que pueden estimular la produccion de ciertos metabolitos.
estructura en forma de saco que contiene esporas.

hifa que lleva uno o varios esporangios.

células especializadas producidas por el hongo, que son dispersadas
principalmente por el viento y el agua y forman parte de la fase
reproductiva del mismo.

cromoproteinas, proteinas unidas a compuestos generalmente de bajo peso

molecular que absorben la luz.
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Fructificacion: es una estructura multicelular sobre la que se forman otras estructuras
productoras de esporas, como los basidios o los ascos. También Ilamado
esporocarpo, cuerpo fructifero o cuerpo de fructificacion.

Himendforo: parte del hongo donde nacen las esporas; por ejemplo, laminas, tubos,
espinas, dientes, pliegues, etc.

In6culo: suspension de microorganismos que se transfieren a un ser vivo 0 a un
medio de cultivo a través del proceso de inoculacion.

LED: diodo emisor de luz

Micelio: fase vegetativa de los hongos, formada por una masa de hifas que se
desarrolla sobre el sustrato.

Pantropical: organismo que debe aparecer en regiones tropicales en todos los
continentes mayores para las plantas, la estacion mas fria.

Pellet: anglicismo, denominacion genérica utilizada para referirse a pequefias
porciones de material aglomerado o comprimido.

Peritecio: ascocarpo cerrado y con un poro en la parte superior.

Pie: también conocido como estipite. Soporte que sostiene el carpoforo o
cuerpo fructifero de la seta.

Protoperitecio: peritecio sin fertilizar o simplificado

Sustrato: superficie sobre la cual se desarrollan los hongos.



CAPITULO 1. INCIDENCIA DE FUENTES DE
CARBONO NO CONVENCIONALES SOBRE LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE Pleurotus
OBTENIDO POR FERMENTACION EN
ESTADO LIiQUIDO
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

AV
AZ
BT
CB
EPS
FC
FEL
FN
IPS
MA
MP
Mz
SG
ST
SY
TI
TR

Harina de avena

Harina de arroz
Bienestarina

Harina de cebada
Exopolisacaridos
Fuente de carbono
Fermentacion en estado liquido
Fuente de nitrogeno
Intrapolisacéridos
Harina de maiz amarillo
Harina de maiz pinto
Harina de maiz

Harina de siete granos
Salvado de trigo

Harina de soya

Harina de trigo integral
Harina de trigo
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1.1. ANTECEDENTES

La produccion biotecnoldgica de hongos es un campo que envuelve diferentes areas de la ciencia
gue abarca desde la biologia, la agronomia, la quimica, pasando por la biotecnologia, la quimica
farmacéutica e incluso la medicina. La intervencion de una, dos o mas, e incluso de todas estas ramas,
depende del objetivo de la investigacidn, pero uno de los pardmetros mas importantes que se debe
tener en cuenta, independiente del proposito, es la cantidad de biomasa generada a través de un
determinado proceso de cultivo (2). Los investigadores dedicados a la produccion flngica consideran
esta variable como la mas importante para lograr un proceso productivo que pueda ser catalogado
como eficiente 0 no. Sin embargo, estudios recientes relacionados con el tema llevan a concluir que
no es una generalidad la relacién directa entre la produccién de biomasa y la de metabolitos tanto
primarios como secundarios, y a la vez, todos estos comportamientos dependen del microorganismo,
del medio de cultivo, de las condiciones ambientales, del tipo de proceso empleado (3) y de otras
variables que se describiran a lo largo de este capitulo y se discutiran con mayor profundidad en el
capitulo 2.

Uno de los factores que actualmente es tema de investigacién prioritario en macrohongos con
potencial nutriceltico es el de optimizar el proceso de obtencion de biomasa, haciendo necesaria la
realizacion de estudios tendientes a analizar la incidencia del medio de cultivo en la produccién tanto
de micelio como de bioactivos, cuando se emplean fermentaciones en estado liquido (FEL). Estos
medios abarcan una amplia variedad dependiendo de la complejidad de su composicion pero
teniendo siempre como requisito la presencia de una fuente de carbono (FC), una fuente de nitrégeno
(FN) y una mezcla de sales. Los cereales y sus subproductos son una FC no convencional que ha
sido empleada recientemente para el cultivo de hongos con excelentes resultados en términos de la
produccién de polisacaridos y de biomasa en Ganoderma lucidum y en Grifola frondosa (4, 5), pero
no ha sido explorada en especies del género Pleurotus, particularmente enfocado en su incidencia
en la produccion de biomasa y en la composicion del producto biotecnoldgico obtenido.

En esta primera parte de la investigacién se plantea como objetivo principal evaluar la aplicabilidad
y la incidencia sobre la produccion de biomasa del uso de harinas de cereales como FC para la
produccion por FEL de tres especies del género Pleurotus, con miras a realizar procesos
fermentativos de menor costo aprovechando la facilidad de su consecucion, lo que a su vez permitira
seleccionar la(s) FC que potencialmente proporcione (n) una mayor produccion de metabolitos

secundarios, aumentando asi el valor nutricedtico de los hongos cultivados.
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1.1.1. Generalidades de los Pleurotus

1.1.1.1. Biologia del género: caracteristicas morfolégicas

Los hongos del género Pleurotus también conocidos como hongos ostra u orellanas, son especies
generadoras de pudricion blanca en la madera, término que hace alusion al color que produce sobre
ésta cuando la utiliza como medio de cultivo degradando sus componentes lignocelulésicos (6). De
manera silvestre aparecen en racimos sobre arboles muertos, desde el otofio tardio hasta la primavera
en paises con estaciones y estan distribuidos alrededor de casi todo el mundo. Las especies
pertenecientes a este género son comestibles y gastrondmicamente de primera calidad. Su color es
blanco o castafio, aunque hay variedades azuladas y rosadas, con carne compacta en el carpoforo,
fibrosa y blanca en el estipite, sabor y olor agradable (7). Su carpéforo es redondeado, con la
superficie lisa, abombada y convexa en su juventud, aplanandose luego poco a poco. Tienen un
didmetro que oscila entre 5 y 15cm, dependiendo de la edad y un himendforo constituido por
laminillas dispuestas radialmente, que van desde el pie que lo sostiene hasta el borde, las cuales son
anchas, espaciadas unas de otras, blancas o crema, a veces bifurcadas y en ellas se producen las
esporas destinadas a la reproduccion de la especie. Las esporas son pequefias, oblongas, casi
cilindricas y su esporada es de color blanco con cierto tono grisaceo. El pie suele ser corto, lateral
oblicuo, ligeramente duro, blanco y con el principio de las laminillas en la parte de arriba (8).

En relacion a las tres especies objeto de este estudio, el Pleurotus djamor (Figura 1-1) es un hongo
con distribucién pantropical que crece de manera natural sobre troncos de varios arboles en proceso
de descomposicion. Esta especie se encuentra con frecuencia en zonas calidas de Africa, América,
Asia y Australia y su consumo se restringe a ejemplares silvestres debido a que su cultivo comercial
es aun incipiente (9).

El Pleurotus pulmonarius (Figura 1-1) también conocido como Usuhiratake, es una variante de la
seta ostra Pleurotus ostreatus, y sus fructificaciones se dan a temperaturas mas altas por lo que es
Ilamada Seta ostra de verano. Sus propiedades son muy parecidas a las del género anterior, por lo
que también es catalogado como comestible. En cuanto al Pleurotus ostreatus este tiene una
coloracion variable, marron grisaceo en las formas mas tipicas, a veces gris azulado o crema (Figura
1-1). Su carne es de olor agradable, de buena comestibilidad y es tradicionalmente cultivada con
fines comerciales. Se puede confundir con otras especies de su género como Pleurotus pulmonarius,
de color casi blanco o el Pleurotus cornucopiae con pie mas desarrollado y laminas decurrentes,
ambas comestibles. Vive sobre troncos o madera muerta de diversos arboles caducifolios como

hayas, robles o chopos y raramente sobre coniferas. Aparece formando grupos comprimidos entre la
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primavera y finales de otofio, pudiendo fructificar varias veces si las condiciones son propicias

(http://www.errotari.com/Micologia/especie.php?664).

Figura 1-1: Ejemplares de Pleurotus djamor, Pleurotus pulmonarius y Pleurotus ostreatus.

1.1.1.2. Farmacologia de los Pleurotus

Desde hace méas de cincuenta afios se vienen realizando investigaciones en torno a la actividad
biolégica de las especies de este género. Kavanagh et. al en 1951 reportaron el aislamiento de
Pleuromutilina de Pleurotus mutilus y P. passeckerianus, un antibidtico usado para el tratamiento
de infecciones micoplasmaticas en animales y que sirvi6 para el desarrollo del primer medicamento
comercial de este tipo de origen de un basidiomiceto (10). A partir de este descubrimiento se
empezaron a realizar trabajos en este campo, arrojando como resultado la determinacion de
diferentes acciones tanto para extractos crudos de los micelios y de las fructificaciones, como para

los compuestos aislados de ellos (Tabla 1-1).

Tabla 1-1: Efectos medicinales asociados al género Pleurotus

EFECTO ESPECIE SUSTANCIA O PARTE DEL REF.
MEDICINAL HONGO
Antibidtico ostreatus Micelio (11, 12)
Polisacéridos
japonicus Micelio (13)
ostreatus B-D-glucanos (11)
Antibacterial spp
florida Extracto metandlico y acuoso (14)
sajor-caju Extractos de diferente polaridad (15)
sajor-caju Fructificaciones (16)
spp Polisacaridos (11)
Antiviral citrinopileatus Ubiquitina
ostreatus
ostreatus Glucanos (11)
Inmunomodulador ostreatus Proteoglicanos (17)
pulmonarius Extracto (18)
tuber regium, ferulae y | Extractos, triterpenoides y p-glucanos (19)
pulmonarius
Antiinflamatorio spp | e (11)

Continuacion tabla 1-1: Efectos medicinales asociados al género Pleurotus
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EFECTO ESPECIE SUSTANCIA O PARTE | REF.
MEDICINAL DEL HONGO

Hipocolesterolémico eryngii Lovastatina (11)

ostreatus Fructificaciones

cornucopiae Lovastatina

citrinopileatusis Fructificacion (20)
Hematoglutinante cornucopiae Lectina (12)
Antioxidante ostreatus -D-glucanos (11)

florida y sajor-caju. Fructificaciones (21)

sajor-caju, euos, platypus y florida | Extracto metandlico (22)

citrinopileatus Extracto etanélico (23)
Antinociceptivo ostreatus Extractos polares (24)
Hepatoprotector ostreatus Extracto etanélico (25)
Estimula la formacién | eryngii Extracto acuoso (26)
de osteoblastos

Es asi como la contribucién de los hongos en general, y en el caso particular de las especies del
género Pleurotus, tanto para el suministro de alimentos, control de la contaminacion ambiental, la
calidad de la salud y la economia social, esta definida por la reunién de las caracteristicas especiales
gue ellos exhiben (aportantes de nutrientes y metabolitos bioldgicamente activos, degradadores por
excelencia y faciles de cultivar); y ha incentivado la bisqueda de procesos mas eficientes de cultivo
para la obtencion, bien sea del cuerpo fructifero, del micelio, del caldo (medio de cultivo agotado) o
de los compuestos bioactivos presentes en ellos, con miras a su bioprospeccion, mediante el empleo
de los mismos como alimento funcional o como productor de determinados compuestos que

permitan su utilizacion terapedtica como nutricedticos.

1.1.2. Caracter nutriceutico de los macrohongos

La investigacion cientifica reciente ha demostrado que los productos nutricéuticos ofrecen una
alternativa segura y eficaz a los farmacos tradicionales y son una forma de mantener y mejorar la
salud. El término nutricéutico, derivado del inglés nutraceutical (en EE. UU ya es ampliamente
aceptado), estd comenzando a asentarse en la comunidad médica europea y alude a los productos
asociados a la nutricién y la medicina ortomolecular, que consiste en proporcionarle a las células las
moléculas o nutrientes adecuados para ayudarles a que funcionen lo méas eficientemente posible.

En el caso de los macromicetos el término se utiliza para una nueva clase de compuestos que han
sido extraidos tanto del cuerpo fructifero como del micelio. Los nutricedticos poseen cualidades
nutricionales y medicinales como: antitumorales, inmunoestimuladores, hipocolesterolémicos,
antibioticos, hipotensivos por citar algunas. En consecuencia, los nutricedticos de los macrohongos
exhiben un gran potencial cuando tomados como suplementos alimenticios, sirven tanto para la
prevencion como para el tratamiento de varias enfermedades. Un nutriceltico corresponde a un

extracto del micelio o del carpoforo, que puede ser purificado hasta cierto grado antes de ser
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incorporado en una capsula o una tableta que se consume como suplemento dietético con propdsitos
terapéuticos (27-29).

Dentro de los nutriceuticos de los macrohongos los mas utilizados son los obtenidos de Ganoderma,
sin embargo hongos pertenecientes a otros géneros también biosintetizan compuestos similares que
a su vez poseen accién farmacoldgica. Son estos hongos los que requieren ser estudiados con mayor
profundidad, de manera que se pueda acceder a su potencial terapéutico.

Una gran ventaja que presentan los nutricedticos, al igual que los nutracedticos, frente a los farmacos
es la poca probabilidad de efectos toxicos puesto que son obtenidos de hongos comestibles y/o
medicinales, empleados desde hace mucho tiempo en los paises orientales para mejorar la salud.

De los estudios realizados sobre Ganoderma se ha determinado que los triterpenoides y los
polisacaridos son los responsables de los efectos beneficiosos de dicho hongo (30). Sin embargo, no
solamente estos compuestos dan el caracter funcional a los hongos. Es asi como metabolitos
estructuralmente diferentes como los acidos grasos, polifenoles, lectinas, carotenoides, entre otros
(31) aportan en buena medida, dadas sus acciones biol6gicas, al valor nutricedtico y nutraceutico

total.

Si bien es cierto que los cuerpos fructiferos se constituyen en materia prima para la extraccion de los
nutricedticos en la actualidad, con el desarrollo de la biotecnologia, se han aplicado los procesos
fermentativos con la finalidad de aumentar la cantidad de compuestos bioactivos y disminuir tanto
el tiempo de su produccién como los procesos de su extraccion y purificacion. La tabla 1-2 presenta
algunos de los compuestos nutracedticos y nutricedticos comercializados en la actualidad, obtenidos

a partir de los hongos macromicetos.

En lo referente a la produccion biotecnoldgica de hongos del género Pleurotus con la finalidad de
aumentar la producciéon de bioactivos y por ende su caracter nutricedtico, son pocas las
investigaciones al respecto y las mismas estan relacionadas principalmente con el empleo de medios
alternativos para la produccion de polisacaridos antitumorales (32-34), dejando de lado otros

metabolitos con potencial terapéutico.

1.1.3. Métodos de produccién de hongos
En busca de la produccién de cantidades de biomasa suficientes para su comercializacion, se han
empleado diferentes formas de fungicultura convirtiéndola en una actividad econémica de vital

importancia para nuestra cultura. Generalmente, se utiliza el cultivo tradicional, basado en medios
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de cultivos solidos, en el cual el objetivo principal es la obtencion de cuerpos fructiferos para la
comercializacion directa, ya sean frescos o deshidratados, y para la produccién de suplementos

dietarios.

Tabla 1-2: Productos nutracedticos y nutricedticos de origen flngico comercializados en la actualidad (35).
PRODUCTO uso

Ganoderma lucidum
Concord Sunchih (1-2 capsulas dos veces al dia para | Tratamiento de angina de pecho, bronquitis crénica,

promover la salud; 3 capsulas tres veces al dia potenciacion de sistema inmune, prevencion de eventos
durante cardiovasculares e hipercolesterolemia, promueve la
la enfermedad) circulacion sanguinea y la agregacion plaquetaria, protege

el higado, antibiético y antiinflamatorio.

Aumenta la vida util de las células tumorales implantadas,
GLP (Al), GI vasodilatador y acelera la circulacion sanguinea.

Efecto inmunomodulador.

Promueve la buena salud y la longevidad.

Galopy (extracto acuoso)

Rare Red Reishi ™
Lentinus edodes Agente anticancerigeno  (especialmente  carcinoma
Lentinan géstrico y colorectal), estimula la produccion de linfocitos
(asesino natural NK), control de cancer y otras
LEM Yy LAP infecciones.

Actividad antitumoral en modelos de xenoinjertos

Grigola frondosa

Grifon® (extracto liquido) (5 a 6 gotas tres veces al Tomar oralmente y combinar con  agentes
dia quimioterapéuticos contra el cancer, inmunomodulador.

para la salud general; 11 a 12 gotas tres veces al dia

para dosis terapéuticas) Inhibe la metastasis especialmente la hepatica.

Maitake Gold 404™ (capsulas 500mg)
Agaricus blazei

Cépsulas Mejora el sindrome de fatiga crénica e inmunomodulador,
reduce la pérdida de cabello y puede sanar heridas y
aclarar problemas de la piel.

Cordyceps
Didanosine (capsulas, micelio seco) Tratamiento para SIDA.
Pleurotus spp.
Plovatin (extracto micelial) Inhibe el metabolismo del colesterol en el cuerpo o

suplemento dietario para reducir los niveles del colesterol,
previene  desOrdenes  cardiovasculares como la
aterosclerosis.

Tremella mesenterica

Tremallastin (extracto micelial) Modificador de la respuesta inmune, soporta el sistema
nervioso, sistemas inmune y hormonal del cuerpo,
previene desordenes cardiovasculares.

Reishi Plus (50% G. lucidum + 50% L. edodes, 200 Suplemento dietario diario, buena vitalidad de la salud.
capsulas/600mg cada una)

Trimyco-Gen™ (33% C. sinensis, 33% G. lucidum + Inmunomodulador, promueve la buena salud y la
33% L. edodes, 100 capsulas/600mg cada una) longevidad.

Mycoplex-7™ (14% C. sinensis + 14% Tremella Promueve la buena salud

fuciformis + 14% A. blazei + 14% Coriolus versicolor +
14% Poria cocos + 14% S. commune + 14% Hericium
erinaceous)

Garden of life (RM-20) (10 hongos medicinales + Aloe Inmunomodulador, regula los niveles de colesterol,
vera + Uncaria tomentosa) actividad antitumoral, tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, antiviral y antibiético, protege contra
efectos perjudiciales de la radiacion, factores anti VIH.
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Hoy en dia, aunque el cultivo tradicional sigue vigente, se buscan alternativas para obtener biomasa
micelial y compuestos bioactivos de manera mas rapida y eficiente, recurriendo a técnicas
biotecnoldgicas, para dar respuesta a las necesidades actuales de produccion, empleando ya sea la
fermentacion en estado liquido (FEL) o fermentaciones en estado sélido (FES) (36).

La FEL o fermentacion sumergida es aquella en la cual hay por lo menos la misma concentracion de
agua y de medio de cultivo sélido (nutrientes) en el proceso, es decir, que hay una solucién de los
nutrientes. En ella los microorganismos se desarrollan flotando en el medio de cultivo y en el caso
de los hongos miceliales, cuando hay agitacion estos pueden formar pequefias esferas de micelio
denominadas «pellets», y sin ella crecen en la superficie. La principal diferencia con la FES radica
en que el crecimiento de los hongos filamentosos en esta Ultima, se efectlia en un medio de cultivo
solido cercano a la ausencia de agua, pero con la suficiente presencia de esta para soportar el
crecimiento y el metabolismo. EIl primer tipo de fermentacion es el mas utilizado en la industria
debido a que es sencillo, pueden controlarse mas variables que en la FES y el producto final es facil
de recuperar (37).

1.1.3.1. Efecto de los diferentes factores sobre una fermentacion

En una fermentacién de interés econdmico o cientifico, se deben conocer una serie de factores y
estudiar la influencia de los mismos en la obtencion del producto biotecnolégico para lograr un buen
control y manipulacion del proceso, en aras de la mayor eficiencia. Algunas de estas variables han
de medirse de manera continua, mientras que otras se miden a ciertos intervalos de tiempo. A las
primeras corresponden temperatura, velocidad de agitacion, presidn, consumo y cantidad de oxigeno
disuelto, adicion de nutrientes y pH, mientras que en las de medicion intermitente estan biomasa,
producto y consumo del medio de cultivo. Existen otras clasificaciones en las cuales estas variables
se agrupan como factores quimicos (pH, composicion del medio, contenido de oxigeno), bioldgicos
(tipo de indculo, cepa, concentracién del indculo) y fisicos (temperatura, fuerzas mecanicas) o los
relacionados con la composicién del medio (FC, FN, relacién C:N, adicion de vitaminas), factores
ambientales (pH, temperatura, oxigenacion, agitacion) y factores dependientes de las cepas (tipo de
cepa, tipo y concentracién de in6culo) (38). El control de estas condiciones afecta tanto cualitativa
como cuantitativamente los productos obtenidos. Para nombrar un ejemplo, Lee y colaboradores en
2007, teniendo en cuenta que para Ganoderma applanatum la produccidn de exopolisacaridos (EPS)
a partir del micelio es mas eficiente que desde el cuerpo fructifero, analizaron la influencia del
periodo de cultivo, la temperatura, la concentracién de glucosa y diferentes fuentes de carbono, tanto

en la produccion de biomasa micelial como en la de los polisacaridos, encontrando resultados tan
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interesantes como que la produccién de EPS se ve mas afectada por la concentracion de carbono y

la de intrapolisacaridos (IPS) por la concentracion de nitrogeno en el medio (39).

Las variables mas importantes a tener en cuenta en un proceso fermentativo se describiran

detalladamente en el capitulo 2.

1.1.4. Fermentaciones con Pleurotus

Las especies pertenecientes al género Pleurotus han despertado el interés de la comunidad cientifica
debido a sus cualidades tanto nutricionales (40-42) como medicinales (17, 43) que unidas a la
facilidad de su cultivo (44, 45) han incentivado las investigaciones en diferentes ramas de la ciencia
generando un incremento considerable en el nimero de publicaciones relacionadas con los procesos
que involucran la obtencion de estas especies de hongos de una forma féacil, rapida y eficiente.
Tienen la particularidad de poseer un gran espectro enzimatico, hecho que los ha llevado a ser
catalogados como los macromicetos que pueden utilizar el mayor nimero de sustratos para su
cultivo, con eficiencias biol6gicas superiores al 100% Yy requerimientos nutricionales simples para

su desarrollo.

Las investigaciones reportadas sobre su produccion biotecnoldgica se centran en el estudio de la
influencia de algunas variables del proceso en la obtencion tanto de biomasa como de metabolitos.
Las tablas 1-3 y 1-4 ilustran, de manera resumida, los resultados de los estudios mas relevantes en

el ambito internacional y a nivel nacional respectivamente.

Tabla 1-3: Estudios de la influencia de las variables del proceso fermentativo en la produccion de Pleurotus.

ESPECIE OBJETIVO VARIABLE ESTUDIADA REF.

tuber-regium Biomasa Cantidad de ino6culo, duracion de la | (46)
fermentacion, fuentes de Cy N.

tuber-regium Biomasa, fibra dietaria, monosacaridos | Relacion C:N (47

Ostreatus Biomasa Concentraciéon  de  glucosa, agitacion, | (48)
aireacion y geometria del pellet

dryinus Produccion de enzimas Residuos agricolas como sustrato (49, 50)

sajor-caju Contenido proteico pH (51)

ostreatus y | Produccién de lipidos polares y no | Temperatura (52)

cornucopiae polares

var

citrinopileatus

ostreatus Biomasa Suplementacién de nitrégeno (53)

spp Calidad nutricional y produccién de | Sustratos (54)

metabolitos secundarios

ostreatus Biomasa Influencia de agitacion, aireacion y geometria | (48)

del impulsor de un bioreactor
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Continuacion tabla 1-3: Estudios de la influencia de las variables del proceso fermentativo en la produccion de Pleurotus.

ESPECIE OBJETIVO VARIABLE ESTUDIADA REF.
ostreatus Produccién de enzimas Sustrato (55)
pulmonarius y | Obtencion de fructificaciones Preparacion y formulacién del sustrato (56)
ostreatus
ostreatus Biomasa y actividad antioxidante Fuentesde Ny de C (57)
mutilis Produccion de pleuromutilina Estudios cinéticos (10)
ostreatus, Produccion de biomasa Residuos agroindustriales (58)
eryngii y
pulmonarius
ostreatus Produccion de alimento para animales | Residuos agroindustriales (11)
eryngii
serotinus
sajor-cajl
ostreatus Biomasa y glucanos Fuentes de C (59)

Tabla 1-4: Estudios realizados en Colombia sobre la influencia de las variables del proceso fermentativo en la produccion

de Pleurotus.

ESPECIE OBJETIVO DEL ESTUDIO REF.
cepcentipes, djamour y spp Clasificacion (60)
ostreatus Produccion de sustitutos carnicos (61)
sajor-caju Evaluacion de eficiencia bioldgica (62)
ostreatus, pulmonarius y sajor- | Determinacion de la capacidad de sintesis de proteina utilizando | (63)
caju residuos de la industria licorera
ostreatus Consecucion de medios alternativos para propagacion (64)
ostreatus Produccion de biomasa empleando residuos de aji (65)
ostreatus Produccion de biomasa empleando residuos de la industria | (66)
maderera y cocotera

ostreatus Produccion de biomasa empleando residuos de la industria | (67-69)
agricola

ostreatus Obtencion de alimento funcional enriquecido con calcio, | (70)
selenio y vitamina C

ostreatus Obtencidn de enzimas empleando residuos de palma (71)

ostreatus Determinacion de la influencia de diferentes empaques y | (72)
atmoésferas sobre las propiedades fisicoquimicas de las
fructificaciones

ostreatus Produccion de lacasas empleando céscara de platano (73)

1.1.5. Medios de cultivo tradicionales y no convencionales empleados para la produccion

biotecnolégica de Pleurotus

Los requerimientos nutricionales necesarios para el

correcto desarrollo de un hongo,

independientemente del tipo de fermentacién empleado, son suministrados por el medio de cultivo

y como se menciond anteriormente siempre deben incluir una FC y una FN. Dentro de los

componentes utilizados para el cultivo de Pleurotus empleando este tipo de fermentaciones, se

incluyen como FC diferentes carbohidratos como glucosa, xilosa, galactosa, fructosa (59, 74),

glicerol, etanol (49) y extracto de malta (57), entre otros. Con respecto a las FN se utilizan extracto
de levadura, caseina, peptona (57, 75), NHaH2PO., (NH1).SO4, KNOs y licor de maiz (76, 77). Como

medios no convencionales se han reportado el almidon de maiz, residuos agricolas como céscaras
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de mandarina y aserrin de vid, aguas residuales del tratamiento de la pulpa de café y de la obtencion
del aceite de oliva (43, 49, 77).

Un amplio porcentaje de los estudios realizados con Pleurotus se han centrado en la produccion de
biomasa y en la basqueda de la optimizacion del proceso. Para determinar la calidad del método o
del medio de cultivo utilizado, la cantidad de biomasa obtenida es la variable por excelencia que se
debe evaluar.

1.1.6. Técnicas para la determinacion de biomasa

La cantidad de biomasa es un parametro esencial en estudios cinéticos y de crecimiento, muy util
para caracterizar las condiciones 6ptimas de obtencion y esporulacion en diferentes hongos durante
FEL y FES. En este ultimo tipo de procesos fermentativos se dificulta realizar una medida directa
de la biomasa micelial, debido a que el hongo penetra y se adhiere fuertemente a las particulas del
sustrato solido. Por esta razon se han descrito diferentes métodos para la estimacion indirecta de la
biomasa producida que pueden ser clasificados en tres categorias: a) métodos en los que se miden
constituyentes celulares como la quitina, ergosterol, acidos nucleicos y mas clasicamente la proteina
por el método de Kjeldahl; b) métodos que miden una actividad biol6gica (ATP), actividad
enzimatica, o actividad inmune; y ¢) métodos que miden el consumo de nutrientes (78). La
determinacion del contenido de quitina es una técnica indirecta que ha sido empleada con un amplio
rango de medios de cultivos sélidos. Es un procedimiento basado en la depolimerizacion del
compuesto bajo condiciones alcalinas, cuantificando posteriormente la glucosamina resultante
colorimétricamente. Sin embargo, esta metodologia ha sido criticada debido a que conlleva
importantes fuentes de error, como es la tendencia a la variacion del contenido de quitina con la edad
y la presencia de hexosaminas extrafias en el medio de cultivo, que generan interferencias en el
ensayo. El contenido de ergosterol, considerado como el esterol predominante de los hongos, puede
ser calculado por sus caracteristicas de absorbancia al UV, sin embargo esta técnica solo es aplicable
a los hongos catalogados como verdaderos, ya que los hongos como los pertenecientes a los
Oomycetes no sintetizan el triterpenoide. Con respecto a los métodos que miden una actividad
bioldgica, se basan en el conocimiento de que las lacasas extracelulares y las estereasas estan
relacionadas con el crecimiento fangico (79). Mas recientemente se han reportado técnicas como el
empleo del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), catalogado, para algunos hongos
como el Aspergillus niger (80), como una técnica sensible y especifica para la determinacion de
biomasa obtenida por FES, en la que se cuantifica la reactividad del anticuerpo a la pared celular del

micelio creciente, cuyos componentes se sabe que no dependen de las condiciones de crecimiento.
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Estas metodologias igualmente son aplicables a FEL, haciendo necesario un proceso de filtracion
con el que se separa el micelio del medio agotado y se realizan los procedimientos particulares de
cada determinacion. No obstante, el calculo de masa seca de micelio obtenido por FEL es la técnica
predilecta para conocer la cantidad de biomasa obtenida a través de estos procesos, debido a que

elimina los errores antes descritos que se pueden derivar del proceso.

1.2. METODOLOGIA

1.2.1. Obtencion del material fungico

El material fungico fue cultivado en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Antioquia.
Las cepas de Pleurotus ostreatus (BioVeg Fungi-002), Pleurotus pulmonarius (BioVeg Fungi-001)
y Pleurotus djamor (BioVeg Fungi-005), provenientes del cepario de dicho laboratorio, se
mantuvieron en Agar Papa Dextrosa y se almacenaron a 4°C (cepas de trabajo, primer repique de
una cepa madre). Luego, inéculos de 0.5 a 1 cm de didmetro de micelio y agar fueron transferidos a
cajas de Petri con el medio de la siguiente composicion (g/L): harina de cereal 30; extracto de
levadura 3, sacarosa 5, agar 8, pH a 5.5 + 0.1. Los cultivos fueron incubados a 26°C, en la oscuridad
por 15 dias. Las harinas de cereales empleadas corresponden a: harina de cebada (Hordeumvulgare
L) (CB), harina de avena (Avena sativa L) (AV), harina de trigo (Triticumaestivum L) (TR), harina
de arroz (Orzya sativa L) (AZ), bienestarina (BT), harina de maiz (Zea mays L) (MZ), harina de
soya (SY), salvado de trigo (ST), harina de trigo integral (T1), harina de maiz pinto (MP), harina
de siete granos (SG) y harina de maiz amarillo (MA).

Posteriormente en matraces de 250mL, 62 mL de medio de cultivo con la composicion de sales
siguiente: NaNOs; 80 mg/L, MgS0..7H,O 20 mg/L, KH2POs 30 mg/L, KCI 10 mg/L, fueron
suplementados con 30g/L de las harinas de las doce FC. Se ajusté el pH a 5.6 + 0.1y se esteriliz6 en
autoclave a 15 psi y 121 °C por 15 minutos. Como inéculo se utilizaron discos de 1 cm de diametro
con micelio y agar. Los matraces se llevaron a un agitador orbital a 100 rpm, durante 9 dias a 25 °C
+ 1.

1.2.2. Determinacion de la biomasa

La determinacion de la cantidad de biomasa obtenida en cada ensayo se realizé filtrando con un
tamiz de malla N°35 y lavando con agua destilada. Posteriormente sobre una caja de Petri se deposito
la biomasa que fue posteriormente cubierta con papel parafilm, y llevada a sequedad en un horno
de conveccion a 70°C hasta peso constante. Los pesos fueron registrados y se tomé como unidad

experimental el promedio obtenido de la biomasa de los erlenmeyers con igual tratamiento. Estos



36 Capitulo 1

ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de Antioquia, por

triplicado y en dias diferentes.

1.2.3. Andlisis bromatoldgico de las fuentes de carbono

El contenido de C y N se calculé en un equipo Thermo FLASH 2000 Organic Elemental Analyzer.
Los lipidos, cenizas y materia seca se determinaron siguiendo las normas AOAC (81). En cuanto a
los carbohidratos fueron extraidos con agua caliente y el extracto acuoso posteriormente enfriado en
nevera y precipitado con etanol frio, expresando su contenido como el porcentaje en base seca (82).

1.2.4. Andlisis estadistico
Los datos experimentales fueron sujetos a un analisis multivariante con el programa Statgraphics

5.1, con base en los resultados de los triplicados realizados para cada caso.

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del uso de las diferentes harinas de cereales, que en adelante se denotaran como FC, sobre
la produccién de biomasa se encuentra representado en la figura 1-2. De su analisis se deduce que el
comportamiento es similar para P. djamor y P. ostreatus el ser cultivadas con salvado de trigo,
obteniendo los valores mas bajos de biomasa, que para el caso del P. pulmonarius se produce con la
harina de arroz. La FC mas eficiente, en términos de esta variable, es el maiz pinto para las tres
especies, acompafiado por las harinas de maiz, maiz amarillo y arroz para el caso del P. ostreatus.
Las diferencias mas notorias entre especies se evidencian en el comportamiento usando la harina de
arroz, con la que la produccién de biomasa es la mas baja para P. pulmonarius, la intermedia para
P. djamor y la mas alta para el caso del P. ostreatus. El efecto mas marcado del cambio de las harinas
se observa para la especie P. pulmonarius que genera, en términos estadisticos, seis grupos
homogéneos diferentes, mientras que para el caso del P. ostreatus y del P. djamor son cinco y cuatro

grupos respectivamente.

De igual forma del analisis de la figura 1-2, se puede concluir que en términos generales la especie
ostreatus, independiente del medio de cultivo, es la que produce la mayor cantidad de biomasa,
seguida por la djamor y por ultimo la pulmonarius. Al realizar las comparaciones multiples entre las
doce harinas y las tres especies, la menor produccion micelial se consigue con el P. pulmonarius
cultivado con harina de arroz y las mayores cantidades con el P. ostreatus empleando las harinas de

arroz, maiz, maiz amarillo, maiz pinto y con P. djamor en esta Ultima.
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Figura 1-2: Produccion de biomasa de las tres especies de Pleurotus con las diferentes fuentes de carbono *.

d
20 - e d fT

Biomasa (g/L)

Ln
1

CB AV TR AZ BT MZ SY ST TI MP SG  MA

* Datos suministrados por el Grupo de investigacién en Biotecnologia. Universidad de
Antioquia (1).

Pleurotus ostreatus m P. pulmonarius m P. djamor

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo. Los resultados son dados después de
comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan seguidos por una letra de la a la f basados en diferencias estadisticas.
Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
Comparando estos resultados con los reportes gue se encuentran en literatura para especies de este
mismo género, Stanley en el 2010, empleando granos de trigo, de maiz blanco y maiz amarillo como
soportes para obtener semilla de P. tuber regium y pulmonarius reporta que para las dos especies,
tanto la extensién micelial como el peso de micelio fresco son mayores con maiz blanco, seguido
por el maiz amarillo y en menor proporcion el trigo (83). Este comportamiento es concordante con
la tendencia observada para los Pleurotus estudiados. Asi mismo, Lomberh et. al. en el 2002,
emplearon cerca de 70 cepas de 20 especies de hongos comestibles y medicinales, con el objetivo
de evaluar diferentes condiciones de cultivo, entre las que se encontraba la composicién del medio.
Dentro de los hongos estudiados se encuentran tres especies de Pleurotus (dryinus, eryngii y
ostreatus), con medios que contenian el producto de la decoccién de trigo y avena después de ser
filtrados, evaluando el tiempo Gptimo para la obtencién de indculo. Los resultados mostraron que el

efecto que produce la FC es dependiente de la especie y de la cepa utilizada (84).

En lo que respecta al empleo de este tipo de FC para la produccién de hongos de otros géneros, mas
especificamente Ganoderma lucidum, la mayor eficiencia se obtiene con harina de cebada
(17,12g/L) que para el caso de las especies de Pleurotus, a pesar de estar en un rango cercano (16,55-
17,50g/L), no es ésta la FC mas eficiente. Caso contrario ocurre con la harina de maiz en la que para
ostreatus y djamor esta dentro de las FC més eficientes, con promedios de produccion de biomasa

entre 18,07 y 20,17g/L, mientras que para el Ganoderma se reportan valores bajos (1,280g/L) (4).
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La comparacion de lo encontrado en el presente estudio con los reportes antes descritos, lleva a la
conclusion de que, ademas de haber una diferenciacion entre especies, el comportamiento en
términos de produccion de biomasa, es dependiente del género, lo cual es 16gico teniendo en cuenta
gue cada organismo tiene una forma particular en su biosintesis al ser cultivado en diferentes medios,
ya que su desarrollo depende de aspectos como su contenido enzimatico, que a la vez limita o
extiende la composicién y la variedad de los mismos que puedan ser empleados para su obtencidn.
En el caso del género Pleurotus se sabe que tienen un alto contenido de enzimas con gran variabilidad
estructural, por lo que son catalogados como los macromicetos en cuya obtencion se puede emplear
el mayor nimero de sustratos, con aprovechamiento méximo de los mismos. Esta particularidad
permite explicar las altas producciones de biomasa obtenidas aqui cuando se comparan con lo

realizado para Ganoderma lucidum, empleando la misma composicion de los medios de cultivo.

Otro aspecto importante que se debe analizar es si las diferencias en la produccion de biomasa estan
directamente relacionadas con la composicion de las FC. En primer lugar, de los resultados del
analisis proximal (Figura 1-4) se pone de manifiesto que hay diferencias notorias entre las FC, siendo
las mas significativas las correspondientes al contenido de carbono y al de carbohidratos. Las harinas
de cereales empleadas en esta investigacion se desempefian como aportantes de C y N,
mayoritariamente del primero de estos elementos (39,42% — 42,63%) que del segundo (1,37% -
5,27%), razén por la que la denominacién de FC es apropiada. En cuanto a la relacién C/N, datos
gue son reportados por primera vez para todas las FC empleadas, ésta oscila entre 8,84 + 0,04 para
la harina de soya y 28,72 + 0,01 para la harina de arroz. Las diferentes investigaciones reportadas
sobre este topico demostraron que del rango de valores en que se encuentre esta relacién dependen
variables como la produccion de biomasa (85-87), de metabolitos secundarios (88), de enzimas (89,

90), de polisacaridos (34, 39, 91, 92) e incluso incide en la lipogénesis (93).

Con respecto al porcentaje de grasas cabe indicar que en general los cereales tienen cantidades
relativamente pequefias de lipidos comparados con otros alimentos. Para las FC utilizadas las
diferencias entre estos contenidos fluctian entre 0196% + 0,001 para la harina de cebada hasta
16,794 + 0,140 para la harina de soya, datos que en su mayoria se encuentran dentro del rango
reportado en literatura (2,1%-18,1%) (94).
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Figura 1-3: Analisis proximal de las fuentes de carbono empleadas en la FEL.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo. Los resultados son dados después de
comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan seguidos por una letra de la a la k basados en diferencias estadisticas.
Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
En lo referente a la cantidad de N de las FC empleadas en este estudio los valores encontrados van
desde 1,37 + 0,13 para la harina de arroz hasta 5,28 + 0,02 para la harina de soya, correspondiente a
contenidos proteicos del 8,6% y 33,0% respectivamente, valores que se encuentran dentro del rango
reportado en literatura (7,4%-36,%) (94). Al igual que en el caso del contenido graso, la tendencia
para las FC concuerda con los valores de literatura, clasificando a la soya y a todos sus subproductos

como una fuente proteica ideal (95).

Con relacidn al contenido de carbohidratos su variacion se encuentra dentro de un rango mas amplio
que en los casos anteriores, abarcando desde 12,5% + 0,3 para la harina de soya hasta 39,6 + 0,1
para la bienestarina, valores que estan por debajo de lo esperado con base en los reportes de literatura
(50-80%), pero que se puede explicar por las diferencias metodoldgicas empleadas en las
determinaciones. En este estudio el calculo se hizo con base en el porcentaje del material precipitado
con etanol, que corresponde Gnicamente a mono Yy oligosacaridos, mientras que para los datos

reportados generalmente se emplea una técnica analitica que implica la determinacion de todos los
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carbohidratos, incluidos polisacaridos y carbohidratos indigeribles (96, 97). Sin embargo, los valores
relativos del contenido de carbohidratos concuerdan con los resultados obtenidos por Barikmo et. al,
(arroz > trigo > maiz), y por ende los datos, a pesar de las diferencias con literatura, son Utiles para
hacer los analisis posteriores de la posible incidencia que la concentracion de estos compuestos en

la FC presente sobre la produccién de los metabolitos en los Pleurotus.

Finalmente los contenidos de cenizas se encuentran en un rango entre 0,708 + 0,053 y 5,871 + 0,009
y el de materia seca entre 88,74 + 0,15 y 95,23 + 0,16 siendo los limites superiores correspondientes
a las harinas de soya y de siete granos respectivamente.

El efecto de la composicion proximal sobre la produccion de biomasa, esta representado en la figura
1-4. El %C influye en la cantidad de biomasa obtenida. La mayor produccion para las tres especies
es la obtenida empleando maiz pinto que contiene un %C de valor intermedio (41,2%). Sin embargo,
pequefios cambios afectan de forma dréstica la eficiencia del proceso, ya que el empleo de salvado
de trigo, que presenta contenidos de carbono cercanos (41,5%), genera una reduccién apreciable en
la produccion de biomasa que decrece valores entre el 33,5% y el 39,1%. No obstante, el efecto de
esta variable no es general con producciones de biomasa muy cercanas empleando FC que tienen
valores estadisticamente diferentes en el %C, como es el caso de arroz y salvado de trigo para
pulmonarius, arroz y maiz amarillo para ostreatus y maiz y siete granos para djamor. La incidencia
del contenido de N en la obtencidn de biomasa en las especies estudiadas no permite establecer una
relacién directa, ni una tendencia clara de su comportamiento. Rizki et. al (69) reportaron que altos
contenidos de N como los presentes en la harina de soya y la bienestarina producen inhibicion en el
crecimiento de Pleurotus ostreatus (87), resultados que contrastan con lo encontrado en esta
investigacion y cuyas diferencias se pueden deber a que estos comportamientos son dependientes
tanto del género como de la especie y de las cepas estudiadas.

Del andlisis de la grafica en donde se representa la relacion C/N de las FC y la produccion de
biomasa, se puede inferir que no hay una relacion directa entre ellas. De una forma generalizada y
sin observar a fondo las particularidades de cada caso, aparentemente la relacion C/N de 23,60 +
0,19 del maiz pinto favorece la produccién de biomasa en las tres especies. Sin embargo, del analisis
estadistico de esta relacion (Figural-3), se establecio que no hay diferencias significativas entre los
valores calculados para maiz pinto, maiz amarillo y maiz, por lo que se esperarian comportamientos
similares con respecto a la eficiencia en la produccion de los micelios. Estos resultados conducen a
la conclusion de que la produccion de biomasa para las especies pulmonarius y djamor es afectada

por pequefias variaciones en esta relacion. Este tipo de comportamientos, en donde no se puede
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establecer una relacion directa C/N vs produccion de biomasa, ya ha sido reportada por otros autores

especificamente en el género Pleurotus usando como FC glucosa (47).

El contenido de grasas, carbohidratos, materia seca y cenizas de las FC no ejercen una influencia

directa sobre la produccion de biomasa en ninguna de las tres especies empleadas en este estudio.

Figura 1-4: Efecto de la composicion de las FC sobre la produccién de biomasa de Pleurotus obtenidos por FEL.
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trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

La comparacion de lo aqui expuesto permite determinar que la efectividad de las FC no
convencionales como componentes del medio de cultivo para la produccién de biomasa de Pleurotus
por FEL, puede ser catalogada como alta, debido a que las cantidades obtenidas son, en la mayoria
de los casos, superiores a las reportadas en literatura. A modo de ilustracion se puede hacer referencia
al estudio de Smiderle et. al en el 2012, quienes usaron diferentes carbohidratos para la produccion
de micelio de P. pulmonarius con lo que se generan valores de 0,94g/L con arabinosa y de 9,07¢/l
cuando se emplea glucosa como FC (74). Asi mismo, otras investigaciones reportan cantidades de
10,7g/L para el P. dryinus con glicerol como FC (49), de 4,5 a 9,1g/L para P. tuber-regium
cambiando la relacién C/N con diferentes proporciones de glucosa (47) y entre 7,60 y 13,5g/L con
la misma especie variando el tipo de la FC y de la FN (46). Hasta el presente s6lo el estudio de
Papaspyridia et.al. del 2010, en el que se trabajé con Pleurotus ostreatus, reporta producciones mas
altas que las determinadas en la presente investigacion, las cuales varian entre 2,5 y 23.7 g/L
dependiendo del tiempo del cultivo y utilizando xilosa como FC en una proporcion de 60g/L,
cantidad que corresponde al doble de la cantidad de la FC empleada en la presente investigacion. En
dicho reporte se resalta el hecho de que después del dia 6, en el que se obtiene la méaxima produccion
de biomasa, se presenta un fendmeno de aut6lisis del micelio con reducciones cercanas al 50% en el
dia 7 del cultivo. Si bien la produccion de biomasa reportada por los autores antes mencionados es
superior a la encontrada en este estudio, la utilizacion de FC no convencionales sigue siendo una
mejor opcién, no s6lo por requerirse menor cantidad de ellas (reduccién de costos) sino por la
ausencia de autolisis, lo que posiblemente conlleve a una muy poca produccion de los metabolitos
secundarios, los que tienen su mayor biosintesis en la fase estacionaria y por ende en una disminucion

del valor nutricettico del hongo. La no observacion de la autolisis durante la FEL de los hongos
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plantea la importancia de realizar el estudio de la cinética de crecimiento de las tres especies de

Pleurotus utilizando los medios de cultivos no convencionales evaluados.

Todo lo anterior, sumado al hecho de que las fuentes de carbono empleadas son de facil consecucion,
poseedoras de los requerimientos basicos para el crecimiento del hongo, de bajo precio, y que las
mismas han conllevado a reducciones en el costo de la FEL, comparado con medios de cultivo
convencionales (36), cataloga al empleo de estas fuentes de carbono en procesos fermentativos como

una excelente alternativa para la obtencion de micelio de Pleurotus.

1.4. CONCLUSIONES

- De los resultados obtenidos se puede concluir que la produccién de biomasa de las tres
especies de Pleurotus estudiadas, es dependiente tanto de la especie como de la fuente de
carbono empleada para su cultivo.

- Laespecie que genera la mayor cantidad de biomasa, independientemente de la FC utilizada,
es la ostreatus, seguida por djamor y por ultimo pulmonarius.

- El salvado de trigo y el trigo son las fuentes de carbono menos eficientes en términos de
produccién de biomasa para las tres especies.

- La mayor produccion de biomasa para las especies ostreatus y djamor se obtienen
empleando como fuente de carbono las harinas de maiz (MZ, MP y MA).

- La especie pulmonarius cultivada con maiz y maiz amarillo presenta una produccion de
biomasa intermedia con relacion a las demés fuentes de carbono.

- Si bien el andlisis bromatoldgico de las FC, arroj6 diferencias notorias entre los contenidos
de nitrogeno, relacion C/N, cenizas, grasa, materia seca, carbono y carbohidratos no se
evidencié una incidencia directa ni generalizada entre estas caracteristicas y la produccion
de biomasa.

- Las cantidades de biomasa obtenidas empleando las fuentes de carbono no convencionales
son, en la mayoria de los casos, superiores a las reportadas en literatura independientemente
del tipo de la fuente de carbono, hecho que las posiciona con un excelente potencial en la

produccion biotecnoldgica de Pleurotus.



CAPITULO 2. INCIDENCIA DEL EMPLEO DE
CEREALES Y LEGUMINOSAS EN LA
PRODUCCION FUNGICA DE COMPUESTOS
TRITERPENOIDALES



Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el
potencial como nutriceltico de tres especies del género Pleurotus

45

Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

AV
AZ
B

N

BP

BT

CB
CCD
CG-EM

EM
EPS
FC
FEL
FES
HC

IPS
IR
LB
MA
MP
MZ
RMN
SG
ST
SY
Tl
TIC
tr
TR

Harina de avena

Harina de arroz

Extractos en AcOEt de los productos provenientes de la de la hidrolisis a pH
béasico

Extractos en AcOEt de los productos obtenidos de la hidroélisis a pH neutro
Blancos del proceso

Bienestarina

Harina de cebada

Cromatografia en capa delgada
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Extractos en AcOEt de los medios agotados
Espectrometria de masas

Exopolisacéridos

Fuente de carbén

Fermentacion en estado liquido
Fermentacion en estado sélido

Harina de cereal

Extractos en AcOEt de los micelios
Intrapolisacaridos

Infrarrojo

Liebermann-Burchard

Harina de maiz amarillo

Harina de maiz pinto

Harina de maiz

Resonancia Magnética Nuclear

Harina de siete granos

Salvado de trigo

Harina de soya

Harina de trigo integral

Total lon Chromatogram

Tiempo de retencién

Harina de trigo



46 Capitulo 2

2.1. ANTECEDENTES

La composicion quimica de los hongos depende de diferentes variables entre las que se encuentran
la especie estudiada, la clase y las condiciones de cultivo (2, 98), entre otras. Dentro de los
constituyentes quimicos aislados de hongos estan ciertos compuestos que, por sus cualidades
nutricionales o de actividad biol6gica, han despertado el interés de la comunidad cientifica,
aumentando de forma exponencial el nimero de estudios de las especies pertenecientes al reino
Fungi. En especial el interés se ha centrado en los macromicetos, dado que pueden ser obtenidos a
través de procesos fermentativos, metodologia que permite optimizar la produccion de biomasa y de
bioactivos como es el caso de los polisacaridos, &cidos ganodéricos, triterpenoides en general y
enzimas (99).

Los triterpenoides son un amplio grupo de productos naturales derivados de precursores C30. Se
conocen cerca de 200 esqueletos diferentes, provenientes de fuentes naturales o de reacciones
enzimaticas, con estructuras generadas por la ciclacion del escualeno, el oxidosqualeno o el bis-
oxidoscualeno, llevando a la formacion de esteroles, ceto esteroles, esteroides y saponinas
esteroidales (100). Se destacan por sus actividades bioldgicas y las propiedades medicinales que
confieren a los basidiomicetos (101), dentro de las que cuentan actividad hipocolesterolémica (102,
103), antibidtica (104), antiinflamatoria (105, 106), antifungica, antitumoral (107) e insecticida (108)
por citar algunas. Estos metabolitos son catalogados como uno de los mas abundantes en
macromicetos, lo que hace que su estudio quimico y la determinacion de la influencia que la

composicién del medio de cultivo tiene en su produccion, sea un tema de investigacion prioritario.

2.1.1. Generalidades de los metabolitos fungicos

Los hongos superiores se reconocen como fabricas productoras de diversos compuestos bioactivos.
Sus metabolitos poseen caracteristicas similares en su estructura quimica a algunos farmacos, lo que
les permite catalogarse como una “biblioteca importante de compuestos naturales” en cuanto al
descubrimiento de nuevos medicamentos (30). En general, la semejanza farmaco - metabolitos
secundarios fungicos incluye principalmente las siguientes similitudes: su peso molecular esta en el
intervalo de 150-1,000 Da; los metabolitos por lo general contienen C, H, O y N, incluso S, P, Cl,
Br, y F; su estructura quimica posee algunos grupos funcionales importantes tales como hidroxilo,
carboxilo, carbonilo, amino, etc, que pueden proporcionar puntos multi farmacdforos; sus
propiedades moleculares tales como la masa molecular relativa, el valor de log P y el nimero de

uniones donor - receptor de hidrégeno satisfacen las normas de farmaco-semejanza.
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Segun datos estadisticos, desde 1980 el nimero total de metabolitos secundarios microbianos,
reconocidos por su bioactividad, se ha duplicado cada 10 afios. Como se muestra en la figura 2-1 de
cerca de 22.000 clases de estos metabolitos mas del 38% (aproximadamente 8.600) son de origen
fangico. El conocimiento actual de estos compuestos de origen microbiano ha permitido dividirlos
en 20 grupos principales de acuerdo con sus estructuras quimicas, es asi como dentro de ellos se
cuentan compuestos heterociclicos, policétidos, esteroles, terpenos, carbohidratos, entre otros (109),
que asu vez le otorgan a los hongos actividades tales como antibacteriales, antifngicas, antivirales,
inmunomoduladoras, antitumorales, adyuvantes de las terapias tumorales, citostaticas,
inmunosupresoras, antialérgicas, antiaterogénicas, antioxidantes, hipoglicémicas, antiinflamatorias

y hepatoprotectoras (105).

Figura 2-1: Namero aproximado de metabolitos secundarios conocidos de origen microbiano (109).
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Con el descubrimiento de la penicilina (1929) los hongos micromicetos fueron catalogados durante
varias décadas como ricas fuentes de antibidticos naturales y de otros compuestos bioactivos. Sin
embargo, hoy en dia se sabe que las moléculas constituyentes de los organelos celulares de los
macromicetos, también producen dentro de sus metabolitos componentes conocidos por sus
excelentes acciones bioldgicas. Un reciente estudio sobre los metabolitos fingicos, el cual se enfocd

en 1.500 compuestos que han sido aislados y caracterizados entre 1993 y 2001, mostré que mas de



48 Capitulo 2

la mitad de estas moléculas tienen actividad antibacterial, antifingica o antitumoral (110). Estos
compuestos se han aislado de los cuerpos fructiferos, del micelio, de las esporas y mas recientemente

de algunos de los medios de cultivo (111).

2.1.2. Triterpenoides fangicos

El metabolismo secundario de los basidiomicetos es rico en terpenoides, muchos de los cuales poseen
estructuras que hasta ahora solo han sido detectadas en estos organismos y que han demostrado tener
actividad antibiotica, destacandose sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos (105, 112). Los
terpenoides forman una gran familia estructuralmente diversa de productos naturales derivados a
partir de unidades de isopreno (Cs) unidos cabeza-cola y se clasifican como hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (Caio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cz), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cag) ¥
tetraterpenos (Cao) (100).

Dentro del grupo de los terpenos estan los triterpenos y triterpenoides, compuestos ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y en el reino fungi, que se pueden encontrar como glicésidos, ésteres
o0 en forma libre (113) En sélo el género Ganoderma se ha reportado el aislamiento de méas de 130
triterpenoides (30), tanto en cuerpos fructiferos como en micelios, incluyendo &cidos ganodéricos,
acidos ganoderénicos, acidos ganolucidicos, acidos lucidénicos, ganoderioles, ganoderales, entre
otros (114)

Estos metabolitos secundarios forman parte de los componentes grasos, generalmente derivados del
ergosterol, que han recibido considerable atencion por los excelentes resultados presentados en las

pruebas farmacoldgicas a que han sido sometidos (115).

2.1.3. Estudios previos realizados por el grupo de Quimica de Hongos Macromicetos
Relacionado con los metabolitos secundarios de tipo triterpenoidal presentes en las especies del
género Pleurotus, se han adelantado en el grupo de investigacion de Quimica de Hongos
Macromicetos dos trabajos. En el primero de ellos se estudiaron las fructificaciones de P. sajor-caju
cultivado sobre pulpa de café, determinando un triterpeno (l), siete esteroles (lI-VIII), y dos
cetoesteroles (VI y VIII) (Figura 2-2) (116).

Asi mismo, con la ayuda de IR, RMN!H y EM, se determind la presencia de cafeina en el extracto,
resultado que evidencid la singularidad de esta seta al incorporar dicho producto a partir del sustrato

sobre el que se cultivo (117).
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Figura 2-2: Compuestos triterpenoidales aislados de Pleurotus sajor-caju cultivado sobre pulpa de café (116).
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X. R=0 A4,6,15(16),22

En el segundo trabajo se determind el efecto que sobre el valor nutricional y la produccion de
triterpenoides produce el empleo como sustratos en el cultivo tradicional por FES de Pleurotus, de
residuos de la industria agricola. En términos del valor nutricional, la especie sajor-caju cultivada
sobre residuos de la industria cafetera y el P. ostreatus cultivado en una mezcla de salvado, aserrin,
CaCO0s, viruta y melaza, presentaron los valores mas altos, convirtiendo asi a estos sustratos en una
excelente opcién para obtener un producto alimenticio de buena calidad. ElI P. pulmonarius en
términos generales no tiene propiedades nutricionales altas. En cuanto al empleo de la céscara de
cacao como parte de la composicion del sustrato, éste no aporta beneficios notorios (118).
Respecto a los triterpenoides su presencia también se ve afectada por el sustrato empleado para el
cultivo. La especie P. ostreatus tiene un mayor contenido de triterpenoides, seguida por la P.
pulmonarius y finalmente la P. sajor-caju. En el P. ostreatus cultivado sobre una mezcla de cafia,
frijol y céascara de cacao, se determinaron dos triterpenos (I, XI), trece esteroles (11-V, XII-XIX) y
dos cetoesteroides (1X y X). En contraste con esto en el P. ostreatus cultivado sobre mezcla de tallos
y vainas de frijol, capacho, tallos y hojas de maiz, tamo de arroz, cascarilla de arroz y CaCOs, se
encontraron un triterpeno (1), cinco esteroles (1, 1V, V, XV, XX) y un cetoesteroide (X) (Figura 2-
3). De los resultados anteriores se dedujo que el uso de cascara de cacao como sustrato para el cultivo
del P. ostreatus favorecio la biosintesis de compuestos de caracter triterpenoide, en términos de
variedad de este tipo de estructuras (119).

Si bien el cultivo en medio sélido y el tradicional no han perdido vigencia, la necesidad de obtener
mayor contenido de bioactivos en un menor tiempo ha incentivado al desarrollo de algunas
investigaciones encaminadas a la optimizacion de procesos fermentativos para favorecer la

produccioén de estos metabolitos secundarios.
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Figura 2-3: Compuestos triterpenoidales aislados de Pleurotus ostreatus cultivado sobre diferentes residuos agricolas (119,
120).
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Los mecanismos de regulacion de la biosintesis, en términos generales, estan estrechamente
relacionados con los nutrientes en el medio de cultivo y las condiciones bajo las cuales se realiza el
proceso biotecnolégico. La manipulacién de las variables en los bioprocesos permite obtener las
condiciones éptimas para la produccion de los metabolitos fungicos. Sin embargo, la consecucion
de un producto biotecnoldgico con caracteristicas determinadas (mayor produccion de un bioactivo
dado o compuestos con mayor variedad estructural o diferentes actividades biol6gicas) se rige por
una adecuada coordinacion de factores quimicos, fisicos y bioldgicos (121), algunos se detallan
brevemente a continuacidn, con énfasis en FEL en donde el manejo de las variables presenta una

relativa facilidad comparada con FES.

2.1.4. Factores que afectan los procesos fermentativos
Como se habia sefialado en el capitulo anterior, la realizacién de un proceso fermentativo exitoso
requiere del conocimiento de una serie de factores fisicos, quimicos y bioldgicos que deben ser

controlados tal como se muestra en la figura 2-4 (38).

2.1.4.1. Factores fisicos

2.1.4.1.1. Temperatura

La temperatura a la cual se realiza el bioproceso es clave para la fermentacion de cualquier tipo de
organismo. Los macromicetos, al igual que los micromicetos, poseen la habilidad de crecer en la
naturaleza bajo un amplio rango de temperaturas, pero cuando su produccion se realiza mediante
FEL el mas adecuado esta entre 26 °C y 36 °C. Si bien se ha evidenciado que un incremento de la
temperatura puede influir en el aumento del metabolismo del hongo, dicha variacién disminuye la
solubilidad del oxigeno disuelto en el medio, conllevando a que la disponibilidad de éste sea menor

en el interior del caldo o medio de cultivo y por consiguiente el crecimiento y el metabolismo
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disminuirian debido a que los macromicetos son organismos aerobios estrictos y son muy sensibles
a las bajas concentraciones de oxigeno (37). Este pardmetro afecta de manera importante tanto el

crecimiento del hongo como su biosintesis, siendo especie y género-dependiente (39, 122).

Figura 2-4: Factores que influencian el desarrollo de un bioproceso (38).

:

Velocidades de flujo de alimentacion
Espuma
Disefio del fermentador

Factores fisicos: Factores quimicos:
. Temperatura . ngd .
. Presion . alida de gas
. Agitacion 5 . Gas disuelto
. Aireacion < . Composicion del sustrato
. Reologicas/viscosidad 3 Aditivos especiales
L]
L]
L]

Factores biolégicos:
. Biomasa
Inéculo
Morfologia
Tamafio celular
Niveles y distribucién de los
metabolitos intracelulares
Genética
. Tasas metabélicas especificas

2.1.4.1.2. Fuerzas mecanicas

La agitacion permite mantener una distribucion homogeénea en el recipiente de fermentacion, facilita
la transferencia de oxigeno, nutrientes y calor. Aplicar agitaciéon durante una fermentacion puede
crear fuerzas cortantes dafiando la estructura de la célula, generando cambios morfoldgicos, variando
la velocidad de crecimiento y la formacién de los productos. En el caso de los hongos, si es muy
intensa puede partir el micelio y una agitacion muy lenta limita la actividad durante la fermentacién.
Felse et. al afirman que esta variable se establece dependiendo de la resistencia del organismo al
corte, de su estado morfoldgico, de la composicién de los nutrientes y del pH, entre otras factores
(123).

2.1.4.1.3. Contenido de oxigeno

Es uno de los factores de mayor importancia en las fermentaciones aerdbicas. La oxigenacion de la
fuente de carbono y su transformacion en células, productos y CO,, establece una demanda de
oxigeno inicial que se debe satisfacer a través de la aireacion y mezclado del cultivo (109). La
cantidad de oxigeno afecta el crecimiento y la morfologia celular, el consumo de nutrientes y la

biosintesis de metabolitos (124).
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2.1.4.2. Factores biol6gicos

2.1.4.2.1. In6culo

Dentro de los factores que determinan la morfologia y el curso general de una fermentacién fungica,
la cantidad, la edad del inéculo y el tipo (esporas o micelio vegetativo) son de prima importancia. El
uso de micelio presenta ventajas importantes, tales como colonizacion mas rapida y menor tiempo
de incubacion, aumentando la capacidad de competencia del hongo y reduciendo la posibilidad de
colonizacion del sustrato por microorganismos contaminantes. Sin embargo, algunos investigadores
reportan como ideal el uso de suspensiones de esporas, debido a que se reducen costos en la etapa
de propagacion del microorganismo, pero con esta practica se corre el riesgo de una alta variabilidad
genética a consecuencia de los sistemas de reproduccion de los hongos (36). Cuando los hongos son
cultivados por FEL, se presentan diferentes formas morfologicas que van desde filamentos
miceliales dispersos hasta pellets. La forma particular es determinada no solamente por el material
genético de la especie fungica sino también por la naturaleza del in6culo, de los constituyentes del
medio y de las condiciones fisicas del cultivo (122). Sobre el efecto de esta variable en las FES se

profundizara en el capitulo 8.

2.1.4.3. Factores quimicos

2.1.4.3.1. pH

Diversas investigaciones ponen de manifiesto la capacidad de los macromicetos de crecer en un
amplio rango de pH, sin embargo, recomiendan usar un pH de 5 o inferior para evitar la
contaminacién bacteriana. Asimismo, cuando el pH es bajo (pH<4) se incentiva la produccién de
biomasa y el consumo de glucosa, mientras que un pH mas béasico (pH>6) puede estimular la
produccion de exopolisacaridos (37). Esta variable tiene un marcado efecto sobre la velocidad de
crecimiento, el rendimiento del cultivo, el transporte de nutrientes, la solubilidad de los mismos, la
eficiencia de las reacciones enzimaticas, la funcion de la membrana celular, la morfologia y la
estructura celular, el estado idnico de los sustratos, la fijacion de varios nutrientes y la biosintesis de

los productos (125). Sobre el efecto de este factor se profundizara en el capitulo 6.

2.1.4.3.2. Composicion del medio
Esta variable en FEL influye tanto en el crecimiento fungico como en la formacién de distintos
productos. Cerca de trece elementos diferentes son esenciales para el desarrollo de hongos: oxigeno,

carbono, hidrégeno, nitrégeno, fésforo, potasio, azufre, magnesio, manganeso, hierro, zinc y cobre
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entre otros. Los primeros ocho son necesarios en cantidades relativamente altas (macronutrientes) y

los dltimos en pequefias cantidades (micronutrientes) (122).

La mayoria de las fuentes de carbono y energia son azlcares, sin embargo también se utilizan
polisacéridos, aminoécidos, lipidos, acidos organicos, proteinas, alcoholes e hidrocarburos, entre
otros. Se pueden adicionar pequefias cantidades de carbono exdgenas si hay problemas de
crecimiento durante la fermentacion. El nitrégeno puede provenir de sales de amonio, como nitratos
0 de compuestos organicos, como aminoacidos o proteinas. La remolacha o melaza de cafa, el
liquido de maiz, el suero en polvo, la harina de soya y el extracto de levadura son usadas como
materias primas ricas en nitrégeno. Los fosfatos son una fuente conveniente y cominmente utilizada
de fosforo. Ambos desempefian un papel importante en la sobreproduccion de metabolitos y afectan
la morfologia fangica (122).

Con respecto a la relacion C/N, es de vital importancia para el cultivo de macromicetos, dado que
ejerce marcada influencia tanto en el rendimiento de la biomasa obtenida como en la composicion
guimica de los micelios. La mayoria de los reportes relacionados con el tema, se enfocan sobre dos
topicos: eficiencia bioldgica (87, 126) y/o produccion de polisacéridos (74, 109, 127). Smiderle et.
al en el 2012 evaluaron diferentes carbohidratos como fuentes de C manteniendo una relacion
constante C/N de 24:1 para cultivar, por fermentacion sumergida, Pleurotus pulmonarius
concluyendo que tanto la produccion de biomasa como la de EPS varia de acuerdo al carbohidrato

empleado .

2.1.5. Los procesos fermentativos y la obtencién de Triterpenoides

Con respecto a los procesos fermentativos para obtener triterpenoides a partir de hongos
macromicetos, la mayoria de reportes estan relacionados con acidos ganodéricos. El ergosterol, es
el componente triterpenoidal mas comun encontrado en los hongos, aunque existen reportes recientes
de su ausencia en algunas especies (128). Es el esterol principal en las membranas celulares de las
especies del reino y debido a su especificidad para estos organismos, la determinacion de su
contenido ha sido ampliamente utilizada como un indicador de la biomasa fangica, como se
menciono en el capitulo 1. Es comercialmente producido por la fermentacion de cepas de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, razon por la que existe un amplio nimero de investigaciones
encaminadas a la busqueda de procesos para enriquecer su biosintesis en este organismo, que
incluyen la utilizacion de diferentes carbohidratos (129), el efecto de la limitacion de N y el

porcentaje de esporulacion (130), la cantidad de oxigeno disponible (131) y la manipulacion genética
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para la expresion desregulada de los genes envueltos en la biosintesis del esterol, la sobreexpresion
del gen de la esterol C-24(28) reductasa y de la esterol aciltransferasa, asi como el uso de FC no
convencionales de bajo costo como la melaza de cafia, como una combinacién de estrategias
genéticas y biotecnolégicas (132). Dado que las rutas biosintéticas en los micro y macromicetos son
similares, es facil deducir que la produccion de compuestos triterpenoidales puede estar igualmente
determinada por los factores antes mencionados, razén que incentiva a explorar la incidencia que
pueda ejercer el uso de las harinas de cereales y de leguminosas como los componentes principales
del medio de cultivo, sobre la produccién de compuestos triterpenoidales en los productos
biotecnoldgicos obtenidos por FEL de tres especies de Pleurotus.

En la tabla 2-1 se encuentran consignados algunos de los estudios relacionados la obtencion de
triterpenoides mediante fermentaciones en especies pertecientes al reino fungi, junto con la finalidad

de los mismos.

Tabla 2-1: Obtencion de triterpenoides mediante fermentaciones.

TIPO DE
ORGANISMO COMPUESTO OBJETIVO DEL ESTUDIO REF.
Ganoderma lucidum Acidos ganodéricos Efecto del pH y tensién de oxigeno | (133)
disuelto
Efecto de fuentesde Cy N (134)
Suministro de oxigeno (124)
Efecto del tamafio del pellet (135)
Incidencia del pH inicial (125)
Phanerochaete chrysosporium, | Ergosterol Suplementos del sustrato con nitrogeno | (136)
Phlebia radiata, Physisporinus y glucosa
rivulosus, Ceriporiopsis
subvermispora, Gloeophyllum trabeum,
Poria (Postia) placenta,
Phomopsis sp Derivados del oleano | Estudio de los componentes del medio | (137)
de cultivo para su obtencion por FEL
Antrodia camphorata Triterpenoides en | Determinacion de la  actividad | (138)
extracto crudo antioxidante al ser obtenido por FEL
Ganoderma lucidum Perdxido de | Determinacion de citotoxicidad de los | (139)
ergosterilo y peroxido | componentes activos del extracto
de 9,11- | etandlico del micelio obtenido por FEL
dehidroergosterol
Pleurotus ostreatus y cystidus Ergosterol Variacion del contenido en diferentes | (140)
partes de la fructificacion
Hyphomycetes acuético Ergosterol Incidencia de calidad del inéculo, medio | (141)
de crecimiento y agitacion
Agaricus brasiliensis Ergosterol Efecto de diferentes fuentes de C y | (142)
concentracion inicial de azucares
Monascus purpureus Esteroles Variacion de FEL vs FES (143)
Cantharellus), Agaricus bisporus, | Esteroles Determinacion  del contenido de | (144)
Flammulina velutipes, Grifola esteroles en los diferentes macromicetos
frondosa, Morchella spp. Pleurotus
ostreatus, Agaricus bisporus, Lentinus
edodes y Agaricus bisporus
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Continuacion tabla 2-1: Obtencion de triterpenoides mediante fermentaciones.

TIPO DE
ORGANISMO COMPUESTO OBJETIVO DEL ESTUDIO REFERENCIA
Antrodia cinnamomea Triterpenoides Estudiar el efecto de hacer una | (145)
fermentacion sumergida en dos etapas
con elicitacion sobre la produccién de

los metabolitos en bioreactor

Los cereales y las leguminosas de los que provienen las harinas empleadas como FC, asi como sus
subproductos, son considerados como alimentos funcionales y nutraceuticos, debido a que proveen
fibra dietaria, proteinas, energia, minerales, vitaminas y antioxidantes que son requeridos para el
mantenimiento de la salud humana. Son utiles en la prevencién de enfermedades cardiovasculares,
reducen la incidencia de algunos tipos de cancer, asi como la proporcién de absorcion del colesterol,
grasas y regulan la presion arterial. La presencia de estas propiedades potencia el valor de los
productos biotecnoldgicos (micelio mediante posible incorporacion y medio de cultivo agotado por
contenido) obtenidos a través del empleo de FEL de Pleurotus con este tipo de FC, debido a que los
mismos no solo poseerian mayor cualidad nutricedtica, sino que se podrian emplear directamente
sin necesidad de una previa purificacién, lo que desde el punto de vista de aplicacién biotecnoldgica

disminuiria los costos.

2.2. METODOLOGIA
2.2.1. Material fungico
Para esta parte del analisis se empled el material fingico cultivado segun la metodologia descrita en

el capitulo 1 numeral 1.2.1.

2.2.2. Determinacion de las condiciones 6ptimas de extraccién

Con el objetivo de establecer un protocolo eficiente para la extraccion de los metabolitos, tanto del
micelio como del medio agotado, se emplearon disolventes de diferente polaridad (AcOEt, CH,Cl,
y MeOH), se determiné su complejidad por CCD y la composicién de cada extracto por CG-EM
(numeral 2.2.5 y 2.2.6). Luego de seleccionar el disolvente méas apropiado, se empleé el protocolo
descrito en la figura 2-5 con el objetivo de hacer una extraccion selectiva separando los triterpenoides
de las posibles estatinas que pudieran estar presentes.

Este procedimiento se disefié debido a que en el marco de la investigacion interdisciplinaria con el
Grupo de Biotecnologia de la Universidad de Antioquia se debia detectar, como parte del trabajo de

dicho grupo, la presencia de las estatinas empleando sus propiedades antifungicas, para lo que se
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requeria la ausencia de triterpenos y/o acidos grasos que han demostrado presentar también esa
actividad (102, 146-148).

2.2.3. Obtencion de los extractos de Pleurotus

Los productos de la FEL se filtraron separando el micelio del medio agotado. Los medios agotados
se liofilizaron y al igual que los micelios frescos se extrajeron con AcCOEt a temperatura ambiente,
hasta Lieberman Burchard negativo. Los extractos se desecaron con Na,SO, anhidro y se llevaron a
sequedad en un evaporador rotatorio.

2.2.4. Anélisis de la incidencia de la fuente de carbono sobre la composicion de los productos
biotecnoldgicos

La determinacion de la composicion de las harinas se realizo a partir del extracto en AcOEt tanto los
blancos del proceso (BP, harinas con mezcla de sales), como de las harinas (HC), que
posteriormente, al igual que los extractos de los micelios y de los medios agotados de Pleurotus, se

caracterizaron por CG-EM.

La determinacion de las estructuras de los componentes constituyentes de cada extracto, se realizé
mediante comparacion con la base de datos contenida en el software del equipo, asi como con los
analisis del patron de fragmentacion dado por sus espectros de masas. Para el caso particular de los
triterpenoides se tuvieron en cuenta las fragmentaciones tipicas de los nucleos, los reportes de
literatura y la biblioteca del grupo de investigacion. La composicion porcentual del extracto se

determiné por areas relativas a partir de los TIC.

El calculo del contenido de esteroles totales tanto de los extractos de los micelios como de BP y HC,
se realiz6 empleando el método colorimétrico de Lieberman-Burchard (149) a partir de una curva de
calibracion con estigmasterol en un rango de concentraciones entre 0,071 mg/ml y 0,71 mg/ml con
9 niveles. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro marca Varian modelo Cory 50 Con a
640 nm. Los datos experimentales fueron sujetos a un andlisis multivariante con el programa

Statgraphics 5.1, con base en los resultados de los triplicados realizados para cada caso.
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Figura 2-5: Protocolo para la determinacion del efecto de la FC sobre la produccion de los metabolitos de interés.
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2.2.5. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los andlisis por CG-EM se realizaron en un cromatografo marca Hewlett Packard 6890 con las
siguientes caracteristicas: columna capilar HP5 30 m, 0.33 mm de diametro interno y 25 um de
espesor; gas de arrastre Helio 4.5 a 1 ml/min; modo Split 1:10: temperatura desde 90 °C hasta 300
°C a5 °C/min. Este cromatografo, estd acoplado a un espectrémetro de masas 5973 con una fuente
de ionizacién de 70 eV. Se inyectaron 1 pL de soluciones de 2 mg/ml de cada extracto a analizar
disueltos en CH.Cl..

2.2.6. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Fueron realizadas en cromatofolios Al de Silica gel 60F254 Merck® (0.040 mm y 0.060 mm de
diametro de particula), como reveladores universales se emplearon vapores de yodo y luz ultravioleta
(254 nm y 366 nm) y como especifico para esteroles se utilizé una solucién de ZnCl; al 30% en
metanol que fue asperjada sobre las placas el cual produce, después de ser calentadas a 100 °C,

coloraciones azules y verdes como resultado positivo.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Es conocido que la composicion quimica es el factor determinante para el empleo de los hongos
comestibles como alimentos terapéuticos o funcionales, (109, 127), hecho que hace relevante y
pionera esta parte del estudio en el que se pretende establecer el efecto que sobre dicha composicion
tiene el uso de FC no convencionales en la produccién mediante FEL de P. ostreatus, djamor y
pulmonarius. En este capitulo la presentacién de los resultados y su discusion se inicia con la
composicidn tanto general, como especifica para la produccién de triterpenoides presentes en los BP
y HC, para posteriormente enfocarse en la composicién de los micelios y los medios agotados.
Finalmente en capitulos posteriores lo relacionado con las estatinas y otros componentes que son

aportantes al valor nutriceltico de los productos biotecnolégicos.

2.3.1. Determinacion de las condiciones 6ptimas de extraccion de los productos de la FEL

La eleccion de un sistema eficiente de extraccion es la etapa inicial y quizds la mas importante
cuando se realizan estudios de productos naturales. En los reportes de literatura se encuentran
diferentes procedimientos generales con relacidn a la extraccion de metabolitos generados a partir
de FEL como son: tratar unicamente el micelio dejando de lado los caldos de cultivo o viceversa
(150, 151), liofilizar el producto biotecnol6gico completo y posteriormente extraer (152) o separar

el micelio del caldo de cultivo y extraer individualmente los dos productos (153). Para la presente
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investigacion se opto por la ultima opcion con el objetivo de determinar el efecto de cada una de las
variables analizadas sobre la produccién de los intra y los exometabolitos.

Para realizar los estudios preliminares se seleccionaron como disolventes extractantes CHClIy,
AcOEt y MeOH, teniendo en cuenta que tanto los triterpenoides como las estatinas son solubles en
ellos. En la figura 2-6 se pueden observar los cromatogramas de gases para los tres extractos de los
micelios de Pleurotus ostreatus cultivados empleando maiz amarillo como FC. La seleccion de este
prototipo se hizo con base en los siguientes criterios: es la especie que independiente de la FC genera
la mayor cantidad de biomasa (Figura 1-2) y con esta FC hay una alta produccién de micelio y baja
contaminacién durante el proceso fermentativo. Los perfiles cromatograficos muestran las
similitudes entre los extractos obtenidos con CH>Cl, y con AcOEt, en contraste con el empleo de
MeOH, en donde la extraccion es menos eficiente, en términos del nimero de compuestos en general
y especialmente en el rango de tr entre 30 y 40min, en el que eluyen los triterpenoides y las estatinas,
éstas Ultimas en su forma lactonica. Con base en el comportamiento cromatografico se seleccion6
el AcOEt no solo por la eficiencia en la extraccion de los triterpenos sino porque los reportes de

literatura indican altas solubilidades de las estatinas en este disolvente (154).

Figura 2-6: CG de los extractos en diferentes disolventes del micelio de Pleurotus ostreatus cultivado en harina de maiz

amarillo.

A Kooz Arnmadnae

A) CH:CL, B) AcOEt

L= s S == " > Y= Y™ " YR U S w2 Ho | O | EHo | 2 | = | S| S oD

Tic: 110512040

000000

180000 C) MeOH

000000

‘UJJ‘A B e

1000 1500’ Zolbo 2500 =00 3500 4aooo




60 Capitulo 2

Habiendo seleccionado el disolvente méas apropiado se procedio a la obtencidn y posterior analisis
por CG-EM de los extractos de los BP, HC, los micelios y de los caldos de cultivo (medio de cultivo
agotado) de Pleurotus ostreatus con las doce FC, siguiendo la metodologia esquematizada en la
figura 2-5. Con este procedimiento se buscaba una extraccion selectiva para obtener de una forma
independiente los triterpenoides y las estatinas, aprovechando la propiedad de estas Gltimas de ser
hidrolizadas en un 100% a pH baésico, bajo las condiciones previamente establecidas, que seran
detalladas y discutidas en el capitulo 3. La formacion de la sal de las correspondientes formas
hidroxiécidas de las estatinas, facilita la separacion de los triterpenoides mediante extraccién con
AcOEt. La recuperacion de las estatinas se realiza por la neutralizacion del medio, regenerando la
forma hidroxiacida soluble en el disolvente extractante. En el anexo 2A se encuentran los
cromatogramas de los extractos en AcOEt de los micelios (1), de los extractos de los productos
provenientes de la de la hidrdlisis a pH basico (B) y de los extractos de los productos obtenidos de
la hidrolisis a pH neutro (N). En términos generales no hay cambios significativos en los perfiles
cromatogréficos y la mayor cantidad de componentes de tipo triterpenoidal y/o estatinas (tr 30 a 40
min) se encuentran en los micelios. Con base en estos resultados para el P. djamor y el P.

pulmonarius se elimind el paso de la hidrolisis.

2.3.2. Caracterizacion de las harinas

2.3.2.1. Composicién global

La composicion general de las FC fue determinada a partir del andlisis proximal (capitulo 1) y
mediante los estudios por CG-EM de los extractos en AcOEt de los BP y HC. Si bien la composicion
guimica de los cereales varia dependiendo de factores ambientales, hay rangos reportados en
literatura que son usados para comparar los valores encontrados para las FC empleadas y de esta
forma permiten cotejar con respecto a reportes similares, la incidencia que los contenidos de estos
compuestos presenten en la produccion de los metabolitos secundarios en Pleurotus, cuando las

harinas de dichos cereales se emplean en la produccion biotecnolégica del hongo.

Para tener la certeza de determinar qué compuestos son producidos por los hongos durante la
fermentacion y descartar la incorporacion desde el medio de cultivo, se realiz6 el mismo
procedimiento de extraccion y caracterizacion por CG-EM con los BP y HC, estos resultados son
presentados y catalogados por grupos funcionales en la figura 2-7. Los componentes mas comunes
en las harinas son los triterpenoides y los ésteres (83% de las harinas), seguidos por los aldehidos
(50% de las harinas), con contenidos que van entre el 0,6% al 18,3% y el 2,7% al 32,9% para los

primeros y el 0,5% y 38,2% para los segundos. Un resultado atipico es el observado para la
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bienestarina, que al ser una mezcla de harinas de cereales, deberia tener una composicién similar a
aquellas harinas que la conforman (arroz, maiz y soya). Sin embargo, la no aparicién de los
componentes esperados (acidos grasos, triterpenoides, aldehidos) puede ser atribuida a que algunos
de los otros compuestos adicionales a las harinas y que se agregan a la bienestarina para aumentar
su valor nutricional, pueden presentar una solubilidad parcial en el AcOEt los cuales, posterior a la
evaporacion, dificultaban la disolucion en diclorometano, disolvente empleado para la inyeccion en
el cromatografo de gases, por la presencia de un precipitado. Se podria hipotetizar que el precipitado
formado engloba parte de los compuestos extraidos inicialmente. Si bien uno de los constituyentes
de la bienestarina es la harina de arroz, que presenta un 85% de acidos grasos, no se conoce en qué
proporcion la misma esta presente. Partiendo del contenido de grasa tanto determinado en este
trabajo por analisis proximal, como el reportado por el ICBF (3%), la proporcién de la harina de
arroz debe ser muy baja, consideracion que permite inferir que la cantidad de &cidos grasos presentes

en esta harina debe ser minima.

Figura 2-7: Comparacion de la composicion porcentual de los extractos en AcOEt de los blancos del proceso y de las
harinas de cereales para cada una de las fuentes de carbono empleadas.

WAcidos WEsteres WAldehidos ® Triterpenoides = Otros

BP Blancos del proceso HC Harinas de cereales

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

2.3.2.2. Compuestos triterpenoidales

De reportes en literatura se sabe que uno de los componentes méas valiosos de los cereales, que
sumado a sus cualidades nutricionales les da un valor agregado, son los denominados fitoesteroles,
término colectivo empleado para esteroles de plantas. En estas matrices se encuentran como esteroles
libres, esteres de acidos grasos o de acidos fendlicos, esteril glicésidos y glicésidos esteril acilados

y sus niveles varian tanto entre los diferentes cereales como en las partes del nicleo (155, 156).



62 Capitulo 2

Para este estudio se calculé el contenido total de esteroles presentes en las harinas por el método de
Lieberman-Burchard (LB) (Figura 2-8) y se determinaron las estructuras de los componentes
triterpenoidales, con base en el analisis del patrén de fragmentacion dado por sus espectros de masas
(Anexo 2D), asi como por la presencia de los picos diagndsticos (Tablas 2-2 y 2-3) y por
comparacion con los reportes de literatura. El estigmast-5-en-3-ol (1) més conocido como sitosterol
es el mas comln de los esteroles presentes en las harinas de cereales, hecho que coincide con lo
reportado en literatura (157, 158), asi como la generalidad de que la harina de avena y sus
subproductos tienen contenidos menores de este grupo de compuestos con relacion a los derivados
del trigo (ST y TR) (158, 159). Los esteroles restantes ya han sido reportados por otros investigadores
como componentes minoritarios de las FC utilizadas (156, 157, 160).

Figura 2-8: Contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt de los blancos del proceso y en las harinas
de cereales.
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BP Blancos del proceso ® HC Harinas de cereales W

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo. Los resultados son dados después de
comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan seguidos por una letra de la a la i basados en diferencias estadisticas.
Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
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Tabla 2-2: Fragmentaciones caracteristicas en espectrometria de masas para los compuestos determinados en los blancos

de las FC.

NUMERO

COMPUESTO

M+

FRAGMENTOS CARACTERISTICOS

Estigmast-5-en-3-ol

414

399 (M*-CHg), 396 (M*- H20), 381 (M*-CHs-H20), 273 (M*-CL),
255 (M*-CL-H20), 246 (M*-Fision anillo D), 213 (M*-Fision anillo
D-H20-CHBa), 163 (M*-Fision anillo C-CHs), 145 (M*-Fision anillo
C-H20-CHs).

Ergost-5-en-3-ol

400

382 (M*-H20), 315 (M*-CeHa13), 367 (M*-H20-CHs), 273 (M*-CL),
213 (M*-H20-CHs-Fision anillo D).

Estigmast-5,22-dien-3-ol

412

394 (M*-H,0), 327 (M*-CeH13), 369 (M*-CsH7), 351 (369-H:0),
300 (M*-CgHs), 255 (M*-CL-H;0), 213 (M*-Fision anillo D-H20-
CHg), 159, 145.

Estigmast-3,5-dien-7-ona

410

395 (M*-CHs3), 269 (M*-CL), 242 (M*-Fision anillo D), 227 (242-
CHs), 174 (M*-Fision anillo C), 159 (-CH), 55, 43, 81.

Estigmast-3-ol

416

401 (M*-CHs), 398 (M*-H20), 383 (M*-CHs-H20), 275 (M*-CL),
273 (M*-CL-2H), 257 (M*-CL-H;0), 233 (M*-Fisi6n anillo D-
CHs), 215 (M*-Fisi6n anillo D-H20), 180, 147.

R

AS
AS
AS,ZZ
A3'5
AO

I R=OH
1. R=OH
R=OH
R=0

R=0OH

C24 - (CH2-CHs)
C24 - (CH3)

C24 - (CH2CHs)
C24 - (CH2CHs)
C24 - (CH2CHs)

Tabla 2-3: Compuestos triterpenoidales determinados en los blancos del proceso y en las harinas.

TRITERPENOIDES (%) @
HARINAS | 1 11 v \Y/

Cebada 1,2 0,9 0,5

Avena 0,6

Trigo 0,3 0,2

Arroz

Bienestarina
BLANCOS  I'\aiz 2.1 0,6
DEL S 6
PROCESO [>%@ : :

Salvado de trigo 6,3 2,0

Trigo integral 10,1

Maiz pinto 12,6

Siete granos 18,3

Maiz amarillo 9,2

Cebada 1,0 0,3 0,1

Avena 3,3 1,1

Trigo

Arroz

Bienestaina

Maiz 4,0 3,3
HARINAS Soya 65

Salvado de trigo 4,0 1,3

Trigo integral 13,4

Maiz pinto 12,3

Siete granos 7,0

Maiz Amarillo

2 Los porcentajes estan calculados por areas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).
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2.3.3. Composicién de los productos biotecnologicos

2.3.3.1. Composicion global

Los anexos 2A, 2B y 2C recopilan los cromatogramas de gases de los extractos en AcOEt de los
micelios y de los medios agotados para las especies Pleurotus ostreatus, P. djamor y P. pulmonarius
respectivamente, obtenidos empleando las 12 FC. En estos cromatogramas se pueden diferenciar
basicamente tres zonas de interés: la primera de ellas entre 0 y 18 min en la que se determinaron una
variedad de estructuras con diferentes grupos funcionales entre los que estan &cidos de bajo peso
molecular, alcoholes, fenoles, compuestos heterociclicos y fosforados; una segunda comprendida
entre 20 y 30 min tg en el cual aparecen los &cidos grasos y sus esteres y finalmente entre 30 y 40
min, zona correspondiente a los compuestos triterpenoidales.

En la figura 2-9 se encuentra la representacion grafica del efecto de las doce FC, sobre los
compuestos determinados, agrupados como &cidos, esteres, aldehidos, triterpenoides y un grupo
heterogéneo denominado “otros”. Del andlisis de dicha figura se puede concluir que,
independientemente de la FC y de la especie del hongo, los compuestos mayoritarios presentes en
los micelios y producidos por los hongos en el mayor numero de FC, son los esteres. Un
comportamiento particular es el que presenta el P. pulmonarius cultivado con harina de soya, ya que
en su micelio no se determinaron ésteres y en contraste los componentes mayoritarios son los &cidos.
Con respecto este Gltimo grupo de compuestos, estan presentes en mayores proporciones en P.
pulmonarius, seguido por el djamor y finalmente el ostreatus, con la peculiaridad de que su

distribucidn es restringida a algunas de las FC empleadas.

En lo referente a los triterpenoides el hongo que los produce en el mayor nimero de FC es el P.
pulmonarius, seguido por el djamor y por ultimo el ostreatus. Del estudio comparativo se ve que
independiente de la especie el empleo de salvado de trigo como FC proporciona las mayores
cantidades de éstos metabolitos. Los componentes clasificados como otros tienen una distribucion
limitada a ciertas FC en ostreatus y djamor, pero para el caso del pulmonarius su presencia esta mas

generalizada.
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Figura 2-9: Comparacion de la composicidn porcentual de los extractos en AcOEt de los micelios y los medios agotados

de P. ostreatus, djamor y pulmonarius obtenidos por FEL con las diferentes FC.

P. ostreatus

%

m

100

%
]

Acidos® , esteres @ |, triterpenoides @, aldehidos ® y otros

| Extractos de los micelios

E Extractos de los medios agotados

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.
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2.3.3.2. Compuestos triterpenoidales

Para el caso particular de este grupo de compuestos, no se identificaron en los medios agotados,
independientemente de las fuentes de carbono y de las especies empleadas, por lo que se descarta la
ocurrencia de procesos de excrecidn por parte de los hongos, particularidad que ya ha sido observada
en el género Ganoderma obtenido mediante FEL (datos sin publicar) y en Rhizopus oligosporus en
proporciones cercanas al 4%, especificamente para el ergosterol (161). De igual forma para el P.
ostreatus, en los extractos de los productos de la hidrolisis bésica y a pH neutro, no se comprobo la
presencia de este grupo de metabolitos (CG-EM Anexo 2A).

La incidencia que tiene el empleo de las FC sobre el contenido total de esteroles presentes en los
micelios, calculado por el método de LB, aparece representada en la figura 2-10. El efecto depende
tanto de la especie como de la FC empleada. El P. pulmonarius supera en cantidad de esteroles
biosintetizada a las demas especies al usar siete de las FC (cebada, avena, trigo, arroz, bienestarina
y maiz); utilizando el P. djamor se generan mayores contenidos al comparar con pulmonarius y
ostreatus, Unicamente con cuatro FC (salvado de trigo, trigo integral, maiz pinto y siete granos) y
finalmente para esta Gltima especie Unicamente con una FC (maiz amarillo) se produce la mayor
cantidad de esteroles.

Figura 2-10: Efecto de la fuente de carbono sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt de
Pleurotus.

Esteroles (%)

CB AV TR AZ BT Mz SY ST Tl MP SG MA

P. ostreatus m P. pulmonarius P.djamor
CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo. Los resultados son dados después de

comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan seguidos por una letra de la a la j basados en diferencias estadisticas.
Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

Relacionado con el efecto de las FC, el uso de salvado de trigo estimula la biosintesis de esteroles

en las tres especies con ciertas particularidades: para la especie de P. djamor es la FC que genera la
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mayor produccion de los metabolitos; en el caso de la especie P. pulmonarius el contenido no tiene
diferencias estadisticamente significativas al emplear salvado de trigo y cebada; para el P. ostreatus
de igual forma no hay diferencias significativas entre las cantidades obtenidas con salvado de trigo
y maiz amarillo.

En busca de una explicacion al efecto de las FC sobre la produccion de los compuestos esterdlicos,
se graficaron cada una de las propiedades determinadas para las harinas (capitulo 1, numeral 1.2.3)
contra la produccion de esteroles (Figura 2-11). En términos generales el contenido de C, N, materia
seca, cenizas, carbohidratos y grasas de las FC, no tienen un efecto directo sobre la produccion de
los compuestos esteroidales para ninguna de las tres especies cultivadas. Relacionado con la
incidencia del contenido de grasas, Nout et. al mencionaron que la biosintesis de ergosterol en
Rhizopus oligosporus obtenido por FES, se favorece al emplear como sustrato semillas de soya,
atribuyendo este resultado al alto contenido de &cidos grasos de este material, los cuales pueden ser
incorporados en la ruta sintética del esterol (161), aseveracion contradictoria con el comportamiento
observado para los Pleurotus cultivados por FEL con harinas ya que, si esto aplicara, se obtendrian

altos contenidos de esteroles con el empleo de soya, avena y maiz pinto.

Figura 2-11: Efecto de las propiedades de las FC sobre el sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos
de los micelios de Pleurotus cultivados por FEL.
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o o
NK8BEZ SO

Esteroles (%)

Esteroles (%0)

=
o o

CB AZ TR
T mz SG BT MA o7
MP aAv %

Grasas (%) ——op

Esteroles (%)

Materia seca (%) —————

P. ostreatus ® P. pulmonarius P.djamor W

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

En cuanto a la relacion C/N, que se ha determinado como una de las variables primordiales a tener
en cuenta cuando se busca fomentar la biosintesis de un compuesto en particular a través de procesos
fermentativos, tampoco se observa una tendencia clara de su efecto sobre la produccion de esteroles.
Es asi como para el caso de las harinas de trigo y de siete granos, las cuales no presentan diferencias
estadisticamente significativas para sus relaciones C/N (Figura 1-3 capitulo 1), se esperaria que la
produccion de esteroles fuera similar, pero para las tres especies de Pleurotus tanto las cantidades
como las estructuras de los compuestos determinados son diferentes, como se vera mas adelante.
Otra evidencia de que no hay una correspondencia entre la relacion C/N y la produccion de este tipo
de metabolitos, es el hecho de que para el pulmonarius el salvado de trigo y cebada, que presentan
valores de C/N diferentes, favorecen la mayor produccion. De igual forma ocurre con salvado de
trigo y maiz amarillo para P. ostreatus y P. djamor.

Hacer una comparacion con lo que esta reportado en literatura resulta una tarea poco Util, si se tiene
en cuenta que los comportamientos son especificos y dependientes del organismo y del metabolito,
como ya ha sido descrito por otros autores (86) y que, adicionalmente, es la primera vez que se

estudian este tipo de compuestos en Pleurotus, empleando harinas de cereales como FC. Relacionado
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con las estructuras de los compuestos triterpenoidales, ademas de los ya enumerados en la tabla 2-2,

fueron determinados con el mismo criterio los descritos en la tabla 2-4 (EM en el Anexo 2D).

Tabla 2-4. Fragmentaciones caracteristicas en espectrometria de masas para los compuestos determinados en los micelios

de Pleurotus cultivados con las diferentes FC.

NUMERO

COMPUESTO

M+

FRAGMENTOS CARACTERISTICOS

VI

Ergost-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol

394

379 (M*-CHs), 376 (M*-H:0), 361 (M*-CHz.-H-0),
269 (M*-CL), 251 (M*-CL-H0), 209 (M*-CHs-
Fision anillo D)

VII

Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno

376

361 ((M*-CHzg), 251 (M*-CL), 235 (M*-CL-CHs-
H), 225 (M*-Fisién anillo D), 209 (M*-Fision
anillo D-CHg), 156 (M*-Fisién anillo C-CHjs), 141
(M*-Fisioén anillo C-CHa).

VI

Ergost-2,5,7,9(11),14,22-hexaeno

374

359 (M*-CHs), 303 (M*-CsHa1), 275 (M*-C7Has),
249 (M*-CoH17), 233 (M*- CgHi7-CHs-H), 217
(M*- CgH17-2CHa-H).

Ergost-5,7,22-trien-3-ol

396

381 (M*-CHs), 378 (M*-H20), 363 (M*-CHs-
H20), 337 - C4Hu1), 271 (M*-CL), 253 (M*-CL-
H20), 229 (M*-Fisién anillo D-H20), 211 (M*-
CHs- Fision anillo D), 159 (M*-Fision anillo C-
H20), 143 (M*-Fisién anillo C- H20- CHz), 128
(M*-Fisi6n anillo C- H20-2CHj).

Ergost-7,22-dien-3-ol

398

383 (M*-CHs), 300 (M*-C7H14-2H), 273 (M*-CL),
271 (M*-CL-2H), 253 (M*- CL-2H-H20), 246
(M*-Fision anillo D), 231 (M*-Fision anillo D),
213 (M*-Fision anillo D-H20), 160 (M*-Fision
anillo C-H20), 145 (M*-Fision anillo C-H20-CHs).

Xl

Estigmast-3-ona

414

399 (M*-CHg), 273 (M*-CL), 246 (M*-Fision
anillo D), 231 (M*-Fision anillo D-CHas), 217 (M*-
CO-H).

X1l

6-Hidroxiestigmast-4-en-3-ona

428

413 (M*-CH3), 410 (M* -H.0), 287 (M*-CL), 245
(M*-Fision anillo D-CsHs), 227 (M*-Fision anillo
D- C3He-H20).

X1

Ergost-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona

392

377 (M*-CHg), 267 (M*-CL), 265 (M*-CL-2H),
293 (M*- CHs-CgH12), 251 (M*-CH3-CsH12-C3Hs),
240 (M*-Fision anillo D), 225 (M*-CL-2H-Fision
anillo D), 223 (M*-CL-2H-Fision anillo D-2H).

X1V

4,4-Dimetilcolest-5,7,14,22-tetraen-3-ol

408

393 (M*-CHs), 390 (M*-H20), 375 (M*-CHs-
H20), 365 (M*-C3Hy), 297 (M*-CL), 281 (M*-CL-
CHs2H), 271 (M*-Fisién anillo D-CHs), 253 (M*-
Fision anillo D-CHs-H20), 191 (M*-Fision anillo
C), 185 (M*-Fisién anillo C-H.0-2H).

XV

Estigmast-4-en-3-ona

412

397 (M*-CHs), 370 (M*-CsHe), 355 (M*- CsHe-
CHs), 314 (M*-CsHe-CH3-CO-CH), 271 (M*-CL),
229 (M*-Fision anillo D), 124.

XVI

Ergost-3-ona

400

385 (M*-CHs), 273 (M*-CL), 246 (M*-Fisién
anillo D), 231 (M*-Fisién anillo D-CHg), 217 (M*-
Fision anillo D-CO-H), 163 (M*-Fision anillo C-
CHa).

XVII

Ergost-4-en-3-ona

398

383 (M*-CHg), 271 (M*-CL), 244 (M*-Fision
anillo D), 229 (M*-Fision anillo D-CHzs), 147 (M*-
Fision anillo C-CzHs), 133 (M*-Fision anillo C-
CH3-CO), 124.

XVIII

Estigmast-4,22-dien-3-ona

410

367 (M*-Isop), 325 (M*-CsH13), 271 (M*-CL), 244
(M*-Fision anillo D), 229 (M*-Fision anillo D-
CHj).
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VI. R=OH  AS79aD.22 C24 - (CHa)
VII. R=H A257901D.22 C24 - (CHa)
VIII. R=H A257901D.1422 C24 - (CHa)
IX. R=OH  AS72 C24 - (CHa)
X. R=OH A2 C24 - (CHa)
Xl. R=0 A° C24 - (CH2CHa)
XIl. R=0 A* C24 - (CH2CHs), C6-OH
XIll. R=0 A4681922 C24 - (CHa)
XIV. R=OH  AS7142 C4 -(CHa)
XV. R=0 A C24 - (CH2CHa)
R XVI. R=0 A° C24 - (CHa)
XVII. R=0 A* C24 - (CHa)
XVI11. R=0 A2 C24 - (CHa)

La mayoria de los triterpenoides ya se han reportado en Pleurotus, en otros basidiomicetos y/o en
liquenes y plantas como se observa en la tabla 2-5. De los diecisiete triterpenoides (Tablas 2-2 y 2-
4) nueve corresponden al nlcleo ergostano, siete al estigmastano y uno al colestano. Con respecto a
la funcionalizacidn se tienen dos triterpenos, ocho esteroles y siete cetonas esteroidales. Cabe en este
punto anotar que en cuanto al Gltimo grupo, del estigmast-3-ona (XI), el estigmast-4-en-3-ona (XV),
el ergostan-3-ona (XV1) y el 4-ergosten-3-ona (XV11) no se encontraron reportes en literatura de su
presencia en hongos, pero existe una hipétesis muy interesante para el caso de las bacterias en las
cuales se observa la formacion de algunas de estas cetonas esteroidales como productos de la
oxidacion de los esteroles. Un caso particular ocurre con el sitosterol que genera la cetona esteroidal
estigmast-4-en-3-ona, por oxidacion del 3B-OH a un grupo oxo, asi como una isomerizacion del
doble enlace del C5 al C4 llevando a la formacion del 4-en-3-ona derivado. Esta reaccion la cataliza
una enzima bifuncional colesterol oxidasa que tienen algunas bacterias no patdgenas, que les permite
utilizar los esteroles como fuente de carbono y otras patégenas que la emplean para infectar a los
macréfagos del huésped, alterando la estructura fisica de las membranas lipidicas debido a la
oxidacion del colesterol al derivado ceto (162). Este derivado del sitosterol es un candidato
promisorio en el tratamiento de desérdenes endocrinos (163). La presencia de esas cetonas
esteroidales en las especies de Pleurotus cultivadas por FEL, lograria abrir el campo a otros estudios
gue profundicen en sus rutas biosintéticas y en la busqueda de las enzimas antes mencionadas que
promueven esta clase de transformaciones, hasta ahora exclusivos de bacterias, lo que podria
determinar si reacciones de esta clase pueden también ocurrir en macrohongos a partir de los

correspondientes esteroles: estigmasterol, ergostanol y ergost-5-en-3-ol.
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Tabla 2-5: Compuestos triterpenoidales determinados en los extractos de los micelios de Pleurotus cultivados por FEL

empleando fuentes de carbono no convencionales.

NUMERO COMPUESTO PREVIAMENTE REF.
REPORTADOS EN:
| Estigmast-5-en-3-ol Laetiporus  sulphureus e (164, 165)
Inonotus obliquus nativos
1 Ergost-5-en-3-ol Pleurotus sajor-caju nativo. (166)
\Y Estigmastanol Pleurotus djamor nativo (167)
Vi Ergost-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol Pleurotus sajor-caju cultivado (116)
por FES
VII Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno Pleurotus sajor-caju cultivado (116)
por FES
VII Ergost-2,5,7,9(11),14,22-hexaeno Suillus luteus y Laetiporus (168, 169)
sulphureus nativos
IX Ergost-5,7,22-trien-3-ol Pleurotus sajor-caju cultivados (116, 144, 166,
por FES y nativos, P. ostreatus 170)
nativos
X Ergost-7,22-dien-3-ol Pleurotus sajor-caju cultivados (116, 144, 166,
por FES y nativos, P. ostreatus 170)
nativos
XI Estigmast-3-ona NR NR
Xl 6-Hidroxiestigmast-4-en-3-ona Plantas y bagazo de cafia (171, 172)
X111 Ergost-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona Pleurotus ostreatus y (116, 173)
Pleurotus sajor-caju cultivados
por FES
X1V 4,4-Dimetilcolest-5,7,14,22-tetraen-3-ol Aphylloporal (174)
XV Estigmast-4-en-3-ona Liquenes, plantas y (163, 175)
Papulaspora immersa H. H.
Hotson
XVI Ergost-3-ona NR NR
XVII Ergost-4-en-3-ona NR NR

NR no hay reportes de su presencia en hongos

Acerca de los compuestos determinados en el micelio de P. ostreatus, en los resultados mostrados
tanto en los cromatogramas del Anexo 2A como en la tabla 2-6, se observa claramente el efecto
producido por los sustratos, posicionando al salvado de trigo como la FC que favorece la produccion
de triterpenoides, tanto en abundancia como en variedad estructural, los cuales alcanzan titulo del
49,0%; seguido del maiz amarillo con un valor del 32,3%, calculados por LB. El estigmast-5-en-3-

ol () es el esterol con aparicion mas generalizada en las FC empleadas.

Tabla 2-6. Influencia de las FC no convencionales en la composicién porcentual de los triterpenoides presentes en el

extracto del micelio de P. ostreatus.

TRITERPENOIDES (%)
| i | v | Vvl VII IX X Xl X | XIV | XV | XVI XVIl | TOTAL
CB NC | NC NC | NC NC NC NC NC
Av | {1 1 0 -
™wy r 1 4t 1 1 +r 1 A A | -
Az | t 1 1 tr 1 1 0 | -
BT | NC NC NC
MZ | NC NC NC
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Continuacion tabla 2-6. Influencia de las FC no convencionales en la composicion porcentual de los triterpenoides

presentes en el extracto del micelio de P. ostreatus.

TRITERPENOIDES (%)
| IV [ VE|VIH] X | X | X | XHE| XIV | XV | XVI | XVII | TOTAL
sy ({0 1 tr 1 1 1 1 1 1 | | =
ST 47 1511120 29 1,4 | 16,0 6,1 119 | 14 49,0
TI NC | NC NC
MP | NC NC NC NC
SG | 12,8 NC 12,8
MA | 83 23129147 |171 32,3

NC: no cuantificable

2 Los porcentajes estan calculados por &reas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

La variacion en la composicion de los extractos de Pleurotus djamor con las diferentes FC empleadas
para su cultivo, se observa en los CG-EM del Anexo 2B y especificamente para los triterpenoides
en latabla 2-7, en la cual se ve claramente que es el salvado de trigo la FC que favorece la biosintesis
de este grupo de bioactivos, con un porcentaje del 52,0% del total de los compuestos determinados
en el extracto, representado por 14 estructuras diferentes. Con relacién al compuesto estigmast-5-

en-3-ol (1), como en el caso anterior, es el triterpenoide de aparicién mas generalizada en las FC

Tabla 2-7: Influencia de las FC no convencionales en la composicion porcentual de los triterpenoides presentes en el

extracto del micelio de P. djamor.

TRITERPENOIDES (%) @
I LV [ VEVIEVIE | IX | X | XE | X | XV | XVI | XV | XV | TOTAL
ce | | ! 0 0 11t 1t 4
Y 2 e A Y A A (N I R
™! ! ! 1! 1! 1 1 1t +r +r 1+ 1r | -
AZ | NC NC
BT NC NC
MZ | 3,8 NC 38
sy | {0 0 0 11t -
ST |57 |14 |17 |19 |NC| NC |33|13|120|97 |52 72| 15 11 52,0
TI 5,1 NC 5.1
MP | 51 NC 5.1
SG | 7.4 NC | NC 7.4
MA | 6,0 | NC | NC 6,0

NC: no cuantificable

2 Los porcentajes estan calculados por areas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.
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En lo concerniente con el P. pulmonarius, de nuevo es el salvado de trigo el que genera una
produccién importante de los bioactivos tanto en términos de cantidad como de variacién estructural;
mientras que al emplear avena y maiz pinto, a pesar de determinar diferentes estructuras, las
cantidades en las que estos se producen son no cuantificables por éareas relativas. Con bienestarina,
trigo integral y siete granos se genera una produccion baja (2,8%-4,1%) y con las harinas de trigo,
arroz y maiz la proporcion es intermedia (6,9%-11,1%), mayoritariamente representada por el
ergosta-5,7,22-trien-3-ol (IX). Finalmente empleando soya y maiz amarillo no se favorece la
produccién de triterpenos (cromatogramas en el Anexo 2D, espectros de masas en el Anexo 2C y
Tabla 2-8).

Tabla 2-8: Influencia de las FC no convencionales en la composicion porcentual de los triterpenoides presentes en el
extracto del micelio de P. pulmonarius.

TRITERPENOIDES?
| VI VII IX X Xl X1l XV XVI TOTAL
CB 24 | 12 1,6 21,7 26,9
AV NC NC NC NC NC NC
TR 15 6,0 7,5
AZ NC 15 9,6 111
BT NC 4,1 4,1
Mz 1,9 1,7 33 6,9
sy (| 0 0 00| e
ST 32 | 15 13 16,3 0,7 52 3,3 3,2 34 38,1
TI 2,8 2,8
MP NC | NC NC NC NC
SG 15 | NC NC 1,5 3,0
MA

NC: no cuantificable

2 Los porcentajes estan calculados por areas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

El triterpenoide comun encontrado en las especies estudiadas es el estigmast-5-en-3-ol (I sitosterol),
que aunque se ha aislado de hongos macromicetos (164), se le conoce como el esterol tipico del reino
plantae y corresponde al triterpenoide mayoritario determinado en la mayoria de las FC empleadas
en este estudio (Tabla 2-3). El ergost-5-en-3-ol (11 campesterol) y el estigmastanol (V sitostanol),
también se han reportado como componentes de algunos cereales como el salvado de arroz, salvado
de trigo, trigo, cascara y salvado de avena y fibra fina de maiz (157, 159, 160), e igualmente fueron
determinados en el producto biotecnolégico, lo que permite considerar la posibilidad de que la
presencia de los mismos en las especies de Pleurotus obtenidas por FEL, corresponda no solamente

a su biosintesis por parte de los hongos sino también a procesos de incorporacion a partir del sustrato,
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fendmeno ya reportado por nuestro grupo en FES para este género (117). En los extractos de los BP
se determind | en todas las FC a excepcion de la harina de arroz y bienestarina, resultado que
soportaria lo propuesto, pero que no permite realizar una generalizacion puesto que en algunos casos,
como ocurre con pulmonarius y djamor cultivados empleando arroz y en ostreatus con bienestarina,
este compuesto parece ser biosintetizado por el hongo. A pesar de estas observaciones, Unicamente
se podrian confirmar los procesos de incorporacion realizando una fermentacion con marcaje del

sitosterol empleado como componente del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos demuestran que hay una incidencia apreciable de la FC empleada para el
cultivo biotecnoldgico en la biosintesis de compuestos triterpenoidales en las tres especies de
Pleurotus, que se refleja tanto en términos de variaciones estructurales como en las cantidades

biosintetizadas por los organismos.

Si bien estudios similares se han realizado en Pleurotus, estos se han centrado en la produccién de
polisacéridos, proteinas, lipidos y biomasa micelial, empleando diferentes carbohidratos como
fuente de carbono , variando el contenido de nitrégeno de los sustratos (87) o evaluando la
produccién de acidos grasos y triterpenos, pero en fructificaciones obtenidas por FES con residuos
de la industria agricola (119). Este es el primer reporte enfocado en la produccion de compuestos
triterpenoidales para este género utilizando en FEL medios de cultivo no convencionales.

En el estudio hecho por Zapata et. al se evalué la incidencia del uso de las harinas de cebada, avena,
trigo, maiz, arroz, mijo y bienestarina, sobre la produccién de EPS, IPS y &cidos ganodéricos en
Ganoderma lucidum. Los autores determinaron que la produccién de los tres grupos de metabolitos
es mayor al emplear 50 g/L de cebada, resultados que contrastan con lo encontrado en este estudio
para Pleurotus djamor y ostreatus en los que con esa FC no hay una produccién alta de esteroles
(Figura 2-10) y los que fueron determinados estan en proporciones no cuantificables. Caso contrario
se observa con P. pulmonarius, con el cual el empleo de la harina de cebada, si favorece la biosintesis
de los triterpenoides e incluso, como se menciono anteriormente, es la FC junto con el salvado de
trigo con la que se obtiene la mayor produccion de los metabolitos. Estos resultados confirman una
vez mas que el comportamiento de cada organismo es particular, produciendo respuestas diferentes
a las variables que afectan una FEL, para este caso la variacion de la composicion del medio de

cultivo, y que este comportamiento cambia incluso entre especies del mismo género.

Del andlisis de la figura 2-12 se puede deducir con facilidad que hay una mayor incidencia de las

harinas en la produccion de esteroles que en la biomasa. Se presentan casos particulares como el de
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P. pulmonarius cultivadO con harina de arroz que genera la mas baja produccion de biomasa pero
un contenido de esteroles intermedio; el P. djamor obtenido empleando maiz pinto, maiz amarillo y
maiz en el que hay la mas alta produccion de biomasa y asociada a ésta el contenido de esteroles es
intermedio. La ausencia de una relacion entre estas dos variables es también evidente en el P.
ostreatus en el que la produccién de biomasa es alta con maiz amarillo, pinto y maiz pero las
cantidades de esteroles estan en tres limites diferentes entre alto (42,3%), bajo (13,4%) y medio
(24,0%) respectivamente. Estos resultados son contrastantes con los estudios realizados sobre la
produccion de &cidos ganodéricos, en los que se ha determinado una relacion directa biomasa —
bioactivos (3, 4), lo que corrobora que la produccién es dependiente del género y de la especie.

Figura 2-12: Relacién entre la biomasa y la produccion de esteroles en Pleurotus djamor, pulmonarius y ostreatus

Pleurotus pulmonarius Pleurotus djamor
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Pleurotus ostreatus
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Teniendo siempre presente que objetivo primordial de la presente investigacion como es la
evaluacion de la incidencia de cada una de las FC estudiadas sobre el potencial nutricedtico de los
productos biotecnoldgicos obtenidos a través de FEL de Pleurotus, que en este caso particular esta
dado por los compuestos triterpenoidales, metabolitos producidos en mayor proporcién, la union de
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todos los resultados hasta aqui obtenidos permiten determinar que el empleo del salvado de trigo,
independientemente de la especie, genera la mayor variedad estructural de los metabolitos, asi como
altas producciones en términos de esteroles, resaltando el micelio del P. djamor en el que se
determinaron catorce estructuras diferentes, lo que se reflejaria bien sea en un espectro mas amplio
de actividades biologicas de los micelios o0 en la potenciacion de las ya reconocidas bioacciones para
los triterpenoides presentes en él, mediante fendmenos de sinergismo. Lo anterior proporcionaria un
mayor valor nutricedtico a esta especie de Pleurotus. Sin embargo, no sélo la cantidad de bioactivos
define ésta cualidad ya que también debe proporcionar buen aporte de nutrientes, pardmetro que se
mide en funcién de la biomasa producida. Si bien es cierto que las producciones de micelio con esta
FC son bajas frente a las harinas restantes, cabe recordar que la eficiencia empleando los medios de
cultivo de la presente investigacion es alta comparada con lo reportado en literatura. En este orden
de ideas y contemplando la importancia de tener un equilibrio entre produccion de potenciales
bioactivos y de biomasa, teniendo en cuenta que esta Ultima es la contribuyente de las caracteristicas
nutricionales de los hongos comestibles, un nutricedtico ideal se obtendria, como primera opcién,
con P. djamor cultivado en salvado de trigo, quedando abierta la posibilidad de obtenerlo a partir de
Pleurotus ostreatus empleando harina de maiz amarillo para su cultivo o de P. pulmonarius en
harina de cebada. La seleccion final estaria condicionada a estudios tanto de actividad bioldgica

como de la incidencia del cambio de FC en los costos finales del proceso.

2.4. CONCLUSIONES

- No existe una relacion directa entre la produccion de biomasa y la de los compuestos
triterpenoidales, no obstante, en términos generales el empleo del salvado de trigo,
independientemente de la especie, estimula la biosintesis de una mayor variedad estructural
de los triterpenoides pero con una produccion de biomasa baja. Sin embargo su potencial
como nutricedtico es alto debido precisamente a esa variacion estructural que se puede ver
reflejada en una mayor diversidad de acciones bioldgicas.

- Se determinaron diecisiete triterpenoides: nueve con ndcleo ergostano, siete estigmastano y
un colestano; correspondientes a dos triterpenos, ocho esteroles y siete cetonas esteroidales.

- No hay excrecion de triterpenoides a los medios agotados.

- Tanto la especie como la fuente de carbono afectan la produccion de triterpenoides.

- Para la especie P. pulmonarius la harina de cebada y el salvado de trigo son una buena
alternativa para favorecer la producciéon de esteroles con la ventaja en el primer caso de que

se obtiene una mayar cantidad de biomasa.
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- Para P. ostreatus la harina de maiz amarillo y el salvado de trigo serian las FC de eleccién
destacandose la primera de ellas por la generacién de una mayor biomasa.

- Para P. djamor el salvado de trigo se constituye en la fuente de carbono ideal para la
obtencién de un producto biotecnoldgico con buena calidad nutriceltica

- Con respecto al comportamiento de las especies, Pleurotus pulmonarius produce la mayor
cantidad de esteroles en seis de las FC utilizadas, seguido por el P. djamor en el que este
comportamiento se observo en cinco de las FC y por ultimo el P. ostreatus Gnicamente para
el caso del uso de la harina maiz amarillo.

- No hay una correlacion directa entre el contenido de carbohidratos, C, N, cenizas, materia
seca, grasas y relacion C/N de las harinas sobre la produccién de triterpenoides.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

CCD Cromatografia en capa delgada

CG Cromatografia de gases

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiencia
cVv Coeficiente de variacion

DAD Arreglo de diodos

EM Espectrometria de masas

HMG-CoA Hidroximetilglutaril CoA reductasa

LD Limite de deteccion

LLE Extraccion liquido-liquido

LOVH Lovastatina hidroxiacido

LOVL Lovastatina en forma lactonica

LQ Limite de cuantificacion

PRA Pravastatina

SIMH Simvastatina hidroxiacido

SIML Simvastatina en forma lactonica

SOE Extraccidon con disolventes organicos sobre matrices sélidas
SPE Extraccion en fase solida

uv Ultravioleta



80 Capitulo 3

3.1. ANTECEDENTES

En la comunidad cientifica dia a dia se trabaja en la busqueda de medicamentos que ayuden a la
solucion de diferentes dolencias que aquejan a la sociedad, como es el caso de las enfermedades
cardiovasculares, en particular la enfermedad coronaria, considerada la principal causa de mortalidad
en los paises desarrollados, siendo la aterosclerosis el comin denominador dentro de la mayoria de
los pacientes. Aunque el desarrollo de esta enfermedad depende de una compleja interaccion entre
diversos factores y procesos, se ha establecido una clara asociacién entre los niveles elevados de
colesterol en plasmay su evolucion (176). Las estatinas han demostrado ser una excelente alternativa
para reducir los niveles de colesterol y adicionalmente presentan un importante nimero de efectos
pleiotropicos, definidos éstos como todas aquellas bioacciones de un medicamento que son
independientes de las originales para la que fue concebido (177). Las primeras estatinas descubiertas
fueron aisladas de hongos micromicetos del género Aspergillus, Penicillium y Monascus (151, 178-
187) y posteriormente se evidencid que las especies del género Pleurotus, son los macromicetos
productores por excelencia de este tipo de compuestos (188-193). La mayoria de los reportes actuales
estan relacionados con la optimizacién de procesos para su produccion biotecnolégica a partir de
micromicetos, asi como su determinacién en aguas residuales, orina y sangre. Estos antecedentes
dirigen la necesidad de explorar la produccion de estos metabolitos en especies de Pleurotus, lo que

hace prioritario desarrollar un método

gue sea aplicable a los productos biotecnoldgicos obtenidos por FEL, con el objetivo de lograr
detectar de una forma, selectiva, especifica y sensible el mayor nimero de las estatinas que se

pudieran obtener como producto de este tipo de procesos.

3.1.1. Las estatinas: generalidades
Las estatinas son un grupo de compuestos bioactivos empleados principalmente para reducir los
niveles de colesterol a través de la inhibicion competitiva de la Hidroximetilglutaril-CoA reductasa

(HMG-CoA) por la similitud estructural entre la enzima y el medicamento.

En términos generales dependiendo de su procedencia se las ha clasificado en dos grupos: las
naturales o generadas desde procesos fermentativos conocidas como tipo | y las sintéticas o de tipo

Il. Con respecto a la primera de estas agrupaciones han sido reportadas y se encuentran
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comercialmente disponibles la lovastatina (Mevacor®, Merck Frosst), pravastatina (Pravachol®,
Bristol-Meyers Squibb) y simvastatina (Zocor®, Merck Frosst) (194). De igual forma se han
encontrado otras estructuras, bien sea acompafiando a las anteriores y en proporciones mas bajas o
generadas por transformaciones microbianas llevadas a cabo en busca de andlogos més activos o
con mejores propiedades farmacocinéticas. Como consecuencia de esto han sido reportadas cerca
de 40 estructuras diferentes, dentro de las que se encuentran tanto los metabolitos secundarios (57%)
como productos de bioconversién (43%) obtenidos generalmente a partir de lovastatina, compactina
0 simvastatina, empleando micromicetos y bacterias (195).

En la figura 3-1 se encuentran las estructuras de las estatinas tipo I, que poseen una mayor porcion
policétida que las del tipo Il y que presentan en comin el anillo hexahidronaftaleno funcionalizado
con un éster a-metilbutirico y una p-hidroxi-é-lactona enlazada por un puente etilénico, pero difieren
las unas de las otras en la posicion y el tipo de sustituyentes sobre los anillos y la cadena lateral (154,
196). El anillo de la B-hidroxi-6-lactona de estos compuestos puede sufrir una apertura hidrolitica y
convertirse en los correspondientes acidos 3°,5’-dihidroxiheptanoicos, que son las formas activas y
las responsables del efecto inhibidor de la HMG-CoA reductasa (197).

Figura 3-1: Estructuras de las estatinas tipo | que han sido reportadas hasta la actualidad.

HO, o)

. . Ho, HO
Ra: Ru: coor cooch,
° OH OH
Forma lacténica Forma hidroxiécida Forma éster metilico
R R3 R4 Rs NOMBRE REF.
R:
Lactona H H H H ML-236C* (198)
Lactona H OH H H ML-236A%" (198, 199)
Lactona H H CH; H Monacolina L? (200)
Hidroxiacido H H CH, H Hidroxiacido monacolina L? (201)
Lactona H OH H CH; Monacolina J*° (200, 202)
Hidroxiacido H OH H CH; Hidroxidcido monacolina J? (178)
Ester metilico H H CHs H 2 (203)
Lactona H Q H H Compactina® (204)
/ﬁ/l\OH
Lactona H fi OH H 3o-Hidroxicompactina (204, 205)
/ﬁ/l\OH
Lactona H OH 0| CHs H Monacolina M2 (206)
/H)\OH
Hidroxiacido H OH Ol CH3 H Hidroxiacido monacolina M? (206)
OH

a) Metabolitos secundarios; b) productos de biotransformacién.
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Continuacion figura 3-1: Estructuras de las estatinas tipo | que han sido reportadas hasta la actualidad.

o
juny

desmetilsimvastatina

Ry R, Rs R4 Rs NOMBRE REF.
Lactona OH Ol H H 8a-Hidroxicompactina® (204, 207)
/ﬁ/l\OH
Hidroxiacido H Ol OH H Pravastatina*® (153, 208, 209)
/ﬁ/l\OH
Lactona H 0 Ol CH; H Monacolina X? (210)
/IH)\OH
Hidroxiacido H 0 Ci CHs; H Hidroxiacido monacolina X* (201)
l OH
Lactona H fi CHs; H Lovastatina® (190, 211-213)
/ﬁ/l\OH
Hidroxiacido H Ol CHs; H Hidroxiacido lovastatina® (190, 211-213)
/ﬁ/l\OH
Ester metilico H Ol CH; H a (203)
/ﬁ/l\OH
Lactona OH 0| CH; H 8a-Hidroximonacolina K° (207)
/ﬁ/l\OH
Lactona H 0 OH H Huvastatina® (203)
/%‘\OH
Lactona H Ci CH; OH 3B-Hidroximonacolina K® (214)
/ﬁ/l\OH
Lactona H 0 H COOH | 3B-Carboxi-3a- (215)
/>/u\ desmetilsimvastatina®
<, oH
Lactona H 0 CH; H Simvastatina® (213)
/%‘\OH
Hidroxiacido H e} CH3 H Hidroxiacido simvastatina® (213)
/%‘\OH
Lactona H o CH; OH 6-Hidroxisimvastatina® (216)
/%‘\OH
Lactona H 0 H CH,OH | 3B-Hidroximetil-3a- (215)
/%‘\OH desmetilsimvastatina
Lactona H />)(‘3\ H CH,OH | 3a-Hidroximetil-3a- (215)

a) Metabolitos secundarios; b) productos de biotransformacion.
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Continuacion figura 3-1: Estructuras de las estatinas tipo | que han sido reportadas hasta la actualidad.

COOH HO, =0 HO 0 HO 0 Ho o
OH 0 0 o)
=
CH,OH

HO

3a-Hidroxi-3,5- P (195) Monacolina N?(217) Dihidromonacolina L* (210) 3a-Hidroxi-3,5-dihidro-
dihidro ML-236C* (218) monacolina L?(219)

6-Hidroxi-iso-compactina® (205) Dihidrocompactina® (210) Dihidroxiderivado de ML-236BP (220) Dehidromonacolina K?
(203)

2(203) 6-Hidroxi-iso-lovastatina® (214) Wuxistatina® (221) P (195)

Iso-simvastatina-6-ona® (215) Dihidrolovastatina® (203)

a) Metabolitos secundarios; b) productos de biotransformacion.

Las estatinas tipo Il (Figura 3-2) son el resultado de las sintesis disefiadas en blsqueda de un aumento
de las cualidades farmacoldgicas de las estatinas naturales, sin embargo, producen un mayor nimero
de efectos colaterales, siendo los mas relevantes su hepatoxicidad y miotoxicidad, lo que ha llevado

incluso a que algunas hayan sido retiradas voluntariamente del mercado (196, 222). Sus estructuras
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son distintas entre si y muy diferentes a las estatinas naturales. Unicamente la porcion afin con la
HMG-CoA reductasa responsable de su accién inhibitoria, es comin a ambos tipos de compuestos
(213). Todas ellas son de magnitud molecular mas grande que las naturales y tienen en comun una

cadena lateral fluorofenil, un grupo isopropil y un acido heptenoico (223).

Figura 3-2: Estructuras de las estatinas tipo 11 (196).

HO,
COOH

WOH

Fluvastatina Atorvastatina Pitavastatina

Cerivastatina Rosuvastatina

Los efectos pleiotropicos de las estatinas pueden explicarse con base en los pasos metabdlicos de L-
mevalonato: mientras que algunos de los metabolitos estan directamente involucrados en la sintesis
de colesterol, otros impactan numerosos sistemas bioldgicos como se puede observar claramente en
la figura 3-3 (178). Estos efectos permiten su empleo en el tratamiento de desérdenes
neurodegenerativos, cardiopatias no isquémicas, enfermedades auto inmunes como la artritis
reumatoidea y la diabetes mellitus, en la prevencion de fracturas 6seas y en la reduccion en la

incidencia de algunos tipos de cancer (196).

La reunion de las propiedades descritas de las estatinas relacionadas con sus multiples usos en la
medicina, han obligado al desarrollo de diferentes técnicas analiticas que permitan cuantificar sus

niveles en muestras bioldgicas, plasma y productos fermentados, con el objetivo de poder determinar
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su distribucidn en éstas matrices, bien sea para aplicar en estudios ambientales y/o de la optimizacion
de procesos biotecnoldgicos para su produccion.

Figura 3-3: Esquema explicativo de los efectos pleiotropicos de las estatinas (178) .

Acetil-CoA
|
1
v
HGM-CoA
Estatinas —)@
{ { Mevalonato
l, B 3 proliferacion
{ Geranil-PP V  apoptosis
1
\L }  citoquinas
§ Colesterol  €—{ Escualeno<— § Farnesil-PP Pequefias { factores de
proteinas G 7 crecimiento
4 N (Ras, Rho, Rac.)) |
} Lipidos { orc 1} HDLC } Geranilgeranil-PP . MHC Il inducible
| | inflamacion
\l/ \l, v \ estrés oxidativo
{Desarrolloo L
{ B-amiloide } Apoliproteina B 4 Desarrollo o riesgo de: riesgo de:
Enfermedades Cancer )
cardiovasculares Enfermedad de Parkinson
Ataques fulminantes Artritis reumatoidea
. . . Sindrome metabélico Osteoporosis
{ Rlesgc_) de { leesgo de esclerosis Diabetes mellitus Sindrome del ovario
Alzheimer multiple poliquistico

3.1.2. Técnicas de extraccion, separacion e identificacién

El interés por el desarrollo de técnicas dptimas para la determinacion de estatinas en formulaciones
farmacéuticas y en matrices biolégicas, que requieren el uso indispensable de procedimientos para
la eliminacion de interferencias, ha estimulado la evaluacion de técnicas que permitan lograr este
objetivo en menor tiempo y de manera mas directa. Entre las metodologias empleadas para su
aislamiento se incluyen extraccion liquido-liquido (LLE), extraccion en fase sélida (SPE) y
extraccion con disolventes organicos sobre matrices solidas (SOE) (224) y para su separacion la
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) y la cromatografia de gases (CG), siendo la primera
de ellas la mas empleada, prevaleciendo la utilizacion de fases reversas y el uso de detectores UV'y

DAD, raramente se emplean detectores de fluorescencia o de espectrometria de masas (EM) (224).

La tabla 3-1 presenta, a manera de ejemplo, algunos de los métodos de extraccion y separacion
empleados actualmente.



86

Capitulo 3

Tabla 3-1: Métodos de extraccion, separacion e identificacion empleados para el estudio de las estatinas (154).

ESTATINA MATRIZ EXTRACCION TECNICA DE DETECTOR | REF.
SEPARACION

LOVL 380 cepas fungicas SOE CLAE uv (192)

LOVL Fructificaciones de | SOE CLAE uv (192, 225)
Pleurotus ostreatus

LOVL, COM, | Caldo de cultivo y | LLE y SOE CLAE uv (153)

PRAH y | micelio de

Monacolina J Aspergillus terreus

LOVL, PRAH, | Micelio y medio | SOE, LLE CLAE uv (202)

COM y | agotado de

Monacolina J Aspergillus y
Monascus

LOVL LOVH | Plasma SPE CLAE uv (226)

LOVL Micelio de | SOE CLAE uv (227)
Monascus ruber

LOVH Medio agotado de | Dilucién CLAE uv (228)
Aspergillus terreus

LOVL LOVH | Estandar SOE CLAE uv (229)

CE

PRAH LOVL | Muestras acuosas SPE LC MS/MS (230)

SIML

LOVL Micelio, medo | SOE CLAE uv (188, 189)
agotado y
fructificaciones de
Pleurotus ostreatus

SIM Preparaciones SOE HPTLC Densitometria | (231)
farmacéuticas de barrido

LOVL Arroz rojo | SOE CLAE DAD (232)
fermentado

LOVL, LOVH | Monascus rubber SOE CLAE DAD (186)

LOVH Medio de cultivo de | LLE CLAE uv (233)
Aspergillus terreus

PRAH Caldo de | Dilucidn CLAE EC uv (234)
fermentacion

SIML SIMH Plasma humano SPE CLAE MS/MS (235)

LOVH Micelio de | SOE CLAE uv (236)
Aspergillus flavipes

PRAH Plasma y orina SPE CLAE uv (237)

LOVL, Te Pu-Erh SPE CLAE uv (238)

LOVH, SIML,

SIMH, PRAH

LOVH Medio de cultivo de | Dilucién CLAE uv (239)
Aspergillus terreus

LOVH Medio de cultivo de | LLE CLAE DAD (184)
Aspergillus terreus

LOV Capsulas de | SOE HPCE UV-VIS (240)
Monascus

COM Penicillium SOE CLAE uv (241)
brevicompactum

PRAH Productos Dilucion CE DAD (242)
farmacéuticos MEZC

PIT Plasma humano LLE LC MS-MS (243)




Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el
potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

87

Continuacion tabla 3-1: Métodos de extraccion, separacion e identificacion empleados para el estudio de las estatinas

(154).
ESTATINA MATRIZ EXTRACCION TECNICA DE DETECTOR | REF.
SEPARACION
LOVH COM, | Arroz rojo | SOE CLAE DAD (244)
y otras 2 | fermentado LC MS
estatinas
PRAH, LOV, | Estudio de | Dilucién CLAE DAD (245)
SIM estabilidad LC MS
PRAH Aguas residuales SPE SBSE | CLAE DAD (194)
DLLME Q-TOF-MS
SIMH: Hidroxiacido simvastatina LOVL: Lovastatina en forma lactonica
PRAH: Pravastatina SIML: Simvastatina en la forma lactonica
LOVH: Hidroxiacido lovastatina COM: Compactina
FLU: Fluvastatina ROS: Rosuvastatina
ATO: Atorvastatina SPE: Extraccion en fase solida
LLE: Extraccion liquido-liquido SOE: Extraccion con disolventes organicos
UPLC: Cromatografia liquida de ultrarendimiento HPCE: Electroforesis capilar de alta eficiencia
CE: Electroforesis capilar HPTLC:  Cromatografia en capa fina de alta eficiencia
SBSE: Extraccion por sorcién en barra de agitacion DLLME: Microextraccion dispersiva liquido-liquido
MEKC: Cromatografia capilar electrocinética miceliar

Del analisis de la tabla 3-1, se puede deducir que el avance en la deteccion separacion e identificacion
de las estatinas en macrohongos, no ha ido a la par con el de los micromicetos y el de las matrices
bioldgicas. Un caso particular y que reviste especial interés es el de la produccion biotecnoldgica de
hongos productores de estatinas, empleando harinas de cereales y leguminosas como FC, en donde
el medio de cultivo agotado puede presentar estatinas excretadas, las cuales se encuentran en una
matriz mas compleja que cuando proviene de medios de cultivo tradicionales, lo que acrecienta la
necesidad de contar con una técnica de deteccidn y separacion rapida y eficiente aplicable a esta

clase de matrices.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Materiales

Los patrones de las estatinas lovastatina (LOVL) y simvastatina (SIML) en su forma lacténica y la
pravastatina (PRA), fueron obtenidos desde los medicamentos genéricos comerciales. Las soluciones
de LOVL y SIML se prepararon mediante disolucion de los medicamentos en acetonitrilo. La PRA,
debido a que comercialmente se encuentra disponible como la sal del hidroxiacido, se disolvio en
una mezcla de acetonitrilo:acido formico 0.1% (55:45). Las disoluciones de todas las estatinas se
centrifugaron para eliminar los excipientes remanentes y el sobrenadante se empled para la
preparacion de las soluciones. Con respecto a LOVH (lovastatina hidroxiacido) y SIMH
(simvastatina hidroxiacido) éstas fueron obtenidas mediante un proceso de hidrolisis de sus
correspondientes formas lactonicas. Todas las diluciones necesarias se realizaron con la fase movil

a emplear en CLAE, partiendo de un stock de 0,1 mg/mL.
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3.2.2. Optimizacion de las condiciones de hidrolisis de LOVL

El método se basé en lo reportado por Yang et al.(238) introduciendo el uso de sonicacion (60 min
y 90 min) y de reflujo (90 min) durante el proceso de hidroélisis. EI ensayo preliminar se realiz6 con
LOVL adicionando 1mg a la solucién de la base (NaOH 0,1 M o KOH 0,05 M en acetonitrilo:agua)
y colocando, en el caso de la sonicacion, la mezcla en un bafio a 35 °C durante el tiempo
determinando segun cada uno de los diez ensayos realizados (Tabla 3-2). Posteriormente se
neutralizaron los productos de la reaccion con HCI 0,05 M. Adicionalmente se empled la
metodologia descrita por Casas-L6pez (151), analizando para cada caso los productos de la hidrolisis
por CLAE-UV y por CCD, empleando en esta Gltima técnica una mezcla CH,Cl,:Acido acético
(85:25, v/v) como fase movil y verde de bromocresol como revelador (246).

Tabla 3-2: Condiciones ensayadas para la optimizacion de la hidrdlisis de LOVL.

Numero Base ACN (%) Método Tiempo (min)
1 NaOH 25 Sonicacion 60
2 NaOH 25 Sonicacion 90
3 NaOH 50 Reflujo 90
4 NaOH 50 Sonicacion 60
5 NaOH 50 Sonicacion 90
6 KOH 25 Reflujo 90
7 KOH 25 Sonicacion 60
8 KOH 25 Sonicacion 90
9 KOH 50 Sonicacion 90

10 KOH 50 Sonicacion 60
11 NaOH:EtOH (1:1) NA Reflujo 20
NA no aplica

3.2.3. Determinacion analitica de las estatinas

3.2.3.1. Equipos

Los analisis por CLAE fueron realizados en un equipo compuesto por dos bombas cromatograficas
Shimadzu LC-9A, horno para columnas Shimadzu CTO-6A e inyector automatico Shimadzu SIL-
6B, manejados por un controlador Shimadzu SCL-6B. El detector UV usado fue un Agilent 1260
VWD (G1314B) operado a 237 nm y para el procesamiento de los datos se empled el software GC
A5000 Workstation. La fase estacionaria fue una columna C18 Thermo Hypersil GOLD® de 150 x
4.6 mm (particulas de 5 pum) mantenida a una temperatura de 30 °C. Como fases mdviles, se
emplearon mezclas de acetonitrilo:H,O modificadas con acidos como el acético, el fosforico y el
férmico en diferentes proporciones, flujos de 0,4 mL/min, 0,6 mL/min, 0,8 mL/miny 1,0 mL/min,

con modos de elusion isocratico y con gradiente.
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3.2.3.2. Evaluacién de los pardmetros analiticos del método CLAE-UV

La linealidad se determind preparando soluciones de los patrones entre 0,05 pg/mL y 100 pg/mL,
con ocho niveles cada uno por triplicado. Los valores del LD y LQ se estimaron de acuerdo a la
metodologia descrita por Martos et al. (247). Se prepararon ocho replicas con concentraciones de
3,12 ng/mL para PRA, 6,25 ng/mL para LOVH y SIMH y 12,5 ng/mL para LOVL y SIML.
Utilizando los factores de respuesta se determinaron las concentraciones correspondientes a cada
una de las areas y se calculd la desviacion estandar de los ocho resultados, multiplicando su valor
por tres para el LD (para siete grados de libertad y 99% de nivel de confianza) y por diez para el LQ.

La exactitud y la precision del método se evaluaron empleando los extractos del micelio y del medio
agotado de Pleurotus ostreatus cultivado sobre salvado de trigo como prototipo, en los cuales como
se explicd en el capitulo 2, por los analisis de CG-EM se evidenci6 la presencia de un nimero
importante de compuestos triterpenoidales, resultado que sugiere biosintéticamente la ausencia de
estatinas, teniendo en cuenta que si las estatinas, inhibidores de HMG-CoA, estuvieran presentes, no
se producirian cantidades apreciables de triterpenoides, lo que cataloga a los extractos mencionados
como muestras blancos ideales para evaluar la exactitud y la precision (197). Se prepararon por
cuadruplicado, tres soluciones stock con concentraciones intermedias en la curva de calibracion de

cada estandar (6 pg/mL, 12 pg/mL y 25 pg/mL).

3.2.4. Determinacion del efecto del uso de alcoholes sobre soluciones de LOVL y SIML
Se prepararon soluciones de 1mg/mL de LOVL y SIML en mezclas de metanol:agua (1:1), etanol:
H.O (1:1) y butanol:H,O (1:1) que fueron analizadas por CLAE-UV a 0 h'y 24 h de preparadas.

3.2.5. Estabilidad de las estatinas durante 24 horas
Se prepar6 una mezcla de los cinco patrones (LOVL, SIML, LOVH, SIMH y PRA) a una
concentracién de 12 pg/mL y se inyectd continuamente durante 24 h en CLAE-UV. Posteriormente

se integraron las areas correspondientes a cada pico y se calcularon los coeficientes de variacion.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Optimizacion de las condiciones de hidrolisis de LOVL

En reportes previos se ha determinado que las estatinas, obtenidas por procesos fermentativos, se
encuentran en los micelios y en las fructificaciones en su forma lactonica y en los medios agotados
en forma hidroxiacida (153, 184, 202, 248). Con base en lo anterior es importante determinar las

condiciones Optimas para poder obtener, a partir de las formas lactonicas, las correspondientes
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hidroxiacidas, con el objetivo de emplearlas como patrones para posteriormente identificarlas y
cuantificarlas en los productos de FEL y FES de Pleurotus empleando CLAE-UV.
Independientemente de la forma en la que se encuentren, comparten el mismo cromdéforo, un dieno
conjugado que presenta un espectro de absorcion tipico con un maximo a 237 nm y dos hombros a
230y 246 nm (Figura 3-4).

Figura 3-4: Espectros UV tipicos de las estatinas tipo I.

3,0 4
2,5 1 LOVH
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Existe una amplia variedad de reportes relacionados con el procedimiento 6ptimo para la hidrolisis
de las formas lacténicas de las estatinas. Las metodologias evaluadas descritas en la tabla 3-2
surgieron de la combinacién de los resultados de esas investigaciones, en los cuales los autores
emplean la ayuda de ultrasonido, reflujo, bases con diferentes cationes y tiempos de reaccion
variados. Los resultados se encuentran en la tabla 3-3 con los porcentajes correspondientes a las
formas lactonica e hidroxiacida de la lovastatina obtenidos con los once tratamientos. En la figura
3-5, se muestran los cromatogramas obtenidos para tres de los ensayos con LOVL: B) una solucién
de KOH 0,05 M preparado en una mezcla de 25% ACN en H,O con sonicacion durante 60 min; C)
NaOH 0,1 M en una mezcla de 25% ACN en H,0 con sonicacion durante 90 min; D) una solucion
acuosa de NaOH 0,1 M mezclada en proporciones 1:1 con EtOH sin sonicacién. Como se puede
concluir del analisis de los cromatogramas mencionados y de los resultados presentados en la tabla
3-6, el método mas efectivo, y por ende el seleccionado, fue el reportado por Casas et al.
(procedimiento D) (151) que lleva a una hidrdlisis del 100% de la forma lactonica en un tiempo
corto (20 min), comparado con las otras metodologias. Conjuntamente con los seguimientos de las
reacciones por CLAE-UV, se empled como revelador para CCD verde de bromocresol, observando
la presencia de la forma hidroxiacida de la lovastatina (LOVH R¢= 0,5; LOVL R¢= 0,6) como una
mancha de color amarillo que resalta sobre un fondo azul, tipico comportamiento de respuesta

positiva para la presencia de &cidos carboxilicos con pKa<5 (LOVH = 4,31) (249).
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Tabla 3-3: Porcentaje de hidrolisis obtenidas con los métodos evaluados para la conversion de LOVL-LOVH.

NUmero de LOVL (%) LOVH (%)
tratamiento @
1 74,3 25,7
2 28,6 71,4
3 15 98,5
4 89,3 10,7
5 16,2 83,8
6 94,2 5,8
7 59,6 40,4
8 2,7 97,3
9 1,7 98,3
10 475 52,5
11 0,0 100,0

@ Condiciones descritas en el numeral 3.2.2 (Tabla 3-2)

Figura 3-5: Cromatogramas CLAE-UV resultantes de algunos tratamientos empleados para la conversion de LOVL-
LOVH.

>
9,393

6.395

A) Lovastatina en forma lactonica B) hidrélisis con una solucion de KOH 0,05 M preparado en una mezcla de 25% ACN en H20 con sonicacién durante 60
min C) hidrdlisis con NaOH 0,1 M en una mezcla de 25% ACN en H0 con sonicacién durante 90 min D) hidrélisis con una solucion acuosa de NaOH 0,1
M mezclada en proporciones 1:1 con EtOH.

Los resultados son iguales al emplear SIML, razon por la que las conversiones de las formas
lactonicas a las correspondientes hidroxiacidas se realizaron con reflujo durante 20 min de una
mezcla de NaOH 0,1 M y etanol (1:1 v/v) a 50°C y posterior neutralizacion a pH 7 con HCI 0,05 M.
La relacion reactivo de hidrdlisis - muestra es de 2:1 (v/p). El valor de pH final de la solucion se
selecciond debido a que es el que permite mantener las estatinas en la forma deseada, evitando las
interconversiones o los desplazamientos del equilibrio entre la lactona y el correspondiente acido. A
pH acido siempre hay una mezcla de las dos formas, a pH basico el equilibrio se desplaza hacia la
formacion del carboxilato y a pH neutro Gnicamente se encuentran las formas originales de los

analitos.
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3.3.2. Determinacion de las condiciones cromatograficas optimas

La evaluacion de la aplicabilidad de un método cromatografico de CLAE-UV requiere de la
valoracion de diferentes variables como son el tipo de fase estacionaria, la composicion de la fase
movil, el modo de elucion, el flujo y la temperatura del horno, entre otras. A pesar de que existen
varios reportes para el anlisis de estatinas por este método, la mayoria se enfocan en una sola de
ellas (224, 226, 229, 237, 250, 251), a excepcion del estudio publicado por Yang et al. (238)
investigadores que emplearon la técnica para la determinacion de once estatinas en el té Pu-Erh.
Adicionalmente, no se han realizado estudios para la determinacién de un grupo de cinco estatinas
con las FC empleadas en el presente estudio y en el caso particular en los productos de FEL de
Pleurotus, lo que convierte a los resultados de este trabajo en pioneros.

En las figura 3-6 se encuentra la representacion grafica del efecto de las variables estudiadas sobre
los pardmetros cromatogréaficos del sistema. En primer lugar se evaluaron como fases moviles,
mezclas de acetonitrilo:H.O modificadas con los acidos acético, fosforico y férmico en diferentes
proporciones. Del andlisis de los resultados se determind que el empleo de una mezcla de
ACN:Acido formico al 0,1% (60:40) proporciona los valores 6ptimos de &’, Rsy o (Figura 3-6 Ay
B). Con respecto a la fase estacionaria, el cambio del cartucho Lichrocart® RP18 por la columna
Thermo hypersil GOLD®, dio como resultado picos con una distribucion perfectamente gaussiana
sin variar los tg y por ende tampoco sus &’ (Figura 3-6 C). Este comportamiento se debe a que la
columna esta completamente bloqueada minimizando los grupos silanoles libres, lo que evita los
fendmenos de retencion mixtos que generan interacciones adicionales con los analitos y por ende
eluciones a tr diferentes, conllevando a la asimetria de los picos. Respecto al flujo, con 1,0 ml/min
se acortaron los tiempos de analisis sin sacrificar la selectividad ni la resolucion del sistema (Figura
3-6 D). El uso de gradientes permitio obtener valores de &’ éptimos para todos los analitos comparado
con un sistema isocratico (Figura 3-6 E y F) debido a que, como se sabe, las caracteristicas del
eluyente en este modo de elucion se van modificando durante la corrida cromatogréfica,

consiguiendo con ello una mejor separacion de los componentes de la mezcla.

De este modo se seleccioné como sistema cromatografico una mezcla de acido formico al 0,1% (A)
y ACN (B) desde 35% de B hasta 100%, en forma lineal en 15 min como fase movil, la temperatura
del horno 35 °C y la fase estacionaria una columna Thermo Hypersil GOLD®. En el minuto 15 fue

necesario realizar un lavado con MeOH debido a que se evidencid prevalencia de los analitos en el
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puerto de inyeccion. El tiempo total de analisis es de 20 min incluyendo la estabilizacién de la

columna.

Figura 3-6: Efecto del cambio de las variables estudiadas sobre los pardmetros cromatograficos.
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A) Cambio de la fase mévil sobre k. Cartucho Lichocart® 125-4 mm. Lichrospher® 100 RP18 de 5um. 0,4ml/min.

B) Comparacion del uso de HsPO4 y 4cido férmico sobre a ( -ry R ( -): Cartucho LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm). 0,4 ml/min.
C) Efecto de la fase moévil y la fase estacionaria sobre la simetria As( - tr ( ). Cartucho LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm) (L).
Columna Thermo Hypersil GOLD® 150-4,6 C18 (5 pm) (T). 0,4 ml/min.

D) Efecto del cambio en el flujo sobre o ( =y R ( -): Columna Thermo Hypersil GOLD® 150-4,6 C18 (5um).

E) Efecto de diferentes gradientes de elucion sobre k. Acido formico 0,1% (A) y ACN (B). Columna Thermo Hypersil GOLD® 150-4,6 C18 (5 pm). 1,0
ml/min.

F) Comparacién de los modos de elusion sobre k. Columna Thermo Hypersil GOLD® 150-4,6 C18 (5um)

Este método tiene la ventaja adicional, comparado con el reportado por Yang et al. (238) y con el

modo de elusion isocratico (Figura 3-7), de que con el gradiente empleado, la PRA tiene una mayor
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interaccién con la fase estacionaria y permite separar interferencias polares que puedan estar
presentes en los extractos evaluados, facilitando asi la deteccion de PRA o de algun derivado

estructural con una polaridad similar (Figura 3-8).

Figura 3-7: Cromatograma CLAE-UV de la mezcla de los estandares (0,1 mg/mL) en un sistema de elusion isocratico.
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ACN:Acido férmico 0,1% (55:45). Flujo 1,0 ml/min. Columna Thermo Hypersil GOLD® 150 x- 4,6 mm C18 (5 pm).

Figura 3-8: Cromatograma CLAE-UV de la mezcla de los estandares (0,1 mg/mL) con un sistema de elusion por
gradientes.
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ACN (B):Acido férmico 0,1% (A): 35% B hasta 100% B en 15 min. Flujo 1,0 ml/min. Columna Thermo Hypersil GOLD® 150 x- 4,6 mm C18
(5 um). Tiempos de retencion: PRA: pravastatina 4,02 min; LOVH: hidroxiacido lovastatina 9,37 min; SIMH: hidoxiacido simvastatina 10,20
min; LOVL: lovastatina en forma lacténica 10,71 min; SIML: simvastatina en forma lacténica 11,84 min.

3.3.3. Evaluacién de los parametros de cuantificacion del método cromatogréafico
3.3.3.1. Confiabilidad
La confiabilidad del método se evalu6 determinando la relacion existente entre la concentracion de

los cinco analitos y la respuesta del equipo en términos del area de cada uno de ellos, encontrando
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gue se ajusta perfectamente a una linea recta, con factores de respuesta similares y coeficientes de

variacion entre los triplicados menores al 5% (Tabla 3-4).

Tabla 3-4: Determinacion de la relacion lineal entre la concentracion y el area de los analitos estudiados.

. Linealidad
Analito -
Factor de respuesta promedio % CV
Pravastatina 25082320 4.6
Hidroxiécido lovastatina 25985777 3,3
Hidroxiacido simvastatina 24121549 2,3
Lovastatina en forma lacténica 25980019 45
Simvastatina en forma lactonica 24148667 4.4

3.3.3.2. Sensibilidad

Con respecto a la sensibilidad del método los valores del LD y LQ determinados se encuentran
hacia el limite inferior de los rangos reportados en literatura (1 - 100 ng/mL y 0.5 - 125 ng/mL
respectivamente) (234, 237, 250) (Tabla 3-5).

Tabla 3-5: Determinacién de la sensibilidad del método.

Sensibilidad
Analito Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(ng/mL) (ng/mL)
Pravastatina 2,3 7,8
Hidroxiécido lovastatina 4,8 15,8
Hidroxiacido simvastatina 7,1 23,8
Lovastatina en forma lacténica 4,8 16,1
Simvastatina en forma lactonica 8,8 29,2

3.3.3.3. Exactitud y precision

Para la evaluacion de la exactitud y la precision es necesario realizar las determinaciones empleando
un blanco que no contenga los analitos objetos de estudio. Se selecciond una sola cepa en un medio
de cultivo para simplificar la determinacion, tomando como base que el perfil de CLAE-UV de las
setenta y dos matrices (resultantes de la combinacion de las doce FC, las tres especies de hongos, el
micelio y el medio agotado) no varia de una forma apreciable, como se explicara més adelante. Los
extractos empleados corresponden al micelio y el medio agotado de P. ostreatus cultivado en salvado
de trigo, en el cual por los anélisis de CG-EM que se describieron en el capitulo 2, se evidencio la
presencia de un nimero importante de compuestos triterpenoidales (numeral 2.3.3.2.), resultado que
como se indicé anteriormente sugiere biosintéticamente la ausencia de estatinas, proporcionando una

muestra blanco ideal (197). La exactitud se determin6 como el porcentaje de recuperacion, que fue
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cercano en todos los casos al 100% (Tabla 3-6). La precision se evalué como la repetibilidad
obteniendo valores del porcentaje de desviacion estandar relativa (coeficientes de variacion)
inferiores al 5% entre los triplicados hechos (Tabla 3-7). Este valor es el esperado para matrices
complejas como son los fluidos bioldgicos y los productos naturales que se debe encontrar en un
rango entre 5% y 10% (252).

Tabla 3-6: Determinacion de la exactitud del método.

Exactitud?
Analito Extracto del micelio Extracto del medio agotado
Fortificacion (ug/mL) Fortificacion (ug/mL)

6 12 25 6 12 25

Pravastatina 101 96 95 104 97 96
Hidroxiécido lovastatina 100 98 98 103 101 100
Hidroxiacido simvastatina 102 98 98 104 101 100
Lovastatina en forma lactdnica 102 99 100 104 102 102
Simvastatina en forma lactonica 102 96 98 112 101 103

2 Exactitud calculada como % de recuperacion promedio de las cuatro repeticiones

Tabla 3-7: Determinacion de la precision del método.

Precision®
Extracto del Extracto del medio
Analito micelio agotado

Fortificacion (ug/mL) | Fortificacién (ug/mL)

6 12 25 6 12 25

Pravastatina 3,5 3,5 2,1 51 3,3 29
Hidroxiacido lovastatina 4,2 3,1 14 5,1 31 1,6
Hidroxiacido simvastatina 41 3,1 1,0 5,2 3,3 1,8
Lovastatina en forma lactonica 3,6 2,9 0,9 4,7 33 1,6
Simvastatina en forma lactonica 0,9 2,9 1,4 4,3 1,6 1,2

b Precision calculado como %RSD de las cuatro repeticiones.

Todo lo anterior indica que el método desarrollado resulta efectivo para la deteccion y posterior
cuantificacion de PRA, LOVL, SIML, LOVH y SIMH.

3.3.4. Efecto del uso de alcoholes en la extraccion

El empleo de alcoholes en los procesos de extraccion ha sido seleccionado por algunos autores como
una buena alternativa. Sin embargo, por la estructura de las estatinas estas condiciones podrian
favorecer la esterificacién, mas aun teniendo en cuenta que generalmente al estar en solucion se

facilita el equilibrio entre las dos formas (lacténicas e hidroxiacidas) (245, 253). Usando las tres
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soluciones acuosas de metanol, etanol y butanol como disolventes para LOVL y SIML, después de
24 h de preparadas, se observo la presencia de picos con tr diferentes a los caracteristicos para las
formas lacténicas y las hidroxiacidas, por lo que pueden ser atribuidos a la presencia de los ésteres
metilico, etilico y butirico. Este comportamiento ha sido reportado por otros autores en estudios
similares (238).

3.3.5. Estabilidad de las estatinas durante 24 horas

Con el objetivo de evaluar el comportamiento bajo las condiciones previamente estandarizadas y
determinar la velocidad a la cual, a temperatura ambiente, ocurrian interconversiones, se realizé el
seguimiento por CLAE-UV durante 24 horas de una mezcla de los cinco patrones. Como se observa
en la figura 3-9 las formas lactonicas son méas estables durante el tiempo a diferencia de las
hidroxiécidas, resultados que son concordantes con los reportes de literatura y con lo que se espera
de las estructura de ambas formas, en la que los grupos carboxilo de los hidroxiacidos se pueden
relactonizar o generar esteres dependiendo de las condiciones del medio. Entre los cinco estandares
la pravastatina es la mas inestable en solucién con el tiempo, de igual forma es el comportamiento
esperado debido a la generacion de diferentes productos de transformaciones por la presencia del -

OH en la posicién 3.

Figura 3-9: Estabilidad de las estatinas durante 24 horas.
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En la figura 3-10 aparecen las estructuras atribuibles a los productos generados posterior a la
hidrolisis en medio &cido, dentro de las que estan la resultante de la ruptura del enlace éster,
reesterificacion y relactonizacion de la pravastatina (254); igualmente la formacién de estos
subproductos es extrapolable a SIMH y a LOVH. Este comportamiento se puede esperar en el medio

en el que se realizd el ensayo, ya que todas las soluciones fueron diluidas en la fase mdvil y por
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ende el pH de la solucion es acido. Al calcular el coeficiente de variacion de las areas, para todos los

casos a excepcion de la PRA fueron inferiores al 5%, lo que demuestra que no hay interconversiones

ni degradaciones significativas para LOVL, SIML, LOVH y SIMH en solucién durante 24 h a

temperatura ambiente.

Figura 3-10: Esquema de las potenciales transformaciones de pravastatina en medio acido (254).

Debido a estas consideraciones se optd por trabajar con las soluciones bien sea inmediatamente

después de ser preparadas o conservarlas refrigeradas para su posterior uso.

3.4. CONCLUSIONES

La hidrolisis de la forma lactdnica de la lovastatina y la simvastatina a sus correspondientes
hidroxiacidos, es del 100% en un tiempo de reaccion de 20 min, empleando la metodologia
descrita por Casas et al. (151).

El sistema cromatografico que cumple con los requisitos de los valores de k£, As, Rs y o
Optimos, usado para la separacion de las formas lactonicas de la simvastatina y la
lovastatatina, sus hidroxiécidos y la sal de la pravastatina, es una mezcla de acido foérmico
al 0,1% (A) y ACN (B) desde 35% de B hasta 100%, en forma lineal en 15 min como fase
movil, la temperatura del horno 35 °C y la fase estacionaria una columna Thermo Hypersil
GOLD®.
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El método de CLAE-UV desarrollado es altamente confiable, sensible, exacto y preciso.
Con respecto a la estabilidad de las estatinas, sus soluciones deben mantenerse a bajas

temperaturas, de igual manera se debe evitar el uso de alcoholes para minimizar las

posibilidades de transformaciones de los analitos.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura

Término

AV
AZ
BT
CB
CG
CG-EM
CLAE
DAD
FC
FEL
FES
FN
HMG-CoA
LOVH
LOVL
MA
MP
MZ
PRA
RYD
RYN
RYS
SG
SIM
SIMH
SIML
ST

SY

TI

TR
uv

Harina de avena

Harina de arroz

Bienestarina

Harina de cebada

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Cromatografia liquida de alta eficiencia
Arreglo de diodos

Fuente de carbon

Fermentacion en estado liquido
Fermentacion en estado sélido

Fuente de nitrégeno
Hidroximetilglutaril CoA

Lovastatina hidroxiacido

Lovastatina en forma lactonica

Harina de maiz amarillo

Harina de maiz pinto

Harina de maiz

Pravastatina

Traditional Red Yeast® de Doctors’s A-Z
Red Yeast Rice® de Nature’s Plus
Traditional Red Yeast® de Swanson Premium Brand
Harina de siete granos

Modo selectivo de iones

Simvastatina hidroxiacido
Simvastatina en forma lactonica
Salvado de trigo

Harina de soya

Harina de trigo integral

Harina de trigo

Ultravioleta
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4.1. ANTECEDENTES

Los procesos fermentativos para la produccion de estatinas, son una tecnologia alterna que se ha
desarrollado en busca de obtener dichos metabolitos a partir de organismos, especialmente
micromicetos, en pro de disminuir la complejidad de los procesos habituales de aislamiento y a la
vez aumentar la cantidad generada de los mismos. En investigaciones realizadas dentro del grupo
Quimica de Hongos Macromicetos se detectd la presencia de estos metabolitos en Pleurotus
cultivados por FES lo que, reforzado por reportes de literatura que indican su produccién mediante
el empleo de FEL, dio pie a iniciar trabajos sobre la exploracion de la biosintesis de las estatinas en
diferentes especies de dicho género. En este capitulo el estudio esta centrado en la deteccion de la
produccion de estatinas en los productos biotecnoldgicos de las tres especies de Pleurotus obtenidas
por FEL, empleando el método de CLAE-UV desarrollado en el capitulo anterior.

4.1.1. Procesos fermentativos en la obtencion de estatinas en hongos micromicetos

Los mejores organismos productores de estatinas, especificamente de lovastatina, son las diferentes
especies de Aspergillus, un contaminante comdn de comidas, que contiene varias sustancias toxicas
gue incluyen terreina, patulina, citrina y citreoviridina, haciendo necesarios tediosos procesos de
extraccion y purificacién de los metabolitos. Como alternativa se han realizado procesos
fermentativos con otras especies como el Monascus ruber, hongo no patégeno y frecuentemente
utilizado en procesos alimentarios para generar aromas, color y mejorar la calidad nutricional de los
productos de fermentacion (255). Una de las desventajas del proceso con Monascus es la produccion
concomitante de citrinina, comUnmente asociada a una mayor generacién de lovastatina, dependiente
del medio de cultivo utilizado y de las condiciones de fermentacion, pero este inconveniente ya esta
superado vy los cultivos estandarizados para lograr niveles de la toxina incluso inferiores a los
permitidos (240). Es importante tener en cuenta que la presencia de las estatinas estd asociada en
diferente grado tanto al micelio como al medio extracelular (caldo de cultivo o medio agotado) y que
este grado de asociacion depende de la cepay del tipo de estatina. Manzoni et al. (1998) determinaron
para una cepa de A. terreus que el 83% de la lovastatina recuperada se asocia al micelio y un 17%
se encuentra libre en el caldo, mientras para Monascus paxii estos valores son del 64% y 33%
respectivamente. La pravastatina para las dos especies se asocia en proporciones muy similares tanto

al micelio como al medio extracelular (153).
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En la tabla 4-1 se encuentran algunos de los resultados méas relevantes de las investigaciones

referentes a las variables de los procesos fermentativos para obtener estatinas en micromicetos.

Tabla 4-1: Variables estudiadas en los procesos fermentativos para optimizar la obtencion de estatinas en micromicetos
(196).

VARIABLE ESTUDIADA ESPECIE REF.

Suplementacién del medio de cultivo. Aspergillus terreus (248, 256-258)

Composicion del sustrato. Monascus ruber (227)
Aspergillus terreus (259-261)
Aspergillus flavipes (236)
Monascus ruber (186)
Aspergillus terreus (262)
Penicillium patulum (263)
Penicillium brevicompactum (241)
Monascus purpureus (182)

Cepas mejoradas, estabilizacion del in6culo, optimizacion de Aspergillus terreus (264)

medios de cultivo, fermentacion por lotes alimentados y por

lotes, fuentes de carbono y nitrdgeno.

Fuentes de carbono y nitrégeno. Aspergillus terreus (265)

Composicion del medio, caracteristicas del pellet. Aspergillus terreus (266)

Fuentes de carbono y nitrégeno (relacién C:N) y método de Aspergillus terreus (228)

inoculacion.

Contenido de oxigeno, concentraciones de C, N y P, tiempo de | Aspergillus terreus (267)

fermentacion.

Adicion de lovastatina. Aspergillus terreus (268)

Concentracidn de oxigeno disuelto, uso de fermentador o Aspergillus terreus (233)

frascos agitados, didmetro del pellet, pH, temperatura,

Regimenes de aireacion y agitacion sobre la morfologia del Aspergillus terreus (269)

pellet y la reologia del caldo.

Fuentes de Cy N. Monascus pilosus (270)

Condiciones de esporulacion. Aspergillus terreus (239)

pH, composicién del medio de cultivo. Monascus purpureus (240)

Velocidad de agitacion, aireacion, tamarfio, cantidad y Penicillium citrinum (271)(271)(271)

morfologia del pellet.

Temperatura, tiempo de fermentacion, volumen del indculoy | Monascus purpureus (179)

pH.

Agitacion, periodo de incubacidn, temperatura, pH inicial, Aspergillus terreus (272)

composicion del medio y aireacion.

Como se puede deducir de estos datos, la mayoria de los reportes estan relacionados con el estudio
de la influencia de la composicién del medio de cultivo sobre la produccion de los metabolitos, una
variable que ha sido catalogada por algunos autores como la mas relevante si el objetivo del proceso
es estimular la biosintesis de dichos compuestos, al igual que la mayoria de los metabolitos fungicos
(266).

4.1.2. Efecto de la composicion del medio en la produccion de estatinas en micromicetos
Dentro de los nutrientes presentes en un medio de cultivo, son las FC y FN las que juegan un rol

predominante en la productividad de la fermentacion, debido a que estan directamente relacionadas
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con la formacion de biomasa y metabolitos; ademas, la naturaleza y concentracion de la FC puede

regular el metabolismo secundario a través de fendémenos como la represién catabdlica (267).

Los primeros medios de cultivo utilizados para la obtencion de estatinas fueron medios complejos
(sin una composicion quimica definida), basicamente compuestos por una o dos FC, una o dos FN y
una solucién de sales como fuente de macro y microelementos. Los compuestos mas cominmente
empleados como FC son glucosa (273), lactosa (228, 265) y glicerol (228). Como FN se prefieren
las fuentes organicas como la peptona, el licor de maiz (228, 273), la harina de soya (153, 228) y el
extracto de levadura (228). Otras FN como aminoécidos y sales que contienen iones amonio, pueden
acidificar el medio y no son recomendables. Para la glucosa y el (NH4)SO4 como FC y FN
inorganico respectivamente, se ha reportado un efecto represor sobre la produccion de lovastatina
(265, 266). Dentro de la solucion salina es comun encontrar KH,PO, y K:HPO, como reguladores
del pH (265, 273), ademas de otras sales inorganicas que poseen cationes cComo amonio y magnesio,
y los principales microelementos que incluyen Fe, Mn, Zny Cu (274).

Como la mejor FC para la produccion de lovastatina por A. terreus en FEL, varios autores han
propuesto la lactosa, frente a fuentes como glucosa, glicerol o sacarosa. Con respecto a las FN para
las cepas de Monascus ruber han sido utilizadas principalmente fuentes de origen vegetal como la
harina de soya (275) y el licor de maiz (273), sin embargo, para la cepa Monascus ruber ATCC
18199 se encontrd que sustituyéndolas por harina de arroz se alcanza una mayor productividad de
lovastatina (131 mg/L) (227).

Segun la composicién del medio de cultivo también se puede favorecer la sintesis de un tipo
particular de estatina. Cuando el medio utilizado por Manzoni et al (1998) es suplementado con
harina de soya hasta completar 30 g/L y en el dia 7 con 50 g/L de glicerol, se producen 244 mg de
lovastatina por litro de medio de cultivo, bajo estas condiciones no hubo produccién de mevastatina.
Sin embargo, cuando la suplementacion se realiza con harina de soya desengrasada, pero sin adicion
de glicerol como fuente carbono extra, la biosintesis se dirigi6 a la produccién de mevastatina. Estos
resultados sugieren que dependiendo de la composicidn del medio de cultivo la biosintesis puede
direccionarse a la produccion preferente de la estatina de interés. El efecto de la fraccion lipidica en
el medio de cultivo, representada por la adicion de harina de soya completa o desengrasada (la harina
de soya completa contiene 22-24% de lipidos, mientras que la harina de soya desgrasada contiene
solo 0.5%- 1.5% de contenido lipidico), indica que la biosintesis de lovastatina y pravastatina, se ve

favorecida cuando el contenido de lipidos en el medio de cultivo es bajo, por el contrario cuando la
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fraccion lipidica en el medio de cultivo es significativa, la biosintesis de estos dos metabolitos se ve

disminuida y se acumulan otros intermediarios de la sintesis como mevastatina y monacolina J (202).

En la tabla 4-2 se encuentran resumidos los resultados de las investigaciones mas relevantes
relacionadas con los medios de cultivo empleados para producir estatinas por medio de FEL

empleando hongos micromicetos.

Tabla 4-2: Medios de cultivo utilizados para la produccion de lovastatina por FEL con hongos micromicetos (196).

COMPOSICION DEL MEDIO HONGO RENDIMIENTO REF.
(9/L): Glucosa (45), leche peptonizada (24), extracto de | A. terreus ATCC 74135 | 304 mg/L @ (265)
levadura (2,5), polietilenglicol (2,5 mL).
(g/L): Harina de arroz (34,4), peptona (10,8), glucosa | Monascus ruber ATCC | 131 mg/L ® (227)
(129,2), glicerol (26,4 mL/L), MgSO4.7H20 1 %p/v, | 18199
KNO3 0.2 %p/v.
(g/L): Lactosa (89,5), glicerol (30,2), peptona (6), | Aspergillus terreus cepa | 1050 mg/L ¢ (259, 266)
glucosa (20), licor de maiz (10), harina de soya (4,2). mutada
(g/L): Lactosa (40), extracto de levadura (1,33), KH2PO4 | Aspergillus terreus | 250 mg/L 2 (228)
(1), MgS0O4.7H20 (1), NaCl (1) y solucion de | ATCC 20542
microelementos (1 ml).
(g/L): Lactosa (114,26), harina de soya (5,41), KH2PO4 | Aspergillus terreus ~230mg/L @ (267, 269)
(0,8), MgS04.7H20 (0,52 g), NaCl (0,4), Fe(NO)3.9H20
(2 mg), ZnSO4H20 (1 mg), biotina (0,04 mg) y
solucién de elementos traza (1 mL).
Peptona 3.8 %p/v, maltosa 1 %pl/v, glicerol 7 %v/v, | Monascus pilosus | 444 mg/L @ (270)
MgS04.7H20 (0,1 %p/v), NaNOz (0.2 %p/v). IFO5420

Monascus pilosus MK1 | 725 mg/L @
Arroz fermentado con raices de Dioscorea (1 %p/p), | Monascus purpureus | 27,9 mg/g © (240)
etanol (0,5% v/v). NTU 568
(9/L) Glucosa (52,61), peptona (16,65), NH4Cl (1), | Monascus  purpureus | 97,5 mg/L © (276)
KH2PO4 (1), extracto levadura (3), K2HPOs (1), KNOs | MTCC 369
(0,5), MgSO4-7H20 (0,2), MnSO4-H20 (0,418), NaCl
(0,5), CaCl2-2H20 (0,1) FeSO4-7H20
(0,001).
(g/L): Almidon soluble (67,56), extracto de levadura | Aspergillus terreus | 952,7 £ 24.3 mg/L (256)
(10), polietilenglicol (2,5), KH2PO4 (2), (NH4)2S04 (1), | LA414 a
tirosina (0,050).
(g/L): Harina de avena (20), CHsCOONa (20), | Aspergillus terreus 188,3 mg/L © (272)
(NH4)2S04 (5), KH2PO4 (2), urea (4,5), metionina (2,5),
solucién de elementos traza (10 mL).
Medio Czapek Dox Aspergillus sp. cepa de | 99 mg/l - 858 277)
coleccion mg/L ©

2 Medio agotado ® Micelio

¢Mezcla de micelio y medio agotado.

4.1.3. Las estatinas en Pleurotus

En 1993 Gunde-Cimerman et al, evaluaron 380 cepas fungicas de 50 géneros diferentes y 143
especies, cultivados por FEL, con especial énfasis en los macromicetos, con el objetivo de hacer un
screening para encontrar nuevos organismos distintos a los micromicetos conocidos, productores de

lovastatina, encontrando que los basidiomicetos del género Pleurotus, especialmente las especies P.



106 Capitulo 4

ostreatus, P. saca y P. sapidus, son las fuentes mas promisorias de este tipo de compuestos (192).
En este afio los mismos autores reportaron los resultados del proceso de extraccién, caracterizacion,
determinacion estructural y de actividad bioldgica de la lovastatina y compactina, planteando la
hipétesis de que son estas las sustancias responsables del efecto inhibidor de la HMG-CoA reductasa
(278). En 1995 publicaron un completo estudio relacionado con la determinacion del contenido de
lovastatina en los extractos de los carpéforos de P. ostreatus y su distribucion durante el ciclo de
vida del hongo. Como conclusiones encontraron que al inicio del crecimiento el compuesto esta
uniformemente distribuido en el carpéforo, sin marcadas diferencias en su contenido entre el pileoy
el pie. Posteriormente durante el crecimiento, la estatina se transfiere al pileo y luego a las lamelas.
Una vez estan completamente maduros (15 cm diametro del pileo), hay un menor contenido en las
lamelas comparado con los carp6foros menos maduros, planteando la hipétesis de que se presente
una transferencia a las basidiosporas. Los autores representaron graficamente estos resultados como

se muestra en la figura 4-1 (190).

Figura 4-1: Contenido de lovastatina en las partes de los esporocarpos de Pleurotus ostreatus de diferentes medidas.
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La extraccion fue realizada con A) MeOH:H20 y B) N2 + MeOH:Hz0 (190)

La produccién de estatinas en las especies del género Pleurotus tiene la ventaja de eliminar los
problemas generados con las toxinas de los micromicetos, mas aun si se tiene en cuenta la
caracteristica de este género de ser hongos comestibles y tener propiedades nutricionales y
medicinales (75, 166, 279). No hay una generalidad reportada en literatura sobre la acumulacién de

este grupo de metabolitos en el caldo o en el micelio de los Pleurotus, debido a las diferencias en los



Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el 107
potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

procesos empleados para su determinacion: Gunde-Cimermann (1993) no separa el producto
biotecnoldgico para hacer el estudio; Wasser & Reshetnikov (2002) mencionan que el metabolito no
fue detectado en los filtrados del caldo de fermentacion luego de la separacion del micelio; EI-Shami
& Hamed (2007) reportan la presencia de lovastatina en el caldo de cultivo y Alarcén et al. (2003)
hicieron la determinacion en los caldos filtrados y en el micelio obtenido por FEL, pero Unicamente
reportan su presencia en los primeros.

Es importante tener en cuenta que la acumulacion de lovastatina en el micelio de Pleurotus ostreatus,
esta relacionada con la fase exponencial del crecimiento, siendo menor en la fase estacionaria, caso
contrario ocurre con el P. eryngii var ferulae en el que se ha observado que no hay cambios
significativos en el contenido de la estatina entre las etapas de crecimiento (274). En hongos
filamentosos como Aspergillus terreus la produccion de la lovastatina se ha asociado a la fase
estacionaria, cuando las condiciones nutricionales no son favorables para el hongo (153).

Los estudios relacionados con las variables que afectan la produccién de estatinas en Pleurotus se
han enfocado en la composicion del sustrato (241), la comparacién de la produccion entre
especimenes nativos y cultivados, asi como en diferentes cepas (189) y la relacién C:N del medio de
cultivo (188). Para los cultivos sumergidos de las especies de este género, las FC empleadas incluyen
una gran variedad de carbohidratos como pentosas, hexosas y polisacaridos, en una proporcion que
varia entre el 3% y 5%. Como FN se prefieren las fuentes organicas que incluyen hidrolizado o
extractos de levadura, peptona y licor de maiz, en un rango del 0.5%-4% por peso dependiendo del
contenido de nitrogeno en la fuente (274). En la tabla 4-3 se encuentran resumidos los resultados de
las investigaciones mas relevantes relacionadas con los medios de cultivo empleados para producir

estatinas por medio de FEL de Pleurotus.

Tabla 4-3: Medios de cultivo utilizados para la produccion de lovastatina por FEL de Pleurotus (196).

COMPOSICION DEL MEDIO HONGO RENDIMIENTO | REF.
(g/L): Glucosa (50), levadura de cerveza (20), pasta de tomate | Pleurotus ostreatus 0,4-273mg/L? (192)
(30), harina de avena (20), CH3sCOONa (10), (NHa4)2SO4(5), | Pleurotus saca 5,0-23,0mg/L?
KH2PO4 (2), 10 ml de solucion de elementos traza. Pleurotus sapidus 41,0 mg/L @

Pleurotus sp. 0,7-2,2mg/L ?

(g/L): Dextrosa (50), peptona (0,5), extracto de levadura (1), | Pleurotus eryngii var. | 0.52 mg/g ° (274)
(NH4)2S04 (2), K2HPO4.3H20 (2), K2HPO4 (2,5) y solucién | ferulae
de elementos traza (10 mL). Pleurotus ostreatus 0.44 mg/g ®
(g/1): CaCl2 (0,05), KH2PO4 (0,025), (NH4)2HPO4(0,25), Pleurotus ostreatus 5-70mg/L? (189)
MgSO4 x 7H20 (0,15), 1.3 ml of FeCls 1%, extracto de
malta (3,0), glucosa (10,0)
Czapek Dox (150 g/L) suplementado con paja de arroz, arroz, | Pleurotus ostreatus 17,81-84,71mg/L? | (262)
residuos del molienda de oliva o papa dextrosa.

2 Medio agotado ® Micelio
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En lo concerniente a la relacion entre biomasa y produccién de lovastatina en el género, el estudio
de Wasser et. al es el unico que relaciona las dos variables, reportando que el comportamiento es
dependiente tanto de la especie como de la composicién del medio de cultivo empleado para la
produccién del metabolito (Tabla 4-4) (274).

Tabla 4-4: Relacion entre la produccion de biomasa y la biosintesis de lovastatina en Pleurotus (274).

LOVASTATINA
- TIEMPO DE BIOMASA
ESPECIE COMPOSICION DEL MEDIO CRECIMIENTO (d) g/ (mg/g)
Pleurotus (g/l): peptona (0,5), extracto de 6 3,95 0,46
eryngii var. | levadura (1), (NH)2S0s (2), 8 7,76 0,41
ferulae K2HPO4.3H20 (2), K2HPO4 (2,5) y 10 8,56 0,52
solucion de elementos traza (10 mL). 12 12,20 0,41
(g/l): glucosa (50), peptona (0,5), 6 3,65 0,44
Pleurotus extracto de levadura (1), (NH4)2SO4 8 9,30 0,23
ostreatus (2), K2HPO4.3H20 (2), K2HPO4 (2,5) 10 9,30 0,20
y solucion de elementos traza (10 mL). 12 5,50 0,15

Como lo revela el andlisis de los resultados descritos, la composicién del medio es una variable de
vital importancia en la produccion de las estatinas. A pesar de que se han empleado una amplia
variedad de compuestos en los procesos, el uso de FC no convencionales, se ha restringido a arroz,
soya y avena, siempre suplementando con otros componentes que acrecientan los costos de
produccion. En este marco de ideas la deteccion de la produccion de estatinas en los productos
biotecnoldgicos obtenidos por FEL de las tres especies de Pleurotus cultivadas con ese tipo de FC,
es un tema de trascendental importancia que debe ser abordado para fortalecer el estudio sobre la

potenciacion del valor nutricedtico de estos productos.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Deteccién de la produccion de estatinas en los productos de la FEL

Los micelios y los caldos de cultivo agotados de las tres especies de Pleurotus obtenidas por FEL,
fueron tratados como se describié en el numeral 1.2.1 y extraidos como aparece detallado en el
numeral 2.2.3. Posteriormente fueron analizadas por CLAE-UV por el método desarrollado en el
capitulo 3, a partir de soluciones de los extractos con una concentracion de 1 mg/mL disueltas en

ACN, sonicando antes de ser inyectados.

Los analisis por CG-EM se efectuaron bajo las condiciones especificadas en 2.2.5 con la variacion
de que el espectrometro de masas se oper6 en el modo selectivo de iones (SIM), introduciendo en el
software del equipo el ion target a m/z 159 (T) y los cualificadores a 198 (Q1) y 284 (Q2).

Posteriormente se calculé el porcentaje de la relacion entre la abundancia de cada uno de los iones
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cualificadores y la abundancia del ion target (%Q/T). Estos valores se compararon con los obtenidos

para los estandares de LOVL y SIML que fueron inyectados por triplicado.

4.2.2. Aproximacién a la identidad de los compuestos detectados por CLAE-UV

Debido a que se analizaran mezclas de las estatinas con otros productos biosintetizados por los
hongos, se prepararon con ayuda de ultrasonido, disoluciones con concentraciones de 1mg/mL de
mezclas de compuestos triterpenoidales, que han sido reportados tanto como constituyentes de
especies del género Pleurotus (116, 119), como en los productos biotecnoldgicos objeto de la
presente investigacion. Todas las mezclas se analizaron por CLAE-UV. De igual forma se estudiaron
los extractos del micelio en AcOEt de P. djamor cultivado con harina de trigo integral y de P.
ostreatus cultivado en harina de siete granos por CLAE-DAD bajo las siguientes condiciones:
cromatografo de liquidos Merck Hitachi compuesto por una interface Merck Hitachi D-600A, una
bomba L-6200A, manejados por un controlador Merck Hitachi D 7000. El detector de arreglo de
diodos usado fue un Merck Hitachi L-4500 operado a 237 nm. El sistema de elusion fue una mezcla
de acido formico al 0,1% (A) y ACN (B) desde 35% de B hasta 100%, en forma lineal en 15 min, a
temperatura ambiente y como fase estacionaria una columna Chromolith® performance RP-18 100-

4,6 mm.

4.2.3. Estudio de la aplicabilidad de la técnica de CLAE-UV a productos con presencia
comprobada de estatinas

Las muestras comerciales de arroz rojo fermentado utilizadas fueron “Traditional Red Yeast®” de
Swanson Premium Brand (RYS), “Traditional Red Yeast®” de Doctors’s A-Z (RYD) y “Red Yeast
Rice®” de Nature’s Plus (RYN). Las pastillas se extrajeron como indica Prasad (180), se prepararon

soluciones de 1 mg/mL de cada extracto y se analizaron por CLAE-UV.

Cuatro cepas de Pleurotus ostreatus, tres nativas de la region de Inia-Quilamapu en Chillan — Chile
(PL-124, PL-127 y PL-143) y una comercial (PL-136) determinadas por los estudios de Alarcdn et.
al. como productoras de lovastatina, se cultivaron bajo las condiciones establecidas por los autores
como las mas eficientes para la producciéon del metabolito (188) en un medio con la siguiente
composicién (g/L): CaCl,.2H,0 (0,06), KH.PO4 (0,025), (NH4).HPO4 (0,25), MgS04.7H,0 (0,15),
extracto de malta (13), glucosa (10), agua peptonada (4) y FeCls (1% 1,2 ml/L). El procedimiento
de extraccion empleado fue el descrito en el numeral 2.2.3 y para el analisis por CLAE-DAD se

prepararon soluciones de 1 mg/mL de cada extracto en fase movil. Las caracteristicas del equipo
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empleado son las siguientes: cromatdgrafo LaChrom Merck Hitachi, bomba L-71000, detector de
arreglo de diodos L-7455, columna Kromasil® 100-5C18 250-4,6 mm.

4.2.4. Determinacion de la influencia del medio de cultivo sobre la produccion de los
compuestos detectados por CLAE-UV

Con el objetivo de determinar el papel del medio de cultivo en la produccion de los metabolitos tipo
estatinas cuyos picos son detectados por CLAE-UV, se realizaron las FEL de los Pleurotus, en el
medio reportado en literatura como el 6ptimo para favorecer la biosintesis de estatinas en P. ostreatus
(188), analizando mediante CLAE-UV los productos biotenoldgicos asi obtenidos.

4.2.5. Evaluacion del efecto del estadio de maduracion del hongo en los metabolitos tipo
estatina detectados por CLAE-UV

Las tres especies de Pleurotus fueron cultivadas por FES en bolsas que contenian 400 g de bagazo
de cafia, 10% de harina de cebada y 4% de CaCOs, que posteriormente fueron inoculados con 40 g
de semilla. Los analisis se realizaron a las fructificaciones obtenidas en la primera cosecha, con
tamafios del pileo de 5 cm de didmetro y en las lamelas retiradas desde carpéforos frescos.

Tanto las lamelas como las fructificaciones frescas se extrajeron con AcOEt, los extractos se
desecaron con Na.SOs anhidro y se llevaron a sequedad en un rotaevaporador. Para el analisis por

CLAE, se prepararon soluciones de 1 mg/mL en ACN, gue fueron sonicadas antes de ser inyectadas.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Deteccidn de la presencia de estatinas en los productos de la FEL empleando FC no
convencionales

La busqueda de las estatinas presentes en especies del género Pleurotus, ha sido un interesante tema
de investigacion abordado dentro del grupo de Quimica de Hongos Macromicetos, en pro de lograr
las condiciones Optimas tanto de cultivo que permitan su produccion por procesos fermentativos,
como la posterior extraccion, deteccion y en caso de que estas estén presentes, su purificacion y
elucidacion estructural. Con este objetivo, se plante6 en primer lugar la busqueda de una forma de
detectar dichos metabolitos en los extractos. La técnica hasta ahora empleada de CG-EM en modo
SCAN tiene la desventaja de la elusion a tr cercanos de los compuestos triterpenoidales y de las
formas lacténicas de las estatinas, como se observa en la Figura 4-2. Esta similitud en el
comportamiento cromatogréfico de los dos grupos de metabolitos, dificulta la deteccion y posterior

determinacion de los compuestos de interés que pudiesen estar presentes en los extractos.
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Figura 4-2: CG-EM de mezclas de compuestos triterpenoidales y estatinas.
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A) una mezcla de lanosterol (LAN), dihidrolanosterol (DLAN), lovastatina en forma lactdnica (LOVL) y simvastatina en forma lactonica (SIML)

B) Extracto de Pleurotus djamor cultivado con salvado de trigo como FC.

Es importante mencionar que al emplear esta técnica, en los cromatogramas de gases tanto para los
patrones de LOVL como de SIML, se observan dos picos par cada uno de ellos: con tr= 34,379 min
(LOVL2) y 34,969 min (SIML2) los generados por la pérdida de los acidos 2-metilbutanoico y 2,2-
dimetilbutanoico respectivamente; con tr = 32,193 min (LOVL1) y 32,647 min (SIML1) se
encuentran los generados por la posterior deshidratacion de la p-OH lactona (Figura 4-15). Estas
fragmentaciones han sido reportadas por otros autores como las caracteristicas para la Lovastatina y
la simvastatina (280), sin embargo no existe informacion en literatura sobre la aparicion de los dos
picos en CG, pero ésta puede deberse a rompimientos que sufren en el momento de la inyeccién por
las condiciones del analisis, debidas a la labilidad de los enlaces involucrados en las pérdidas que
generan los fragmentos detectados.

Estas observaciones condujeron la necesidad de plantear una metodologia mas apropiada para poder
evaluar la presencia de estatinas en los productos biotecnoldgicos obtenidos de los Pleurotus a partir

de la FEL, empleando las harinas como FC. Con este objetivo se desarroll6 la metodologia descrita
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en el capitulo 3 que sera aplicada, en esta parte de la investigacion, a los extractos en AcCOEt de los

productos biotecnoldgicos de interés.

En el procedimiento de extraccion descrito en el numeral 2.2.2 y esquematizado en la figura 2-3, se
planteo la realizacidn de un proceso de hidrolisis, con el objetivo de hacer una extraccién selectiva
de las estatinas, aprovechando sus caracteristicas estructurales que les permiten formar los
hidroxiécidos de las formas lactonicas. Este procedimiento se hizo con el P. ostreatus, pero como se
describié en la discusion del capitulo 2, los perfiles de CG-EM no evidenciaron diferencias
significativas y por ende no se efectud este procedimiento para las especies de P. pulmonarius y P.
djamor.

Con respecto a los diferentes productos obtenidos, la figura 4-3 muestra los perfiles cromatogréaficos
en CLAE de los extractos en AcOEt para los medios agotados del P. ostreatus cultivado con las doce
fuentes de carbono. En ninguno de los casos se observaron picos con tr coincidentes con los de los
patrones empleados. Se detectaron entre 2,8 min y 4,4 min picos con intensidades variables en los
caldos agotados obtenidos empleando todas las FC a excepcion del uso de las harinas de cebada y

de maiz. Para el caso del maiz amarillo se detect6 un pico a 10,3 min.

Figura 4-3: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt de los medios agotados de Pleurotus ostreatus obtenidos por
FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion de los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

Para el caso de los extractos de los micelios, de igual forma independientemente de la FC utilizada,
no se observo un pico coincidente con los tr de los patrones (Figura 4-4). Sin embargo, se evidencid
la presencia de un pico con tg de 14,1 min, intermedio con respecto al de los estandares de SIMH y
LOVL, que varia en intensidad entre las FC empleadas. Adicional a esto se observa la presencia de
un pico a 14,4 min con menor intensidad que el anterior, pero de igual forma detectado en los

micelios obtenidos con todas las harinas. Para el caso del uso de CB, AV, TR, BT, MZ y TI, se
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detectd un pico a 13,7 min con bajas intensidades, asi como uno a 17,2 min para TR, BT, MZ, SY y
TI.

Figura 4-4: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt de los micelios de Pleurotus ostreatus obtenidos por FEL con
las diferentes FC.

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion de los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.
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En los extractos en AcOEt de los productos de la hidrolisis basica de los micelios, se esperaria que
las formas lactonicas de las estatinas que estuviesen presentes se hidrolizaran formando sus
correspondientes sales insolubles en el disolvente extractante, por ende en estos extractos no se
detectarian los metabolitos de interés. Sin embargo, salvo el producto obtenido empleando harina de
cebada, en todos los extractos se detectd el pico a 14,1 min. En relacion al pico en 14.4 min
exceptuando CB, BT, MZ, SY y SG, con las restantes FC su deteccién de igual forma fue positiva
(Figura 4-5), pero con intensidades en los extractos menores al compararlas con las de los micelios.
Este comportamiento lleva a plantear dos hipotesis:

a) Las condiciones de hidrolisis de las formas lactdnicas de las estatinas determinadas en el

capitulo 3 como 6ptimas, no son aplicables para los extractos, teniendo en cuenta la

complejidad de los mismos y la presencia de otro grupo de compuestos, que podrian estar

reaccionando con la base y por ende el proceso de hidrélisis  de las estatinas no es

completo;

b) Los picos detectados en CLAE -UV no corresponden a estatinas. Esta segunda hipétesis

se discutira posteriormente.

Sumado a esto, se detectaron picos con tg de 9,5 min y 10,3 min en los productos obtenidos

empleando todas las harinas, salvo con CB, AV y ST.

Figura 4-5: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt del producto de la hidrdlisis a pH basico de Pleurotus ostreatus

obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo. Tiempos de retencion para los patrones:

Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma lacténica 14,3 min; Simvastatina en
forma lacténica 15,1 min

La neutralizacion de los productos de la hidrolisis basica de los micelios, permite generar las formas
hidroxiacidas de las estatinas que estuviesen presentes, y que por reportes de literatura y por sus

caracteristicas estructurales, se sabe son solubles en el disolvente extractante (281). Como se
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observa en la figura 4-6 los perfiles cromatograficos para los extractos provenientes de la
neutralizacion del producto de la hidrdlisis de los micelios del P. ostreatus, son similares a los de
los extractos de los micelios sin tratamiento (Figura 4-4), con una marcada diferencia entre ellos en
las intensidades de los picos detectados, demostrando que no hay diferencias entre los extractos en
AcOEt de los micelios sin hidrolizar y los productos de la hidrolisis neutralizados, resultado que

Ilevo a eliminar el paso de la hidrdlisis para los micelios de las especies P. pulmonarius y P. djamor.

Figura 4-6: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt del producto de la hidrdlisis a pH neutro de Pleurotus ostreatus

obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion de los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

En las figuras 4-7 y 4-8 se encuentran los perfiles de CLAE para los extractos de los medios agotados
de las especies de P. pulmonarius y P. djamor respectivamente. EI comportamiento es similar al
observado para el P. ostreatus con la deteccidn de varios picos entre 2,8 min y 4,4 min. Sin embargo
sobresalen por su intensidad, para las dos especies al ser cultivadas empleando soya y salvado de
trigo un pico con un tg de 4,1 min y para el P. pulmonarius cultivado con harina de arroz un pico

con tr de 3,1 min.

Figura 4-7: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt de los medios agotados de Pleurotus pulmonarius obtenidos por
FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion para los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

Figura 4-8: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt de los medios agotados de Pleurotus djamor obtenidos por FEL
con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion para los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lactonica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

Para el caso de los micelios de P. pulmonarius (Figura 4-9) y P. djamor (Figura 4-10), al igual que
con los de P. ostreatus, no se detectd ningln pico que coincidiera con los tz de los patrones. De
nuevo se evidencid la presencia de los correspondientes a 14,1 min y 14,4 min, pero en este caso
con mayores intensidades, no obstante para las tres especies cultivadas con TI, la altura de los picos

detectados es la mayor comparada con las obtenidas con las FC restantes.

Figura 4-9: Perfiles de CLAE de los extractos en AcCOEt de los micelios de Pleurotus pulmonarius obtenidos por FEL con
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion para los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

Figura 4-10: Perfiles de CLAE de los extractos en AcOEt de los micelios de Pleurotus djamor obtenidos por FEL con las
diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tiempos de retencion para los patrones: Pravastatina 5,25 min; Hidroxiacido lovastatina 12,7 min; Hidroxiacido simvastatina 13,6 min; Lovastatina en forma
lacténica 14,3 min; Simvastatina en forma lacténica 15,1 min.

Los resultados hasta ahora descritos se pueden resumir de la siguiente forma:

a)

b)

En los extractos de los medios agotados no hubo deteccion de picos que coincidieran
con los tr de los patrones, independientemente de la FC o de la especie estudiada. Esta
observacion pone de manifiesto que aparentemente no hay excrecién de las formas
hidroxiacidas de las estatinas hacia el medio o que estas se encuentran en cantidades por
debajo del LD de la técnica empleada, resultado contrastante con lo encontrado para
Pleurotus por otros autores quienes reportan la presencia de estatinas en los caldos de
cultivo (189, 191, 262).

En los extractos de los micelios de las tres especies, con las doce harinas de cereales, se
detectaron picos con intensidades altas pero que eluyen a tg diferentes a los de los
estandares, cuyos valores son intermedios a los correspondientes para las formas
hidroxiacidas de la simvastatina y la lact6nica de la lovastatina (14,1 min) y entre esta

altima y la forma lactonica de la simvastatina (14,4 min).

Estas observaciones llevan a plantear diferentes hipotesis a saber:

a) Los picos detectados corresponden a componentes de los extractos diferentes de las

estatinas empleadas como estandar o a derivados estructurales de ellas y/o intermediarios

biosintéticos de las mismas;

b) La metodologia desarrollada no es adecuada para la deteccidn de estatinas en este tipo

de productos;

c) Las FC empleadas no son el sustrato apropiado para la biosintesis de las estatinas;

d) En el estadio de desarrollo micelial no hay produccion de estatinas, especificamente

para estas cepas;

e) Las cepas de trabajo no producen los bioactivos de interés.
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Con el objetivo de confirmar o descartar cada una de estas suposiciones, se realizaron una serie de

procedimientos experimentales que se discutiran a continuacion:

4.3.2. Aproximacion a la identidad de los componentes identificados por CLAE-UV en los
extractos de los Pleurotus obtenidos por FEL

Como se describid en el capitulo 2, en los extractos de Pleurotus en general y en el caso particular
de los empleados en esta investigacion, se encuentran diferentes sustancias, en algunos casos en
proporciones apreciables como ocurre con el grupo de los triterpenoides, compuestos que pueden
presentar dentro de su estructura dienos conjugados. Para descartar que los picos detectados
correspondan a ellos, se inyectd una solucion de 1 mg/ml de mezclas de estos componentes disueltos
en ACN. Como se muestra en la figura 4-11 los triterpenoides no presentan absorcion a la longitud
de onda de deteccion, por lo que se puede deducir que la identidad de las sustancias detectadas en

los extractos de los micelios de Pleurotus no corresponde a estos metabolitos.

Figura 4-11: Cromatograma CLAE de mezcla de compuestos triterpenoidales

088888888}

En la figura 4-12 se encuentra el perfil por CLAE-DAD de la mezcla de los patrones LOVL, SIML,
LOVH, SIMH y PRA, en donde se observan sus espectros de absorcidn tipicos, consistentes en un
maximo en 237 nm y dos hombros en 230 nm y 248 nm, caracteristico del dieno conjugado, que es

el croméforo de este grupo de moléculas.
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Figura 4-12: Cromatograma CLAE-DAD de la mezcla de los patrones (0.1 mg/mL).
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Se analizaron los extractos de P. djamor cultivado con trigo integral y del P. ostreatus con harina de

siete granos, seleccionados con base en las intensidades de los picos detectados por CLAE-UV

(Figura 4-13), de donde se puede inferir que el grupo cromdforo de los compuestos detectados no es

el mismo que presentan las estatinas patron y de algunos derivados estructurales de las mismas, que

como se menciond en el capitulo anterior y se describié en la figura 3-1, han sido reportados en

literatura. Sin embargo, se podria estar frente a una estructura con algun grupo de sustituyente en el

anillo de la decalina y/o intermediarios biosintéticos, que alteran su perfil al UV conservando el

maximo a 237 nm pero eliminando la absorcion a las otras dos longitudes de onda.

No obstante, es necesario emplear otra serie de técnicas mas complejas para poder sacar una

conclusion certera, como es el caso de LC/PDA/MS utilizada en el estudio de Yong-Guo et. al para

la determinacion de un grupo de 14 estatinas en muestras de arroz rojo fermentado (201).
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Figura 4-13: Cromatograma CLAE-DAD de los extractos del micelio en AcOEt de A) P. djamor cultivado con harina de
trigo integral B) P. ostreatus cultivado en harina de siete granos.
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La posibilidad de que los componentes detectados tengan un patrén de fragmentacion similar al de
LOVL y SIML e incluso de algunos de sus similares estructurales, fue evaluada empleando CG-
EM/SIM que permite, al comparar las abundancias de los iones cualificadores con la del i6n target,
otorgar mayor informacion para lograr un mejor acercamiento a la identidad de los compuestos (282,
283), que estaria dada por la conservacion de dichas relaciones entre los picos detectados en los
diferentes extractos de Pleurotus.
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4.3.2.1. CG-EM en modo SIM para la deteccidn de la produccion de estatinas en los extractos de
Pleurotus

Esta metodologia ofrece la ventaja sobre el modo SCAN de una mayor sensibilidad, comprobada
experimentalmente para el caso particular de las estatinas, con deteccion de cantidades cercanas a 1
pg/ml comparadas con 100 pg/ml en este dltimo modo, empleando los patrones de lovastatina y

simvastatina en sus formas lactonicas.

Como se menciono al inicio de la discusién de este capitulo, en los cromatogramas de gases de las
formas lactonicas de los patrones de lovastatina y simvastatina, se observan dos picos para cada uno
de ellos, generados por diferentes fragmentaciones a partir del M*. Se seleccionaron los iones
caracteristicos que, teniendo en cuenta las similitudes estructurales son los mismos para la
lovastatina y la simvastatina (Figuras 4-14 y 4-15), e incluso para algunos de sus intermediarios
como las monacolinas J, L, X 'y M, identificandose el i6n target (T) o principal a una m/z (u.m.a.) =
159 y los iones cualificadores o de diagndstico a m/z = 198 (Q1) y 284 (Q2).

Figura 4-14: Espectros de masas de los patrones de las formas lactdnicas de A) lovastatina y B) simvastatina.
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Figura 4-15: Patron de fragmentacion de lovastatina y simvastatina en forma lactonica.
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Con base en la evidencia anterior es necesario tener en cuenta para el analisis por CG-EM/SIM las

siguientes relaciones de las abundancias para los iones cualificadores de los patrones:

QT (%) Q2T (%)
LOV2 (tr = 34,379min) 72,91+ 1,37 9,08 + 0,37
LOV1 (tr = 32,193min) 84,89 + 3,35 10,12 + 0,66
SIM2  (tr = 34,969min) 70,54 + 0,35 5,02 + 0,02
SIM1  (tr = 32,647min) 81,45 + 0,66 5,37+ 0,08
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Los resultados de la aplicacion de esta metodologia a los extractos de Pleurotus ostreatus, P. djamor
y P. pulmonarius estan registrados en las tablas 4-5, 4-6 y 4-7 respectivamente. Del analisis de los
datos de esta tabla se puede concluir que, a pesar de que se detectaron en varios casos picos
correspondientes a los iones introducidos en el software del equipo, las relaciones de abundancias
en ninguno de los casos son iguales a las de los patrones de estatinas usados, observaciones que
soportan los resultados obtenidos por CLAE-UV. Cabe anotar aqui que, aunque para ilustracion se
colocaron en las tablas los valores obtenidos para todos los picos detectados, aquellos cuyas
relaciones Q/T son muy grandes se descartaron desde el principio, debido a que este valor indica que
el idn target es demasiado pequefio y por ende se desecharia la opcién de estar frente a una estructura
similar a la de LOVL o SIML.

Tabla 4-5: Tiempos de retencion y abundancias relativas de los iones cualificadores respecto al idn target, para los picos
detectados por CG-EM / SIM en los diferentes extractos en AcOEt de Pleurotus ostreatus obtenidos por FEL.

EXTRACTO HARINA DE CEREAL | tr(min) | QUT (%) | Q2T (%)

Cebada 21,744 3047,03 3508,06

Avena 21,743 4,73 4008,77

Bienestarina 21,745 5,14 3542,71

Maiz 21,748 1,92 3880,92

Soya 21,791 2,37 4456,46

37,893 48,80 330,18

Salvado de trigo 38,343 39,56 64,82

38,987 42,42 272,29

37,897 52,31 185,51

Micelio Trigo integral 38,315 37,69 86,12
38,992 40,75 106,92

21,734 4,34 4406,57

Siete granos 37,886 40,52 256,44

38,301 39,97 41,65

38,962 38,46 259,77

21.700 61,72 4181,06

Maiz amarillo 33.623 22,00 21,89

33.824 22,08 38,27

34.106 65,25 121,70

Medio agotados Cebada 23,698 1,34 2,31
Soya 34,665 77,08 104,34

Cebada 27,738 3,96 4371,69

Producto hidrélisis pH béasico Avena - 21,731 11,88 5971,76
Salvado de trigo 21,695 38,35 4987,11

Siete granos 21,91 22,43 2682,45

Q1 m/z =198; Q2 m/z = 284; T m/z=159.
QIT (%) es el resultado de los valores de las abundancias de los iones cualificadores (Q1, Q2) dividido por la abundancia del i6n target (T) x 100.
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Continuacion tabla 4-5: Tiempos de retencién y abundancias relativas de los iones cualificadores respecto al ion target,
para los picos detectados por CG-EM / SIM en los diferentes extractos en AcOEt de Pleurotus ostreatus obtenidos por
FEL.

EXTRACTO HARINA DE CEREAL |tr(min) | Qu/T (%) | Q2T (%)
Cebada 21,785 16,07 | 18625,99
Arroz 21,691 40,18 1722,56
Bienestarina 19,667 14,02 5081,84
. 19,654 11,30 4328,62
Maiz

Producto hidrdlisis pH neutro 21,691 93,58 5182,07
Soya 19,597 10,68 48,41
21,686 63,23 6920,19
Salvado de trigo 19,597 13,74 4267,64
Lo 30,089 76,15 8,33

Trigo integral
31,989 77,58 3,75

Q1 m/z =198; Q2 m/z = 284; T m/z=159.
QIT (%) es el resultado de los valores de las abundancias de los iones cualificadores (Q1, Q2) dividido por la abundancia del ion target (T) x 100.

Tabla 4-6: Tiempos de retencion y abundancias relativas de los iones cualificadores respecto al idn target, para los picos
detectados por CG-EM / SIM en los diferentes extractos en ACOEt de Pleurotus pulmonarius obtenidos por FEL.

EXTRACTO HARINA DE CEREAL tr QJUT Q2T
20,680 30,33 2,86
_ Cebada 32,192 69,08 8,25
Medio agotado 32,636 79,96 9,80
34,294 66,21 6,28
Soya 25,306 28,64 35,22
Cebada 21,725 12,95 4912,62
Avena 21,725 15,19 5589,40
Trigo 21,729 14,14 5113,99
Arroz 21,723 17,18 6694,35
. . 21,741 13,32 5003,54
Bienestarina

24,182 7,00 191,85
Maiz 21,719 11,64 6349,27
Micelio Soya 21,713 31,70 | 19273,34
Salvado de trigo 21,721 6,47 11541,79
34,601 23,64 2,41
Trigo integral 21,744 5,19 5482,72
Maiz pinto 19,619 8,26 3542,70
Siete granos 21,708 49,10 15646,55
. . 19,615 21,12 3656,95

Maiz amarillo
21,688 51,18 4462,59

Q1 m/z =198; Q2 m/z = 284; T m/z=159.
QIT (%) es el resultado de los valores de las abundancias de los iones cualificadores (Q1, Q2) dividido por la abundancia del i6n target (T) x 100.
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Tabla 4-7: Tiempos de retencion y abundancias relativas de los iones cualificadores respecto al ion target, para los picos

detectados por CG-EM / SIM en los diferentes extractos en AcOEt de Pleurotus djamor obtenidos por FEL.

HARINA DE HARINA DE
CEREAL tr QuUT QAT CEREAL tr QJT | QAT
37,889 58,92 217,88 37,880 | 53,63 112,43
Cebada Arroz
38,969 39,34 101,91 38,978 | 74,28 199,77
37,889 35,00 143,23 34272 | 6459| 6,44
38,318 29,46 143,47 36,715| 7,55| 6,86
Avena 38,978 30,89 192,82 | Salvado de trigo 37,889 | 61,93|164,91
37,889 41,95 124,14 38,372 | 32,57 | 49,79
38,319 36,31 82,60 38,98 | 274412517
38,986 35,62 111,79 37,887 | 51,94 171,80
37,886 433,35 203,39 |\ o 38,325 | 36,26| 39,78
Bienestarina 38,316 36,23 143,13 38,973 | 32,37|171,25
39,895 37,48 270,95
L 37,882 53,89 213,96 | Maiz amarillo 37,878 | 47,631 184,62
Trigo integral
38,975 30,01 197,97 38,956 | 48,99 | 121,67
o 37,876 47,12 142,04
Maiz pinto
38,977 47,88 110,67

Q1 m/z =198; Q2 m/z = 284; T m/z=159.
QIT (%) es el resultado de los valores de las abundancias de los iones cualificadores (Q1, Q2) dividido por la abundancia del i6n target (T) x 100.

4.3.3. Aplicabilidad de la técnica de CLAE-UV desarrollada a productos con la presencia
comprobada de estatinas

Con el objetivo de confirmar o descartar la aplicabilidad de la técnica desarrollada a productos
naturales que contengan las estatinas y que sean provenientes de matrices similares a los productos
biotecnoldgicos obtenidos en el presente estudio, se analizaron por CLAE-UV dos grupos de
extractos: 1) Tres marcas de arroz fermentado con el hongo micromiceto Monascus purpureus
conocido como arroz rojo fermentado, que se ha reportado en literatura como un importante producto
nutraceutico por la presencia de estatinas (284-286); 2) Extractos de cuatro cepas de Pleurotus
ostreatus reportadas como productoras de lovastatina.

En la Figura 4-16 se observan los cromatogramas para los tres extractos del arroz rojo fermentado
en donde se evidencian claramente los picos correspondientes con LOVL y LOVH en todos los
casos.

En el marco de la presente investigacion se realiz6 una pasantia en el laboratorio de Sintesis y
Biostransformacion de Productos Naturales, del Departamento de Ciencias Baésicas de la
Universidad del Bio-Bio en Chillan Chile, en el que se han adelantado investigaciones relacionadas
con la optimizacion en el proceso de produccion de estatinas en especies del género Pleurotus. En
el cepario de este laboratorio se encuentran cuatro especimenes de la especie Pleurotus ostreatus
denominadas PL124, PL127, PL136 y PL143 en las que se ha detectado lovastatina (189). Las cepas
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fueron activadas y cultivadas con la metodologia estandarizada por el grupo de investigacion
mencionado (188). Posteriormente se extrajeron aplicando el procedimiento descrito en el actual

estudio y se analizaron por CLAE-DAD.

Figura 4-16: Cromatograma CLAE del extracto en AcOEt de las muestras de arroz rojo fermentado comerciales.
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En la figura 4-17 estan los cromatogramas obtenidos para los extractos de los productos
biotecnoldgicos, observando la presencia de LOVL en diferentes proporciones, todas ellas bajas, en

los micelios de las cuatro cepas.

Figura 4-17: Cromatogramas de CLAE de los extractos de los productos biotecnolégicos de las cepas de Pleurotus

ostreatus de la Universidad del Bio-Bio cultivadas con el medio Hagen modificado.
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Continuacion figura 4-17: Cromatogramas de CLAE de los extractos de los productos hiotecnolégicos de las cepas de

Pleurotus ostreatus de la Universidad del Bio-Bio cultivadas con el medio Hagen modificado.
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C) PL136 y D) PL143.

Con base en estas observaciones y en los resultados descritos para el arroz rojo fermentado, se puede
concluir que el método desarrollado si es aplicable para el estudio de las estatinas en este tipo de
matrices. Es importante en este punto mencionar que estos cultivos se realizan por primera vez con
las cepas antes mencionadas en el medio de cultivo que los autores determinaron como éptimo para
la cepa nativa por ellos denominada PLUBB127, el cual es diferente ya que no contiene harinas de
cereales como FC. Los resultados encontrados ademas de aportar al presente estudio abren las
puertas para futuras investigaciones relacionadas con medio de cultivo - produccién de estatinas,

con las cepas con que cuenta el grupo de investigacion de la Universidad del Bio-Bio.

4.3.4. Cambios en la composicion del medio de cultivo para la produccion de estatinas en
Pleurotus

Con el fin de evaluar la tercera hipétesis planteada, concerniente al hecho de que FC no
convencionales no son un medio apropiado para la produccion de estatinas, en el caso particular de
las cepas empleadas, se realizd el proceso biotecnoldgico para las tres especies de Pleurotus
utilizando las mismas condiciones de cultivo reportadas por Alarcon et al. (189), para las que los

autores reportan produccion de estatinas. Este procedimiento fue realizado en el laboratorio de
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Biotecnologia de la Universidad de Antioquia cuyos investigadores hicieron llegar las muestras para
su posterior estudio quimico. En la Figura 4-18 se muestran los cromatogramas de los extractos
provenientes de los micelios y medios agotados obtenidos bajo estas condiciones, de cuyo andlisis
se puede deducir que no es la composicién del medio la que no proporciona las condiciones para la
biosintesis de las estatinas empleadas como estandares, puesto que de ser asi, estas hubieran sido
producidas utilizando el medio reportado por Alarcén. Esta hipotesis se refuerza por la ausencia de
estatinas cuando se emple6 el salvado de trigo, cereal que ha sido reportado como uno de los
sustratos mas eficientes en la produccion de estatinas empleando FES, tanto en micromicetos como
en Pleurotus (189, 236, 260, 287).

Figura 4-18: Cromatograma CLAE de los extractos en AcOEt de A) los micelios y B) los medios agotados de las tres
especies de Pleurotus cultivadas en las condiciones especificadas por Alarcon et al. (189).
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Asi mismo, se realiz el cultivo de las cepas chilenas en salvado de trigo para evaluar el efecto del
empleo de este tipo de FC sobre la produccion de las estatinas. Como se observa en la figura 4-19,
al igual que en el caso del medio Hagen modificado, para las cuatro cepas se detecta la presencia de
un pico con el mismo tr de LOVL, que varia en la intensidad entre las mismas. Este analisis respalda
el planteamiento de que, para el caso particular de las cepas de Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius
y P. djamor, no es la composicion del medio la que impide la biosintesis de las estatinas con los tr

coincidentes con los patrones utilizados.
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Figura 4-19: Cromatogramas de CLAE de los extractos de los productos biotecnolégicos de las cepas de Pleurotus

ostreatus de la Universidad del Bio-Bio cultivadas con salvado de trigo.
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A) PL124, B) PL127, C) PL136 y D) PL143.

4.3.5. Evaluacion del efecto del estadio de maduracion en la produccion de estatinas

El desarrollo de un hongo desde el micelio primario hasta la formacién de lo que cominmente se

conoce como “seta” pasa por diferentes estadios que involucran desde una serie de finos filamentos

Illamados hifas, que en conjunto forman lo que se denomina micelio y que bajo condiciones
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favorables de humedad y temperatura, se extiende sobre un sustrato adecuado y se transforma en
pequefios aglutinaciones que van aumentando de tamafio hasta formar la tipica seta (288). Se ha
demostrado que en ocasiones cuando los hongos crecen en sustratos sélidos, generando las setas o
fructificaciones, muestran un espectro notablemente alterado de los metabolitos secundarios
comparado con los micelios, tal es el caso de los Streptomicetos, en los que la produccion de
metabolitos secundarios parece estar asociada con la formacion de hifas aéreas y de esporas en la
fase estacionaria de crecimiento. Varios metabolitos secundarios incluso se producen solamente
durante su crecimiento en sustratos solidos, aunque los hongos en cuestién pueden ser realmente

cultivados en procesos sumergidos (289).

Con base en estas observaciones se contempld la posibilidad de que las cepas empleadas en el
presente estudio no sintetizaran las estatinas en el estadio micelial. A pesar de que ya hay reportes
de la presencia de este grupo de compuestos en Pleurotus durante todo su ciclo de formacién (190,
192, 278), es importante tener en cuenta que, como se ha comprobado en diferentes partes de la
presente investigacion, el comportamiento en términos del metabolismo secundario varia con los

géneros, las especies e incluso con las cepas.

Segun el reporte de Gunde-Cimerman se determin6 que en las fructificaciones de 5cm de diametro,
estadio en el que se encuentran inmaduras, la lovastatina estd distribuida uniformemente en el
esporocarpo y que posteriormente el metabolito es transferido a las lamelas por su rol como un agente
fungicida el cual ayuda al hongo a someterse a la competencia al inicio de su crecimiento bajo
condiciones limitadas de nutrientes (190).

Con base en lo anterior se realiz6 el cultivo por FES de Pleurotus ostreatus, P. djamor y P.
pulmonarius, y la posterior extraccion de los cuerpos fructiferos completos de los hongos obtenidos,
asi como solamente sus lamelas. Como se observa en la figura 4-20 el comportamiento de los
extractos en AcOEt, tanto de los carpéforos como de las lamelas, es igual al observado en el caso de
los micelios obtenidos por FEL, resultado que permite descartar la hipotesis de que las cepas
estudiadas en su estadio micelial no biosintetizan las estatinas, al menos las formas laténicas de SIM
y LOV, sus hidroxiécidas y la PRA.
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Figura 4-20: Cromatograma CLAE de los extractos de A) Cuerpos fructiferos de 5cm de diametro y B) lamelas de las

tres cepas de Pleurotus cultivadas por FES.

A) Estandar
P. djamor
P. pulmonarius | “
| P. ostreatus ‘W ‘

B) Estandar
P. djamor
P. pulmonarius

P. ostreatus

La union de los resultados hasta el momento descritos llevan a plantear dos hipdtesis finales:

a)

b)

los componentes detectados en los extractos de los micelios de las tres especies de Pleurotus
no comparten exactamente el grupo croméforo de los estandares de las estatinas empleados, asi
como tampoco presentan un patron de fragmentaciéon  similar a ellos, pero su
comportamiento cromatogréafico permite inferir que tienen caracteristicas estructurales
parecidas a las de los compuestos empleados como patrén. Para confirmar esta hipétesis es
necesario aplicar técnicas analiticas como LC-MS o LC-QTOF/MS que permitan obtener
resultados mas certeros al respecto;

las cepas de Pleurotus utilizadas para el estudio no son productoras de estatinas, deduccién que
esta acorde con reportes de literatura como los de Schneider et. al y Gil-Ramirez et. al, quienes
encontraron que dos cepas de Pleurotus: ostreatus y ostreatus (Jacg.Ex Fr.) Kummer
respectivamente, no producen este grupo de metabolitos secundarios, pero si presentan un efecto
hipocolesterolémico que los primeros autores atribuyen a la presencia de esteroles y/o acido
linoléico, compuestos reportados con acciones reductoras sobre los niveles de lipidos. En el
estudio de Gil-Ramirez et. al. se menciona que a pesar de no ser una estatina la responsable de
la bioaccion, si hay una alteracion en la sintesis de colesterol enddgeno por inhibicion de la

HMG-CoA reductasa, mecanismo que es el empleado por las estatinas (193, 290).
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4.4. CONCLUSIONES

En los extractos en AcOEt de los micelios y de los medios agotados de las tres especies de
Pleurotus cultivadas empleando las doce fuentes de carbono, no se detectaron por CLAE-
UV, picos que coincidieran con los tz de las formas lactonicas de la simvastatina, la
lovastatina, sus correspondientes hidroxiécidos y la pravastatina.
Se detectaron en los micelios para las tres especies dos picos con tr de 14,1min y 14,4min
intermedios entre la forma hidroxiéacida de la simvastatina y la lactonica de la lovastatina, y
entre esta Gltima y la lactonica de la simvastatina, con intensidades variables entre las fuentes
de carbono empleadas.
Relacionado con la identidad de los compuestos detectados por CLAE-UV se concluy6 que:
No corresponden a triterpenoides;
El grupo cromoforo de los compuestos detectados no es exactamente el mismo que
presentan las estatinas patrén y algunos derivados estructurales de las mismas, sin
embargo tienen comportamientos cromatograficos que pemiten pensar en
estructuras similares a ellas;
Por CG-EM/SIM se determind que no presentan el patrén de fragmentacion de las
formas lactdnicas de la lovastatina y la simvastatina.
La técnica de CLAE-UV es una metodologia eficiente aplicable en la deteccion de estatinas
naturales presentes en productos biotecnolégicos.
No es el empleo de Las FC no convenionales como componentes del medio de cultivo el
factor que inhibe la biosintesis de estatinas, debido a que el uso del medio reportado en
literatura como Optimo para su produccion en Pleurotus no estimula la biosintesis de estos
metabolitos en las especies empleadas en este estudio.
Para las fructificaciones y las lamelas de las tres especies de Pleurotus obtenidas por FES el
perfil cromatografico es igual al presentado para los micelios obtenidos por FEL, lo que
Ileva a inferir que el estadio de maduracion no incide en la produccién de los componentes
detectados por CLAE-UV para las cepas estudiadas.
El empleo de una técnica como LC-MS o LC-QTOF/MS es una herramienta que permitiria
confirmar o descartar las hipotesis planteadas relacionadas con la estructura de los

metabolitos detectados.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

ABN Alcohol bencilico

AMQ 6-(N-alilamino)-7-metil-quinolina
ANS Anhidrido succinico

AV Harina de avena

AZ Harina de arroz

BNZ Acido benzoico

BP Blanco del proceso

BT Bienestarina

BzX 2(3H)-benzoxazolona

CB Harina de cebada

CFS 4-Clorofenilsulfona

CIN Acido cinamico

CTBA Citrato de tributilacetilo

DAL 2-Decenal

DEC Acido decanoico

DEL 2,4-Decadienal

DHT 2,3-Dihidrotiofeno

DOP Ftalato de octilo

EIC Acido eicosanoico

EMC 1-Etil-3-metilcilohexano

EPS Exopolisacaridos

ESC Escualeno

ESET Estereato de etilo

EST Acido esteérico

EVA Etilvainillina

FC Fuente de carbono

FEL Fermentacion en estado liquido
FES Fermentacion en estado sélido
FMI 3-Fenil-2-metilindol

FNA Acido fenilacético

FTBU Ftalato de butilo

HBZ p-Hidroxibenzaldehido

HC Blanco de la harina de cereal
HDF 5-(1-Hidroxietil)-2(3H)-dihidrofuranona

HEX Acido hexanoico
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HPT Heptacosano

HTL 2-Heptenal

HXC Hexacosano

I Extracto proveniente de micelio
IAL 1H-Indol-carboxaldehido
IPP 2-1sopropilpsolareno
IPS Intrapolisacéridos
LIET Linoleato de etilo
LIME Linoleato de metilo
LIN Acido linoleico

MA Harina de maiz amarillo
MBZ p-Metoxibenzaldehido
MIET Miristato de etilo

MIR Acido miristico

MP Harina de maiz pinto
MVA Metilvainillina

MVF 2-Metoxi-5-vinilfenol
MZ Harina de maiz

NAL Nonanal

NIT Acido m-nitroftalico
NON Acido nonanoico

NOS Nonacosano

OAL 2-Octenal

OCS Octacosano

OCT Acido octanoico

ODO 9,12-Octadecadienol
OoLD Oleamida

OLE Acido oleico

OLET Oleato de etilo

OLME Oleato de metilo
PAET Palmitato de etilo

PAL Acido palmitico
PAME Palmitato de metilo
PDET Pentadecanoato de etilo
PDN Acido pentadecanoico
PEF 2-Pentilfurano

PEN Acido pentanoico

PTC Pentacosano

SG Harina de siete granos
ST Salvado de trigo
succ Acido succinico

SY Harina de soya

TI Harina de trigo integral
TR Harina de trigo

TTC Tetracosano

UND undecenal

XLN p-Xileno
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5.1. ANTECEDENTES

Como se habia anotado anteriormente los hongos constituyen un alimento funcional por excelencia
gracias a que proporcionan, adicional a los nutrientes propios de ellos, metabolitos que son
aprovechados por el organismo humano para reducir el riesgo de algunas enfermedades debido a que
ejercen una amplia gama de actividades bioldgicas. En general, estos metabolitos bioactivos tienen
baja potencia en comparacion con los farmacos tradicionales, pero desde que se ingieran
regularmente y en cantidades significativas como parte de la dieta (nutracelticos) o como
suplementos (nutricedticos), pueden tener un notable efecto fisiolégico a mediano y largo plazo,
siendo seguros y bien tolerados. Por otro lado, se espera que presenten menos efectos secundarios
gue muchas de los medicamentos habitualmente prescritos en el tratamiento de ciertas
sintomatologias. Aun cuando el efecto terapedtico se asocia principalmente a aquellos compuestos
que se encuentran en mayor proporcion en los cuerpos fructiferos o en los micelios del hongo, no se
puede dejar de lado la contribucion que a dicho efecto hacen otros metabolitos que son
biosintetizados en menor proporcion. Estd comprobado que compuestos como los acidos grasos y
los polisacéridos entre otros presentan actividad bioldgica.

Esta parte de la investigacion estd centrada principalmente en los compuestos diferentes a los
triterpenoidesn que forman parte de los extractos en AcOEt tanto de los blancos de las FC como de
los productos biotecnoldgicos, con la finalidad de determinar, mediante reportes de literatura, si
corresponden a bioactivos que contribuyan al caracter nutriceltico de los hongos del género

Pleurotus cultivados biotecnoldgicamente.

5.1.1. Compuestos fangicos bioactivos

Dentro de los metabolitos secundarios producidos por los macrohongos se encuentran triterpenoides,
acidos grasos, acidos de cadena corta, polifenoles, polisacaridos, compuestos nitrogenados, por citar
algunos, que presentan diversas acciones bioldgicas ya comprobadas (291-294). A continuacion se

detallaran aquellos que sobresalen por sus actividades y su potencial en farmacoterapia.

5.1.1.1. Polisacaridos fangicos

Se considera a los compuestos pertenecientes a este grupo como uno de los principales responsables
de las actividades bioldgicas atribuidas a los hongos, organismos que sintetizan un amplio espectro
de polisacaridos multifuncionales incluyendo estructurales (IPS) y EPS. Varios compuestos de este

tipo se han aislado principalmente desde Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, Trametes versicolor,
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Schizophyllum commune, Phellinus linteus, Inonotus obliquus, Polyporus tricoloma (2), Grifola
umbellatae, Agaricus blazei y Pleurotus, todos ellos ricos en B-glucanos, sin embargo, la mayoria de
estudios se han enfocado en su presencia en las fructificaciones y pocos estan relacionados con los

micelios y los medios agotados (74, 75).

Los EPS son polimeros de monosacéaridos (>20) de alto peso molecular sintetizados
intracelularmente y posteriormente excretados por los microorganismos a los alrededores (295),
presentan una cadena altamente ramificada de peptidoglucanos con uniones 1=—3 y 17— 6 (17,
18, 34, 76, 82, 296-298) y al igual que los demas fungimetabolitos, la clase y contenido de ellos,
depende de la FC empleada para su desarrollo, entre otras variables implicadas en los procesos
fermentativos. La glucosa, sacarosa y maltosa han sido las FC seleccionadas como las mas eficientes
en la produccion de estos bioactivos. Actualmente cerca de 180 especies de hongos incluyendo
basidiomicetos, hongos filamentosos y levaduras de diferentes ambientes ecoldgicos, tienen la
habilidad para sintetizar EPS en sistemas de cultivo en laboratorio (296). Los polisacaridos
excretados por los hongos, especialmente por los basidiomicetos clasificados como comestibles y
medicinales, poseen potencial inmunomodulador, antitumoral, hipoglicémico, antibacterial,
antiviral, efecto antiparasitario y pueden ser usados como insecticidas y agentes nematicidas (296).
En la actualidad al menos seis polisacaridos de origen flngico se han investigado en cancer humano
con excelentes resultados (Lentinan, Schizophylla, Polisacarido-K, Polisacarido-P, Compuestos
Activos Correlacionados con Hexosa (AHCC) y la fraccion D de Maitake) (17).

Especificamente para Pleurotus hay diferentes estudios enfocados en la presencia de este grupo de
compuestos, cuyos resultados ponen de manifiesto que son las especies pertenecientes a este género
una fuente promisoria para la produccion de polisacaridos con potencial farmacol6gico al ser
cultivados por FES o FEL y que la potencia de las actividades es similar para las fructificaciones y
los micelios (18, 34, 299, 300). Un estudio mas reciente se enfoco en la evaluacion del efecto de
trece agentes estimulantes (acidos grasos, solventes organicos y surfactantes), en la produccion de
biomasa y de EPS en P. tuber-regium. Los autores determinaron que el acido linoleico suprime
drasticamente la produccién de biomasa y de EPS, entre tanto el acido palmitico aumenta la cantidad
de EPS, sin un efecto significativo en la biomasa y mencionan que este efecto de
estimulacion/inhibicion puede deberse a la incorporacién parcial en las membranas celulares
fungicas de los &cidos grasos, aumentando o decreciendo asi la eficiencia de consumo de nutrientes
desde el medio de cultivo (301). Un comportamiento similar se ha manifestado en Ganoderma

lucidum, donde de igual manera los investigadores atribuyen a la modificacion de la composicién de
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la membrana y a un aumento de su permeabilidad, es decir la explicacion es dada en términos de la

estructura y la funcién de la misma (302).

5.1.1.2. Acidos grasos fungicos

Otros de los metabolitos producidos por los macromicetos son los acidos grasos cuya importancia
radica tanto en su aplicacion como quimiomarcadores como en la actividad bioldgica que presentan.
Los lipidos juegan un papel importante en el cuerpo humano, actuando como hormonas o sus
precursores, ayudando en el proceso de digestion y constituyendo una fuente de energia metabdlica.
Se encuentran como componentes estructurales y funcionales de las biomembranas, y son los
bloques bésicos de la mayoria de los lipidos. Dentro de ellos los poliinsaturados de las familias -6
y ®-3 exhiben excelentes propiedades bioldgicas en bajas concentraciones y son los precursores
biosintéticos de los eicosanoides (prostaglandinas por ejemplo), moléculas sefalizadoras para
muchos sistemas del cuerpo, presentando efectos sobre enfermedades cardiovasculares, niveles de
triglicéridos, hipertension y artritis (303).

En estudios realizados con micelios de cepas de Pleurotus abalonus, P australian., P. columbinus,
P. cornucopiae, P. cystidiosus, P. ostreatus, P. pulmonarius, P. sajor-caju y P. sapidus, se encontrd
gue el &cido graso predominante es el linoleico (68% de lipidos totales), mientras que en las cepas
de P. eryngii el principal es el oleico (46%). En todas las cepas estudiadas, los &cidos oleico y
palmitico estaban presentes en cantidades significativas (12%), mientras que el acido esteérico era
el constituyente minoritario de la fraccion grasa. Mediante el empleo de las relaciones de C18: 1/
C18: 0, C18: 2/ C18: 1 y C18/ C16: 0 se pudieron agrupar las cepas de Pleurotus en seis grandes
grupos, poniendo de manifiesto su aplicabilidad en quimiotaxonomia (304). El hecho de que esta
clase de metabolitos puedan emplearse como quimiomarcadores en la diferenciacion intragénica,
aunado a las caracteristicas funcionales hace que el estudio de los mismos en los hongos comestibles

revista un especial interés.

5.1.1.3. Otros compuestos fungicos

De las especies del reino fungi, se han aislado y caracterizado otros compuestos que igualmente
exhiben acciones biolégicas comprobadas. Tal es el caso del acido oxalico, agente responsable del
efecto antimicrobiano de Lentinula edodes; de los compuestos fenélicos antioxidantes identificados
en el Inonotus hispidus (292), entre otros basidiomicetos (294); asi como lectinas, lactonas,
alcaloides, antibioticos y agentes quelantes de metales, importantes para las funciones inmunes en

el organismo; o el éster fenetilico del &cido cafeico identificado en Agaricus bisporus, Marasmius
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oreades, Lentinula edodes y Phellinus linteus, que ha mostrado resultados prometedores en células
MCEF-7 de cancer de mama en humanos (127, 305).

Las actividades bioldgicas de los compuestos antes descritos han llevado incluso a su uso en la
industria cosmética aprovechando especificamente la presencia de componentes como el acido
lactico, carotenoides, acido kojico, acido galico, aminoacidos como la L-ergotionina y ceramidas
(306).

Finalmente también se ha reportado la presencia de lectinas, asi como de un variado nimero de
vitaminas dentro de las que se cuentan riboflavina, niacina, folatos (307) y de compuestos
heterociclicos mayoritariamente nitrogenados, oxigenados y azufrados (308).

5.2. METODOLOGIA

5.2.1. Material fangico

Para esta parte del analisis se empled el material fungico cultivado segun la metodologia descrita en
el capitulo 1 numeral 1.2.1 y posteriormente se extrajeron como aparece detallado en el numeral
2.2.3.

5.2.2. Evaluacion de la incidencia de la fuente de carbono sobre la composicion de los
productos biotecnoldgicos

La composicién de los extractos tanto de los micelios como de los caldos agotados, se determiné por
CG-EM bajo las condiciones especificadas en 2.2.5.

El contenido de EPS totales se calculd por el método colorimétrico de Dubois (309), previa
precipitacion con etanol en frio. Los calculos se efectuaron a partir de una curva de calibracion con
glucosa en un rango de concentraciones de 0 pg/ml a 100 pg/ml con 6 niveles. Las lecturas se
realizaron en un espectrofotdmetro marca Varian modelo Cory 50 Con a 490 nm. Los datos
experimentales fueron sujetos a un analisis multivariante con el programa Statgraphics 5.1, con base

en los resultados de los triplicados realizados para cada caso.

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo el estudio de los extractos en AcOEt esta dividido en tres partes: en la primera se
determind la composicion particular de las FC, centrada en los constituyentes especificos de las
agrupaciones previamente definidas en el capitulo 2 (acidos, esteres, aldehidos y otros), a excepcion
de los triterpenoides ya analizados ampliamente en el numeral 2.3.2.2, con el objetivo de conocer

cudles son propios de cada una de las FC. En la segunda parte se realizé el mismo anélisis pero
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centrado en los micelios y los caldos agotados de las tres especies de Pleurotus obtenidas por FEL.
Finalmente se evaluo el efecto de las diferentes FC en la produccion de EPS.

Toda la discusidn se centro en la influencia que la composicion de los extractos analizados, pueda
causar sobre el potencial nutricedtico de los productos biotecnoldgicos, teniendo en cuenta las

bioacciones conocidas para los mismos.

5.3.1. Constituyentes particulares de las fuentes de carbono

En la figura 5-1 est4 la representacion gréfica de los &cidos y los esteres determinados en las FC asi
como el porcentaje relativo al total de los constituyentes detectados en cada uno de los extractos.
Con respecto a los &cidos Unicamente se encontraron en los blancos del proceso con cinco de las
harinas empleadas (cebada, arroz, trigo integral, siete granos y maiz amarillo), resaltando que la de
arroz es la que presenta el mayor contenido en términos tanto de variedad (8 compuestos) como de
cantidad (86,3%), con el acido palmitico como el mayoritario (62,2%). Entre tanto en trigo integral
y maiz amarillo el &cido linoléico es el componente méas abundante, resultados que estan de acuerdo
con los reportes en literatura, que indican que es éste Ultimo, junto con el palmitico, los acidos grasos
mas comunes para los cereales en general (310, 311) y particularmente para las FC mencionadas
(312-315). El hecho de que s6lo aparecen en los BP puede ser debido a reacciones favorecidas por

las sales adicionadas y al pH que permiten el paso de los compuestos al medio extracelular.

Figura 5-1: Comparacion de los acidos y ésteres presentes en los extractos en AcOEt de los blancos del proceso y en las

harinas de cereales.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; ST salvado de trigo; T1 harina de
trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

En cuanto a los ésteres del andlisis de la figura 5-1, se puede afirmar que del mismo modo como

ocurre con los acidos, su presencia es casi exclusiva de los BP, resaltando la ausencia de los mismos
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en soya y siete granos. El ftalato de octilo es el éster de aparicion mas generalizada, con una mayor
proporcion en el BP con trigo. El linoleato de etilo Gnicamente se determind en las harinas de cebada
y trigo integral y el palmitato de etilo solo en la ultima de éstas. Con respecto al citrato de
tributilacetilo y el linoleato de metilo son caracteristicos de los BP cuando se emplean harinas de

arroz y de maiz amarillo respectivamente.

Los aldehidos conforman otro grupo importante de compuestos determinados, siendo la harina de
siete granos la que tiene el mayor contenido de estos, tanto en términos de variedad como de cantidad
en los BPy las HC, contrario al caso de arroz, maiz pinto y maiz amarillo con los menores contenidos
(Figura 5-2).

Dentro de los denominados como otros compuestos (Figuras 5-2) se encuentra una amida, un
compuestos azufrado, uno fosforado, un hidrocarburo y un alcohol, distribuidos en cinco de las doce
FC utilizadas. Se destaca la presencia de la 4-clorofenilsulfona (CFS) y del éxido de trifenilfosfina
(XTF) en cebada, avena y salvado de trigo, componentes estos que no son usuales en los cereales y
gue pueden proceder, en el primer caso, de residuos de pesticidas empleados en su cultivo (316,
317).

Figura 5-2: Aldehidos y otros compuestos presentes en los extractos en AcOEt de los blancos del proceso y las harinas de

cereales.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; AZ harina de arroz; SY harina de soya; ST salvado de trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto;
SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.
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La mayoria de los compuestos catalogados en los ultimos tres grupos (esteres, aldehidos y otros) han
sido determinados en diferentes cereales, formando parte en ocasiones de los volatiles (155, 318-
320).

5.3.2. Determinacion de los constituyentes de los productos biotecnoldgicos y el efecto de las
FC en su produccion

5.3.2.1. Acidos

Al comparar los acidos presentes en los extractos de micelios y medios agotados (Figura 5-3) con
los determinados en los BP, se puede deducir que la mayoria de los compuestos de este tipo son
productos del metabolismo del hongo durante la fermentacion, resultado que permite con mayor
certeza confirmar lo reportado en literatura, en donde se menciona que la disminucion en el pH en
este tipo de procesos, es un indicador de actividad fungica generado por la produccion de acidos
organicos (321). La mayoria de ellos fueron determinados en los medios agotados. De manera
particular es clara la incidencia de las diferentes harinas empleadas como FC. Es asi como los
productos biotecnolégicos obtenidos empleando harina de arroz, contienen cantidades que no
superan el 15%, para el caso del medio agotado de P. pulmonarius, mientras que en siete granos y
maiz amarillo para la misma especie, se genera una variedad mas amplia e incluso en algunos casos
la mayor proporcion de los &cidos determinados en los Pleurotus.

En cuanto a la composicion porcentual de los &cidos grasos, en todos los extractos analizados el
contenido de &cido palmitico esta en proporciones que fluctlan entre 1,4% - 44,4%, el estearico entre
0,8% - 21,4% vy el oleico 9,3% - 14,3%. Estos resultados contrastan con lo reportado para los hongos
en general (279, 322) y para el caso particular del género Pleurotus (74, 166, 279) (Tabla 5-1), en
donde se menciona que los &cidos grasos insaturados corresponden a proporciones entre el 52% vy el
87% de la composicidn total de los extractos analizados y catalogan al acido linoleico como uno de
los componentes principales. A pesar de que no se puede realizar una comparacion directa entre las
cantidades enumeradas en la tabla 5-1, debido a que cada autor sigui6 procedimientos diferentes, las
tendencias si se pueden determinar, llevando a inferir que hay un comportamiento contradictorio al
emplear las FC no convencionales. En el caso particular del &cido linoleico su presencia no fue

detectada en ninguno de los extractos analizados.
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Figura 5-3: Comparacion de los &cidos determinados en los extractos en AcOEt de los micelios y los medios agotados de

P. ostreatus, djamor y pulmonarius obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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SUCC: succinico
EIC: eicosanoico
CIN: cindmico

EST: esteérico
DEC: decanoico
FNA: fenilacético

PAL: palmitico
OCT: octanoico
OLE: oleico

BNZ: benzoico
HEX: hexanoico

PDN: pentadecanoico
ANS: anhidrido succinico

PEN: pentanoico

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tabla 5-1: Produccién de 4cidos grasos del genero Pleurotus mediante el empleo de FC tradicionales y no convencionales.

2 Fructificaciones nativas

ACIDO GRASO (%)
ESPECIE Palmitico Estearico Oleico Linoleico REF.
(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2)

ostreatus @ 15 5 18 45 (323)
ostreatus ° 15,8 -30,3 0,2-1472 32-65 25,7-70,3 (93)
abalonus © 18,43 — 25,33 5,43 - 6,50 21,37-2518 | 38,66—-49,43 | (304)
calyptratus © 16,05 6,69 6,69 61,26 (304)
columbinus © 22,24 4,24 13,20 57,50 (304)
cornucopiae © 18,59 3,76 5,57 68,46 (304)
cystidiosus © 16,59 — 32,17 3,81 -6,92 20,49 - 36,39 | 33,26 — 38,59 (304)
eryngii ¢ 15,17 -15,79 3,87 -5,15 43,97 — 46,87 | 30,84 —34,92 (304)
ostreatus °© 13,04 — 22,78 4,25 - 8,99 12,76 — 34,14 | 42,76 - 65,48 (304)
pulmonarius © 12,29 — 22,83 6,01 — 14,46 13,13-17,22 | 4542-49,31 | (304)
sajor-caju © 15,86 — 25,10 5,71 -12,07 9,79-18,97 | 40,09-65,20 | (304)
sapidus © 14,91 9,63 21,40 52,62 (304)
ostreatus ¢ 14,2 - 16,3 2,01 -4,08 8,75-21,1 53,8 -70,5 (52)
cornucopiae. var. 22,3-23,6 5,26 — 7,93 10,5-13,0 48,4 -51,5 (52)
citrinopileatus ¢

5 Micelio cultivado con medio convencional

¢ Micelio cultivado con PDA

4 Fructificaciones cultivadas por FES
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Todos los acidos encontrados han sido reportados en literatura como componentes de los Pleurotus
(52, 150, 166, 324, 325), a excepcion del succinico presente en micromicetos saprofitos como
Aspergillus niger, Penicillium bilaiae y Penicillium sp, exudado como respuesta a la presencia de
metales pesados y a las condiciones de nutricion (326). De igual forma este grupo de compuestos
tiene reconocidas acciones biol6gicas dentro de las que se cuentan actividad antibacterial,
antifingica (327, 328) y antitumoral (329).

El estudio de la incidencia de la FC en la distribucion y cantidad de los acidos pone de manifiesto
que no hay una tendencia clara entre la relacion C/N y la produccion de ellos. Asi por ejemplo para
el P. pulmonarius cultivado empleando siete granos, harina que favorece la biosintesis en una alta
proporcion de este grupo de compuestos (74,1%), hay una relacion C/N intermedia (17,53) y cercana
a la de la harina de trigo (17,73), que incluso permite catalogarlos estadisticamente dentro del mismo
grupo homogéneo, y por ende esperar una produccion similar, sin embargo, con esta ultima harina
no se determinaron &cidos. Estos resultados son similares a los arrojados por las especies ostreatus
y djamor y contrastan con las investigaciones de Bespalova et. al. en el 2002, quienes emplearon
relaciones C/N de 8, 15 y 40 para FEL de P. ostreatus, reportando que a mayor valor es menos
favorable la lipogénesis, lo que permite inferir que el comportamiento no generalizado observado en
este estudio es debido, tal vez, a que las fuentes de carbono son mucho méas complejas (clase y
contenido de carbohidratos y constituyentes propios de cada harina) que las empleadas en el trabajo
citado o variaciones en las cepas empleadas, factores que pueden incidir en la biosintesis de estos
metabolitos, e incluso conducirian a la explicacién de la ausencia de acidos como el linoleico,
comunmente encontrado en el género al ser cultivado empleando medios convencionales (Tabla 5-
1).

Aunado a esto es conocido que el contenido lipidico en todos los organismos, incluidos los hongos,
dependen en gran medida de las condiciones de cultivo incluyendo los factores nutricionales, la
disponibilidad de oxigeno y la temperatura (52), entre otros, lo que esta de acuerdo con los resultados

de este estudio.

En la figura 5-4 estan las estructuras de los acidos determinados en las FC, los micelios y los medios

agotados.
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Figura 5-4: Estructuras de los acidos determinados por CG-EM.
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a) Presentes en las fuentes de carbono: b) en los micelios; c) y los medios de cultivo agotados.

5.3.3.2. Esteres

Con relacién a los ésteres (Figura 5-5), en la mayoria de los casos constituyen los componentes mas
abundantes de los extractos, con predominancia del sustituyente etilo y estando asociados en
mayores proporciones a los micelios que a los medios agotados. A excepcion de los ftalatos todos
los esteres son de acidos grasos, siendo los méas destacados el palmitato, oleato y linoleato de etilo y
en porcentaje menor el estereato de etilo. Sus andlogos con radical metilo Unicamente se
determinaron en la especie P. pulmonarius. La biosintesis de estos compuestos ha sido reportada por

otros autores especificamente para fructificaciones silvestres de Pleurotus sajor-caju (166).

Al igual como ocurre con los &cidos no hay una tendencia clara entre su produccién y la relacion
CIN de las FC. Las caracteristicas estructurales cambian para los ésteres con respecto a los acidos,
predominando en la mayoria de los casos los derivados de &cidos grasos insaturados sobre los

saturados.
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Figura 5-5: Comparacion de los esteres determinados en los extractos en AcOEt de los micelios y los medios agotados de
P. ostreatus, djamor y pulmonarius obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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P. pulmonarius
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PDET: pentadecanoato de etilo MIET: miristato de etilo DOP: ftalato de octilo

CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina;
MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz
pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

El empleo de las FC no convencionales como componentes del medio para FEL de Pleurotus, aunado
a las condiciones de la misma, favorece la produccion de los ésteres frente a la de los &cidos.
Relacionado con el aporte de este grupo de compuestos al potencial nutriceutico de los productos
biotecnoldgicos, se sabe que el miristato de etilo, el palmitato de etilo, de metilo y el estereato de
etilo son los causantes de apoptosis en células tumorales humanas (330, 331), lo que pone de
manifiesto el potencial como antitumoral del producto biotecnoldgico. Aunado a esto esta la
biodisponibilidad de los mismos gracias a que hay estudios que han demostrado que estos
compuestos son absorbidos desde el tracto gastrointestinal en humanos de forma similar como ocurre

con sus correspondientes acidos grasos (332).

En la figura 5-6 aparecen las estructuras de los esteres que fueron determinados en las FC y en los

productos biotecnoldgicos.

Figura 5-6: Estructuras de los ésteres determinados por CG-EM.
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a) Presentes en las fuentes de carbono; b) en los micelios y c) en los medios de cultivo agotados.

5.3.3.3. Aldehidos

Este grupo de compuestos junto con el palmitato de metilo, palmitato de etilo y el laureato de metilo,
entre otros, son los responsables del aroma de los hongos (333, 334). Los aldehidos aromaéticos
determinados, la mayoria de ellos excretados a los medios agotados, corresponden a los reportados
para varias especies de Pleurotus (150, 324, 325). Gutiérrez et. al estudiaron seis especies de este
género (cornucopiae, eryngii, floridanus, pulmonarius, ostreatus y sajor-caju), concluyendo que
muchos de los compuestos de este tipo son biosintetizados independientemente de la FC, lo que
sugiere que estos son particularmente sintetizados por las especies de Pleurotus (325), hip6tesis que

se ve reforzada por los resultados de esta investigacion.

Con respecto a los aldehidos alifaticos tnicamente se determiné el nonanal en el medio agotado de
P. pulmonarius cultivado empleando harina de soya. La presencia de este grupo de compuestos en
los hongos se atribuye a productos de la oxidacién y descomposicion de acidos grasos
poliinsaturados con la intervencién de enzimas lipoxigenasas e hidroperoxidasas (335), razén que
podria explicar la baja proporcion en la que estan presentes en los productos biotecnoldgicos, debido
a que, como se menciond anteriormente, los acidos grasos poliinsaturados no son producidos por los
hongos estudiados bajo las condiciones de obtencién biotecnolégica empleadas en esta
investigacion. Otra explicacion es la naturaleza volatil de estos compuestos, razén por la que una

extraccion con AcOEt no es la metodologia mas apropiada para su aislamiento.
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La presencia del 1H-indol-3-carboxaldehido, caracterizado por tener una estructura heterociclica,
podria ser explicada en el hecho de que se conocen reportes de metabolitos con estructuras similares
provenientes de hongos como el caso del 1-metilindol-3-carboxaldehido, aislado de Phenillus lintues
(336). Del analisis realizado sobre la produccion de compuestos pertenecientes a este grupo
funcional en los productos biotecnologicos, se puede concluir que: fueron determinados
mayoritariamente en los medios agotados, lo cual esta de acuerdo con reportes previos (325), son
productos del proceso fermentativo, ninguno fue incorporado de las FC, se encuentran en mayores
proporciones en la especie djamor, seguida por el pulmonarius y se determiné su ausencia en el
ostreatus (Figura 5-7). En cuanto a las propiedades atribuidas a este grupo de compuestos, se conoce

sobre la actividad antifangica del p-metoxibenzaldehido (337).

Figura 5-7: Comparacion de los aldehidos determinados en los extractos en AcOEt de los micelios y los medios agotados

de P. djamor y pulmonarius obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

La Figura 5-8 muestra las estructuras de los aldehidos que forman parte de la composicién del

extracto en AcOEt de las FC y de los productos biotecnoldgicos.

Figura 5-8: Estructuras de los aldehidos determinados por CG-EM.
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a) Presentes en las fuentes de carbono; b) en los micelios y c) en los medios de cultivo agotados.

5.3.3.4. Otros compuestos

En esta agrupacion estan los metabolitos que no se clasifican en ninguna de las categorias descritas
anteriormente, dentro de las que se cuentan: alcoholes, fenoles, amidas, hidrocarburos, cetonas,
compuestos heterociclicos y fosforados (Figura 5-9). Su presencia estd relacionada
predominantemente con los medios extracelulares agotados, con una mayor variedad estructural en
la especie pulmonarius y su aparicion con excepcion de la oleamida en el medio agotado del P.
djamor cultivado empleando harina de siete granos, puede ser atribuida a la biosintesis y/o excrecion
hacia los caldos propia de los hongos, pero no a procesos de incorporacion de componentes del

sustrato.

Entre los alcoholes el bencilico fue el Unico componente determinado. Su produccion en las tres
especies no esta relacionada con una FC particular. En cuanto a su distribucion es mas amplia en el
P. pulmonarius (ocho FC), seguida por el ostreatus (dos FC) y en el djamor Gnicamente se encontrd
al emplear harina de cebada como FC. Su presencia se ha reportado en literatura para macromicetos
(338), incluso en las especies objeto de este estudio (335) y de él se conoce que tiene propiedades
bacteriostaticas y un olor débil a frutas (339). En el caso del ostreatus se observa una particularidad
relacionada con la aparicion del alcohol y la proporcién C/N del sustrato empleado, siendo
biosintetizado por el hongo cuando se utilizan bienestarina y harina de soya para su cultivo, harinas
gue tienen el menor valor de esta relacién, sin embargo este comportamiento no es extrapolable a
las otras especies. Hay ausencia total de los alcoholes de ocho &omos de C, reportados como
componentes de los volatiles fungicos (335), lo que puede atribuirse al hecho de que estos
compuestos provienen del acido linoléico (279) que no se determind en ninguno de los casos
estudiados.

El 2-metoxi-5-vinilfenol presente Unicamente en P. ostreatus con un porcentaje del 16,4% en el
micelio obtenido con maiz amarillo, comiinmente se relaciona con aromas “medicinales” (340) y se
encuentra clasificado como un potente antioxidante, con una actividad comparable a la del a-
tocoferol (341, 342).
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Figura 5-9: Comparacion de los compuestos catalogados como otros, determinados en los extractos en AcOEt de los
micelios y los medios agotados de P. ostreatus, djamor y pulmonarius obtenidos por FEL con las diferentes FC.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de
trigo; T harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo.

De igual forma, en los productos biotecnoldgicos obtenidos de Pleurotus se determinaron
compuestos heterocicliclos de los siguientes tipos: monociclicos derivados del tiofeno y del furano,
biciclicos derivados del indol y la quinolina, siempre presentes en los medios extracelulares y en
cantidades inferiores al 9%. La presencia de compuestos heterociclicos en hongos generalmente se
atribuye bien sea a una serie de productos generados por la reaccion de Maillard, consecuencia del
proceso de secado (pirazinas sustituidas, furanos, pirroles, 2-metiltiolanos y lactonas) (335), 0 a
productos biosintéticos (343), como en el caso de los responsables de las caracteristicas alucindgenas
de los géneros Psilocybe, Panaeolina, Panaeolus, Copelandia, Conocybe, Gymnopilus, Stropharia
y Pluteus (336). Compuestos que comparten los nlcleos determinados en los productos
biotecnologicos, han sido reportados en Pleurotus (51, 150, 335, 343, 344).
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De igual forma se podria contemplar la opcion de que provengan de la reaccion de Maillard de las
FC, generada por la alta temperatura empleada durante el proceso del autoclavado del medio de

cultivo.

Los heterociclos tienen demostradas bioacciones como las benzoxazolonas, extensamente
distribuidas en plantas y caracterizadas por presentar actividades como detoxificantes y
antibacteriales (345), el indol y sus derivados que cumplen un papel neurotransmisor, tienen
actividad antioxidante, anticancer, antienvejecimiento, antiinflamatoria, analgésica, regulan el ciclo
diurno en humanos y participan en la coagulacién sanguinea (51, 343). El isopropilpsolareno,
determinado Unicamente en pulmonarius cultivado con harina de arroz, es una furanocumarina de
aparicion exclusiva en plantas, de la que se conocen caracteristicas de toxicidad para lineas celulares

de cancer de pulmdn, de mama y de colon humano (346).

Con relacidn a los hidrocarburos todos se generan por el proceso fermentativo, la mayor variedad se
encontrd en el medio extracelular de la especie pulmonarius obtenida empleando harina de trigo
integral, con las caracteristicas estructurales de cadenas de C20 a C36. Entre tanto en el ostreatus
Unicamente se determind el 1-etil-3-metilciclohexano y en el djamor el p-xileno. Este tipo de
componentes se han identificado en Aphylophorales (174), Ganoderma lucidum (347), Agaricus
bisporus (348), Trichoderma harzianum (349), Inonotus obliquus (350) y Laetiporus sulphureus
(351), pero este es el primer reporte de su determinacion en especies de Pleurotus. El papel de los
hidrocarburos en los microorganismos no esta plenamente definido, sin embargo aparentemente la
presencia de los mismos en las paredes de las esporas fungales es debida a una funcion protectora
(174).

Se encontr el 6xido de trifenilfosfina en el micelio de djamor cultivado con harina de siete granos,
en el micelio de ostreatus con trigo y en los medios agotados de la misma especie con maiz y maiz

pinto. Este compuesto tiene un comprobado efecto inmunomodulador (352).

En las figura 5-10 estan las estructuras de los componentes clasificados como otros que fueron

determinados en las FC, los micelios y los medios agotados de los tres Pleurotus obtenidos por FEL.
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Figura 5-10: Estructuras de los componentes clasificados como otros determinados por CG-EM.
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Presentes en a) fuentes de carbono; b) en los micelios y c) en los medios de cultivo agotados (c).

Del analisis anterior se puede concluir que en términos generales los productos biotecnolégicos
obtenidos a partir de la FEL de las tres especies de Pleurotus utilizando FC no convencionales, tienen
dentro de sus constituyentes diferentes componentes con comprobadas actividades bioldgicas que
potencian el valor nutriceltico de los mismos, reforzando nuestra hip6tesis de que los medios de
cultivo agotados, al igual que los micelios, son una fuente promisoria de compuestos con altas
posibilidades de ser empleados con fines preventivos, terapéuticos y/o farmacol6gicos,

aprovechando los beneficios de algo que normalmente se desecha.

5.3.3. Variacion en la produccién de EPS con las FC empleadas para el cultivo
Como se menciono anteriormente, los EPS pertenecen a un grupo de metabolitos de importancia

farmacoldgica, que son obtenidos a través de diferentes procesos fermentativos que a su vez son
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sometidos a evaluacion constante en busca de la optimizacidn de las técnicas aplicadas (103). El
empleo de FC no convencionales, como es el caso de las usadas en este estudio, puede ser una

efectiva herramienta para lograr ese objetivo.

En la figura 5-11 se encuentra representado el efecto de cada una de las doce FC sobre los EPS
producidos por las tres especies de Pleurotus. El contenido est4 en un rango entre 0,81 g/L y 7,82
g/L para el P. ostreatus, para P. djamor fluctda entre 1,64 g/L y 5,56 g/L y finalmente para el P.
pulmonarius entre 0,41 g/L y 4,36 g/L. En cuanto a los reportes de literatura, en la tabla 5-2 se
encuentran resumidos los valores calculados por otros investigadores especificamente en el género
Pleurotus, a partir de los que se puede concluir que el uso de las FC no convencionales para el cultivo
de las tres especies de Pleurotus mediante FEL, es una excelente alternativa cuando se busca el
aumento de la produccién de EPS, mejorando la calidad nutriceutica del producto biotecnoldgico.
Este altimo planteamiento se basa en los reportes existentes de los que se sabe que este tipo de
compuestos, aislados desde el género, tienen actividad antioxidante, antimicrobial (295), inhiben la
proliferacién de lineas celulares de cancer de colon, inducen la apoptosis (75) y son

inmunoestimulantes (353).

Figura 5-11: Efecto de la fuente de carbono sobre el contenido de EPS para los Pleurotus.
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Tabla 5-2: Contenido de EPS reportado en literatura para especies del género Pleurotus.

ESPECIE MEDIO DE CULTIVO CONTENIDO DE EPS (g/L) | REF.

flabellatus, HK37 y | Extracto de cascaras de flames o papa, | 0,180 - 0,540 2

Pleurotus spp dextrosa y extracto de malta

ostreatus Glucosa, maltosa, lactosa o almidén, KH2POa, | 0,07045- 0,10005 (295)
K2HPO4, MgS04.7H20, peptona y extracto de
levadura

pulmonarius Glucosa K:HPO4, MgS04.7H20, peptona y | 0,30 - 0,42 (74)
extracto de levadura

ostreatus Glucosa, galactosa, xilosa o arabinosa, | 1,12 - 0,69 (296)
KH2PO4, K2HPO4, MgS04.7H20 y extracto
de levadura

ostreatus Glucosa, levadura, peptona y mezcla de | 0,37 - 1,67 (354)
diferentes sales

pulmonarius Glucosa, levadura, peptona y mezcla de | 0,35-1,00 (354)
diferentes sales

pulmonarius Diferentes medios de cultivo variando la FC, | 0,018 — 2,64 (355)
FN

En cuanto a la incidencia de las FC se determind que, a excepcion del P. ostreatus cultivado
empleando harina de avena, es la harina de arroz la FC que favorece la produccion de EPS en las
tres especies, mientras que los contenidos mas bajos se manifiestan con salvado de trigo para P.
ostreatus, avena, trigo integral y maiz amarillo para P. djamor y trigo integral y maiz amarillo para
P. pulmonarius. Con respecto a las diferencias en el contenido de EPS no hay un comportamiento
extrapolable y particular para cada FC pues es totalmente especie-dependiente, lo que se ve reforzado
por el analisis estadistico entre todas las variables, el cual pone de manifiesto que son pocos los casos
en los que no hay diferencias significativas, resaltando la similitud en los comportamientos obtenidos
con P. pulmonarius empleando harinas de soya, siete granos, cebada, avena y el P. ostreatus con
harinas de soya y siete granos. Relacionado con el comportamiento generalizado, las especies
ostreatus y djamor se destacan por tener contenidos de EPS mayores que el P. pulmonarius.

Es bien conocido por literatura que el tipo y la cantidad de carbohidratos presentes en las FC afectan
la produccion de EPS en los procesos fermentativos. Los resultados encontrados permiten deducir
que las FC inciden en la produccion de EPS con un efecto mayor que el observado para la biomasa
(discutido en el capitulo uno). En la figura 5-12 estan relacionados el contenido de carbohidratos de
las FC (capitulo 1) con la produccion de EPS para las tres especies de Pleurotus. De esta grafica se
puede concluir que no hay una correspondencia directa entre la produccidn de los metabolitos y el
contenido total de carbohidratos de las FC, para ninguna de las tres especies estudiadas, llevando a
inferir que el efecto podria estar mas relacionado con la composicién en términos del tipo de los
azlcares constituyentes de cada una de ellas. En la tabla 5-3 estan recopilados los datos que se
encuentran en literatura relacionados con la composicién de las FC. EI menor contenido de glucosa
y fructosa lo tiene la harina de arroz, que como se mencion6 anteriormente, es la FC con la que se

genera la mayor produccion de EPS para P. pulmonarius y P. djamor, sustrato que de igual manera
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estd catalogado entre los mas bajos niveles de maltosa y rafinosa. Para la especie P. ostreatus la
tendencia es similar, siendo la harina de avena la mas eficiente para producir EPS, pero con valores
bajos en términos del contenido particular de cada uno de los carbohidratos. De esta forma al parecer
no es el contenido de monosacaridos y disacéridos el factor determinante para la produccion de estos

metabolitos.

Figura 5-12: Efecto del contenido de carbohidratos sobre la produccion de EPS en Pleurotus obtenidos por FEL.
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CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de

maiz; SY harina de soya; ST salvado de trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de
siete granos; MA harina de maiz amarillo.

Tabla 5-3: Cantidades reportadas en literatura de los principales monosacaridos presentes en las FC empleadas para las
FEL de Pleurotus.

HARINA DE | GLUCOSA FRUCTOSA MALTOSA | SACAROSA | RAFINOSA | REF.
CEREAL (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)

Trigo 0,03 0,04 0,12 (356)
0,145 0,791 0,472 (357)

Trigo integral 0,03 0,03 0,21 (356)
Maiz 0,03 0,02 nd (356)
Avena 0,02 0,03 0,14 (356)
0,001 0,434 0,052 (357)

Arroz 0,02 0,01 nd (356)
0,010 0,007 0,707 0,079 (357)

Soya 0,06 0,11 nd (356)
Cebada 0,072 0,078 1,36 0,234 (357)

Nd: no detectable

Por otro lado, las harinas de cereales estdn compuestas mayoritariamente por almidén en las
siguientes proporciones (g/100g): maiz 92,0; arroz 85,8; trigo 73,9; avena 64,9; cebada 53,0; salvado
de trigo 23,0; soya 12,3 (94, 356). Comparando los contenidos de este polisacarido en las harinas de

maiz y arroz con la produccion de EPS en las especies P. pulmonarius y P. djamor se evidencia una
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correlacién, lo que lleva a inferir que posiblemente es este carbohidrato la fuente principal de
carbono utilizada para la produccién de los bioactivos en estas dos especies y para estas dos harinas.
Como dentro de los factores que afectan la biosintesis de este grupo de compuestos, se ha encontrado
evidencia experimental de que la adicion de diferentes sustancias como son aceites vegetales, acidos
grasos y vitaminas (358), presumiblemente actian mediando la permeabilidad de la célula, mediante
la reorganizacion de la membrana celular y/o afectando la sintesis de enzimas que estan envueltas
en la biosintesis de los EPS (359), y dado que las FC utilizadas en el presente estudio, son una fuente
importante de este grupo de compuestos, podrian ser responsables de la eficiencia de su uso para la
produccion de dichos metabolitos.

En lo concerniente a la relacion C/N y la produccion de EPS, no se encuentran reportes en literatura
de un comportamiento generalizado ni para el reino fungi, ni para el género Pleurotus en particular,
como lo demuestran los estudios con el P. citrinopileatus obtenido empleando diferentes FC y FN,
en donde se observo una relacion directa entre la proporcién C/N del medio de cultivo, la produccion
de biomasa y la cantidad de los bioactivos (34), y el realizado por El-Dein et. al en el 2004 y
Diamantopolou et. al en el 2012 quienes mencionan la ausencia de una correlacion entre la
acumulacion de EPS y la biomasa para P. pulmonarius y P. ostreatus respectivamente (354, 355).
Para el caso de las tres especies estudiadas en esta investigacién, no se encontrd una correspondencia
directa entre ninguna de las tres variables (datos no mostrados), pero resulta interesante el hecho de

gue la harina de arroz, presente el valor mas alto de la relacion C/N.

Finalmente en lo que respecta a estudios realizados empleando las mismas FC pero con hongos
diferentes, para Grifola frondosa se reportan los mayores titulos de EPS encontrados en literatura
para la especie (6,53 g/L) utilizando harina de arroz, duplicando la cantidad obtenida con harina de
maiz y con una marcada diferencia entre las harinas de avena, de trigo y la bienestarina que generaron
valores inferiores a 1g/L (5). Esta tendencia es similar a la encontrada para las especies P.
pulmonarius y P. djamor, aunque las cantidades para las tres Gltimas FC son mayores que para
Grifola. Con respecto al estudio con Ganoderma lucidum sus resultados son contrarios a lo
encontrado para Pleurotus, resaltando que la FC mas eficiente para produccion de EPS es la harina
de cebada (1,75 g/L), seguida por la harina de avena (0,8 g/l) (4). Una vez mas estos resultados
fortalecen el hecho de que cada organismo es un caso particular y la produccion de metabolitos es
dependiente de la FC, de la especie y del género empleado para el estudio.

Tanto Grifola frondosa como las especies del género Ganoderma son considerados como una fuente
de nutricedticos por excelencia, de manera que los contenidos de los diferentes compuestos

bioactivos presentes en ellos son un indicativo de la calidad de potenciales productos que pretendan
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ser utilizados con el mismo fin. Desde este punto de vista, los productos biotecnoldgicos obtenidos
a partir de la FEL de Pleurotus pulmonarius, P. djamor y P. ostreatus, cultivados empleando las FC
no convencionales utilizadas en esta investigacién, pueden catalogarse como una excelente fuente
de nutriceuticos, teniendo en cuenta que el contenido de EPS en la mayoria de los casos es cercano
al reportado para cultivos optimizados de Ganoderma, destacandose el comportamiento observado
para P. ostreatus con harina de avena (7,82 g/L) con una produccion de EPS superior a la reportada
para Grifola frondosa como la més alta (6,53 g/L).

5.4. CONCLUSIONES

- La produccidn de los metabolitos no triterpenoidales en el género Pleurotus depende tanto de la
fuente de carbono como de la especie.

- Dentro de la composicion general de los micelios se encuentran los esteres de acidos grasos en altas
proporciones que pueden ser absorbidos por el organismo humano de la misma forma como ocurre
con sus correspondientes acidos, aumentando asi el valor nutricedtico del producto final.

- Como constituyentes adicionales de los productos biotecnoldgicos se encuentran hidrocarburos,
alcoholes, fenoles, amidas, compuestos fosforados y heterocliclos, poseedores de actividades
bioldgicas importantes, que aunque se encuentran en titulos pequefios pueden potenciar el valor
nutriceutico tanto del micelio como del medio de cultivo agotado.

- El empleo de la mayoria de las FC di6 como resultado una alta produccion de EPS en algunos casos
superando la produccion del hongo Grifola frondosa, considerado el hongo comestible antitumoral
por excelencia.

- Debido a las caracteristicas estructurales y a las diferentes actividades reportadas en literatura para
los compuestos encontrados en el caldo de cultivo agotado, el mismo se hace acreedor a un valor
agregado, descartando la consideracién general de los biotecnélogos de que este producto no

presente utilidad y debe ser desechado.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

AV
CB
CG
E
EPS
FC
FEL
FES
I
IPS
LB
MA
SG
ST

Harina de avena

Harina de cebada

Cromatoma de gases

Extractos en AcOEt de los medios agotados
Exopolisacéridos

Fuente de carbon

Fermentacion en estado liquido
Fermentacion en estado sélido
Extractos en AcOEt de los micelios
Intrapolisacéridos
Liebermann-Burchard

Harina de maiz amarillo

Harina de siete granos

Salvado de trigo
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6.1 ANTECEDENTES

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo de investigacion, diferentes factores afectan los
procesos fermentativos en términos tanto de produccion de biomasa como de la composicién de los
productos biotecnoldgicos obtenidos. En este capitulo se discutird acerca del efecto del cambio del
pH inicial sobre el potencial valor nutriceltico, tanto del micelio como del medio agotado de los
Pleurotus obtenidos por FEL, determinado por los cambios en la produccién principalmente de
triterpenoides y de otros compuestos que aporten al caracter funcional de los mismos. Con base en
los resultados del efecto de las diferentes FC como componentes del medio de cultivo sobre la
composicion de las especies objeto de este estudio, se decidio continuar con esta parte del trabajo
con los productos de la FEL que generaban los limites de la mayor y la menor produccion de
compuestos triterpenoidales. Con base en este criterio las tres especies se cultivaron con salvado de
trigo y harina de cebada, el P. pulmonarius con harina de siete granos, el P. djamor con harina de
avenay el P. ostreatus con las harinas de avena, siete granos y maiz amarillo. Las variaciones en el
pH se efectuaron una unidad por encima (6,6) y una por debajo (4,6) del valor determinado como
Optimo para la produccién de Pleurotus (1).

6.1.1. El papel del pH en los procesos fermentativos

Dentro de los factores quimicos que deben ser controlados en un proceso fermentativo se encuentra
el pH. Su valor inicial puede regular la actividad enzimética durante una fermentacion, afectar la
estabilidad de la membrana, su funcion, la morfologia y estructura celular, la solubilidad de las sales,
el estado idnico del sustrato, la captacion de nutrientes y los productos de la biosintesis (259). La
busqueda del pH dptimo de crecimiento es una practica comun, ya sea para la adaptacion de cepas o
aislamientos, para el crecimiento en sustratos artificiales (sélido o liquido) y/o para la produccion y
busqueda de nuevos metabolitos. En general, las células pueden Gnicamente crecer en un cierto rango
de pH (125) que en la mayoria de los trabajos realizados con hongos basidiomicetos, para cultivos
liquidos o sélidos, se encuentra entre 5.5 y 6.5 (36). Existe un nimero importante de estudios
relacionados con el efecto del cambio en esta variable en biotecnologia fingica, sin embargo, la
mayoria de ellos se han realizado en erlenmeyers en los que el pH no se puede controlar durante el

proceso de cultivo y por ende Unicamente se estudia la influencia del pH inicial (360).

En la tabla 6-1 estan resumidos algunos de los resultados mas relevantes relacionados con el tema

especificamente para el reino fungi.
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Tabla 6-1: Estudios relacionados con el efecto de cambios en el pH en procesos fermentativos empleando hongos.
ESPECIE OBJETIVO DEL ESTUDIO OBSERVACIONES REF.
Monascus purpureus | Produccion de estatinas y esteroles | pH bajos aumentan la produccién de (209)
estatinas pero disminuye la de esteroles
Penicillium Produccion de esteroles pH 7,0 ideal para favorecer la (209)
crustosum produccién
Diferentes especies | Produccion de EPS Favorecido en el rango entre 3,0y 6,5 (359)
del reino
Ganoderma lucidum | Produccion de biomasa Mayor produccion a pH de 6,0 menor a (36)
pH 3,0
Ganoderma lucidum | Produccion de  biomasa y | Optimo 6,5 para biomasa, reduccién (125)
bioactivos gradual hasta 3,5 aumenta EPS. 5,5
ideal para IPS.
Ganoderma lucidum | Produccion de  biomasa y | Optimo 6,5 (361)
polisacaridos
Ganoderma lucidum | Produccion de IPS y é&cidos | No hay variaciones significativas en su (362)
ganodéricos produccién con el pH
Produccion de EPS Optimo pH 5,5
Lentinula edodes Produccion de  biomasa vy | 3,0 a 3,5 favorable para produccion de (363)
evaluacion de actividad | biomasa
antibacterial 4,5 mejor actividad antibacterial
Cordyceps militaris Condiciones Optimas de | pH 6 es ideal (88)
crecimiento, produccion de EPS y
cordicepina
Agrocybe Produccion de biomasa y EPS pH 4,0 para biomasa y 6,0 para EPS (364)
cylindracea
Tremella fuciformis Produccion de EPS pH 6ptimo 8,0 (365)
Lyophyllum decastes | Produccién de EPS e IPS Ideal valor del pH entre 7- 8 (366)
Grifola frondosa Produccién de EPS y biomasa Optimo pH 5,0 (367)
Ganoderma lucidum | Produccion de acidos ganodéricos | Aumenta la produccién con pH de 3,0 (133)
hasta el 4to dia y cambiando los
siguientes 6 dias a 4,5
Auricularia auricula | Produccién de EPS Aumento con dos fases del pH como (368)
iniciar con 5,0 las 48h y luego a 5,5
Agaricus brasiliensis | Optimizacion de la produccién de | pH 6ptimo 5.0 para la produccion de (369)
polisacaridos y ergosterol los dos componentes.
Antrodia camphorata | Crecimiento celular, EPS vy | pH 4,0 paracrecimientoy 5,0 para EPS (370)
distribucion de pesos moleculares
de EPS
Antrodia camphorata | Produccién de biomasa, | pH 3,0 para crecimiento, 5,0 favorece (371)
compuestos fendlicos y | actividad antioxidante, produccion de
polisacaridos, actividad | compuestos fendlicos y polisacaridos
antioxidante y habilidad para
captacion de radicales libres
Pleurotus Produccion de polisacaridos Ideal pH inicial 5,5 (34)
citrinopileatus
Pleurotus ostreatus Produccion de biomasa Aumento en el pH decrece Ila (372)
productividad
Laetiporus Crecimiento micelial y produccién | pH inicial entre 2,0 y 4,0 ideal EPS (373)
sulphureus var. | de exopolisacaridos
Miniatus

Como se muestra en la tabla anterior la mayoria de los trabajos se han enfocado en la optimizacion

de las condiciones para la obtencidn de polisacaridos y de biomasa, dejando de lado el efecto causado

sobre otros metabolitos de igual importancia como los triterpenoides. Relacionado con este grupo de

compuestos la atencion se ha centrado en los acidos ganodéricos, caracteristicos del género
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Ganoderma, hecho este que llevo a plantear esta seccion del estudio, enfocada en la produccion de
triterpenoides y de otros compuestos biosintetizados por los hongos y en ocasiones excretados a los
medios de cultivo, que en capitulos anteriores se han descrito como importantes contribuyentes al
caracter funcional de los productos biotecnoldgicos obtenidos desde procesos fermentativos de
Pleurotus, empleando FC no convencionales, como son en este caso particular las harinas de cereales

seleccionadas y el salvado de trigo.

6.2. METODOLOGIA

6.2.1. Material fungico

Se realizaron los cultivos como se describi6 en el capitulo 1 numeral 1.2.1, variando el pH inicial
hasta obtener valores de 4,6 y 6,6 con soluciones de NaOH o HCI 0,1 M segun el caso. Las FC
empleadas para cada ensayo fueron las siguientes: para el Pleurotus pulmonarius harinas de cebada
(CB), siete granos (SG), maiz amarillo (MA) y salvado de trigo (ST); para el Pleurotus djamor
harinas de cebada (CB), de avena (AV) y salvado de trigo (ST) y para Pleurotus ostreatus se

utilizaron las harinas de cebada (CB), avena (AV), maiz amarillo (MA) y salvado de trigo (ST).

6.2.2. Obtencidn y analisis de los extractos de Pleurotus

Cada uno de los productos biotecnoldgicos se extrajo como se describid en el numeral 2.2.3 y se
determin6 su composicion siguiendo la metodologia detallada en los numerales 2.2.4 a 2.2.6.

En cuanto a la determinacién de polisacéridos totales se realiz6 como esta descrito en el numeral
5.2.2.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como hasta este punto de la investigacion se ha determinado que el tipo de harina empleado como
FC cambia en forma considerable la composicion del producto obtenido a través de la FEL de las
tres especies de Pleurotus, conllevando a variaciones en el potencial nutricettico de los mismos y
con base en que el pH es uno de los factores determinantes en este tipo de procesos, se hace imperioso
el estudio del efecto que puede producir la variacion de su valor inicial sobre la composicién de los
extractos en AcOEt, tanto de los micelios como de los medios agotados para las tres especies de

Pleurotus.
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6.3.1. Efecto del cambio en el pH inicial sobre la composicion del producto biotecnoldgico de
Pleurotus ostreatus

En el capitulo 2 se determind que para esta especie cultivada con las harinas de cebada y de avena
se generan bajas producciones de triterpenoides, contrario al efecto producido por el salvado de trigo
y el maiz amarillo. Fue este el criterio que dirigio la seleccién de estas FC para evaluar la incidencia
del cambio en el pH inicial del cultivo. En la figura 6-1 se encuentra la representacion gréafica de los
resultados obtenidos con los compuestos agrupados como se ha venido haciendo hasta ahora en
acidos, esteres, triterpenoides y el grupo heterogéneo denominado “otros” (CG en anexo 6A). Del
andlisis de dicha figura se ve claramente que para el P. ostreatus, independientemente del pH inicial,
en las harinas de cebada y avena hay una produccion casi nula de triterpenoides, buena de ésteres y
baja de acidos grasos, comportamiento contrastante con el evidenciado cuando se emplea salvado de
trigo y maiz amarillo, en donde se presenta buena produccion de triterpenoides, disminucion en el
contenido de ésteres y aumento en la produccion de &cidos. Asi mismo, la mayor proporcion de los
bioactivos determinados, cuando se utiliza cebada, avena y maiz amarillo, se encuentran en el
micelio. El aumento del pH disminuye la proporcion de ésteres siendo mas marcado el efecto con el
empleo de la harina de cebada, mientras que en el caso de los &cidos su biosintesis se ve favorecida,

sin embargo no se presenta influencia apreciable en el contenido de los triterpenoides.

Del andlisis de la figura 6-1, se observa que el uso de los pH 4,6 y 6,6 favorece la biosintesis de los
acidos grasos independientemente de la FC empleada. A pH 4,6 y 6,6 con las cuatro FC, se determiné
la presencia esporadica de los &cidos palmitico (méas frecuente), oleico y esteéarico en proporciones
gue varian entre 3,2% en el micelio a pH 4,6 cultivado con harina de cebada, hasta 36,5% en el caldo
agotado al mismo pH pero con salvado de trigo. De estos compuestos tnicamente el primero de ellos
ya se reportd como constituyente del P. ostreatus, en la primera fase del presente estudio, en donde

se tomd como pH inicial 5,6 (empleando harina de trigo).

Para el caso de los esteres, ademas de aquellos con radical etilo determinados como los componentes
mayoritarios de la mayoria de micelios obtenidos a pH 5,6 con las diferentes FC (capitulo 5), a pH
4,6 y 6,6 se ve favorecida la produccion de los correspondientes esteres metilicos, de igual forma
asociados a los micelios obtenidos con las harinas de avena y el salvado de trigo. Es conocido que
su generacion es a través de una reaccién posiblemente mediada por la enzima S-adenosilmetionina

(SAM) que cataliza ese tipo de procesos (374).
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Dentro de los componentes agrupados como otros, independientemente del pH su produccién es baja
y no se encontraron compuestos adicionales a los descritos en el capitulo 5. Si bien es cierto que el

cambio del pH estimula la produccién de estos metabolitos, su efecto es minimo.

Figura 6-1: Efecto del pH sobre la composicion porcentual de los extractos en AcOEt de P. ostreatus.
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En términos generales la composicion triterpenoidal de los extractos no se afecta de una forma
apreciable con el pH cuando se utiliza harina de cebada o avena, contrario a lo que sucede con el
empleo de salvado de trigo y el maiz amarillo. Esta observacidon se confirma al analizar los resultados
plasmados en la figura 6-2 donde se presenta el contenido total de esteroles para los extractos de los
micelios de P. ostreatus, de cuyo analisis y con respecto a las variaciones en el tipo de estructuras
determinadas a cada pH (Tabla 6-2), se puede determinar que si bien el efecto no es tan marcado en
el contenido total, si lo es en el nimero de estructuras de este tipo. Hay algunas particularidades
como es la presencia del estigmast-5-en-3-ol (1) y el estigmast-4-en-3-ona (XV) cuando se usa harina
de cebada a pH 6,6. El salvado de trigo a pH inicial de 5,6 continGa siendo la mejor eleccién en
términos de la biosintesis de este grupo de metabolitos, destacandose un considerable nimero de

estructuras de tipo triterpenoidal.

De igual forma se presentan tendencias colectivas relacionadas con las variaciones estructurales de
los triterpenoides, tal es el caso de una predominancia de los nucleos estigmasta sobre los ergosta a
pH 4,6 y 6,6, al contrario de lo ocurrido a pH 5,6. Relacionado con los sustituyentes del C3, que

varian entre hidroxilo o grupos ceto, no hay un comportamiento generalizado con el pH.
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Figura 6-2: Efecto del pH sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt para el micelio de P.

ostreatus.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones,

estan seguidos por una letra de la a la d basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estdn acompafiadas por la misma

letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

Tabla 6-2: Influencia del pH en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt de micelio de P.

ostreatus.

HARINA DE | HARINA DE | SALVADO DE | HARINA DE MAIZ
TRITERPENOIDE? / pH CEBADA AVENA TRIGO AMARILLO

46 |56(66|46 |56 66|46 |56 66 | 46 5,6 6,6

l. Estigmast-5-en-3-ol NC 15| NC 28 | 47 | 3,2 8,9 8,3 14,7

1. Ergost-5-en-3-ol 1,5 1,1

IV. Estigmast-3,5-dien-7-ona 2,3

V.  Estigmastanol 1,1 3,3 2,3 9,4

VI. Ergost-5,7,9(11),22- tetraen-3-ol NC 2,0 2,9

VII. Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno NC 2,9 1,7

IX. Ergost-5,7,22-trien-3-ol 17,1

X.  Ergost-7,22-dien-3-ol NC 14114

XI. Estigmast-3-ona NC 14,1116,0| 135 | 4,2 6,8

XI11. Ergost-4,6,8(14),22- tetraen-3-ona NC

XIV. 4,4-Dimetilcolest-5,7,14,22-

tetraen-3-ol NC

XV. Estigmast-4-en-3-ona NC |15 |NC 132161 | 141 | 3.3

XVI. Ergost-3-ona 88 119 7,9

XVI1. Ergost-4-en-3-ona 1,4

TOTAL NC|NC| 30| NC| ----| ----|41,3|48,0| 38,7 | 23,1 | 32,3 | 30,9

NC: no cuantificable

& Los porcentajes estan calculados por éreas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).

6.3.2. Efecto del cambio en el pH sobre la composicion del producto biotecnoldgico de

Pleurotus djamor

Los cambios en el pH inicial sobre los componentes de los extractos en AcOEt tanto de los micelios

como de los medios agotados de la especie P. djamor, se encuentran representados graficamente en

la figura 6-3 (CG en anexo 6B). La seleccion de las FC de igual manera se realizé con el criterio
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descrito anteriormente, siendo las harinas de cebada y avena en las que se promovid la menor
produccién de triterpenoides en el micelio, contrario a lo observado con salvado de trigo. En términos
colectivos, el empleo del salvado de trigo como FC es el que més afecta la composicién tanto de los

medios como de los micelios al variar el pH.

Es notoria la aparicion de acidos en los micelios a 4,6 y a 6,6 al utilizar harina de cebada, asi como
a 6,6 con salvado de trigo, particularidad que se habia descrito para la especie ostreatus, aunado a la
presencia esporadica de los &cidos palmitico, estedrico, oleico y linoleico, destacandose las
proporciones altas del &cido palmitico (19,8%) y del cido linoleico (22,6%) en el micelio obtenido
con harina de cebada.

Figura 6-3: Efecto del pH sobre la composicion porcentual de los extractos en AcOEt de P. djamor.
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Los esteres son los componentes mayoritarios en los micelios para el caso de harina de avena
independientemente del pH, pero su produccion es afectada por el pH con el uso de la harina de
cebada siendo mayor a 5,6, seguida por 4,6 y finalmente la mas baja a 6,6. La presencia de estos
compuestos generalmente estd asociada a los micelios, sin embargo Ilama la atencion su
determinacion en cantidades altas (45,8% y 57,4%) en los caldos obtenidos con salvado de trigo a
pH 4,6y 6,6.

La proporcién en la que se encuentran los componentes agrupados en otros, es mayor a pH 6,6 al
emplear las harinas de cebada y avena, pero se encuentran en proporciones bajas a este mismo pH
con salvado de trigo (0,7%). A pesar de esta variacion, se conserva la tendencia de su aparicion

principalmente en los medios agotados. Relacionado con las estructuras determinadas, el Unico



Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el 173
potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

cambio comparado con lo mencionado en el capitulo anterior corresponde a la aparicion de la bis-
(octilfenil)-amina, presente en una proporcion del 27,1% en el caldo proveniente de la fermentacion
con salvado de trigo a pH 4,6. Si bien este compuesto se ha reportado como componente minoritario
del aceite esencial de los frutos de la planta Bridelia retusa (375), no hay informacion de su
existencia en el reino fungi.

Por ultimo con respecto a los triterpenoides, a los pH 4,6 y 6,6 con la harina de cebada aparentemente
se estimula la biosintesis de triterpenoides, de igual modo ocurre con la harina de avena a 6,6. Con
el salvado de trigo se presenta un aumento en la produccién de los mismos a 5,6 y una disminucion
a 6,6 (Figura 6-4). Los componentes triterpenoidales de los extractos de los micelios junto con su
proporcidn se encuentran consignados en la tabla 6-3. Cabe anotar que con salvado de trigo a 4,6 y
6,6 se determinaron dos 3-oxo-triterpenoides (X1X y XX) en bajas proporciones que no habian sido
encontrados en ninguno de los casos estudiados hasta este punto de la investigacion, y de los cuales
se ha reportado su presencia en el reino plantae (376-378) pero no en el reino fungi.

El nucleo ergosta predomina sobre el estigmasta a pH 5,6, valor en el que Unicamente se
determinaron triterpenoides al emplear salvado de trigo como FC. Entre tanto el nucleo estigmasta
es el principal presente a pH 4,6 y al igual como se describi6 con el P. ostreatus no se mostraron
comportamientos generalizados con respecto al sustituyente del C3, que varia dependiendo del pH

y de la FC usada para la FEL.

Figura 6-4: Efecto del pH sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt para el micelio de P.

djamor.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones,
estan seguidos por una letra de la a la e basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma
letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
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Tabla 6-3: Influencia del pH en la composicién porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt de micelio de P.

djamor.
HARINA DE HARINA DE SALVADO DE
TRITERPENOIDE? / pH CEBADA AVENA TRIGO

46 |56 | 66 | 46 |56 | 66 | 46 | 56 | 6,6
l. Estigmast-5-en-3-ol 6,8 10,2 | NC 37| 27 | 57|26
I1. Ergost-5-en-3-ol 1.4 4.2 14 | 11
V. Estigmastanol 11 2,4 08 | 1,7 |14
VI. Ergost-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol 21 119 |18
VII. Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno NC | 1,7
VIII. Ergost-2,5,7,9(11),14,22-hexaeno NC | 0,6
IX. Ergost-5,7,22-trien-3-ol NC | 68 | 33 |54
X. Ergost-7,22-dien-3-ol 13112
XI. Estigmast-3-ona 1,7 NC | 98 [120] 5.2
XIl.  6-Hidroxiestigmast-4-en-3-ona 9,7
XV. Estigmast-4-en-3-ona 3,2 46 | NC 25| 88 | 52|46
XVI. Ergost-3-ona 71 | 7,2 | 4,6
XVII. Ergost-4-en-3-ona 22 | 15| 1,2
XVIII. Ergost-4,22-dien-3-ona 11
XIX. Estigmast-7-en-3-ona 0,9
XX. Ergost-8(14)-en-3-ona 0,5
TOTAL 142 | - | 214 | NC | ---- | 6,2 | 41,2 | 52,0319

NC: no cuantificable
2 Los porcentajes estan calculados por areas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).

6.3.2. Efecto del cambio en el pH sobre la composicion del producto biotecnol6gico de
Pleurotus pulmonarius

En el caso de esta especie la composicion a los tres pH de los medios agotados obtenidos al emplear
harina de cebada, en términos generales, cambia con relacién a la presencia o ausencia de los
constituyentes denominados como otros (Figura 6-5: CG en anexo 6C). Caso contrario ocurre con la
harina de siete granos con la que el pH afecta de forma mas evidente la composicion de los caldos.
En los micelios con salvado de trigo se manifesté mayor produccion de triterpenoides a pH 4,6 y 5,6
y de los componentes catalogados como otros a 6,6. Con la harina de cebada se disminuye la
presencia de triterpenoides con respecto a 5,6 con aumento de 4cidos y entre tanto a 4,6 y 6,6 los
perfiles no sufren mayores alteraciones. Los cambios presentados con el pH usando la harina de siete
granos son mas apreciables que con las FC restantes, resaltando una baja produccion de
triterpenoides a 5,6 con alta presencia de &cidos, en contraposicion al comportamiento a los pH 4,6
y 6,6. Estos resultados se confirman con lo obtenido en la determinacion del contenido de esteroles

por el método de LB representados graficamente en la figura 6-6.
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Figura 6-5: Efecto del pH sobre la composicién porcentual de los extractos en AcOEt de P. pulmonarius.
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Figura 6-6: Efecto del pH sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt para el micelio de P.
pulmonarius.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones,
estan seguidos por una letra de la a la f basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma
letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

En cuanto a las variaciones sobre las estructuras de los componentes pertenecientes a las diferentes
agrupaciones, el comportamiento es el mismo exhibido por los micelios de las especies ostreatus y
djamor, a pH de 4,6 y 6,6. Aunado a lo anterior est& el hecho de que en la especie pulmonarius,
cultivada empleando harina de cebada a pH 6,6 se encontraron los ésteres 9-oxo-nonanoato de metilo
(0,9%), hexadecanoato de hexadecilo (4,9%) y hexadecanoato de octadecilo (1,7%), que no se
habian determinado hasta este punto de la investigacion, pero de los que hay reportes como

componentes volatiles del micelio del hongo marino facultativo Paecilomyces variotii (379) e
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incluso estudios relacionados con la caracterizacién de algunas enzimas involucradas en su
biosintesis (380).

En la agrupacién de los componentes denominados otros se destaca la presencia de oleamida al
emplear salvado de trigo a 4,6 y 6,6 en proporciones del 10,6 y 12,6% respectivamente, compuesto
gue habia sido determinado a pH 5,6 solamente en P. ostreatus.

En lo concerniente con las estructuras de los triterpenoides, no se determinaron componentes
adicionales a los encontrados a pH 5,6, se observa la mayor diversidad de este tipo de compuestos
cuando se emplea salvado de trigo a pH 4,6, sin embargo el mayor contenido de esteroles se presenta
a 5,6. Las diferencias en el nimero de estructuras son mas evidentes con el uso de harina de cebada.
A diferencia del comportamiento descrito para P. ostreatus y P. djamor en el que hay una correlacion
entre el pH y el tipo de nucleo triterpenoidal predominante, para el P. pulmonarius no hay un
comportamiento generalizado, al igual que con relacién al tipo de sustituyente en el C3.

Tabla 6-4: Influencia del pH en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt de micelio de P.

pulmonarius.
HARINA DE SALVADO DE HARINA DE
TRITERPENOIDE? / pH CEBADA TRIGO SIETE GRANOS
46 |56 | 66 | 46 |56 | 66 | 46 5,6 6,6
l. Estigmast-5-en-3-ol 27 | 24|21 |31|32|31| 37 1,5 2,4
Il.  Ergosta-5-en-3-ol 2,1 16 | 1,4
IV. Estigmast-3,5-dien-7-ona 13 | 1,6
V. Estigmastanol 2,5 2,2
VI. Ergost-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol 26 | 12| 27 | 15|15 21 NC | NC
VII. Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno 31 (16| 33 | 15|13 ]| 16 NC
VIII. Ergost-2,5,7,9(11),14,22-hexaeno 0,9 0,9
IX. Ergost-5,7,22-trien-3-ol 21,7 16,3
X. Ergost-7,22-dien-3-ol 1,8 1,0 | 0,7
XI.  Estigmast-3-ona 1,2 0,7 | 81|52 75| NC 2,2
XIl. 6-Hidroxiestigmast-4-en-3-ona 33| 71 NC
XV. Estigmast-4-en-3-ona 45 27 (833246 | 25 2,5
XVI. Ergostan-3-ona 41 | 34| 73 15
XVII. Ergost-4-en-3-ona 1,2
TOTAL 18,9 |269| 144 |34,3|38,1|36/4| 6,2 3,0 7,1

NC: no cuantificable

2 Los porcentajes estan calculados por éreas relativas con base en los resultados obtenidos desde el cromatograma total de iones (TIC).
El pH del medio es un factor muy importante pero a menudo descuidado. Diferentes estudios han
demostrado la importancia de controlar esta variable durante todo el proceso fermentativo. Sin
embargo, algunos investigadores proponen variar su valor a lo largo de la fermentacién con la
finalidad de mejorar la produccion bien sea de un compuesto en particular o de la biomasa (381). En
el caso de esta parte de la investigacion, se evalud el efecto del pH inicial, evidenciandose que el

impacto de los cambios de esta variable sobre la composicion tanto de los micelios como de los
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caldos, es dependiente de la especie y de la FC empleada. No obstante, hay algunos comportamientos
generales que permiten seleccionar las condiciones que lleven a potenciar el valor nutriceutico del
producto biotecnoldgico obtenido por FEL de los Pleurotus. Tal es el caso del uso del salvado de
trigo a un pH de 5,6 que permite, en todas las especies, la mayor produccién de componentes
triterpenoidales en el micelio, en términos tanto de variaciones estructurales como de la cantidad de
los mismos. Si bien, también hay un efecto en la produccion de los componentes diferentes a estos,
es la presencia de los triterpenoides, la que contribuye de una forma méas benéfica, por la variedad
de estructuras generadas y la cantidad presente, aumentando el potencial valor nutricedtico de los
productos cultivados.

Los cambios en la composicién de los productos biotecnolégicos inducidos por el pH, pueden ser
atribuidos a alteraciones morfoldgicas durante las etapas de la formacién del micelio, que incluso
llegan a desencadenar en la muerte celular, como ha sido demostrado por estudios en el reino,
especificamente en Ganoderma lucium. En esta investigacion los autores observaron que al variar el
pH se altera el tamafio de los pellets y cambia la viscosidad del medio, conllevando a una
perturbacion en la transferencia de oxigeno, lo que resulta en aumento o disminucién en la
produccidn de los bioactivos, dependiendo de las condiciones del ensayo (382, 383). Papaggiani en
una completa revision relacionada con las caracteristicas morfoldgicas fungicas y la produccion de
metabolitos en procesos sumergidos, menciona que a valores de pH por encima de 5,5, las paredes
celulares de muchos organismos estan negativamente cargadas, tendiendo a causar una separacion
de las células agregadas por repulsiones electrostaticas. En general la tendencia del micelio para
formar pellets aumenta cuando el valor del pH del medio aumenta. Con respecto a la relacion
morfologia — produccion de metabolitos, el mismo autor menciona estudios en el hongo Aspergillus
niger en el cual, cuando su crecimiento se da en forma de filamentos favorece la produccién de
enzimas pécticas, mientras que si es en forma de pellets predomina la formacion de &cido citrico
(122). Los resultados de estos reportes podrian explicar las diferencias encontradas para los
productos biotecnoldgicos de los tres Pleurotus objetos de estudio, no obstante, es necesario realizar
estudios de la morfologia de las colonias, que deben incluir el diametro, nimero, forma de
compactacion, estructura y color de los pellets, entre otras caracteristicas morfologicas, asi como el

analisis de la produccion de los bioactivos durante el tiempo de la fermentacion.

Otra justificacién a los cambios observados con el pH, esta relacionada con la alteracion en la
actividad de las enzimas excretadas por los hongos, a la que algunos autores atribuyen se debe la

gran diversidad en la forma, tamafio, color, textura, estructura y el sabor de los cuerpos fructiferos.
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Las especies de Pleurotus cuentan con un amplio espectro enzimético y una importante capacidad
para secretar una serie de enzimas de propiedades y funciones distintas, que les facilita su
crecimiento sobre un extenso numero de sustratos. Ellas son de diferentes tipos: (1) las secretadas
por el micelio para biodegradar el sustrato de crecimiento; (2) las que participan en la transformacion
de la fase micelial a la fase de la fructificacion; (3) las responsables de la autélisis y (4) enzimas
constitutivas/inductivas caracteristicas del micelio y del cuerpo fructifero (384). La actividad de
estas enzimas (enzimas ligninoliticas) excretadas durante el proceso de degradacion de los sustratos
utilizados para el cultivo de los Pleurotus, se puede afectar por el pH generando una reduccién en la
eficiencia del proceso de degradacion de los componentes mayoritarios de la biomasa lignoceluldsica
y por ende, no habria una produccion eficiente de los compuestos de bajo peso molecular que pueden
ser asimilados para la nutricion y posterior crecimiento de los hongos (49, 50, 85, 90, 385)
desencadenando en una alteracion en la biosintesis de bioactivos. Este comportamiento se confirmd
al advertir a simple vista reducciones en la produccion de biomasa micelial a los pH de 4,6 y 6,6.
Observaciones similares han sido reportadas por otros investigadores como es el caso del trabajo de
Diaz en el 2009 sobre P. ostreatus obtenido por FEL, en el que se determind que el pH inicial es un

factor que modifica el patrén de produccién y actividad de las lacasas (386).

6.3.3. Impacto del cambio del pH inicial en la produccién de exopolisacaridos

La influencia del pH en la produccion de EPS en las tres especies de Pleurotus cultivadas con las
distintas FC seleccionadas, esté representada en la figura 6-7. De su analisis se puede concluir que
el efecto depende de la especie y de la FC usada. Asi por ejemplo para el P. ostreatus no se observan
cambios estadisticamente significativos con los tres pH usando harina de cebada como componente
principal del medio de cultivo, con harina de avena la mayor produccion se conserva a pH 5,6,
contrario al caso del salvado de trigo y la harina de maiz amarillo, con las que se obtienen aumentos
tanto a pH 4,6 (125% y 134%) como a 6,6 (138% y 6%) comparados con el pH de 5,6. Parael P.
pulmonarius de igual forma, con harina de cebada el pH no afecta la produccion de los metabolitos,
contrario a lo observado con salvado de trigo, con el que a diferencia de la especie ostreatus las
variaciones de dicho factor, conllevan a una reduccion en los EPS del 17% a pH 4,6 y del 83% a pH
6,6. Con la harina de siete granos igualmente el cambio en el pH provoca un decrecimiento en el
contenido de los metabolitos de 24% y 27% respectivamente. Por Gltimo para el P. djamor tanto con
el uso de harina de cebada como la harina de avena, los pH de 4,6 y 6,6 repercuten en aumentos en
el contenido de los bioactivos que fluctan entre 109% y 170%. A pesar de que con algunos de los
valores de pH evaluados se evidenciaron reducciones en el contenido de EPS comparados con 5,6,

contintan estando dentro de los valores reportados en literatura e incluso en ocasiones supera los
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mismos. Estos resultados, de igual forma como se describié en el apartado anterior, pueden ser
consecuencia de las diferentes alteraciones ocasionadas por las variaciones del pH como son los

cambios en la morfologia y la eficiencia del consumo de los componentes del sustrato, entre otros.

Figura 6-7: Influencia del pH en la produccion de EPS en Pleurotus.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan

seguidos por una letra de la a la f basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no

hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
Al comparar estos resultados con los obtenidos para los triterpenoides, se manifiestan diferencias
entre los valores del pH que favorecen la produccién de uno u otro grupo de metabolitos. Como se
menciono para el caso de los triterpenoides son el uso del salvado de trigo y el pH de 5,6, las
condiciones Optimas, independiente de la especie y teniendo en cuenta la unién tanto de cantidad
como el numero de estructuras presentes. Para el caso de los EPS estas mismas condiciones
favorecen su produccion, pero exclusivamente para la especie P. pulmonarius, entre tanto para el P.
ostreatus es el uso de harina de maiz amarillo a 4,6 o harina de avena a 5,6 y para P. djamor la ideal
seria harina de cebada a 4,6 o 6,6. Comportamientos similares han sido reportados en literatura, en
los que los autores mencionan que es necesario seleccionar el pH inicial del proceso biotecnolédgico
dependiendo del objetivo planteado (209), que para el caso particular del estudio de la incidencia de

diferentes factores sobre el potencial nutricedtico de las tres especies de Pleurotus, se selecciond
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como 5,6, teniendo en cuenta el alto contenido que representan los compuestos triterpenoidales en
términos de porcentajes de la composicién total de los extractos y la variedad en el ndmero de

estructuras encontradas,

6.4. CONCLUSIONES

- El efecto del pH inicial sobre la composicién de los productos biotecnoldgicos es dependiente de
la especie y de la FC empleada.

- El uso del salvado de trigo a pH inicial de 5,6 favorece la produccion de compuestos
triterpenoidales, en términos del nimero de estructuras y/o la proporcién de esteroles presentes en
los extractos en AcOEt de las tres especies de Pleurotus cultivadas.

- Desde el punto de vista de la composicion de los productos biotecnoldgicos, la seleccion de un pH
inicial para el proceso fermentativo de los Pleurotus, empleando fuentes de carbono no
convencionales, depende del tipo de metabolitos que se deseen obtener.

- Con base en lo anterior y con el objetivo de evaluar posteriormente el cambio a consecuencia del
uso de elicitores y del tipo de fermentacidn, con miras a potenciar el valor nutricedtico del producto
biotecnoldgico, se seleccion6 como el valor ideal 5,6 por el aumento en la produccion de los

componentes triterpenoidales determinado bajo estas condiciones.
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CON DIODOS EMISORES DE LUZ EN LA
COMPOSICION DE LOS PRODUCTOS
BIOTECNOLOGICOS DE Pleurotus
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Lista de abreviaturas

Abreviaturas

Abreviatura Término

AM LED amarillo

AZ LED azul

BL Luz blanca

E Extracto proveniente de medio de cultivo agotado
EPS Exopolisacéridos

FC Fuente de carbono

FEL Fermentacion en estado liquido
I Extracto proveniente de micelio
IPS Intrapolisacaridos

LB Liebermann-Burchard

LED Diodo emisor de luz

oC Oscuridad

RJ LED rojo

VR LED verde
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7.1. ANTECEDENTES

El estudio de los productos del metabolismo flngico ha llevado a importantes desarrollos desde el
punto de vista farmacoldgico, biotecnolédgico y quimico, con el descubrimiento de compuestos con
estructuras novedosas algunos de ellos bioldgicamente activos. Dentro de las herramientas
empleadas para favorecer la produccion de metabolitos en procesos biotecnoldgicos, se encuentra el
uso de elicitores. En este capitulo se analizaran las variaciones que sobre la composicion de los
productos biotecnoldgicos obtenidos por FEL de Pleurotus tiene el uso, como elicitores abi6ticos,
de diodos emisores de luz (LED) de cuatro longitudes de onda diferentes: amarillo, verde, azul y

rojo y como dichos cambios pueden alterar el valor nutriceutico de los mismos.

7.1.1. Generalidades de los elicitores

De manera genérica se define a los elicitores como aquellas herramientas que estimulan la
produccion de ciertos metabolitos (387). Se clasifican con base en su origen y su estructura
molecular. Los bi6ticos tienen origen bioldgico, generalmente derivados de patégenos o del
organismo mismo, pueden ser de composicién definida, cuando sus estructuras moleculares se
conocen, o tener composiciones complejas. Los abidticos no son de origen bioldgico y se clasifican
en factores fisicos y quimicos. Dentro de éstos se enmarca el uso de la luz (387) un factor que regula
procesos fundamentales, no Unicamente en fotétrofos sino también en una amplia variedad de
organismos incluyendo a los hongos, como se observa en la figura 7-1 en la que se compara el
comportamiento de algunas especies pertenecientes a este reino bajo diferentes condiciones de luz.
La luz emitida por diodos es una alternativa de reciente aparicién en el ambito de los estudios de
procesos biotecnoldgicos, que ha arrojado interesantes resultados en términos de las variables de

interés para este campo de la ciencia.

Figura 7-1: Respuesta de diferentes hongos a la luz (388).

Phyllum Organismo Oscuridad Luz

Zygomicota Phycomyces blakesleeanus

Fotocarotenogénesis
Induccién de la biosintesis de
carotenoides en micelio

- ‘ . P
Fotomorfogénesis ar‘r‘
Inhibicién de la formacién de | g
micréforos n‘ P
Fototropismo Sd
Orientacién de macréforos hacia la luz M
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Continuacion figura 7-1: Respuesta de diferentes hongos a la luz (388).

Ascomycota Neurospora crassa
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esterigmatocistina

Basidiomiceto Coprinopsis cinerea
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Maduracidn del cuerpo fructifero

Cryptococcus neoformans

Fotomorfogénesis
Inhibicién de apareamiento y
fructificacion haploide

7.1.2. Los diodos emisores de luz

Los estudios de nuevas aplicaciones de los LEDs abren una importante puerta para evaluar su efecto
sobre los productos naturales, maxime cuando su uso ha estado restringido casi exclusivamente al
area de la electrénica. La luz emitida por estos dispositivos emplea una forma de
electroluminiscencia resultante de la excitacion electronica de un material semiconductor. El color
de la luz emitida esta determinado por la combinacion de los materiales del chip y la manera en la
cual estos estdn ensamblados. En la tabla 7-1 aparecen los materiales de los chips mas comunes para
LEDs y su longitud de onda de emision.

Con las caracteristicas de una longitud de onda de bandas delgadas, bajo consumo energético , larga
vida util, fiabilidad, eficacia, sus caracteristicas ligeras y tamafio pequefio, los LEDs son
considerados como las fuentes dptimas de luz para el cultivo de algas fotoautotréficas (389, 390) y

plantas en fotobiorreactores (391).
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Tabla 7-1: Materiales mas cominmente empleados en los chips de LEDs y color de luz emitida.

COLOR LONGITUD DE ONDA COMPOSICION DEL
(nm) SEMICONDUCTOR

Infrarrojo 880 GaAlAs/GaAs
Ultra rojo 660 GaAlAs
Super rojo 633 AlGalnP
Super naranja 612 AlGalnP
Naranja 605 GaAsP/GaP
Amarillo 585 GaAsP/GaP
Blanco incandescente 4500K (CT) InGaN/SiC
Blanco palido 6500K (CT) InGaN/SiC
Blanco hielo 8000K (CT) InGaN/SiC
Verde puro 555 GaP
Super azul 470 GaN/SiC
Violeta azul 430 GaN/SiC
Ultravioleta 395 InGaN/SiC

Yen en el 2012 investigé el efecto de diferentes LEDs sobre el crecimiento celular y el contenido
lipidico de la levadura pigmentada Rhodotorula glutinis, encontrando que la irradiacion tiene un
efecto positivo sobre el primero de los aspectos analizados, pero no tiene impacto significativo sobre
el contenido lipidico. Sin embargo, la unién de la irradiacion con una fermentacion del tipo
alimentada y un proceso de microfiltracién logré aumentos cercanos al 50% para los dos casos (392).
Asi mismo, se ha investigado el uso de luz azul intermitente en el alga verde Haematococcus
pluvialis sobre el crecimiento celular y la produccion de astaxantinas, variando la intensidad, la
frecuencia de la luz (393, 394) y el tipo de fermentacién con resultados promisorios para este clase

de procesos (395).

7.1.3. LEDs y el reino fungi

Debido a que los hongos son sésiles y las esporas sirven como unidades de su distribucién en el
medio ambiente, éstas solo se produciran cuando el organismo crezca bajos las condiciones
apropiadas, por ejemplo sobre la superficie del suelo, y la luz es una sefial fiable para indicar si este
es el caso. La luz influencia varias respuestas fisiologicas diferentes como son la conidiacion asexual,
el ciclo circadiano, el metabolismo secundario, la pigmentacién y el desarrollo sexual, por lo que no
sorprende que los hongos sean objeto de la accién de la luz en un amplio rango de longitudes de
onda desde el UV hasta la luz roja lejana. La luz azul es el tipo de luz mas asociado con la
fotomorfogénesis fungica, puede activar los pasos metabdlicos o el crecimiento directo de
estructuras fungicas. Los fotoreceptores son moléculas que reciben los fotones a través de
cromdforos especiales que absorben la luz y trasducen la energia de los fotones en la célula para
promover una respuesta. Los hongos poseen variedad de fotorreceptores, algunos de los cuales han

sido analizados en los ultimos afios, como es el caso de las proteinas similares a las fototropinas
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White Collar 1y 2 (WC1y WC2) del ascomiceto Neurospora crassa, responsables de las respuestas
del organismo a la luz azul (396), que en actualidad se sabe también estan presentes en Trichoderma
atroviride y en los basidiomicetos Cryptococcus neoformans y Coprinus cinereus (397). El
Neurospora es un paradigma para la fotobiologia, la bioquimica y la genética por su enigmatico
proceso de percepcion y trasduccion de la luz. Los estudios relacionados con el tema han llevado a
clonar y caracterizar dos genes reguladores de este tipo de luz, asi como al conocimiento de las
respuestas que causa en el organismo y que involucran: 1) biosintesis de carotenoides miceliares,
formacion de conidias, fototropismo de conidiéforos y cambios del potencial de membrana durante
el ciclo asexual; 2) formacién del protoperitecio, biosintesis de carotenoides en las paredes del
peritecio y fototropismo de picos periteciales, durante el ciclo sexual. Después de la percepcion de
la luz, una ruta de sefializacion conduce a respuestas tempranas como son la hiperpolarizacion de las
membranas celulares, el aumento en la resistencia de entrada y la induccion de la biosintesis micelial
de carotenoides, todas observadas después de los 30 min de exposicion. No sorprende que haya
respuestas que solo ocurren después de varias horas de induccion como es el caso de la estimulacion
de la formacion de fotoperitecio y macroconidias (fotoconidiacion) (398).

Silva et. al en el 2005, reportaron la caracterizacion de los mecanismos implicados en la regulacion
por la luz azul en Mucor circinelloides, relacionada con la sintesis de carotenos
(fotocarotenogénesis) y el fototropismo positivo de sus esporangioforos, este Gltimo fenémeno
también observado con luz verde. Los resultados de esa investigacion indicaron que la respuesta
fototrofica depende del gen mewe-1a, mientras que la fotocarotenogénesis depende del gen mcwec-
1c, sugiriendo la existencia de al menos dos rutas de transduccion de la sefial luminosa en M.
circinelloides. Esta es una situacion mas compleja que la observada en ascomicetos y
basidiomicetos, donde sélo parece existir una Unica ruta que controla todas las respuestas a la luz
azul. Ello hace de M. circinelloides un organismo especialmente interesante para el estudio de los
mecanismos moleculares implicados en estas respuestas (399). Dentro de otros fotoreceptores
fungicos se conocen los fitocromos para longitudes de onda del rojo y rojo lejano, el verde por
opsinas en N. crassa y Leptosphaeria maculans, y azul/UV (onda larga) se detectan por el dominio
PAS (Per-Arnt-Sim), la proteina VIVID y posiblemente por criptocromos en Neurospora crassa
(397). De igual forma se han encontrado genes que codifican para los fotoreceptores de luz azul en

basidiomicetos como dst1 en Coprinus cinereus y phrA 'y phrB en Lentinus edodes (400).

En la tabla 7-2 se encuentran resumidos algunos de los resultados mas relevantes relacionados con

el uso de LEDs en el reino fungi.
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Tabla 7-2: Estudios relacionados con el uso de LEDs en biotecnologia flngica.
HONGO OBJETIVO OBSERVACION REF.
Monascus purpureus Evaluacion del crecimiento | Oscuridad estimulacion (401)
y la  producciéon de | lluminacién directa supresion
pigmentos en FES Luz azul y roja afecta produccion del pigmento y
morfologia del cultivo, verde y azul inhiben
producciéon del pigmento, verde aumenta la
biomasa
Coprinus cinereus Influencia sobre la | Luz azul requerida para la fructificacion (402)
conidiacion
Coprinus cinereus Genes envueltos en la | Caracterizacion de los genes (403)
fotomorfogénesis
Aspergillus carbonarius Crecimiento y biosintesis | Luz roja y azul inhibe crecimiento y produccién | (404)
Aspergillus niger de ocratoxina A por FEL de ocratoxina
Aspergillus steynii Amarillo y verde efecto positivo
Penicillium nordicum
Penicillium verrucosum
Aspergillus nidulans Review Luz azul y roja regula el balance entre el | (405)
desarrollo sexual y el asexual.
Mucor circinelloides Review Acumulacion de beta carotenos y el fototropismo
del cuerpo fructifero
Ganoderma lucidum Produccion de biomasa por | Azul > blanca > oscuridad > rojo > amarillo (406)
FEL
Phanerochaete Produccion de | Con excepcion de la luz verde hay decrecimiento | (397)
chrysosporium ligninoperoxidasa, biomasa | o no hay diferencias significativas de la actividad
y EPS por FEL LiP y proteinas extracelulares
Amarillo, verde y rojo aumentan la produccion de
biomasa, azul y blanco reducen EPS
Aspergillus ficuum Produccion de biomasa, | LED azul inhibe crecimiento, rojo promueve (407)
consumo de sucrosa Yy
actividad fitasa por FES
Monascus Desarrollo  de  células, | Luz roja estimula la produccion de pigmentos, | (408)
produccion  de acido vy- | citrinay Lovastatina, azul estimula produccion de
aminobutirico (GABA), | GABA
lovastatina y citrina.
Pleurotus eryngii EPS 'y biomasa Longitudes de onda cortas favorecen la | (409)

produccidn de EPS pero reducen la de biomasa

Los cambios en la longitud de onda empleada ocasionan de igual forma alteraciones en la morfologia

de los organismos, como se evidencia en la figura 7-2 con variaciones en las coloraciones, la forma,

la esporulacion y el crecimiento de los micromicetos evaluados (404).

En lo que respecta con el género Pleurotus, Poyedinok et. al mencionado por Gregori et. al en el

2007, encontraron que la irradiacion con luz roja y verde proveniente de ldmparas de argon y helio-

neén, estimulan el crecimiento vegetativo del micelio de P. ostreatus acortando el tiempo de

colonizacion del sustrato y el de fructificacion, con aumentos entre el 36% y 51% en la eficiencia

bioldgica (43). En el 2010 un grupo de investigadores japoneses, usaron las caracteristicas de los

diodos emisores de luz para estudiar el efecto de la calidad, la intensidad y los ciclos repetidos luz-

oscuridad, en el crecimiento del micelio de P. ostreatus, observando que la luz azul estimula la
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supresion del crecimiento y que su efecto es dependiente de la intensidad. Los mismos autores
mencionan la existencia de estudios en donde se ha observado que simultaneamente 15 genes estan
sobre-regulados y 13 infra-regulados por estimulacién con luz azul en Pleurotus (410). Otros
estudios han reportado que la longitud de onda vy la intensidad de la luz influencian la esporulacion

(400), agregacion hifal (411) y la formacion de primordios de hongos ostra (412).

Figura 7-2: Morfologia de varios hongos en respuesta a diferentes colores de luz (404).

A. carbonarius
A. steynii .
A. niger .
P. verrucosum

P. nordicum

!..;'.

P. expansum .

OC: Oscuridad BL:blanca RJ:roja  AM:amarilla  VR:verde  AZ:azul

En el 2013 Jiun-Yan realizé el unico trabajo reportado sobre la produccion de metabolitos en el
género Pleurotus y el uso de LEDs, dirigido a evaluar la produccién de EPS, biomasa obtenida por
FEL y el crecimiento hifal en cajas de Petri, para la especie P. eryngii. De estos ensayos se concluyo
que la luz roja 'y amarilla promueven el crecimiento del micelio en FES, con luz azul el proceso es
mas lento pero se obtiene una alta densidad (Figura 7-3). Respecto a los EPS, la mayor produccién
se genera con la luz verde y azul, seguida por el amarillo y finalmente el rojo. Aunado a esto los
autores investigaron cuantitativamente la relacion entre la longitud de onda de los LEDs, la biomasa
y la produccién de EPS, encontrando una correlacion lineal positiva entre la longitud de onda y la

produccion de biomasa tanto en FES como en FEL, y lineal negativa con la generacion de EPS (409).
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Figura 7-3: Crecimiento hifal de Pleurotus eryngii en estado sdlido bajo diferentes LEDs (409).
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7.1.4. Los elicitores y la produccion de triterpenoides en hongos

Las investigaciones relacionadas con este tema han sido limitadas. En el 2010 se reporté el uso de
iones de metales pesados (AgNQOs, CuCl,, CdCl,, CdCl;, MnSO. y HgCl,) como elicitores para
aumentar el contenido de acidos ganodéricos durante FEL de Ganoderma lucidum. Este tipo de sales
se han empleado para inducir la produccion de biomasa, la acumulacion de terpenoides y de otros
metabolitos secundarios en productos naturales, siendo el cobre uno de los mas utilizados debido a
que aumenta la actividad de las enzimas involucradas en las rutas metabdlicos, inducida por la
acumulacion de componentes de la sefial aumentando la produccién de metabolitos bioactivos,
incluyendo los terpenoides. Sin embargo, cuando este ion se encuentra en exceso, puede interferir
con numerosos procesos fisioldgicos resultando en alta toxicidad para las células, llegando incluso
a causar dafios morfolégicos en las mismas. Los autores mencionan que hasta ese momento no se
tenia conocimiento de procesos de elicitacion aplicados a la produccion de metabolitos secundarios
en hongos. La extrapolacion de la efectividad del uso de los iones Cu?* en la elicitacion de la
biosintesis de los acidos ganodéricos con Ganoderma fue corroborada, con aumentos con respecto
al control del 25%, 31% y 61% en la produccion de biomasa, EPS y 4&cidos ganodéricos
respectivamente (413).

En el mismo afio los autores reportaron el papel elicitor de una proteina aislada desde el micelio de

Tuber melanosporum que enriquece la biosintesis de polisacéaridos y acidos ganodéricos durante la
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fermentacion del Ganoderma, con un aumento del 31,2% del dltimo grupo de compuestos respecto
al control. Adicionalmente reportaron que la biosintesis es afectada significativamente por el tiempo
transcurrido en la fermentacion antes de la adicion del elicitor proteico, con un valor éptimo en el
dia 4 del cultivo (414).

Mas recientemente, en el 2012 Ching-Jen et. al evaluaron la elicitacion con factores quimicos
(quitosan y CaCl,) y fisicos (temperatura y aireacion) sobre la produccion de triterpenos y la
actividad antitumoral en el basidiomiceto Antrodia cinnamommea. La actividad antibacterial del
quitosan hace de este un buen candidato como elicitor para los hongos, asi como los iones Ca?*
catalogados como mensajeros secundarios generales, que pueden elevar la presion osmotica de las
paredes de las células fungicas, desempefiando un papel como agente estresante. Como resultado
determinaron que el quitosan es el elicitor quimico més potente, adicionado en una concentracion de
100 mg/L generando un aumento en la produccion de biomasa y de triterpenoides cercanos al 7% y
24% respectivamente. Sumado a esto reportaron un enriquecimiento en la produccion de los
componentes de interés bajo condiciones de limitacién en el contenido de oxigeno y con

fluctuaciones de la temperatura (145).

Con base en los resultados descritos anteriormente, se plante6 esta parte de la investigacion dirigida
a evaluar el efecto que tiene el uso de los LEDs sobre las rutas biosintéticas de los Pleurotus
obtenidos por FEL, lo que traeria como consecuencia un efecto sobre el potencial valor nutricedtico

de los productos biotecnolégicos.

7.2. METODOLOGIA

7.2.1. Espectros de emision de los LEDs

Los espectros de emision para cada una de las bomibllas LEDs utilizadas en el proceso de elicitacion,
se tomaron en un espectrofotometro OCEAN OPTICS USB 2000 con un detector de arreglo de
diodos de silicio 2048.

7.2.2. Material fangico

Se realizaron los cultivos como se describi6 en el capitulo 1 numeral 1.2.1, con la variacion de que
el agitador orbital se cubrié con una caja rodeada internamente por espejos, empleados con el
objetivo de maximizar la luz emitida por una bombilla central Minidicroica Dragon Puck con un
potencial eléctrico de 12 V' y una potencia de 3. Se utilizaron bombillas de colores azul, verde, rojo
y amarillo, conectadas a un médulo LED OT 18/200-240/700 DIM/OSRAM. Las fermentaciones
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con luz blanca y en la oscuridad se emplearon como controles positivo y negativo respectivamente.
Los cultivos se mantuvieron a 100 rpm, durante 9 dias a 25°C + 1. Como FC se emple6 salvado de

trigo y el pH inicial fue 5,6.

7.2.3. Obtencion y analisis de los extractos de Pleurotus

Cada uno de los productos biotecnoldgicos se extrajo como se describio en el numeral 2.2.3 y se
determind su composicion siguiendo la metodologia detallada en los numerales 2.2.4 a 2.2.6.

En cuanto al calculo de los EPS se realiz6 como esta descrito en el numeral 5.2.2.

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los resultados descritos a lo largo de esta investigacion, se empleé como FC para evaluar
el efecto del uso de los LEDs, el salvado de trigo a un pH inicial de 5,6, teniendo en cuenta que son
estas las condiciones mas eficientes en términos de la produccion de triterpenoides, para las tres

especies estudiadas.

En la figura 7-4 estan los espectros de emision de los diferentes diodos empleados, caracteristicos
para este grupo de dispositivos con un solo pico de emisidn (415). De alli se puede observar que el
LED amarillo es el que posee un rango de emision de longitud de onda mas bajo, seguido por el rojo,

el azul y finalmente el verde.

Figura 7-4: Espectros de emision de los LEDs empleados como elicitores.
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7.3.1. LEDsy composicion del Pleurotus ostreatus

El efecto del uso de los LEDs sobre la composicion tanto de los micelios como de los medios
agotados para la especie P. ostreatus esta representado en la tabla 7-3. De su andlisis se puede
concluir que para el caso de la composicidn de los micelios, hay un efecto significativo global al
comparar con la luz blanca, destacandose la generacion de acidos (rojo > amarillo > azul > verde)
asi como de los componentes catalogados como otros (amarillo > azul = verde > rojo) y una
reduccion en menor proporcidn para el caso de los triterpenoides (rojo < azul < verde < amarillo) y
los ésteres (rojo < amarillo < azul < verde). En lo que respecta con la oscuridad la tendencia se

asemeja a la observada con el empleo de los LEDs.

Para el caso de los medios agotados de igual forma se advierte la aparicion de &cidos excepto
empleando la luz azul, siendo su cantidad mayor con el LED amarillo, seguido por el rojo y
finalmente el verde. Asi mismo, se observa la presencia de esteres con los cuatro elicitores, con una
mayor proporcion que al usar la luz blanca, siendo mas marcado el efecto con el LED verde, seguido
por el amarillo, el rojo y en menor proporcion el azul. Con esta Gltima longitud de onda de igual
forma se encuentran en los medios los constituyentes catalogados como otros. La composicion de

los caldos agotados obtenidos en la oscuridad se asemeja a la obtenida con el LED azul.

Tabla 7-3: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual total de los extractos en AcOEt de los micelios y de los

medios agotados de P. ostreatus.

a | ACIDOS | TRITERPENOIDES |ESTERES |OTROS
14,1 29,8 48 27,2
1,7 22,4 38 27,3
21,8 20,7 6,1 47,9
Micelio 29,8 31,8 15,6 12,9
0,0 48,0 40,4 0,0
28,8 28,2 3,0 18,6
0,0 0,0 0,3 15,6
16,2 0,0 15,6 0,0
Medio 61,6 78 8,7 0,0
21,7 0,8 2,8 12,0
0,0 0,0 0,0 0,0
33 0,0 0,8 8,7

2 Como controles positivo y negativo se emplearon los productos obtenidos con luz blanca y oscuridad.

Los &cidos determinados tanto en los medios como en los micelios al emplear LEDs corresponden
al palmitico y al linoleico, encontrandose que el LED amarillo incrementa la biosintesis de estos dos

compuestos. En cuanto a la excrecion esta se encuentra regida por la longitud de onda del LED, es
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asi como el LED amarillo favorecid la excrecion de los acidos mencionados, seguido por el rojo
acompafiados adicionalmente del benzoico (3,6%), el oleico (4,5%) y el estearico (1,3%), todos los
anteriores reportados en literatura como componentes de los Pleurotus. La estimulacién en la
produccién de este grupo de compuestos aumenta el potencial como nutriceltico de los productos
biotecnoldgicos obtenidos, entre ellos el acido linoleico que como es bien sabido, es importante para
el crecimiento humano, el mantenimiento de la salud a través de la produccion de prostaglandinas y
la regulacion de la presion sanguinea, los lipidos en sangre, las respuestas inmunes, la inflamacion

y la apoptosis (166).

En lo que respecta con el efecto de los LEDs sobre variaciones estructurales en el grupo de los
esteres, no se manifestaron cambios relevantes en estos. De igual forma como se establecid con la
luz blanca, se determinaron esteres etilicos de acidos grasos y en proporciones bajas los metilicos
(0,5-4,2%). Como se mencion6 en el capitulo 6 la presencia de estos Gltimos componentes fue
exclusiva a pH 4,6 y 6,6, llevando a pensar que su biosintesis pueda atribuirse como una respuesta
de los organismos a condiciones de estrés, bien sea por la disminucién en la actividad enzimatica
gue dificulta la degradacion y posterior incorporacion de los componentes de los sustrato para su

crecimiento o por las condiciones generadas al emplear los LEDs.

Con relacion a los componentes denominados otros, como se precisé en el capitulo 5, se encontraron
compuestos heterociclicos en bajas proporciones y con aparicion restringida y diferenciada entre los
elicitores. Dentro de sus estructuras se incluyen:

a) derivados del pirano como el tetrahidro-4-hidroxi-4-metil-2H-piran-2-ona mas conocido
como mevalonolactona producida por Lactobacillus plantarum y con propiedades
antifungicas comprobadas (416), precursor biosintético de varios terpenoides,
esteroides, carotenoides, isoprenoides y pentanoides (417);

b) nicotinamida o 3-piridinocarboxamida reportada en Pleurotus ostreatus como uno de
los componentes responsable, junto con el &cido linoleico, de la actividad antioxidante
del hongo (166)

c) harmano o 1-metil-9H-Pirido[3,4-b]indol, alcaloide del tipo B-carbolina que ha sido

identificado en algunas carnes y también en alimentos de origen vegetal (418).
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Ninguno de estos componentes habia sido determinado sin el uso de la elicitacion. En todos los
micelios elicitados al igual que en la oscuridad se determind la presencia del pentadecilresorcinol
(olivetol) en proporciones que van desde 12,9% con el LED rojo hasta 47,9% con el amarillo. Es un
compuesto fendlico que pertenece al grupo de los alquilresorcinoles, considerados como uno de los
componentes mas importantes presentes en el salvado de diferentes cereales y responsables de los
beneficios en la salud humana de los mismos, sin embargo, no se determin como constituyente de
esta FC. También se han reportado en plantas, bacterias, hongos (419), algas, musgos y animales,
poseen propiedades como antioxidantes (420), antimicrobianos, antiparasitarios y citotoxicos (421).

El efecto de la elicitacion en la biosintesis de los componentes triterpenoidales para P. ostreatus,
esta representada tanto en términos del contenido total de esteroles como en las estructuras de los
mismos (Figuras 7-5 y 7-6). Como se mencioné anteriormente hay una reduccioén en la produccion
de estos metabolitos con todos los LEDs, sin presentarse diferencias estadisticamente significativas
entre el contenido total de esteroles obtenido con el uso del amarillo, el azul y el rojo. En términos
del nimero de estructuras, con ninguno de los elicitores éste se ve aumentado con respecto al blanco,
resaltdndose algunas particularidades como el caso del compuesto | que es el triterpenoide
mayoritario producido independientemente de la longitud de onda del elicitor, asi como en la
oscuridad. Los triterpenoides VI, VII, XV y XVII Gnicamente se determinaron con la luz blanca y
en contraste, ninguna estructura es de produccion restringida al uso de los elicitores. En términos
generales el uso de los LEDs favorece la biosintesis de los nucleos estigmasta con sustituyentes —
OH en el C3, en contraste con la tendencia presentada en el blanco, en el que predominan los ceto
con nacleo ergosta. Aunado a esto, con el empleo de la luz amarilla se determind la presencia en los
caldos de cultivo del estigmast-5-en-3-ol (I - 1,3%) y estigmast-4-en-3-ona (XV - 6,5%), asi como
este ultimo con el LED rojo en un 0,8%, particularidad que no se habia observado bajo ninguna de
las condiciones evaluadas en este trabajo, permitiendo inferir que la excrecion es selectiva y
promovida por la elicitacion, lo que aporta un valor agregado a los medios agotados que potencia las

caracteristicas nutricelticas del producto biotecnoldgico total obtenido empleando este tipo de
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elicitores, teniendo en cuenta las actividades bioldgicas reportadas para este par de compuestos (422,
423).

Figura 7-5: Efecto de los elicitores sobre el contenido total de esteroles por 100g de extracto en AcOEt para el micelio
de P. ostreatus cultivado empleando como FC salvado de trigo.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan

seguidos por una letra de la a la d basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra, no

hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

Figura 7-6: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt del micelio
de P. ostreatus.
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7.3.2. LEDsy composicion del Pleurotus pulmonarius

Para el P. pulmonarius como se observa en la tabla 7-4 el uso de los diodos genera un aumento en
la produccion de acidos en el micelio, destacAndose la estimulacién de la biosintesis de los &cidos
linoleico y palmitico que no se producia con la luz blanca y que, al igual que en el ostreatus, es el
LED amarillo el que lleva a su mayor produccién. En los caldos agotados se ve que la excrecion de
estos compuestos con el LED azul y el verde es menor, siendo la disminucion més critica con el
primero de ellos, contrario al comportamiento para el rojo y el amarillo, siendo la mayor proporcion
la alcanzada con este ultimo. Tanto las cantidades como el nimero de estructuras de tipo éster
producidos en el micelio y los excretados a los caldos agotados experimentan reducciones al usar los
LEDs, siendo mas evidente el efecto en los micelios. Asi mismo se determind la presencia ésteres
etilicos y metilicos predominando los ultimos al emplear los diodos. En lo que respecta con el grupo
de los otros se estimul6 la produccion en los micelios del olivetol con todos los elicitores e incluso
en la oscuridad, de igual manera como se describi6 para el P. ostreatus. El diodo que emite luz verde
favorece la excrecion de derivados del furano (1,1%) ya determinados en el P. ostreatus asi como
del aldehido del acido linoleico (7,9%) (335).

Tabla 7-4: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual total de los extractos en AcOEt de los micelios y de los

medios agotados de P. pulmonarius.

a ACIDOS | TRITERPENOIDES |ESTERES | OTROS
12,2 40,2 2,1 30,1
15,1 30,6 2,5 251
MICELIOS 17,8 28,9 3,7 21,3
115 22,5 2,1 35,7
0,0 38,1 34,8 2,3
9,9 18,8 5,8 55,0
0,0 0,0 0,2 0,0
23,8 2,1 0,0 9,0
MEDIOS 45,8 3,4 11 0,0
36,5 0,2 0,3 04
27,6 0,0 14 0,0
0,3 0,0 1,9 0,0

& Como controles positivo y negativo se emplearon los productos obtenidos con luz blanca y en la oscuridad.

Finalmente el efecto de los elicitores sobre la produccion de los componentes triterpenoidales varia
con la longitud de onda del diodo, causando un ligero aumento con la luz azul y reducciones con los
LEDs restantes, aparentemente de forma directa con respecto a la longitud de onda del dispositivo
(a mayor longitud de onda mayor reduccion). En los caldos agotados se demostré la presencia, de

igual manera como con el P. ostreatus, de los esteroles I (0,7%) y XV (2,7%) con LED amarillo, asi
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como este Gltimo con el LED rojo en un 0,2%. Adicionalmente esta particularidad también se
observé con el diodo verde con los mismos compuestos pero en proporciones del 0,5% y del 1,6%
respectivamente.

La variacién en el contenido de esteroles totales del extracto en AcOEt del micelio, determinado por
el método de LB con cada uno de los elicitores y los controles, esté graficado en la figura 7-7, donde
se observa la reduccion causada por el uso de los diodos y la conservacion de la tendencia

manifestada en los datos consignados en la tabla 7-4.

Figura 7-7: Efecto de los elicitores sobre el contenido total de esteroles por 1009 de los extractos en ACOEt para el micelio

de P. pulmonarius cultivado empleando como FC salvado de trigo.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones,

estan seguidos por una letra de la a la d basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por

la misma letra, no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
Con respecto a las estructuras que constituyen la fraccion triterpenoidal, la figura 7-8 permite
apreciar de manera comparativa el contenido relativo de cada uno de estos presentes en los extractos
de los micelios de P. pulmonarius obtenidos con los cuatro LEDs, asi como con los controles positivo
y negativo. No se produce aumento en el nimero de estructuras determinadas con ninguno de los
elicitores comparado con la luz blanca. Sin embargo, al igual que en el caso del P. ostreatus se
observan algunas peculiaridades, como es el caso de los compuestos VII y XV, cuya presencia solo
se observd con el control positivo, y el estigmastanol (V) que se produce Gnicamente cuando hay
elicitacion, independiente de la longitud de onda del LED, asi como en la oscuridad. Estas
observaciones llevan a determinar que los elicitores pueden producir efecto negativo, como es el
caso de los compuestos VII y XV y positivo para V, lo que permite determinar que si estan
incidiendo sobre las rutas biosintéticas del P. pulmonarius, en lo referente al tipo de estructuras que

se generan y no en la cantidad total de los esteroles.



198 Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el
potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

En cuanto a la biosintesis del esterol estigmast-5-en-3-ol (1), componente mayoritario tanto al
emplear los LEDs amarillo, azul y rojo como con ausencia de luz, se observé que triplica'y en algunos
casos incluso alcanza hasta seis veces su produccién comparado con el blanco positivo, resultado
gue se habia evidenciado en el P. ostreatus, con la diferencia de que para este ultimo el
comportamiento era similar con todos los elicitores. EI componente triterpenoidal mayoritario al
emplear el LED verde es el ergosta-5,7,22-trien-3-ol (1X), al igual que con el control positivo, con
un ligero aumento en la cantidad presente en este Ultimo, lo que lleva a inferir que la biosintesis de
dicho esterol no se ve afectada con esta longitud de onda, en contraste con el efecto producido por
los otros elicitores, hip6tesis que se confirma al comparar los perfiles con el blanco positivo y con
la luz verde, en el que se observan el mayor nimero de similitudes entre las estructuras presentes.
De igual forma estos resultados se pueden atribuir a la presencia de fotoreceptores especificos para
esta longitud de onda en la especie P. pulmonarius, que generan un comportamiento diferente al
presentado por el P. ostreatus. El nucleo estigmasta predomina sobre el ergosta al emplear los
diodos, asi como la presencia del -OH independientemente de la longitud de onda, a excepcion de la

luz amarilla con la que los dos sustituyentes aparecen en proporciones iguales.

Figura 7-8: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt del micelio
de P. pulmonarius.
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7.3.3. LEDsy composicion del Pleurotus djamor
Para el caso de esta especie como se demuestra al analizar los datos consignados en la tabla 7-5, que

el comportamiento es semejante en algunos casos al descrito para el P. pulmonariusy el P. ostreatus,
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con la aparicion de &cidos en los micelios al emplear los elicitores, a excepcion del LED rojo, asi
como una disminucion en su excrecion hacia los caldos agotados con excepcion del caso del empleo
del LED verde en el que se evidencia un aumento del 20%; disminucion en el contenido de
triterpenoides en la biomasa y presencia de los mismos en los medios con LED verde; reduccién en
la cantidad de los esteres en el micelio con todas las longitudes de onda, con respecto a su excrecion
de igual forma hay una reduccion con rojo, azul y amarillo, mientras con verde se manifiesta un
aumento; finalmente en el grupo de los otros se observo la aparicion del olivetol en micelios y una
reduccion de las proporciones de los otros excretados a los caldos agotados por la ausencia de la
oleamida y el p-hidroxibenzaldehido que habian sido determinados con el control positivo (capitulo
5).

Las estructuras determinadas para todos los tipos de compuestos antes descritos corresponden a las
ya mencionadas para las dos especies restantes, con la presencia adicional del indol en el caldo
agotado resultante del ensayo bajo condiciones de ausencia de luz (1,5%), que ha sido reportado en
algunos hongos como Cortinarius lebre (424), Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Lactarius
deliciosus y Pleurotus ostreatus, atribuyendo su presencia en estos Ultimos al producto de reacciones

de rompimiento de amino acidos (343).

Tabla 7-5: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual total de los extractos en AcOEt de los micelios y de los

medios agotados de P. djamor.

a ACIDOS | TRITERPENOIDES |ESTERES |OTROS

15,7 22,4 14 39,1

14,6 17,1 10,9 43,0

MICELIOS 30,9 25,0 59 30,3
0,0 20,9 0,0 14,1

0,0 52,0 37,6 0,0

15,3 24,2 8,4 0,0

8,5 0,0 0,5 2,3

19,7 1,2 22,2 0,0

MEDIOS 0,2 0,0 0,8 2,1
6,2 0,0 15 10,0

16,3 0,0 5,6 19,7

44,0 2,5 1,8 9,7

& Como controles positivo y negativo se emplearon los productos obtenidos con luz blanca y en la oscuridad.

EIl cambio sobre el contenido total de esteroles presentes en la biomasa, con el uso de los diodos, no
tiene diferencias estadisticamente significativas, entre las longitudes de onda de emision ensayadas
(Figura 7-9) incluida la ausencia de luz, pero en todos los casos su proporcioén es menor que la

obtenida con el control positivo.
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Figura 7-9: Efecto de los elicitores sobre el contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt para el micelio

de P. djamor cultivado empleando como FC salvado de trigo.

70 1

60 -

50

40 -

30 4

Esteroles (%)

20 -

10

(o)) AM AZ BL RJ VR

OC Oscuridad AM Amarillo AZ Azul BL Blanco RJ Rojo VR verde

Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan

seguidos por una letra de la a la b basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra,

no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.
En lo que respecta a las variaciones en las estructuras (Figura 7-10), el nucleo estigmasta prevalece
sobre el ergosta al emplear los LEDs, pero no hay un comportamiento generalizado con respecto al

sustituyente en el C3, contrario a lo que ocurre con las especies restantes.

Figura 7-10: Influencia de los LEDs en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto en AcOEt del micelio
de P. djamor.
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Con relacion al nimero de compuestos identificados se conserva la tendencia descrita hasta el
momento, con una disminucion en la produccién de los triterpenoides con la elicitacién por medio
de los LEDs comparados con la luz blanca, con los triterpenoides V1, V11 (cantidad no cuantificable),
VI (cantidad no cuantificable), IX, XV y XVIII determinados exclusivamente con ésta clase de
luz. El estigmast-5-en-3-ol (I) continGa produciéndose en mayor proporcion tanto con los LEDs

como en la oscuridad comparado con la luz blanca, pero el aumento es menor.

En la tabla 7-6 estan reunidos los resultados descritos en los numerales anteriores para las tres
especies con los cuatro elicitores y los dos controles. De su andlisis se pueden extraer las siguientes
conclusiones generales:

a) Independientemente de la especie, el uso de los elicitores aumenta la produccion de
acidos, de los constituyentes catalogados como otros y reduce la de esteres, presentes en
los micelios;

b) Si bien el aumento en la produccién de &cidos grasos se puede ver como una ventaja, su
incidencia real en el valor nutriceltico no tiene un gran peso por que produce la
disminucidn en la cantidad de esteres, que como se indicd anteriormente dentro del
organismo humano cumplen las mismas funciones;

c) En los caldos agotados el efecto sobre la excrecién de acidos, otros y ésteres cambia
dependiendo de la especie;

d) El porcentaje de esteroles calculado en los extractos en AcCOEt de los micelios disminuye
con todos los elicitores para las tres especies, sin evidenciarse aumentos en el nimero
de estructuras determinadas, pero con la prevalencia del nucleo estigmasta en las tres
especies y del —OH en el C3 en P. ostreatus;

e) Laexcrecion de triterpenoides hacia los caldos agotados es una singularidad dependiente

de la especie y del elicitor empleado.

Tabla 7-6: Resumen del efecto de los diferentes LEDs empleados sobre la composicion de los micelios y los caldos

agotados para las tres especies de Pleurotus.

ACIDOS ESTERES OTROS TRITERPENOIDES
ESPECIE | E | E | E | E
P. ostreatus + - - - ++ ¥ B -
+ + -- ++ ++ - -- -
++ | ++ | -- + ++ - --
++ + - + + + -
++ + -- - + + - -
- B n - - B n B

I micelios E Medios agotados
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Continuacion tabla 7-6: Resumen del efecto de los diferentes LEDs empleados sobre la composicion de los micelios y

los caldos agotados para las tres especies de Pleurotus.

ACIDOS | ESTERES OTROS TRITERPENOIDES
ESPECIE | E | E | E I E
P. djamor + + -- -- ++ N N _
+ ++ - ++ ++ - - I
+ + + -- -- + + - - -
- + -- - + .- - -
+ + + -- - - -- - + +
- - + + - + ++ -
P. pulmonarius ++ -- -- - ++ N T _
++ - -- - ++ + - +
+ + + + -- + + + - - +
+ + + + -- + + + - - +
+ -- -- + + + - - -
+ + + + - - + -

I micelios E Medios agotados

Los resultados hasta aqui mostrados confirman los reportes de literatura de los que se sabe que la
respuesta de los organismos a un elicitor, es dependiente de la interaccion entre los dos, de esta forma
cada caso es particular y no se puede generalizar sobre el comportamiento tanto de las especies como
de los elicitores empleados (388, 404). Tal es el caso de reportes como el de Babitha et. al en el 2008
en donde se indica que al emplear luz de diferentes colores, obtenidos cubriendo los erlenmeyers del
cultivo con papel seda del color deseado e irradiando el cultivo con un bombillo convencional, no
hay un aumento en la produccion de los pigmentos caracteristicos del hongo Monascus purpureus
con respecto al control, pero se demostré un aumento al realizar el cultivo en la oscuridad con
disminucidén en la produccién de biomasa, particularidad a la que los autores no encuentran una
explicacion, debido a que va en contra del postulado del papel fotoprotector de los biopigmentos
(401).

Otro reporte esta enfocado en la actividad LiP y en el contenido de proteinas extracelulares, EPS y
biomasa de Phanerochaete chrysosporium, en el que se encontré que la luz de diferentes longitudes
de onda ejerce un efecto tanto supresor como estimulante dependiendo de la variable analizada, pero
en general la luz verde tiene efectos positivos, la azul y la ultravioleta efectos negativos, rojo,
amarillo y blanco tienen efectos mezclados (397), estudio que valida el comportamiento individual

de cada organismo y de cada tipo de compuesto.

A pesar de que los LEDs, bajo las condiciones del proceso aplicado, no ejercieron un efecto positivo

en la biosintesis de los triterpenoides, se aumentd la produccion de otros constituyentes como los
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acidos grasos y algunos heterociclicos, asi como el fendmeno de excrecion de triterpenoides,
resultados que mejoran el potencial nutricedtico de los productos biotecnolégicos de Pleurotus
obtenidos por FEL con salvado de trigo como FC. Es este un primer paso para futuras
investigaciones, en las que se contemplen conjuntamente otras variables del proceso biotecnolégico
gue permitan activar la produccion de triterpenoides, como el empleo de un tipo de fermentacion
diferente, que desencadene en respuestas como las reportadas para la levadura pigmentada
Rhodotorula glutinis, usada en la produccion de biodiesel, en la cual a pesar de no darse un impacto
significativo de los LEDs sobre su crecimiento y el contenido lipidico, la union de la irradiacion con
una fermentacion de tipo alimentada y microfiltracion, logré un aumento en la produccion de
biomasa desde 38,3 g/L a 72,4 g/L comparado con el control y un aumento del contenido lipidico
del 51,2% (392).

7.3.4. LEDs y produccion de EPS

En la figura 7-11 esté la representacion grafica que relaciona la produccion de EPS para las tres
especies de Pleurotus con los cuatro LEDs empleados, comparados con el control positivo y la
oscuridad.

Figura 7-11: Cambios en la produccion de EPS con los diferentes LEDs para P. ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan
seguidos por una letra de la a la e basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma letra,
no hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

De su andlisis se puede concluir que el efecto, al igual como se demostré con los anteriores

componentes, es dependiente de la especie y del elicitor. Para el P. osreatus a excepcion de la luz
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azul, no hay diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de EPS como funcion de
las diferentes longitudes de onda, incluyendo la luz blanca y la oscuridad. Entre tanto, la irradiacion
con una longitud de onda corta (azul) genera un aumento en la produccidn de este grupo de
metabolitos equivalente a cuatro veces mas del producido con la luz blanca. En el caso del P.
pulmonarius, con ninguno de los elicitores se alcanza una produccion similar a la obtenida con la
luz blanca y por el contrario con el LED verde hay una reduccion del 89%, mientras que entre el
azul y rojo, sin diferencias significativas, la reduccion es del 86% y con el LED amarillo se da el
menor decrecimiento (60%). Para la especie P. djamor no se advierten aumentos en el contenido de
EPS con ninguno de los elicitores, no hay diferencias estadisticamente significativas entre las
cantidades producidas con la longitud de onda amarilla, azul, roja y la oscuridad, pero si un menor
contenido con el empleo del LED verde. EI comportamiento con este Gltimo dispositivo fue el mismo
independiente de la especie.

Los resultados para las tres especies contrastan con el Unico reporte de literatura para el género,
especificamente para la especie P. eryngii, en el que se menciona que con todas las longitudes de
onda se aumenta el contenido de los bioactivos de interés comparado con la luz blanca y que la
mayor produccién de EPS fue de 0,425 g/L y 0,455 g/L obtenida al elicitar con luz verde y azul
respectivamente. Este Ultimo comportamiento se observé con la especie P. ostreatus pero
exclusivamente con el LED azul. De igual forma estos autores investigaron cuantitativamente la
relacién entre la longitud de onda de los elicitores, la biomasa en FEL y en FES, realizada esta Gltima
en caja de Petri, y la produccién de EPS, observando una relacién lineal positiva entre el crecimiento
hifal en FES (cm/dia) y el crecimiento micelial en FEL (mg/L/dia) vs longitud de onda, asi como
una relacion inversa entre la tasa de rendimiento de EPS y la longitud de onda. Estos resultados
implican que un aumento en la longitud de onda conduce a un aumento en la produccion de biomasa,
pero disminucion en la de EPS y argumentan que, como es conocido por la ecuaciéon de Planck-
Einstein, la luz con una corta longitud de onda contiene alta energia y que esta caracteristica puede
ser mas perjudicial para el crecimiento de biomasa del P. eryngii, sometiéndolo a altas condiciones
de estrés, en las que es conocido que los organismos excretan EPS para protegerse de las condiciones
adversas del medio ambiente. Por esto dedujeron que el fendmeno es un sistema de defensa para
proteccion del micelio, lo que concuerda con que la menor produccién de EPS se obtuvo bajo la
oscuridad con la mayor produccién de biomasa (409). Esta relacion no es extrapolable ni al
comportamiento observado para las especies empleadas en nuestro estudio, ni al reportado para el
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium (397), en el que los autores encontraron que no hay

una relacion directa entre la produccion de EPS y la longitud de onda del elicitor, y por el contrario
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con una longitud de onda corta se genera la cantidad mas baja de los bioactivos. Las diferencias en
los comportamientos de estos dos géneros, aportan mas evidencia de que la produccion de los

metabolitos es especie y género dependiente.

Las tres especies de Pleurotus aqui estudiadas tienen habilidades diferentes para “distinguir” entre
las longitudes de onda de los elicitores, el P. ostreatus no discrimina entre las longitudes de onda
moderadas, largas, la luz blanca y la oscuridad pero si la onda corta (azul). Le sigue con una mayor
habilidad el P. djamor que presenta una respuesta similar entre amarillo, azul, rojo y oscuridad, pero
diferente con el LED verde y con la luz blanca. El P. pulmonarius es de las tres especies la que
exhibe una diferenciacion mas particular entre los elicitores, con respuestas similares entre dos
longitudes de onda completamente diferentes como son las correspondientes al azul y al rojo, pero
diferencia entre la luz blanca, la oscuridad y una A intermedia (amarilla). De igual manera estos
resultados plantean la probabilidad de la presencia de diferentes fotoreceptores en cada uno de las
especies, que a su vez contribuyen a una amplia variedad de respuestas y por ende aumentan las
posibilidades de encontrar variaciones estructurales de los metabolitos biosintetizados por el uso de

este grupo de elicitores.

Los resultados presentados en este capitulo se pueden complementar con estudios relacionados con
la influencia sobre la produccion de biomasa y los patrones de desarrollo del micelio en FEL, las
caracteristicas del crecimiento hifal en cajas de Petri, la distribucién de los pesos presentes en los
EPS y de la proporcion de -1,3-1,6-glucanos, componentes con reconocidas bioacciones presentes
en los basidiomicetos (59, 425, 426), asi como el seguimiento de la biosintesis durante la
fermentacion, no solo de los EPS, sino de todos los componentes que fueron determinados en este
capitulo, debido a que en previos trabajos se ha encontrado que con el uso de los LEDs se afectan
las cinéticas tanto de crecimiento y de actividad de ciertas enzimas (397), como de las reacciones
biosintéticas para la produccion de metabolitos primarios y secundarios propios del reino fungi
(408).

De igual forma, las diferencias que la elicitacion con LEDs produce, pueden deberse a alteraciones
en las respuestas genéticas, las cuales se pueden conocer mediante el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en el control de las distintas respuestas a la luz en los receptores especificos

para este género (410), tema en el que hasta el presente no se ha incursionado.
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7.4. CONCLUSIONES

- No hay una correlacion entre la longitud de onda de los diodos emisores de luz y la
produccion de los metabolitos de interés determinados en los productos biotecnol6gicos de
las tres especies de Pleurotus.

- Se observaron algunas generalidades como el caso de que en los micelios de las tres especies
el uso de los elicitores aumenta el contenido de acidos grasos, de los agrupados como otros
y reduce la produccion de esteres y triterpenoides.

- Laincidencia de los elicitores sobre la composicién de los caldos agotados, incluyendo los
EPS, es especie dependiente.

- En lo referente a variaciones estructurales, exclusivamente en lo relacionado con los
triterpenoides, se evidenciaron diferencias entre los componentes determinados en la
biomasa obtenida con el empleo de LEDs y el control positivo, resaltando el predominio del
nucleo estigmasta sobre el ergosta.

- Con el uso de los dispositivos emisores de luz se manifestaron procesos de excrecién de los
triterpenoides estigmast-5-en-3-ol y estigmast-4-en-3-ona, en las tres especies pero variando
tanto la longitud de onda del elicitor que causa la respuesta, como la proporcidn en la que
estos se encuentran en cada una de los caldos.

- De acuerdo con la respuesta presentada a la elicitacion posiblemente las especies de

Pleurotus estudiadas contienen fotorreceptores diferentes.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

CCC Cromatografia en columna clasica
CCD Cromatografé en capa delgada
DOP Ftalato de octilo

EB Eficiencia bioldgica

ESET Estereato de etilo

EST Acido estearico

FC Fuente de carbono

FEL Fermentacion en estado liquido
FES Fermentacion en estado solido
FN Fuente de nitrgeno

IL Inéculo liquido

LB Liebermann-Burchard

LIET Linoleato de etilo

LIME Linoleato de metilo

LIN Acido linoleico

OLET Oleato de etilo

OLME Oleato de metilo

PAET Palmitato de etilo

PAL Acido palmitico

PC Proporcion de contaminacién
SMG Semilla grano

TC Tiempo de colonizacién

TP Tasa de produccion
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8.1. ANTECEDENTES

De los resultados arrojados hasta este punto de la investigacion, relacionados con la incidencia de
una serie de factores inherentes a la produccién biotecnoélogica de tres especies de Pleurotus como
son el empleo de FC no convencionales, diferentes pH en la fermentacion y el uso de elicitores, se
han observado importantes correlaciones entre las variables antes mencionadas y la composicion del
producto biotecnoldgico (biomasa micelial-medio de cultivo agotado) y por ende en el potencial
nutricettico de los hongos, lo que proporciona un punto de partida para aquellos investigadores
interesados en la obtencion de alimentos funcionales, suplementos dietarios o produccion de
bioactivos, con base en procesos biotecnoldgicos. Sin embargo, se presenta también otra cuestion
de interés tanto para la biotecnologia como para las otras areas que estan involucradas en el estudio
de los productos naturales y en su bioprospeccion, como es el evaluar la forma en la que el tipo de
fermentacion puede afectar el producto obtenido, bien sea desde el punto de vista de su composicion,
las bioacciones ejercidas por sus metabolitos, la actividad enzimatica y/o la eficiencia del proceso
en términos de generacién de biomasa, entre otros. ES asi como en esta Gltima parte del presente
estudio se abord6 dicha problematica mediante la evaluacion de dos tépicos: 1) La aplicabilidad del
empleo del producto de la FEL como indculo para obtener fructificaciones por FES, mediante el
analisis de los diferentes parametros que catalogan a este tipo de técnicas como eficientes; y 2) La
variacién en la composicion del micelio obtenido por FEL comparada con las fructificaciones

producidas a través de FES.

8.1.1. FES vs FEL: una comparacién entre las dos técnicas

Como se menciono en el capitulo 1, estos tipos de procesos basicamente difieren en el estado del
sustrato. En la FEL los sustratos son liquidos, los componentes son preferiblemente solubles en agua,
cuyo porcentaje es mayor del 80%, o se encuentran en suspension (lo que proporciona condiciones
limpias de cultivo) y son adicionados en concentraciones conocidas, mientras que en la FES el
proceso ocurre comunmente en la superficie de materiales sélidos que tienen la propiedad de
absorber y contener agua, con o sin nutrientes solubles. En la tabla 8-1 se presenta un cuadro
comparativo entre las ventajas y las desventajas de cada una de estas técnicas. Como se puede
concluir del analisis de esta tabla, cada uno de los tipos de fermentacion tiene tanto caracteristicas
positivas como negativas y la eleccion del empleo de uno u otro proceso, depende mas del objetivo

que se persigue. La FEL se aplica cuando lo que se busca es la generacién de micelio, de un bioactivo



210 Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el

potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

0 grupo de bioactivos especificos, en el caso de las FES su principal producto son las fructificaciones

generalmente utilizadas con fines comerciales como alimento.

Tabla 8-1: Comparacion entre FEL y FES (37, 427).

inocuidad certificadas)

FES FEL
Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas
Amplio desarrollado en | Dificultad de garantizar la | Obtencion de biomasa y | Complejidad de los
paises orientales calidad y homogeneidad | bioactivos se realiza bajo | medios de cultivo
permanente de las fuentes de | condiciones limpias
materias primas
Bajos costos Procesos de asepsia bastante | Materias primas de alta | Generacion de
tediosos calidad (control fitosanitario e | cantidades apreciables

de efluentes liquidos

Reduccion del volumen
del reactor por unidad de
sustrato convertido

Imposibilidad de
automatizacion

escalamiento del proceso

Reduccion del tiempo de
obtencion de biomasa

Uso directo del producto
fermentado (sustrato)

Registro complejo del pH, la
temperatura, el contenido de

Produccién independiente de
factores ambientales

rico en proteina como
alimento animal
Facilidad de utilizar
residuos agroindustriales
Minimo consumo de
agua y baja produccion
de efluentes liquidos

humedad y la concentracion
de sustrato y productos

En lo referente a los reportes de estudios comparativos de la FES con respecto a la FEL en hongos,
estan enfocados hacia la produccién de cierto tipo de metabolitos y de enzimas. Cuando crecen en
sustratos sélidos, algunas especies pertenecientes a este reino han mostrado un espectro
notablemente alterado de los metabolitos secundarios, como en el caso de los Streptomicetos, en los
que la biosintesis de metabolitos secundarios parece estar asociada a la formacion de hifas aéreas y
la produccion de esporas en la fase estacionaria de crecimiento, incluso varios metabolitos
secundarios se producen solamente durante el crecimiento en sustratos sélidos, aunque los hongos
en cuestion pueden ser cultivados en procesos sumergidos (289). En la tabla 8-2 se recopilan algunos
de los estudios relacionados con la comparacion de los dos procesos, asi como el objetivo que se
perseguia y el resultado encontrado por los autores. De los datos alli consignados se puede observar
gue no hay una generalidad con respecto a la eficiencia de un tipo de cultivo sobre otro, cada caso
es particular y dependiente de diferentes factores dentro de los que se incluyen el género, la especie,
el tipo de metabolito o de producto esperado, la composicion del sustrato y por ende de las diferentes

variables que, como se describi6 en capitulos anteriores, afectan los procesos fermentativos.
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Tabla 8-2: Comparacion de los procesos de FES y FEL para la obtencién de productos de interés comercial y/o farmaceltico en hongos.

ESPECIE OBJETIVO DEL ESTUDIO OBSERVACION REF.
Aspergillus niger Evaluar la cinética de la produccion de | Menor efectividad por FES (428)
enzimas
Bacillus subtilis Produccion de biosurfactantes No hay diferencias en su composicién ni cualitativa ni cuantitativamente por FES | (429)
y FEL
Panus tigrinus Produccion de lacasa y manganeso | La FES es mas adecuada que la FEL (427,
peroxidasa extracelulares 430)
Paecilomices Produccion de acido dipicolinico y acido | En FES el carbén fue utilizado en su mayoria para la produccién de biomasa, | (431)
fumosoroseus oxalico, comparacion de la cinética de la | FEL se dirigid a la sintesis de los &cidos y de otros compuestos
fermentacion y la distribucion de carbdn
Taiwanofungus Estudio de los extractos de una especie | Extractos metandlicos de las especies nativas, son mas potentes inhibidores, | (432)
camphoratus nativa y dos tipos de cepas cultivadas, por | seguidos por el producto de la fermentacion en estado sdlido y finalmente en
FES y FEL, evaluando sus efectos | estado liquido
antiinflamatorios y su rol en la proteccion
contra enfermedades neurodegenerativas
Antrodia camphorata | Evaluacion de actividad antioxidante, | Mayor actividad y presencia de los bioactivos en los productos de la FEL (371)
contenido fendlico y de polisacéridos
entre  micelio, caldo agotado 'y
fructificaciones
Pleurotus ostreatus Actividad antimicrobiana y | Micelio més efectivo contra Bacillus y las fructificaciones contra Candida (76)
antineoplésica de extractos de micelio y
fructificaciones frescas y deshidratadas
Lentinus edodes, | Habilidad para producir enzimas | FES favorable para la produccion de lacasas y MnP, mientras que FEL es mejor | (50)
Pleurotus  dryinus, | lignocelulosicas por FES y FEL en | paralaproduccion de enzimas hidroliticas
ostreatus y diferentes residuos de plantas
tuber regium
Monascus purpureus | Concentracion de esteroles, obtencidon de | Mayor contenido de los esteroles y de estatinas en FEL y de biomasa en FES (143)
biomasa y estatinas
Tuber melanosporum, | Perfil de los esteroles presentes en el | Contenido de ergosterol mayor en el micelio que en la fructificacion, pero tanto | (152)
T. sinense y T. | micelioy en su fructificacion el tipo como el contenido de fitoesteroles en el micelio fue inferior al de los
indicum cuerpos fructiferos
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Continuacion tabla 8-2: Comparacion de los procesos de FES y FEL para la obtencién de productos de interés comercial y/o farmaceutico en hongos.

ESPECIE OBJETIVO DEL ESTUDIO OBSERVACION REF.
Micelios cultivados: | Perfil lipidico Mayor contenido lipidico en micelios. EI micelio contiene mas acidos grasos | (433)
Tuber melanosporum, saturados de C14 a C17 y la fructificacion mas de C18 a C22. Perfiles de los
T. sinense, T. indicum micelios muy parecido entre especies mientras que para las fructificaciones hay
y T. aestivum. diferencias importantes.

Fructificaciones:  T.

aestivum, T. indicum,

T. himalayense y T.

borchii var.

Sphaerospermum.

Agaricus  bisporus, | Contenido de lovastatina, acido v- | El contenido de los metabolitos varia entre los géneros, no se puede generalizar | (434)

Pleurotus ostreatus, | aminobutirico (GABA) y ergotionina en | entre micelio y fructificaciones

Cordyceps sinensis, | micelios y fructificaciones

Antrodia salmonea

Cordyceps militaris Actividad antiinflamatoria 'y anti- | Efectiva actividad independiente del extracto ensayado (435)
angiogénica en micelio y cuerpo
fructifero

Agaricus brasiliensis | Contenidos de compuestos fendlicos, | Demostraron que el micelio obtenido por FEL puede ser al igual que la | (436)
acidos orgénicos y actividad antioxidante | fructificacion una fuente valiosa de compuestos antioxidantes
en micelio y fructificacion

Pleurotus Comparar los extractos de polisacéridos | Ambos tienen una masa molecular relativamente alta: a-glucano en micelio, en | (75)

pulmonarius presentes en micelio y en fructificaciones | fructificacion mezcla de o y B glucanos. Ambos ejercen un efecto directo

antiproliferativo sobre las células de cancer

Pleurotus ostreatus Contenido de nitrégeno, proteina, | El contenido de los primeros seis es similar, micelio altos niveles de acido | (437)
glicégeno, lipidos, RNA, cenizas | aspartico, cisteina, fenilalanina y leucina; fructificacion tiene mas valina e
aminoacidos y glucosa isoleucina. EI micelio tiene mas &cidos grasos saturados que la fructificacion.

Pleurotus eryngii, | Estudio de la produccion de enzimas con | Altos niveles de actividad de peroxidasa en ostreatus y pulmonarius por FESen | (77)

ostreatus y | diferentes FCy FN aserrin de vid, en FEL esta actividad es muy baja o nula

pulmonarius
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8.1.2. Técnicas de inoculacién empleadas para la obtencién de fructificaciones

En el transcurso de los Ultimos afios se han implementado diferentes formas de fungicultura, en las
que el objetivo principal es la obtencion de cuerpos fructiferos en una cantidad tal que permita su
comercializacion frescos o deshidratados. La forma de produccion mas generalizada para tal fin es
sobre sustratos sélidos, proceso que comprende distintas etapas que van desde la eleccién de la cepa
adecuada, seleccién y acondicionamiento del sustrato, inoculacién, incubacién y posterior cosecha
(8). El'indculo utilizado cominmente para el cultivo de hongos comestibles, conocido popularmente
como “semilla”, se obtiene con la reproduccion masiva del micelio en granos de diferentes gramineas
(SMG), que son utilizados como vectores para la dispersion del mismo en el sustrato final de cultivo
y, que en el caso de Pleurotus spp., se prepara comercialmente sobre granos de sorgo, mijo, trigo u
otros materiales de facil acceso (438). Sin embargo, se ha reportado que la preparaciéon de estos
granos de semilla toma largos periodos de tiempo, conllevando a altos riesgos de contaminacion. El
éxito de la produccion de hongos depende en gran parte de la calidad de la semilla, que a su vez
corresponde a uno de los insumos mas costosos del proceso del cultivo tradicional (55), el cual a su

vez se puede asimilar a una fermentacion en estado sélido.

El hecho de que hoy en dia, con la finalidad de la obtencion de biomasa micelial y compuestos
bioactivos, de manera mas eficiente y en menor tiempo mediante FEL (4), se emplee la biotecnologia
permiti6 explorar el empleo de la biomasa obtenida biotecnolégicamente como indculo en FES.

El inéculo liquido (IL) se ha planteado como una opcién para reducir los costos y el tiempo de
duracion del ciclo de produccion, asi como aumentar el control del proceso, las condiciones
asépticas, la automatizacion cuando se realiza el cultivo en una planta de produccion y la
uniformidad en la distribucion del inéculo en el sustrato. Es una técnica mas sencilla si se compara
con la SMG y que puede ser usada tanto para la proliferacion micelial mas rapida en la produccion

de semilla, como para la inoculacién directa del sustrato (439, 440).

Con respecto al empleo de IL para el cultivo de Pleurotus, Abdullah et. al en el 2013 en un estudio
cuyo objetivo fue producir biomasa micelial de la especie P. pulmonarius a gran escala en biorreactor
usando un medio compuesto de azucar café (2%), salvado de arroz (0,4%), malta (4%) y levadura
(0,4%), bajo condiciones controladas, evaluaron la eficiencia del IL asi obtenido, para la produccion
de fructificaciones comparados con SMG, encontraron que la colonizacién fue mas rapida
empleando IL (7,7 mm/dia) que con la SMG (5,2 mm/dia), con un tiempo total para la colonizacion

de toda la bolsa de 30 y 40 dias respectivamente. De igual forma, el promedio total de peso fresco y
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por ende la eficiencia bioldgica utilizando IL exhibieron aumentos del 50,1% y el 29,8% para cada
caso (440).

En este capitulo se evalud el efecto del emple6 del producto de la FEL (micelio y caldo agotado),
como indculo para obtener fructificaciones de las tres especies del género Pleurotus, asi como,
estudiar la incidencia que tiene el tipo de fermentacién sobre la composicion de la biomasa generada

y por ende en su potencial valor como nutriceutico.

8.2. METODOLOGIA

8.2.1. Obtencion del in6culo liquido

Los productos biotecnoldgicos de las tres especies se obtuvieron como se describi6 en el numeral
1.2.1. empleando como FC salvado de trigo a un pH inicial de 5,6.

8.2.2. Fermentacion en estado sélido

Para la produccién de las fructificaciones se utilizé como sustrato una mezcla compuesta por 66%
de aserrin, 33% de salvado y 1% de CaCOs, previamente hidratada por inmersion en agua hasta
alcanzar una humedad aproximada del 45%, empacada en bolsas de polietileno transparentes (700 g
de sustrato /bolsa ) que posteriormente se esterilizaron en autoclave.

La inoculacién se llevo a cabo en una cabina de flujo laminar colocando 70 ml del producto de la
FEL (micelio y medio de cultivo) en cada bolsa. Se realizaron dos ensayos uno con indculo fresco
y otro con el mantenido en refrigeracion durante 7 dias, con la finalidad de evaluar el efecto que
produce el uso de temperaturas bajas, durante un lapso de tiempo determinado, como una forma de
preservacion.

La incubacidn se realiz6 en condiciones de oscuridad, monitoreando los sustratos diariamente y
descartando los que se encontraban contaminados. En el momento en que se observo la colonizacion
total, se paso al area de fructificacion, retirando las bolsas que cubrian el sustrato. Los hongos se
cosecharon en su estado adulto, cuando el pileo estuvo totalmente extendido. Los parametros a
evaluar fueron la eficiencia bioldgica (EB) en base himeda, la tasa de produccion (TP) calculada
dividiendo la EB entre el ciclo de cultivo, considerandose éste desde el primer dia de incubacion del
hongo en el substrato hasta el dltimo dia de cosecha, el tiempo de colonizacion (TC) y la proporcion
de contaminacion (PC). Los datos experimentales de la EB, TP y TC fueron sujetos a un analisis
multivariante con el programa Statgraphics 5.1, con base en los resultados de los triplicados

realizados para cada caso.
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8.2.3. Obtencidn y analisis de la composicidn de los extractos

Las fructificaciones frescas obtenidas de la FES y el sustrato agotado, fueron extraidos y la
determinacion de su composicion determinada siguiendo la metodologia descrita en los numerales
2.2.3y 2.2.4 respectivamente. Estos resultados se compararon con los previamente encontrados para
los micelios de las tres especies, obtenidos con salvado de trigo, que fueron analizados y discutidos

en el capitulo 2.

El fraccionamiento por grupos de polaridad de los extractos tanto del micelio como de las
fructificaciones de P. djamor, se realiz6 mediante CCC y CC Flash en columnas con Silica Gel
Macherey-Nagel ® (0.063 y 0.200 mm de diametro de particula para CCC y 0,04-0,063 mm para
CC Flash) con modos de elucion en gradiente y empacadas en suspension con el solvente menos
polar dependiendo del sistema de elucion seleccionado. Las CCD fueron realizadas en cromatofolios
Al de Silica gel 60F2s4 Merck® (0.040 y 0.060 mm de diametro de particula). Para identificar los
esteroles se utilizd una solucion de ZnCl; al 30% en metanol que fue asperjada sobre las placas
produciendo coloraciones azules y verdes como resultado positivo. ElI comportamiento
cromatogréafico de este tipo de compuestos, se comparo, durante todos los chequeos realizados, con

un patrén de ergosterol.

8.3. RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1. Producto de la FEL como inéculo liquido para FES

La aplicabilidad de un determinado proceso para la obtencion de fructificaciones empleando
procesos fermentativos, esta determinada tanto por la eficiencia bioldgica como por la eficacia de
la técnica de cultivo y de aquellas variables propias que permiten optimizarlo, dentro de las que se
cuentan la EB, TP, TC y PC. Las especies pertenecientes al género Pleurotus se caracterizan por ser
los hongos que emplean el mayor nimero de sustratos para su cultivo, debido al gran espectro
enzimatico que poseen y gue les permite degradar los componentes de casi cualquier material que
pretenda ser empleado para su obtencién. Como consecuencia de esta facilidad de cultivo el nimero
de investigaciones relacionadas con el estudio de las diferentes variables implicadas en el proceso,
ha aumentado en forma exponencial.

En esta fase final se planted el estudio de la incidencia que sobre la obtencion de fructificaciones de
Pleurotus, presenta el utilizar como IL el producto biotecnoldgico de FEL, en busca de una
herramienta que mejore la eficiencia del proceso. En la figura 8-1 se encuentran las fotos de los
cuerpos fructiferos para las tres especies cultivadas con esta metodologia y en la figura 8-2 se

aprecian comparativamente los diferentes parametros calculados usando el inoculo fresco y
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refrigerado. Su analisis permitio concluir que con el empleo de IL se obtuvieron valores de EB entre
el 0,69% vy el 43,47% dependiendo de la especie cultivada, con evidentes reducciones al usar los
inoculos refrigerados. Independiente del método de conservacion del indculo, el P. ostreatus
presentd una mayor EB, seguido por el P. djamor y finalmente la especie P. pulmonarius. En
investigaciones sobre este campo se encuentran reportados rangos amplios para esta variable (25-
250%) dado que la EB es afectada por diferentes condiciones dentro de las que se enumeran el estado
de madurez en el que se cosechan los cuerpos fructiferos, el sustrato, la especie y la proporcién de
indculo empleada (8).

Figura 8-1: Fructificaciones de Pleurotus djamor, P. ostreatus y P. pulmonarius obtenidas empleando inéculo liquido.
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Figura 8-2: Parametros evaluados para el cultivo de los Pleurotus empleando el producto de la FEL fresco y refrigerado,
como indculo para FES.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones, estan
seguidos por una letra de la a la e basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acomparfiadas por la misma letra, no
hay diferencias significativas entre si, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

La tabla 8-3 recopila los resultados, en términos de EB, de las investigaciones en las que se ha
utilizado IL para el cultivo de Pleurotus. Como se puede apreciar la mayoria de los reportes lo han
empleado para la produccion de semilla, por el método de invasion del micelio sobre un grano de
cereal, un proceso asimilable a FES lo que permite, en cierta medida, la comparacion con los
resultados obtenidos en este aparte. En los dos reportes relacionados con el empleo de IL para
Pleurotus, los autores utilizaron, en contraste con el presente trabajo, Unicamente la biomasa
suspendida en una solucion salina, desechando el medio de cultivo, el cual contiene compuestos de
gran importancia tanto quimica como farmacolégica, como se ha demostrado a lo largo de este
estudio lo que podria aumentar, al emplear el producto biotecnoldgico total, el caracter nutracedtico
de las fructificaciones obtenidas bien sea por incorporacion o por degradacion de dichos compuestos.
Si bien en nuestro estudio la inoculacién con el producto de la FEL en fresco, arrojé resultados de
EB que estan dentro de los reportes de literatura, estos datos permiten una comparacion relativa mas
no absoluta debido a que el sustrato empleado no es equivalente en composicion a los utilizados por
los autores antes citados. Aunado a esto hay un ahorro en el tiempo total del cultivo debido a que se
elimina el periodo de colonizacion de los granos de cereal que generalmente fluctia entre 15y 30
dias (441, 442), permitiendo ver como el empleo del producto de la FEL como inoculo, reduce esta
etapa a 9 dias y abre una puerta para futuras investigaciones con miras a la optimizacién del proceso,

introduciendo modificaciones en otras variables que afectan las FEL como son tamafio de particula,
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humedad inicial, el pH y el pre tratamiento del sustrato), humedad relativa, temperatura de

incubacion, agitacion y aireacion, edad, tamafio y proporcion del indculo, entre otros.

Tabla 8-3: Reportes en literatura de la eficiencia biolégica para el cultivo de Pleurotus empleando indculo liquido.

ESPECIE INOCULO OBJETIVO EFICIENCIA | SUSTRATO REF.
BIOLOGICA
Ostreatoroseus Producto de FEL® y | Obtencidn de semilla NR Residuos de | (442)
FES algodoén
Ostreatus Biomasa obtenida por | Obtencion de | 66-82% ISP Paja de platano, | (439)
FEL suspendida en | fructificaciones 50-67% IL salvado de arroz

soluciéon  salina y
producto de FES

spp. Producto de FEL® y | Obtencidn de semilla 1S 3,74% © NR (443)
FES IL 3,43%
Ostreatus Producto de FEL? Obtencién de semilla NR Paja de trigo (441)
Spp Producto de FEL? y | Obtencion de semilla IS 33,2% Paja de trigo (444)
FES IL 23,59%
Florida Eger Producto de FEL? Obtencion de semilla 25 - 250%° Salvado de trigo | (445)
y bagazo vy

enmiendas  de
los efluentes de

destilerias
Pulmonarius Producto de FEL? Obtencidn de semilla 36— 120% ¢ Salvado de trigo | (445)
(Fries) Quelet y bagazo vy

enmiendas  de
los efluentes de

destilerias
Sajor-caju (Fries) | Producto de FEL? Obtencion de semilla 25— 140% ¢ Salvado de trigo | (445)
y bagazo vy

enmiendas de
los efluentes de

destilerias
Pulmonarius (Fr.) | Biomasa obtenida por | Obtencion de | 65,48% Aserrin, salvado | (440)
Quél FEL en bioreactor | fructificaciones de arroz vy
suspendida en agua CaCOs
& Corresponde con la mezcla de biomasa y medio agotado b Rango dependiente del % de in6culo empleado
¢ Datos obtenidos con la 1 cosecha % Rango dependiente del % de efluente y del sustratolS: Indculo

solido IL: Indculo liquido

En cuanto al tiempo de colonizacién, que debe ser el menor posible tanto para evitar la presencia de
contaminacién como para favorecer econémicamente el proceso, varia entre 26 y 37 dias para P.
ostreatus, 27 y 39 dias para P. pulmonarius y 30 y 41 dias para P. djamor, empleando inéculo fresco
y refrigerado respectivamente, lo que pone de manifiesto que cuando se emplea indculo fresco el
tiempo de colonizacién se reduce en porcentajes de 29,7%, 30,7% y 26,7% respectivamente. La
colonizacién es mas rapida para ostreatus, seguida por pulmonarius y finalmente djamor (Figura 8-
2), tendencia no concordante con lo reportado por Salmones et al en el 2005, quienes compararon la
productividad de las tres cepas en dos sustratos, estableciendo un comportamiento en términos del
tiempo de colonizacion de P. djamor > P. ostreatus > P. pulmonarius, con la diferencia de que ellos

emplearon la técnica convencional de inoculacion tanto para obtencion de la semilla como para la
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de las fructificaciones. Con respecto al IL fresco, el P. djamor al igual que en el reporte de Salmones,
toma el mayor tiempo de colonizacion, sin embargo para el caso del P. ostreatus y P. pulmonarius
no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellos. De igual forma como ocurre con la EB
hacer una correlacion absoluta de los datos obtenidos con los reportes de literatura, no es viable tanto
por la fluctuacion en los resultados reportados en literatura, como por lo novedoso de la técnica
empleada en esta investigacion. Sin embargo, los valores encontrados son aceptables y, al igual que
en el caso anterior, se pueden aplicar estrategias como el aumento de la proporcion de inéculo y de
la humedad del sustrato (8), con el objetivo de reducir los tiempos de colonizacion.

Uno de los problemas mas criticos en el cultivo comercial de Pleurotus es la presencia de mohos
antagonistas, los cuales avanzan rapidamente durante la colonizacion del sustrato, produciendo
metabolitos que limitan o anulan el desarrollo del hongo objetivo. Tal es el caso de las especies del
género Trichoderma que tienen la capacidad de producir sustancias antifingicas y enzimas
micoliticas que favorecen la rapida invasion del sustrato y evitan el crecimiento de otros
microorganismos (438). En la literatura se sabe que las cepas de P. ostreatus y P. pulmonarius tienen
mayor resistencia a los contaminantes, entre tanto la P. djamor presenta los porcentajes mas bajos
de resistencia a la presencia de los mohos antagonistas (446).

En este aspecto, el presente trabajo puso de manifiesto que el mecanismo de preservacion del indculo
afecta la proporcion de contaminacion de los sustratos, generando valores del 25% para las tres
especies con el in6culo fresco en contraste con el 50% para P. ostreatus y P. djamor y el 75% para
P. pulmonarius empleando el in6culo refrigerado (Figura 8-2), lo que se refleja en reducciones del
50% para las primeras especies mencionadas y del 66% para pulmonarius con el inéculo fresco.
Estos resultados no concuerdan con los reportes de Salmones y Mata, sin embargo, las diferencias
se pueden atribuir bien al tipo de sustratos empleados, que para el caso de los investigadores
mencionados esta compuesto por pulpa de café, o a la técnica de inoculacion. Con el objetivo de
tener un punto de comparacion en cuanto al tipo de inéculo empleado se realizd la inoculacion
paralelamente con semilla de P. ostreatus en granos de trigo y cebada y el inoculo liquido obtenido
de la FEL, sin embargo durante el periodo de incubacion se observé que las bolsas con el uso de
SMG se contaminaron. Este comportamiento es lo esperado debido a que al emplear este tipo de
indculo la colonizacién es mas lenta comparado con un IL, aumentando las posibilidades de que
otros microorganismos estén presentes. Aunado a esto, como es bien sabido, en los granos de los
cereales utilizados para hacer las semillas, las esporas fungicas albergadas en ellos, de otros
organismos ajenos al objetivo, no son destruidas durante la esterilizacion por la estructura compacta
de los mismos, facilitando su crecimiento y posterior competicion con el micelio en el sustrato para

la fructificacion (440). La TP calculada como la relacion entre EB y el tiempo transcurrido desde la
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inoculacion hasta la Gltima cosecha, fue de 0,479 y 0,243 para ostreatus, 0,577 y 0,162 para djamor
y 0,186 y 0,007 para pulmonarius, utilizando inoculo fresco y refrigerado respectivamente (Figura
8-3). Como se observa en estos resultados hay una reduccion de la TP para las tres especies al
emplear el inoculo refrigerado, la que fluctta entre 49,27% y 96,24%. Por reportes de literatura se
han establecido para P. djamor valores entre 0,34% a 1,68%, de 0,48% a 1,38% para P. ostreatus y
de 0,31% a 1,3% para P. pulmonarius utilizando paja de cebada como sustrato (447), por lo que
podemos concluir que los resultados obtenidos en esta investigacion son comparables con los

reportes de literatura, sugiriendo que la metodologia propuesta es promisoria.

Figura 8-3: Tasa de produccion calculada para el cultivo de los Pleurotus empleando el producto de la FEL fresco y
refrigerado como indculo para FES.
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Todo lo anteriormente expuesto lleva a inferir que el empleo del producto de la FEL como indculo
liquido se puede posicionar como una técnica con gran potencial para obtener fructificaciones
mediante FES, con EB, TP, tiempo de colonizacién y contaminacién dentro del rango de los
reportados en literatura. Asi mismo, cuando se requiere obtener una mayor EB y TP y reducir el TC,

asf como un menor indice de contaminacion, se hace necesario el uso del indculo fresco.

8.3.2. FEL vs FES: relacion entre el tipo de fermentacion y la composicion del producto final

Luego de determinar que el empleo del producto de la FEL como IL es una alternativa viable para
la obtencion de fructificaciones, se continud con el estudio de la variacion en la composicion de la
biomasa obtenida por los dos tipos de fermentacion. Los compuestos triterpenoidales representan,
independiente de la especie, la mayor proporcion relativa dentro de los constituyentes de los
extractos, tanto de los micelios como de las fructificaciones. En el Anexo 8A se encuentran los

cromatogramas para todos los casos, en los que se manifiestan claras diferencias consecuencia del
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tipo de proceso empleado para el cultivo. De manera genérica, los micelios de las tres especies
presentan una composicién mas compleja sobresaliendo la cantidad de picos entre 30 y 40 min, tg
tipicos de la elusion de los triterpenoides. Las figuras 8-4 y 8-5 representan graficamente la
influencia en el contenido total de esteroles por 100 g de los extractos y las estructuras determinadas
en los mismos. Con respecto al total de los esteroles, este es mayor para los micelios en el caso de
P. pulmonarius y P. djamor, seguido por las fructificaciones obtenidas con IL fresco y finalmente
con IL refrigerado. En el caso del P. ostreatus no hay diferencias estadisticamente significativas en
el contenido de los esteroles presentes en la biomasa obtenida por FEL o por FES, ni con el

procedimiento de preservacion del indculo.

Figura 8-4: Contenido total de esteroles por 100g de los extractos en AcOEt de los micelios y las fructificaciones de

Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor.
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Los resultados son dados después de comparaciones multiples, los valores de las medias obtenidas de tres repeticiones,
estan seguidos por una letra de la a la ¢ basados en diferencias estadisticas. Si dos medias estan acompafiadas por la misma
letra, no hay diferencias significativas entre sf, caso contrario ocurre con aquellas que tienen letras diferentes.

Relacionado con el nimero de estructuras determinadas en los micelios y en las fructificaciones, se
enontraron claras diferencias, destacando una mayor cantidad en el primer tipo de biomasa, como se
describid y se discutié a fondo en el capitulo 2. Con respecto a la composicion de las fructificaciones
obtenidas por FES para las tres especies de Pleurotus, independiente de la forma de preservacion
del IL, el esterol mayoritario es el ergosta-5,7,22-trien-3-ol (ergosterol), presente en mayor
proporcion con el empleo del IL fresco (61,7% - 97,6%) comparado con el refrigerado (52,8% -
83,4%), conservandose la tendencia P. djamor > P. ostreatus > P. pulmonarius.
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Figura 8-5: Influencia del tipo de fermentacion en la composicion porcentual de los triterpenoides del extracto del micelio

y las fructificaciones para las tres especies de Pleurotus.
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Los componentes triterpenoidales restantes, determinados en las fructificaciones, se encuentran en
proporciones inferiores al 4% e incluso en cantidades no cuantificables y corresponden al: estigmast-
5-en-3-ol (1), ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol (VI), ergosta-2,5,7,9(11),22-pentaeno (VII) vy
ergosta-7,22-dien-3-ol (X), algunos de ellos conocidos precursores biosintéticos del ergosterol (448).
Los resultados muestran que el efecto del tipo de fermentacién sobre la produccién de los
compuestos triterpenoidales, es mas marcado sobre el nimero de estructuras de estos metabolitos,
gue sobre la cantidad total de los esteroles. Este comportamiento puede ser explicado si se considera
a la FES como una simulacion del habitat natural del organismo y a la FEL como una “violacion” a
él, especialmente para hongos (449), sometiéndolos a altas condiciones de estrés que desencadenan
en la estimulacion de la maquinaria biosintética, conllevando a la produccién, en este caso particular,
de un nimero mayor de estructuras de los metabolitos secundarios triterpenoidales. La simulacion
de una FES al habitat natural de los hongos, ha sido motivo de investigacion en otros macromicetos
como la Antrodia camphorata (Taiwanofungus camphoratus), en la que se estudié el efecto
antiinflamatorio en células de la microglia y su posible papel en la proteccion contra enfermedades
neurodegenerativas, tanto de una especie nativa como cultivada por FES y FEL, encontrando que el
extracto metandlico de la nativa dio los mejores resultados seguido por el de FES y por Gltimo el de
FEL. La fructificacién obtenida por FES y la nativa tienen comportamientos muy similares y los
autores mencionan gue en estudios previos se ha demostrado la similitud de los perfiles por CLAE
de los extractos metandlicos de esa especie, en cuanto a la composicion de los triterpenos que son
ademas los componentes mayoritarios (432).

Otros reportes en literatura del papel de la clase de fermentacién empleada para hongos, como el de
Elisashvili et. al en 2008, quienes realizaron un estudio comparativo con Lentinus edodes y Pleurotus
sp, en la habilidad para producir enzimas lignocelulésicas por FES y FEL en diferentes residuos de
plantas, encontraron que la FES es favorable para la produccion de lacasas y MnP, mientras que la
FEL es mejor para la produccién de enzimas hidroliticas (50). Asi mismo, Liu et. al en el 2012
hicieron un estudio completo con los 5’-nucleotidos responsables del sabor de las especies
pertenecientes al género Tuber, en el que determinaron que es aproximadamente 1,0 a 14,3 veces
mayor su contenido y el EUC (concentracién equivalente en umamis) entre 2,6 y 8,4 veces mayor,
en el micelio que en la fructificacién. Mencionan que este comportamiento ya se ha visto en Grifola
frondosa, Ganoderma tsugae y Cordyceps militaris (450).

Considerando las calidades nutricionales de las especies pertenecientes al género Pleurotus, que han
incentivado la investigacion desde el punto de vista del analisis proximal, Puentes en el 2002,
realizaron un estudio en donde se compara el contenido proteico, de lipidos, &cidos grasos,

polisacaridos y la capacidad antioxidante, de las fructificaciones y del micelio cultivado por FEL
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revelando la similitud entre la composicion quimica para los dos casos (54), resultados que coinciden
con lo encontrado en este estudio particularmente para P. ostreatus, si se considera la cantidad de
los esteroles, pero no el caso particular del nimero de estructuras identificadas.

Las variaciones en la biosintesis de los metabolitos en hongos con el tipo de fermentacién empleado
para su obtencion, también han sido estudiadas desde el punto de vista genético pero empleando
como modelos a micromicetos. Tal es el caso del reporte de Barrios-Gonzalez et. al. en el 2008 en
el que los autores encontraron que lo genes envueltos en la biosintesis de la Lovastatina en
Aspergillus terreus, se expresan diferencialmente dependiendo del tipo de proceso empleado,
desencadenando en una mayor produccion de la estatina por FES (20 mg/g) que por FEL
(0,65mg/ml). Con la realizacion de estudios complementarios los investigadores encontraron que el
estrés osmatico no es el Unico responsable de la alta expresion genética en FES (451). Este tipo de
fendmenos podrian ser los responsables de las diferencias observadas con la biosintesis de los
triterpenoides para los Pleurotus objeto de estudio, hipdtesis que abre la puerta a posteriores

investigaciones en busca de una explicacion de este comportamiento.

Con respecto a reportes relacionados especificamente con la variacion de los componentes
triterpenoidales al emplear FEL y FES, en literatura se encuentra un estudio en el que se analiza el
perfil de los esteroles presentes en el micelio y en las fructificaciones de Tuber, identificando 11 y
13 esteroles respectivamente, con un mayor contenido de ergosterol en el micelio que en la
fructificacién (1,8 a 3,5 dependiendo de la especie) (152). Estos resultados contrastan con lo
encontrado en nuestra investigacién, donde el contenido de ergosterol es mayor para las
fructificaciones y el nimero de estructuras identificadas es mayor para la FEL. Desde este punto de
vista y pensando en el potencial valor nutriceutico de la biomasa, este seria mayor en los micelios
teniendo en cuenta que las variaciones estructurales observadas en su composicion, podrian

aumentar del mismo modo el nimero de bioacciones presentadas por los mismos.

En la tabla 8-4 se observa el efecto del tipo de fermentacién sobre los componentes minoritarios
determinados en los micelios y en las fructificaciones. De su analisis se puede concluir que los esteres
son primordialmente biosintetizados en los micelios y los &cidos en las fructificaciones,
especificamente este Ultimo grupo de componentes en las especies P. ostreatus y P. pulmonarius
obtenidas con IL refrigerado y fresco respectivamente. No se determinaron en las fructificaciones
estructuras diferentes a las ya encontradas en los productos biotecnoldgicos que se han estudiado a
lo largo de esta investigacion. Estos resultados contrastan con estudios similares como el reportado

por Hadar et. al en el 2011 para varias especies del género Tuber, quienes mencionan que los micelios
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tienen un mayor contenido de acidos grasos que las fructificaciones, sin embargo los autores
comparan con especies nativas en sus ambientes naturales (433). Con respecto al género Pleurotus
el Unico estudio relacionado con este grupo de compuestos menciona que no hay diferencias
evidentes entre la composicion lipidica del micelio y de las fructificaciones (437), resultados
igualmente contrastantes con lo encontrado en esta investigacion. Relacionado con el valor que estos
componentes le pueden proporcionar al producto final, desde el punto de vista de su caracter
nutriceltico, podrian en cierta forma aumentar el potencial de las fructificaciones, en las que ademas
de un alto contenido de ergosterol posee dentro de sus constituyentes el acido linoleico, conocido
por ser esencial en la dieta.

Tabla 8-4: Influencia del tipo de fermentacion en la composicién porcentual de los componentes minoritarios presentes
en el extracto del micelio y las fructificaciones obtenidas con indculo liquido fresco y refrigerado para las tres especies de
Pleurotus.

ESPECIE BIOMASA DOP |LIME | LIET | PAET | ESET | OLME | OLET | PAL | EST | LIN
Fructificacion
obtenida con 2,4
in6culo fresco
Pleurotus Fructificacion
djamor obtenida con 2,3
indculo refrigerado
Micelio 13,2 51 9,8 0,8 8,7
Fructificacion
obtenida con 3,0 4,1 0,9 6,2 | 1,0 | 8,5
inoculo fresco
Pleurotus Fructificacion
pulmonarius | gphtenida con 3,7 2,4
indculo refrigerado

Micelio 3,2 11 9,5 1,2 9,5 2,2
Inoéculo fresco 42 39
Inéculo refrigerado 8,1 0,9 9,6 20,6
Micelio 51 54 171 12,8

Pleurotus
ostreatus

DOP: Ftalato de octilo LIME: Linoleato de metilo LIET: Linoleato de etilo PAET: Palmitato de etilo

ESET: Estereato de etilo OLME: Oleato de metilo OLET: Oleato de etilo PAL: Acido palmitico

EST: Acido esteérico LIN: Acido linoleico
Una de las ventajas que presenta la FES comparada con la FEL, es la generacién como subproducto
del sustrato agotado que si bien en algunas ocasiones es desechado, en otras empleado como alimento
para animales, abono o para realizar procesos de compostaje (98). En busca de evaluar el potencial
de este material, se determind la composicion de cada uno de los remanentes del cultivo realizando
el mismo procedimiento de extraccion aplicado a las fructificaciones. En la tabla 8-5 (CG en el anexo
8B) estan listados los constituyentes de cada extracto, asi como sus porcentajes relativos, a partir de

los que se puede concluir que el sustrato agotado es una buena fuente de componentes
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triterpenoidales proporcionados por el hongo cultivado, que representan cantidades cercanas al 50%
del total de los constituyentes determinados, particularmente representados por el ergosterol (1X),
proveniente posiblemente del micelio que aun en el momento de terminar la cosecha, se encuentra
asociado al sustrato. La presencia de estos componentes le da un valor agregado al sustrato
remanente del cultivo. La realizacién de estudios posteriores de digestibilidad que involucren la
medicion del grado de depolimerizacion de los carbohidratos estructurales que componen la madera,
principal constituyente del sustrato empleado, plantearian la posibilidad de emplear este material
como alimento para rumiantes, como se ha demostrado en estudios previos (452, 453).

Tabla 8-5: Composicion por areas relativas de los sustratos agotados empleados para las FES de los Pleurotus utilizando

inoculo liquido.
Pleurotus djamor Pleurotus pulmonarius Pleurotus ostreatus
In6culo In6culo In6culo Inéculo Inéculo In6culo

COMPUESTO refrigerado fresco refrigerado fresco refrigerado fresco
PAL 0,9
LIME 0,8 19 0,9 1,7
LIET 1,3 2,2 2,5 1,2 2,4
DOP 1,3 3,6 15 1,6 3,6 3,1
| 6,7 7,2 9,8 7,7 6,6 7,1
1] 19 2,6 18
\Y 3,5 4,1 4,0 4,1
VI 2,0 2,1 1,7 3,2 4,2
VIl 2,5 5,6 3,8 2,3 6,1 4,9
I1X 21,2 14,1 15,3 16,4 7,1 13,6
X 2,3
XI 16,5 12,8 9,8 18,1 15,1
XVI 3,9 7,1 6,3 4,8 8,6 6,8
Ergostanol 3,1 45 34 2,7

PAL: cido palmitico LIME: linoleato de metilo LIET: Linoleato de etilo

DOP: Ftalato de octilo

1. Estigmast-5-en-3-ol 11. Ergost-5-en-3-ol V. Estigmastanol

VI. Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol VII. Ergosta-2,5,7,9(11),22-pentaeno IX. Ergosta-5,7,22-trien-3-ol

X. Ergosta-7,22-dien-3-ol XI. Estigmast-3-ona XVI. Ergostan-3-ona

Con base en los resultados descritos, la biomasa obtenida desde FEL o FES empleando salvado de
trigo como FC, es un potencial nutriceltico consecuencia del alto contenido de compuestos
triterpenoidales que hacen parte de su composicion y que, como se ha mencionado en varias
ocasiones, conforman un grupo de metabolitos secundarios con accion como antihiperlipidemicos,
antiinflamatorios, antioxidantes, inhibidores del crecimiento de bacterias y hongos (152),

antiateroscleréticos, anticarcinogénicos, e incluso se ha comprobado que el consumo de esteroles,
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produce un efecto hipocolesterolémico por competicién con el colesterol mediante la absorcion
desde el intestino (144, 165, 171).

8.3.3. Fraccionamiento de los extractos en AcOEt del micelio y las fructificaciones de
Pleurotus djamor

Con el objetivo de evaluar las variaciones en la composicion de la biomasa con el tipo de proceso
empleado para su obtencion, se realizé un fraccionamiento de los extractos en AcOEt, empleando la
técnica de CC flash, tanto de los micelios (Figura 8-6) como de las fructificaciones (Figura 8-7) de
P. djamor. La seleccion de esta especie se hizo con base en que en ella se determind la mayor
variedad de estructuras triterpenoidales. Este procedimiento permitié separar por grupos de polaridad
consiguiendo diferenciar esteres de &cidos grasos, acidos grasos, los triterpenoides mayoritarios y
los minoritarios (Figura 8-8 y 8-9). Posterior a esto se realizaron diferentes cromatografias en
columna y CCD preparativas, sin embargo no se lograron separar las mezclas de los componentes
triterpenoidales debido a la similitud estructural entre sus constituyentes. Es necesario para trabajos
posteriores contemplar el uso de técnicas diferentes que permitan la separacion como es el caso de

HPLC preparativa.

Figura 8-6: CG del extracto en AcOEt del micelio de P. djamor cultivado con salvado de trigo.
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Figura 8-7: CG del extracto en AcOEt de la fructificaciones de P. djamor cultivado con salvado de trigo.

l —a

Figura 8-8: CG de las fracciones separadas por cromatografia en columna del extracto en AcOEt del micelio de P. djamor
cultivado con salvado de trigo.

Abundance
AKowadnoe=
e am10170a.0
TR IESSE0 N D> F2O0000
JUNINIS
BOO000 )
. . 200000
Triterpenoides
PR— THETPE 2600000
minoritarios 0000
"XIEERED) 2200000
2ocoooo
O
1800000
SROCRYD| 1600000
1400000
pramm——
1200000
R 1000000
s00000
TR 00000
acoo0o
OO
S Ry
P T cveuuy GV W'\ CVR WY
0 o . A s e S s S L ot £33 1olbb | 1sloo  Zoob Zslob’ Sobo Ssbb | Aobo
T e
A= Aavekoe—
i @ (o) 2w TECEEOXDY >
2y
SO0 P
PR /Acidos grasos e
RO
ESHX0y 000
[<co0e0ez] 20D
SO0
XX
<00
QXXX
=000y sa)
e eesooz]
PEXX) [<cossex
przeseoiz]
IR0 oo
priesso>
== |
L ‘ = . T T T T T T T T
= “e—



Incidencia del medio y de las condiciones del cultivo en el 229
potencial como nutricedtico de tres especies del género Pleurotus

Figura 8-9: CG de las fracciones separadas por cromatografia en columna del extracto en AcOEt de la fructificaciones de
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8.4. CONCLUSIONES

- Los resultados arrojados con respecto a la eficiencia del proceso permiten establecer que esta
metodologia puede ser empleada en el cultivo del genero Pleurotus reduciendo el tiempo total del
cultivo.

- La manera de preservacion del inoculo afecta la eficiencia de la FES y por ende se debe preferir el
empleo del producto biotecnoldgico en fresco sobre el refrigerado.

- En lo que respecta al estudio comparativo de los constituyentes del micelio y de las fructificaciones,
se identificaron 14 triterpenoides en los micelios y 5 en las fructificaciones siendo en este ultimo
caso el ergosterol el componente mayoritario en proporciones superiores al 52%.

- De manera genéricay para las especies de Pleurotus estudiadas el proceso biotecnoldgico empleado
para la produccion de biomasa, afecta principalmente el nimero de estructuras de los componentes
triterpenoidales y no su contenido total.

- Los resultados permiten direccionar el empleo de la clase de fermentacion: si lo que se busca es

obtener un producto con mayor variabilidad estructural de triterpenoides, y por ende de mayor
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numero de acciones bioldgicas, se debe optar por el empleo de la FEL mientras que si lo que se desea
es una biomasa con alto contenido de ergosterol, provitamina D2, el proceso elegido deber ser la
FES.

- Estos resultados son pioneros en lo referente a la incidencia de la clase de fermentacion empleada
en la produccién de compuestos de caracter triterpenoidal tenieno en cuenta que, hasta el presente,
solo se ha investigado en las especies de Pleurotus su efecto frente a la produccion de enzimas y de
polisacaridos.



Conclusiones generales y perspectivas

Conclusiones generales

- Se determin6 que el empleo de fuentes de carbono no convencionales en FEL permiten, al
igual que sucede con otros basidiomicetes como Ganoderma lucidum, una buena produccién de
biomasa y bioactivos en especies de Pleurotus, llevando a inferir que las mismas podrian emplearse
para otros hongos comestibles, trayendo como consecuencia la disminucion de los costos del proceso
biotecnoldgico. Las cantidades de biomasa obtenidas son, en la mayoria de los casos, superiores a
las reportadas en literatura, hecho que posiciona a estas fuentes de carbono como una excelente

alternativa para la produccién biotecnoldgica de Pleurotus.

- En lo referente a la incidencia del uso de las harinas y el salvado de trigo como fuentes de
carbono sobre el potencial nutriceltico de las especies de Pleurotus estudiadas, dado tanto por su
composicion de bioactivos (acidos, esteres, compuestos triterpenoidales y EPS) en los productos
biotecnoldgicos como por la produccion de biomasa, los resultados encontrados pusieron en
evidencia el efecto que ellas presentan, el cual se ve reflejado claramente en el cambio no sélo en
las cantidades de bioactivos biosintetizados, sino en la variacién en sus estructuras, lo que repercute
directamente en el valor nutricedtico de los hongos cultivados biotecnoldgicamente, proporcionando
ademas diferentes maneras para su posterior utilizacion, puesto que dicho efecto es dependiente de

la especie, del tipo de componente estudiado y de la fuente de carbono.

- Las modificaciones en algunas variables del proceso como son el pH inicial de la
fermentacion y el empleo de elicitacion mediante los LEDs, inciden directamente sobre la
composicion de los productos biotecnolégicos, siendo dependiente de la especie cultivada, la fuente
de carbono, el tipo de metabolito que se desee obtener y la longitud de onda del diodo empleado
como elicitor, siendo una generalidad que empleando un pH inicial de 5,6 y salvado de trigo como
fuente de carbono se favorece la produccién de triterpenoides. La elicitacion incide de manera méas

apreciable en el valor nutricedtico de los caldos de cultivo agotados debido a que favorece la
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excrecion de triterpenoides. Este resultado proporciona, gracias a los metabolitos excretados por el
hongo, un valor agregado a los caldos agotados, generalmente considerados como un subproducto

de los procesos de FEL sin utilidad alguna.

- El comportamiento diferencial para cada una de las especies segun la longitud de onda del
mismo, pone de manifiesto la posible existencia de fotorreceptores especificos y diferentes para cada
especie.

- Los resultados antes expuestos permiten direccionar el empleo tanto de una FC no
convencional especifica, como de la elicitacion con un LED determinado y un pH inicial 6ptimo,
dependiendo del empleo final que se le dara al producto biotecnol6gico como nutricedtico, ya que
no es lo mismo si se desea emplear el micelio tnicamente, el caldo de cultivo agotado por separado
o0 la combinacion de los dos.

- Con relacidn a la incidencia de las fuentes de carbono y las condiciones de cultivo en la
produccion de estatinas, si bien no fue posible determinar con total certeza si los hongos las producen
0 no, el estudio de esta clase de metabolitos en los productos biotecnoldgicos no sélo permitié
desarrollar una técnica analitica eficaz y rapida para la deteccién de una mezcla de estatinas,
aplicable a una matriz compleja como es el producto biotecnholdgico obtenido de una FEL, de la cual
se adolecia en la actualidad, sino que permitié determinar que los Pleurotus poseen dentro de sus
metabolitos secundarios compuestos que por su comportamiento cromatografico permiten inferir
gue comparten caracteristicas estructurales con las estatinas empleadas como estandares, que podrian
corresponder a estatinas diferentes, a precursores de las mismas o a estructuras hasta ahora no

reportadas.

- El uso del producto de la FEL de las tres especies de Pleurotus como in6culo liquido para la
obtencion de fructificaciones mediante FES, resultd ser un proceso eficiente con una buena
reduccion en el tiempo total del proceso lo que proporcionaria un mayor rendimiento econémico

para los fungicultores.

- Adicionalmente, si lo que se busca es obtener un producto con mayor variabilidad estructural
de triterpenoides, y por ende de mayor nimero de potenciales acciones bioldgicas, lo que conlleva a
un mayor valor nutricedtico, se debe optar por el empleo de la FEL mientras que si lo que se desea
es una biomasa con alto contenido de ergosterol, provitamina D2, el proceso elegido deber ser la
FES.
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Perspectivas

Si bien los resultados arrojados por esta investigacion permiten ver como el empleo de fuentes de
carbono no convencionales en la obtencion biotecnoldgica mediante FEL de algunas especies de
Pleurotus, conlleva a la obtencidn de productos con un gran potencial nutriceltico, asi como a la
disminucién de los costos del proceso, parametro fundamental en biotecnologia, también ponen de
presente que el manejo del pH inicial de la fermentacién y la elicitacion de la misma modifican el
caracter funcional del producto abriendo nuevas perspectivas para su posterior utilizacién tanto como
coadyuvantes en la farmacoterapia de algunas enfermedades o en la produccion de nutricelticos y
alimentos funcionales, sin dejar de lado el aporte que dan al cultivo tradicional con la
implementacion del empleo del indculo liquido, con una ventaja l6gica desde el punto de vista de
ganancia para los fungicultores al disminuir el tiempo total de produccién y las pérdidas por
contaminacién, no son pocos los interrogantes que los mismos dejan y que sélo pueden ser resueltas
profundizando en posteriores estudios como son:

- Determinacion de la proporcion que representan los B-1,3-1,6-glucanos dentro de los
exopolisacaridos presentes en los medios de cultivo agotados, debido a que es bien conocido
gue son ellos los principales aportantes de las bioacciones de este grupo de compuestos.
Este calculo se puede realizar espectrofotométricamente con el empleo de la modificacion
del método de rojo congo previamente establecida en estudios realizados en el laboratorio

de Quimica de Hongos Macromicetos (454);

- Realizacién de las cinéticas de crecimiento de las tres especies de Pleurotus en las fuentes
de carbono usadas, asi como efectuar el seguimiento de la produccion de los bioactivos a
lo largo del tiempo de fermentacion en busca de establecer, con base en estos dos
parametros, si el tiempo empleado en el proceso es el ideal tanto para favorecer la biosintesis
de los metabolitos primarios y secundarios de interés, como para la produccién 6ptima de
biomasa. Asi mismo, encontrar el tiempo que permita evitar la autolisis, si ésta se llegara a

dar;

- Establecimiento de los posibles cambios en la morfologia de los cultivos y en la produccion
de biomasa Yy bioactivos con el empleo de los diferentes LEDs, asi como con los pH
iniciales del cultivo, en busca de una explicacion a las diferencias en la composicion

observada bajo dichas condiciones;
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Conclusiones generales y perspectivas

Busqueda de las condiciones 6ptimas en HPLC preparativa que permitan separar y poder
caracterizar inequivocamente las estructuras de los metabolitos biosintetizados por los

hongos, mediante la aplicacion de las técnicas espectroscdpicas necesarias;

Esclarecimiento de la relacion biosintética entre la produccion de estatinas y de
triterpenoides en hongos del género Pleurotus, con la hipétesis de que conociendo el efecto
hipocolesterolémico de las estatinas y su modo de accion por la inhibicion competitiva en
la biosintesis del colesterol, es factible que en estos organismos de igual forma se evidencie
una reduccion en la produccion de triterpenoides en general. Esta investigacion en la
actualidad se esta adelantando con cepas de Pleurotus certificadas como productoras de
estatinas;

Continuacion del estudio, iniciado en la Universidad del Bio-Bio, enfocado en la
produccion biotecnoldgica de estatinas por cepas mutantes de Aspergillus terreus obtenidas
con irradiacion UV, con el objetivo de evaluar el efecto que dichas condiciones tienen sobre

la produccion de los metabolitos y explorar su factibilidad de extrapolacién a macrohongos;

Profundizacion en el estudio de los componentes detectados por CLAE-UV y DAD, en los
extractos de los micelio s de los Pleurotus cultivados con las diferentes fuentes de carbono
y que presentan caracteristicas estructurales similares a las estatinas. Este tema se esta
abordando desde dos perspectivas: a) sintesis de precursores de las estatinas y/o derivados
de ellas previamente reportados en literatura para realizar co-inyecciones con los extractos
de los micelios; b) uso de técnicas analiticas como LC-MS o LC-QTOF/MS que permitan
confirmar o descartar que los picos detectados correspondan a estructuras anteriormente
reportadas en literatura estructuralmente relacionadas con los estandares usados, fase del
estudio que se estd adelantando con la colaboracion del profesor Félix Javier Hernandez
Hernandez del Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas del Instituto

Universitario de Plaguicidas y Aguas de la Universitat Jaume | de Castelon Espafia;

Evaluacidn, con la colaboracion de fungicultores, de la viabilidad del empleo del producto
biotecnolégico como indculo liquido en el cultivo tradicional de Pleurotus a escala

industrial y aprovechando los residuos agricolas generados en una region determinada.
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ANEXO 2A

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt del micelio (1), del producto de la hidrélisis a pH
basico (B) y después de la neutralizacion (N) de Pleurotus ostreatus cultivado por FEL con doce
fuentes de carbono. CB harina de cebada; AV harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz;
BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de soya; ST salvado de trigo; Tl harina de trigo
integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete granos; MA harina de maiz amarillo
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ANEXO 2B

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt de los micelios (1) y los medios agotados (E) de
Pleurotus djamor cultivado por FEL con doce fuentes de carbono. CB harina de cebada; AV harina de
avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY harina de
soya; ST salvado de trigo; TI harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina de siete

granos; MA harina de maiz amarillo.
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ANEXO 2C

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt de los micelios (1) y los medios agotados (E) de
Pleurotus pulmonarius cultivado por FEL con doce fuentes de carbono. CB harina de cebada; AV
harina de avena; TR harina de trigo; AZ harina de arroz; BT bienestarina; MZ harina de maiz; SY
harina de soya; ST salvado de trigo; T1 harina de trigo integral; MP harina de maiz pinto; SG harina
de siete granos; MA harina de maiz amarillo.
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ANEXO 2D

Espectros de masas de los compuestos triterpenoidales identificados en los extractos en AcOEt de los blancos de las
harinas de cereales, los micelios y los medios agotados.

I. Estigmast-5-en-3-ol 11. Ergost-5-en-3-ol

A G > AR

111, Estigmast-5,22-dien-3-ol V. Estigmast-3,5-dien-7-ona

— S R S S A Cas ors fre | A TGme

Uiy e L

can 5306 (35.678 min): 10081006.D

VII. Ergost-2,5,7,9(11),22-pentaeno

S ArEs (S50 D 11 oS 101 Scan 4811 (32,637 min>: 10111905 I

fal
ey L) o

'JW[‘JQ[‘J | | o W p—

I
oLy




284

Anexos

IX. Ergost-5,7,22-trien-3-ol

min): 10081002.0

\

‘“‘ sl ‘”

e

oy = |

il dbddl =

= o> b =0 - [ = S —ac gt
e

} -

\ ﬁmm}m 1,

3 Y
O e am» m a» e D IS D A =S

=
e
; | | i

am—

X. Ergost-7,22-dien-3-ol

i WL e

=

XV. Estigmast-4-en-3-ona XVI. Ergost-3-ona

Aunc

T e

Scan 5219 (25.146 min: 100810020
253

207

W ibTTishs

253
' “ 317 3941 ‘ azo
1 i L L I i

v

2OCECBAC 2GR BOCBEC BACEGC BBOAOCAZO



Anexos 285

XVII. Ergost-4-en-3-ona XVIII. Estigmast-4,22-dien-3-ona
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ANEXO 6A

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (I) de Pleurotus ostreatus cultivado
por FEL a pH 4,6, 5,6 y 6,6 empleando harina de cebada (CB), harina de avena (AV), salvado de trigo (ST), harina de
siete granos (SG) y harina de maiz amarillo (MA).
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ANEXO 6B

Comparacién por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (1) de Pleurotus djamor cultivado
por FEL a pH 4,6, 5,6 y 6,6 empleando harina de cebada (CB), harina de avena (AV) y salvado de trigo (ST).
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ANEXO 6C

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (I) de Pleurotus pulmonarius
cultivado por FEL a pH 4,6, 5,6 y 6,6 empleando harina de cebada (CB), salvado de trigo (ST) y harina de siete granos
(SG).
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ANEXO 7A

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (I) de Pleurotus ostreatus cultivado
por FEL con salvado de trigo como fuente de carbono y empleando LED’s amarillo (AM), azul (AZ), verde (VR), rojo
(RJ) y como controles la luz blanca (BL) y oscuridad (OC).
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ANEXO 7B

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (1) de Pleurotus djamor cultivado

por FEL con salvado de trigo como fuente de carbono y empleando LED’s amarillo (AM), azul (AZ), verde (VR), rojo

(RJ) y como controles la luz blanca (BL) y oscuridad (OC).
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ANEXO 7C

Comparacién por CG de los extractos en AcOEt del medio agotado (E) y del micelio (I) de Pleurotus pulmonarius
cultivado por FEL con salvado de trigo como fuente de carbono y empleando LED’s amarillo (AM), azul (AZ), verde
(VR), rojo (RJ) y como controles la luz blanca (BL) y oscuridad (OC).
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ANEXO 8A

Comparacion por CG de los extractos en AcOEt de las fructificaciones, cultivadas empleando in6culo liquido (IL) fresco

y refrigerado, con los micelios de Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor.

Aourcenas

Aorcine
120518060 .
700000 2600000,
IR D
. ., 650000- e .z 2400000- . .
Fructificacion Fructificacion Micelio
P. ostreatus P. ostreatus =071 P, ostreatus
80000 -
IL. Fresco IL. Refrigerado 2000000
50000 1800000-
as0000
260000,
00000
2400000
350000
220000,
300000
1000000
250000
I 00000
o000 00000
200000. 00000
. - /
o oMt me

i T T T T T T T T T T T T T T T
T T T T T T T T 560" 100’ 1500 200007 2500 000 3SO0 4000 500" 1000 1500 2000 2500 S000 F/OD 4000
SO OD B DD ED WD ED an

e Tirme—=
A Aoucae
Aardoee=
CRAReD TC12B1IARD
oy Fructificacion Fructificacion oy Miceli
; P ] icelio
«mj  P- PUIMONArius P. pulmonarius @) b imonarius
IL. Fresco sooo) |, Refrigerado P
oy )
AS000D-
Ty A
@y =000 @)
SH000Y 300000 )
p— =0 -
a0y A
A50000-
o - JM.L__
[
T - me
ROV
4 oo o 2o Zp 2m Zm  an : r T , T v T v O T T L T T T T
e SO0 1000 1500 2000 2500 3000 3/ 400 5 0D B 2D ZXN) B0 D) 4D A0
e
120706040 nc: 10081002.0
TEIEEmD am0000 o |
Micelio
«my  Fructificacion asoooo]  FTUCHIfiCACION el P, djamor
P. djamor 220000  P. djamor .
" IL. Fresco soo000) |, Refrigerado 250000
) 280000 140000
240000 120000
s 200000 100000
180000 0000
A 160000 80000
140000 70000
I 120000 60000
100000 50000
Iy BOOOO 40000
0000 30000
g o MV -
T T T T T T T T 20000 — - 10000 L n | x J| AA“.L
S0 T B DO ZD @O =0 40 %y v v v v v y T - = - -
T80 TEo0 2006 2506 3006 3556”400 TR o M o TN S o o

e e



Anexos 297

ANEXO 8B

Comparacién por CG de los extractos en AcOEt de los sustratos agotados de los cultivos empleando inéculo liquido (IL)
fresco y refrigerado de Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor.
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