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RESUMEN

Las sustancias bioactivas de Pleurotus
ostreatus pueden ser extraidas mediante
maceracion en solventes hidroalcohdlicos. Sin
embargo, los pardametros de operacion, no han
sido evaluados. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es evaluar la influencia del Tamafio de
Particula (TP), la Agitacion (A) y el Tiempo de
Maceracion (TM) en la Eficiencia de extraccion
de sustancias bioactivas de la seta ostra (E).
Para ello, se prepararon tinturas madre con
etanol al 60% y hongo en polvo en relacion
1:10y se realizd un disefio experimental 23 con
un nivel de confianza del 95%. Se encontré que
el tratamiento que presenta la mayor
eficiencia (29%) consta de TP=500 micras,
TM=48 hy FA=160 rpm. La influencia de FA en
E fue la Unica estadisticamente significativa. El
anadlisis de regresion lineal arrojo el siguiente
modelo matematico: E (FA)=- 0,0636667*FA+
31,9242.

PALABRAS
optimizacion.

CLAVE: extractos, eficiencia,

ABSTRACT

The bioactive substances of Pleurotus
ostreatus can be extracted by maceration in
hydroalcoholic  solvents. However, the
operating parameters have not been
evaluated. Therefore, the objective of this
work is to evaluate the influence of Particle
Size (TP), Agitation (A) and Maceration Time
(TM) on the Extraction Efficiency (E) of
bioactive substances from the oyster
mushroom. To do this, mother tinctures were
prepared byr 60% ethanol and powder
mushroom in 1:10 ratio, and an experimental
design 23 was carried out with 95%
confidence level. It was found that the
treatment with the highest efficiency (29%)
consists of TP = 500 microns, TM = 48 h and
FA = 160 rpm. The influence of FA on E was
the only statistically significant. The linear
regression analysis gave the following
mathematical model: E (FA) = - 0.0636667 *
FA +31.9242.
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INTRODUCCION ende, los procesos de extraccién por
maceraciéon cobran importancia, ya que
El envejecimiento acelerado de la poblacion y ademds de econdmicos, son sencillos v
el aumento de la carga de enfermedades ecolégicos. Los extractos pueden  ser

crénicas ha generado preocupacion
internacional y creado conciencia de |Ia
importancia del mejoramiento y preservacion
de la salud (Mitra y Rodriguez-Fernandez,
2010; OMS, 2015). Estudios epidemioldgicos
desarrollados por mas de 50 aflos han
manifestado que tales inconvenientes pueden
ser contrarrestados con una alimentacion
balanceada (Terry et al., 2001), de ahi que el
mercado mundial de alimentos funcionales
esté aumentando a una tasa anual del 8-14 %
(Agriculture and Agri-Food Canada, 2009).

Los hongos comestibles son considerados
alimentos funcionales, ya que presentan
propiedades tanto nutricionales como
medicinales que permiten mejorar las
funciones bioldgicas y por lo tanto la salud del
consumidor (M. E. Valverde, Herndndez-Perez,
y Paredes-Lépez, 2013).

El segundo hongo comestible mas cultivado en
el mundo es la seta ostra (Pleurotus ostreatus)
(Sudrez y Nieto, 2013), el cual sintetizan gran
variedad de compuestos bioactivos como
glicoproteinas, polisacdridos, policétidos,
péptidos, polifenoles, lectinas, betaglucanos,
entre otros, los cuales generan reacciones
biolégicas que favorecen la salud del
consumidor (Gomes-Corréa et al., 2016). Se ha
reportado actividad bioldgica anticancerigena
(Deepalakshmi y Mirunalini, 2016),
antiinflamatoria (Gunawardena et al., 2014),
antimicrobiana (Ramesh vy Pattar, 2010),
antioxidante (Khan et al., 2017), anti-tirosinasa
(Hapsari et al., 2012), antitumoral (Devi et al.,
2015), cardioprotectora (Yan et al.,, 2015),
hepatoprotectora (C. Zhang et al, 2016),
hipocolesterolémica, hipoglucémica (Y. Zhang
etal., 2016) e inmunomoduladora (Llaurado et
al., 2016).

Las propiedades medicinales de P. ostreatus
pueden ser aprovechadas mediante extraccion
de las sustancias bioactivas que le generan. Por

empleados como materia prima para la
formulacién de otras preparaciones (Azmir et
al., 2013), como muestra para el estudio de
componentes  bioactivos y  actividades
bioldgicas (Smith, 2003), o como insumo para
aplicaciones industriales que permitan
aprovechar su potencial biolégico (Chitiva,
2010). Dentro de las aplicaciones industriales
de los extractos fungicos se destaca su uso
como cosmocéuticos, nutricosméticos (Taofig
et al, 2016), nutracéuticos, nutricéuticos
(Niksic, Klaus, y Argyropoulos, 2016), vy
biofdrmacos (M. E. Valverde et al., 2013).

La distribucién y consumo de los extractos
fungicos constituye, no sélo una forma de uso
sostenible del capital natural, que segun el
Plan Nacional de desarrollo actual del Ecuador
(2014-2018), es uno de los objetivos para el
crecimiento verde del pais (DNP, 2014), sino
también, wuna forma de contribuir al
mejoramiento de la salud de la poblacion, que
es uno de los Objetivos del Desarrollo
Sostenible de la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU, 2015).

No obstante, los procesos de extraccion de
sustancias bioactivas a partir de hongos no
estan estandarizados, ya que las farmacopeas
existentes fueron hechas especificamente
para tratar material vegetal y animal (E.
Valverde y Dos Santos, 2000). Para
estandarizar el proceso es necesario evaluar la
influencia de los pardmetros que influyen en la
eficiencia de extraccion. Segun Valverde y Dos
Santos (2000), las variables de entrada que
influyen en la maceracion,
independientemente de la escala de
produccion o del tipo de producto final son: el
estado de divisiéon (tamafio de particula) de la
droga, la agitacion, la temperatura, el pH, la
naturaleza del solvente y el tiempo de
extraccion
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Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es
evaluar la influencia del Tamafio de Particula
(TP), la Agitacion (A) y el Tiempo de
Maceracion (TM) en la Eficiencia de extraccion
de sustancias bioactivas de la seta ostra (E).

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

La cepa ceba-gliie-po-010106 de Pleurotus
ostreatus, perteneciente al Banco de Recursos
Genéticos Microbianos (BRGM) del CEBA fue
empleada como inéculo primario para la
propagacion del micelio sobre los granos de
trigo, los cuales fueron usados como inéculo
secundario para la propagacién del micelio
sobre el sustrato electo, la paja de fréjol
(Phaseolus vulgaris) (Pineda, 2014). Los
cuerpos fructiferos del hongo se cultivaron a
una temperatura promedio de 18 °C,
adoptando las consideraciones técnicas
establecidas por Pineda, Duarte y Ponce
(2017); luego se cosecharon y se almacenaron
a 4°C hasta su uso.

Equipos

Se empled una balanza de precisién Acculab
VIC212, un horno desecador Jelo Tech ON-O1E,
un molino eléctrico VICTORIA VH750-C, un
agitador mecdnico (shaker) Stuart SSM1,
tamices Fisher No. 18 (1 mm) y 35 (0,5 mm).

Preparacion del material bioldgico

Los cuerpos fructiferos se revisaron para
comprobar que no se encuentren en
deterioro, luego se fragmentaron en trozos de
aproximadamente 5 cm y se deshidrataron en
el horno de secado a 60 °C hasta peso
constante, segun metodologia de Ma vy
colaboradores (2014). Posteriormente se
molierony se tamizaron. Se selecciond el polvo
que pasara por el tamiz No. 18 y quedara por
encima del No. 35.

Maceracidn dindmica

La tintura para cada Erlenmeyer se prepard
guardando una relacion peso/volumen 1:10
entre la muestra y la tintura (Comissdo
Permanente de Revisdo da Farmacopéia
Brasileira., 1997). Las tinturas se maceraron
segln disefio experimental y se filtraron. Los
residuos obtenidos se conservaron para
calcular la eficiencia de extracciéon y los
extractos para estudios posteriores de quimica
analitica.

Disefio experimental

Se realizé un disefio experimental factorial 23,
con un numero de respuestas, 15 grados de
libertad (g. |.) para el error y un orden
completamente aleatorizado. Los factores de
estudio fueron el Tiempo de Maceracién (TM),
la Frecuencia de Agitacién (FA) y el Tamafio de
Particula (TP), con dos niveles de estudio cada
uno, los cuales se combinaron formando un
total de 8 tratamientos que se realizaron por
triplicado dando lugar a 24 corridas
experimentales. Los niveles seleccionados
para el factor TM fueron 24 h y 48 h, mientras
que los para el factor FA fueron 140 rpm vy 160
rom, y para el Factor TP fueron 500 micras y
1500 micras. La variable de respuesta fue la
eficiencia de extraccién de sustancias
bioactivas y la unidad experimental fue una
muestra de aproximadamente 5 g del hongo
seco en polvo. El resto de pardmetros se
consideraron parametros de operacién, tales
como la temperatura ambiente de 27 °C, la
presion atmosférica de 0,95 atm y el solvente
etanol al 60 % v/v.

Calculo de la eficiencia de extraccion

Los filtros de papel Whatman No. 4 se secaron
a 60 °C hasta peso constante (AOAC, 1990).
Por otro lado, las muestras maceradas se
filtraron al vacio y se secaron sobre el papel
Whatman a 60 °C hasta peso constante, el cual
también se registrd. El peso final de las
muestras se obtuvo difiriendo los valores
previamente registrados (1), y el peso de las
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sustancias bioactivas extraidas se determino Trat TM (h) FA (rpm) TP (micras) E (%)
sustrayendo al peso inicial de la muestra su

. g 2 48 140 1500 20,00
peso final luego de la maceracién (2).
6 48 140 500 13,18
8 48 160 500 29,65
Pfm = Ppm—P 1 ’

fm(9) P o/ () 2 48 140 1500 21,65

Pext (g) = Pim — Pfm (2) 7 24 160 500 20,38

5 24 140 500 23,06
Donde; 8 48 160 500 28,24
Pfm = Peso seco final de la muestra (luego de 3 24 160 1500 23,53
maceracion) 6 48 140 500 13,65
Ppm = Peso seco de la muestra sobre el papel 1 24 140 1500 17,88
filtro 4 48 160 1500 21,88

Ppf = Peso seco del papel filtro

Pext = Peso seco de sustancias bioactivas
extraidas

Pim = Peso seco inicial de la muestra (antes de
la maceracion)

La ecuacion 3 permite calcular la eficiencia de
extraccion de las sustancias bioactivas,
mediante el cociente entre el peso seco del
extracto y el peso seco inicial de la muestra,
multiplicado por 100.

Pext

E (%) = «100 (3)

Pim
RESULTADOS

En la tabla 1, se presenta la matriz de
resultados, conforme al disefio experimental.

Tabla 3. Matriz de resultados experimentales.

Trat TM (h) FA(rpm) TP (micras) E (%)
2 48 140 1500 20,24
6 48 140 500 14,12
7 24 160 500 19,76
5 24 140 500 22,59
3 24 160 1500 23,76
1 24 140 1500 17,65
8 48 160 500 28,94
4 48 160 1500 21,65
7 24 160 500 21,00
3 24 160 1500 24,00
4 48 160 1500 21,41
5 24 140 500 22,12
1 24 140 1500 17,41

Anadlisis de Varianza para Eficiencia

Enlatabla 2, se presenta el ANOVA, que evalla
la variabilidad de eficiencia en piezas
separadas para cada uno de los efectos.
Entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio
contra un estimado del error experimental. En
este caso, un efecto tiene el valor-P menor que
0,05 indicando con un nivel de confianza del
95,0% que su influencia en la eficiencia de
extraccion es estadisticamente significativa.

Tabla 4. Analisis de varianza para Eficiencia

Fuente Razén-F Valor-P
™ 0,01 0,9349
FA 11,73 0,0038
TP 0,10 0,7549
(TM)*(FA) 4,42 0,0529
(TM)*(TP) 0,04 0,8360
(FA)*(TP) 1,02 0,3294

Analisis de Pareto

En la figura 1, se presenta el diagrama de
Pareto estandarizado para la eficiencia, el cual
corrobora los resultados del andlisis de
varianza, indicando que existe diferencia
significativa en el valor de la Eficiencia cuando
se estudia el factor de agitacion.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Eficiencia Superficie de Respuesta Estimada
‘ ‘ Tamafio=1000,0
B:Agitacion ‘ /0 +
I -
AB ‘
o | I
C:Tamafio - 'é
|
A:Tiempo D
0 1 2 3 4
Efecto estandarizado .
i Tiempo

Figura 1. Diagrama de Pareto Estandarizada
para Eficiencia

Camino de Maximo Ascenso para Eficiencia

En la tabla 2, se presenta el trayecto de
maximo ascenso (o descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regidn
experimental actual, a través del cual la
respuesta estimada cambia mas rapidamente
con un cambio menor en los factores
experimentales. Indica buenas locaciones
para correr experimentos adicionales si el
objetivo es incrementar o disminuir la
eficiencia. Actualmente, 6 puntos se han
generado cambiando tiempo en incrementos
de 1,0 (h).

Tabla 3. Camino de Maximo Ascenso para
Eficiencia

™ FA TP Prediccién
(h) (rpm)  (micras) E (%)
36,0 150,0 1000,0 21,1563
37,0 155,0 960,446 22,5365
38,0 157,335 932,349 23,3118
39,0 159,213 906,503 24,0217
40,0 160,864 881,886 24,7175
41,0 162,374 858,087 25,4176

Andlisis de la superficie de respuesta estimada

En la figura 2, se presenta la superficie de
respuesta estimada. La maxima eficiencia se
logra cuando se trabaja con niveles superiores
de tiempo y agitacién para un tamafio de
particula de 1000 micras.

Figura 2. Superficie de respuesta estimada
para un tamafio de particula de 1000 micras.

Modelo matemadtico empirico

Un modelo de regresién lineal fue arrojado por
el software estadjistico:

E (FA) = —0,0636667 * FA + 31,9242

Utilizando el modelo matematico como
funcion objetivo, se optimiza la variable
respuesta, logrando un valor maximo de
26,11% cuando el proceso es operado a 48
horas de tiempo, 160 rpm de agitacién y 500
micras de tamafio de particula.

DISCUSIONES
Tamafio de particula

La velocidad de difusion del solvente esta en
funcion del tamafio de particula de la droga. La
division excesiva de la droga produce polvos
muy finos que se compactan, lo que dificulta la
penetracion del solvente y la extraccién
incompleta de los principios activos; ademas,
pueden pasar al extracto y dar una apariencia
turbia. La filtracion de esos extractos es dificil,
lenta y costosa, ademads, causa la retencion de
una parte del extracto. Por otro lado, una
deficiente reduccion del tamafio de particula
disminuye el area superficial de la droga, lo
que dificulta la penetracion del solvente a las
células fungicas (E. Valverde y Dos Santos,
2000).

Estd comprobada su influencia en la eficiencia
de extraccion de polifenoles de la hierba
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Thymus serpyllum L (Jovanovi¢ et al., 2017),
pero en la extraccion de sustancias bioactivas
de hongos por maceracién no ha sido
evaluada.

Pese a que el tamafio de particula no ha sido
evaluado, algunos investigadores han
trabajado con tamafios de particula de 0,8 mm
logrando una eficiencia del 32,7% (Finimundy
et al. 2018); 0,5 mm logrando una eficiencia
del 4% (Szwengiel y Stachowiak, 2016); 0,4 mm
logrando una eficiencia del 3,1% (Lin et al.,
2014); 0,25 mm logrando una eficiencia del
2,6% (Hu et al., 2006); y 0,18 mm logrando una
eficiencia del 7,1% (Li y Shah, 2016). Pareceria
que la disminucién del tamafio de particula
provoca la disminucién de la eficiencia, pero Li
y Shah (2016) obtuvieron una mayor eficiencia
que los otros autores, con excepcion de
Finimundy y colaboradores (2018), pese a que
su TP es el menor. Por lo que podria pensarse
que este parametro no tiene influencia fuerte
en la eficiencia de extraccion, coincidiendo con
este trabajo.

Frecuencia de agitacion

La agitacién ritmica y fuerte de la tintura
contra un soporte adecuado o recipiente se
denomina dinamizacién (Machado, 2000), , y
favorece el proceso de extraccidn gracias a que
incrementa la difusion de las sustancias
bioactivas y disminuye el gradiente de
concentracién (Azmir et al., 2013). Esta
comprobado que la dinamizacion de la
maceracion aumenta la eficiencia de
extraccion de polifenoles (Lima et al., 2015).

La mayoria de las investigaciones reportadas
en la literatura para P. ostreatus realizan la
extraccion por maceracion estdtica, son pocas
las que incorporan agitacion al proceso, vy
cuando lo hacen optan por una frecuencia de
150 rpm (Huang et al., 2015; Nattoh et al,,
2016; Ramesh y Pattar, 2010; Ren et al., 2014;
C. Zhang et al., 2018), que es la recomendada
por las farmacopeas para drogas vegetales.
Otros autores operaron a 115 rpm (Sulistiany,

Sudirman, y Dharmaputra, 2016) y el resto no
controlé la frecuencia de agitaciéon (Hapsari et
al.,, 2012; J. Liet al., 2015; D. Ren et al., 2015).
Pero ningun autor evalud la influencia de la
frecuencia de agitacion en la extraccion de
sustancias bioactivas de Orellana. Aunque
algunos calcularon la eficiencia de extraccién:
32,7% operando con agua al clima a 500 rpmy
relacion 1:30 (Finimundy et al. 2018), 7,8%
operando con etanol 80% a 150 rpm y relacion
1:50 (Radzki et al., 2016); 22,2% operando con
agua hirviendo a 150 rpm y relacion 1:20 (Alam
et al., 2010).

En el presente trabajo se encontrd que la
frecuencia de agitacién si tiene influencia
significativa y su valor dptimo fue de 160 rpm,
muy cercano al recomendado por las
Farmacopea argentina (1996), Farmacopea
brasilefia (2010) y Farmacopea francesa
(1847).

Tiempo de maceracién

Se determina experimentalmente en funcion
del solvente y del equipo seleccionado. Debe
ser el suficiente para permitir la separacion de
los compuestos de interés, sin embargo, tiene
que procurarse que no sea excesivo para evitar
sobrecostos innecesarios (Dalonso et al,
2010).

Tan sélo dos investigaciones evaluaron la
influencia del tiempo de maceracién en el
proceso de extraccién de polisacdridos de
Pleurotus. Para Jiao y colaboradores (2017) el
tiempo optimo fue de 44,77 minutos y obtuvo
una eficiencia de tan soélo 3.61%, mientras que
para Sun y colaboradores (2010) fue de 2.7
horas, aunque no midieron la eficiencia de
extraccion como variable de respuesta sino el
porcentaje de purificacion. Algunos estudios
afirman que debe limitarse a 90 minutos, ya
que luego de este tiempo la influencia sobre la
eficiencia de extraccion tiende a ser
insignificante (Albuquerque et al, 2017,
Jovanovi¢ et al., 2017), por lo que no seria un
factor estadisticamente influyente (Cuji¢ et al.,
2016). Ademas, Modelos de Superficie de
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Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés)
demostraron que el tiempo de operacion no se
ve afectado por la Relacién Droga:Solvente, el
ndimero de extracciones o la temperatura de
operacion (Sun et al., 2010).

Alam vy colaboradores (2010) realizaron
maceraciones acuosas durante 3 h vy
obtuvieron una eficiencia del 22,2%.
Finimundy y colaboradores (2018), lo hicieron
durante 2,5 h y obtuvieron una eficiencia del
32,7%. Hapsari y colaboradores (2012)
maceraron durante 2 h y obtuvieron una
eficiencia del 12%. Pahila y colaboradores
(2017) lo hicieron en menos de una hora vy
obtuvieron una eficiencia de tan sélo el 10%,
del mismo modo que Phat, Moony Lee (2016),
quienes obtuvieron una eficiencia de tan sdlo
el 3,1%, operando cada uno con diferente
relacién  droga:solvente. Otros autores,
realizaron las maceraciones incorporando
etanol, antes y/o después de la maceracion en
agua, obteniendo eficiencias del: 30 %
operando con agua hirviendo durante 2 h'y
Etanol 80% durante 4 h (Xu et al., 2016); 7,8%
operando con Etanol 80% durante 1 h y agua
hirviendo durante 3 h (Radzki et al., 2016);
7,1% operando con Etanol 95% durante 24 h,
agua hirviendo durante 3 h y Etanol 80%

durante 12 h (S. Li y Shah, 2016); 5,8%
operando con agua durante 3 h y Etanol 95%
durante 24 h (Y. Zhang et al., 2012); 5,3%
operando con Etanol 80% durante 24 h, agua
durante 2 h y Etanol absoluto durante 12 h
(Xia, Fan, Zhu, y Tong, 2011); 5,2% operando
con Etanol 99% durante 48 h, agua hirviendo
durante 8 h y Etanol 99% durante 12 h (P.
Mitra, Khatua, y Acharya, 2013) 3,8% vy 3,1%
operando con Etanol absoluto durante 6 h y
24 h, respectivamente (Komura et al., 2014;
Lin et al., 2014); 2,7% % operando con Etanol
80% durante 3 h y agua hirviendo durante 3 h
(Facchini et al., 2014). Considerando los datos
anteriores, se ve no relacion de linealidad y/o
proporcionalidad entre la variacion del tiempo
de maceracion y la eficiencia de extraccion, lo
que concuerda con los resultados de este
trabajo.

CONCLUSIONES

Se encontrd que el tratamiento que presenta
la mayor eficiencia (29%) consta de TP=500
micras, TM=48 h y FA=160 rpm. La influencia
de FA en E fue la Unica estadisticamente
significativa. El analisis de regresiéon lineal
arrojé el siguiente modelo matematico: E
(FA)=- 0,0636667*FA+ 31,9242.
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