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RESUMEN

El ndigo Carmin (IC) es un colorante textil
ampliamente usado, que causa contaminacion
ambiental por su estructura polifendlica de
naturaleza persistente. Los Hongos de
Pudricién Blanca (HPB) producen un complejo
de enzimas no especificas capaces de degradar
colorantes polifendlicos como el IC, por lo que
su biomasa viva y/o sus enzimas presentan
aplicaciones industriales potenciales en el
tratamiento de efluentes industriales, en el
blanqueo de pulpa para papel y en el
envejecido de telas. El objetivo de éste articulo
es describir los avances cientificos en la
degradacién enzimética de Indigo Carmin (IC)
por HPB e identificar las deficiencias de
conocimiento que limitan su desarrollo
tecnoldgico. Se identificd que la principal
limitante tecnoldgica es el deficiente escalado
del proceso.

PALABRAS CLAVE: biorremediacién, enzimas,
industria, lacasas, peroxidasas.

ABSTRACT

Indigo Carmine (IC) is a widely used textile dye,
which causes environmental pollution due toits
polyphenolic structure of persistent nature.
White Rot Fungi (WRF) produce a complex of
non-specific enzymes capable of degrading
polyphenolic dyes such as IC, so that their living
biomass and / or their enzymes present
potential industrial applications in the
treatment of industrial effluents, in the
bleaching of pulp for paper and in the aging of
fabrics. The objective of this article is to
describe the scientific advances in the
enzymatic degradation of IC by WRF and to
identify the knowledge deficiencies that limit its
technological development. It was identified
that the main technological limitation is the
poor scaling of the process.

KEYWORDS: bioremediation,
industry, laccases, peroxidases.

enzymes,

INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos son compuestos
aromaticos que en su estructura incluyen
anillos aril con sustituyentes nitros, aminos,

hidroxilos, entre otros, los cuales presentan
sistemas de electrones  deslocalizados
responsables de la absorcion de la radiacién
electromagnética de diferentes longitudes de
onda (Quintero y Cardona, 2010). Se pueden
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clasificar por tecnologia de tefiido, estructura
guimica o enlace cromdforo, indice de colory
tipo de ionizacién (Quintero y Cardona, 2010;
Wesenberg, 2003).

Los tintes tina (incluyendo el indigo) y los
sulfurosos representan alrededor del 31% del
mercado mundial de colorantes textiles, valor
del cual el indigo constituye el 7%,
representando cerca de 12.000 toneladas
(Roessler, Crettenand, Dossenbach, Marte, vy
Rys, 2002). Su uso estd muy difundido en la
industria del denim, aunque gran parte del
tinte empleado en la tincidn de las telas, no se
fija, sino que se pierde en las aguas residuales
en proporcion del 2 al 50%. Se calcula que la
industria textil genera alrededor de 200 a 350
metros cubicos de aguas residuales por
tonelada de ropa tefiida(Husain, 2010; Kuhad,
Sood, Tripathi, Singh, y Ward, 2004; Schoeberl,
Brik, Braun, y Fuchs, 2005).

Al salir en las aguas residuales, los tintes
constituyen  contaminantes  persistentes
debido a su origen sintético, su estructura
compleja de alto peso molecular (Kuhad et al.,
2004), y su estabilidad a la luz, a la
temperatura y al ataque microbiano (Gregory,
2000) generando fluctuaciones de las fuentes
hidricas en parametros como demanda
quimica de oxigeno (DQO), demanda
biogquimica de oxigeno (DBO), pH, color,
salinidad, composicién quimica (Talarposhti,
Donnelly, y Anderson, 2001). El Indico Carmin
(IC), pese a contaminar el medio ambiente,
causa dermatitis alérgica, conjuntivitis,
hipertensién,  hiperactividad,  afecciones
gastrointestinales y neurotoxicidad (Additifs,
2015; EFSA, 2015), ademéas de ser un
cancerigeno probable seglun la Association
pour la Recherche Thérapeutique Anti-
Cancéreuse (ARTAC, 2011).

Los métodos convencionales de tratamiento
de efluentes de la industria textil se han
caracterizado por ser eficientes, sin embargo,
son inviables econdmicamente, generan lodos
y en el caso de las membranas se colmatan;
por el contrario, los métodos bioldgicos como

la biorremediacién, trabajan con organismos
vivos o muertos y/o enzimas, libres o
inmovilizados  con  actividad  bioldgica
depurativa, son mas econdmicos, son
efectivos y no generan lodos (Kuhad et al.,
2004). En la biorremediacion se han empleado
hongos y/o bacterias en cultivos individuales o
cocultivo para degradacion de colorantes
industriales, siendo los Hongos de Pudricién
Blanca (HPB) de vital importancia gracias a su
sistema enzimatico inespecifico, que consta de
ligninasas de tipo peroxidasa y fenoloxidasa,
qgue en la naturaleza inician, mas no dirigen la
degradacién de la lignina contenida en la
madera, la cual tiene una estructura
polifendlica similar a la de los colorantes
sintéticos (Glenn y Gold, 1983; Wesenberg,
2003).

Debido a que la actividad enzimatica de los
HPB es inespecifica, los colorantes pueden ser
también objeto de degradacién. Su eficiencia
depende de variables exdgenas como la
temperatura de incubacion, presencia o
ausencia de inductores, concentracion de
sustrato (indigo, en este caso), composicion
del medio, pH, entre otros (Harvey y Thurston,
2001). El papel depurador de los hongos de
pudricién  blanca puede ir desde |Ia
decoloracion de las aguas residuales coloradas
con tintes industriales, hasta su detoxificacion,
como reporta Abadulla et al. (2000) en
colorantes antraquindnicos, azo e indigoide
tratados con Trametes Hirsuta.

El objetivo de este articulo es describir los
avances cientificos en la degradacién
enzimatica de (ndigo Carmin (IC) por HPB e
identificar las deficiencias de conocimiento
que limitan su desarrollo tecnoldgico.

iNDIGO CARMIN

El indigo carmin es un polvo azul oscuro vy
cristalino que también estd disponible como
laca. Es insoluble en agua, alcohol y éter
debido a las fuerzas intermoleculares fuertes
de los puentes de hidrogeno, pero soluble en
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cloroformo, nitrobenceno y acido sulfurico
concentrado (Zollinger, 2003). Genéricamente
es denominado indigotina, carmin de indigo o
indigo carmin. En los Estados Unidos de Norte
América le identifican como §74.102 FD&C
Blue No. 2 mientras que en la Unién Europea
le reconocen como E132. También suele
conocerse como Cl 73015, CI 75781
(cosméticos), Cl Vat blue |, FD & C Azul N2 2 /
Azul 2 (EE.UU.), Azul Acido CI 74 (Additifs,
2015). En la figura 1 se puede ver el grupo
cromoéforo causante del color, que consta de
un doble enlace entre dos carbonos
sustituidos por dos donadores N-H y dos
aceptores C=0 (U. S. Government Publishing
Office, 2016).

O

grupo croméforo

b,
NuSQ 3

Fig. 1. Molécula de indigo (a) y molécula de
indigo carmin (b) (Quintero y Cardona, 2010).

El indigo carmin se obtiene por calentamiento
del indigo (afiil o pasta de indigo), en presencia
de acido sulfurico. El aditivo es aislado vy
sometido a procedimientos de purificacién (U.
S. Government Publishing Office, 2016). Es
ampliamente empleado como aditivo en la
industria farmacéutica, alimentaria (animal,
humana...) y cosmética desde 1931 (FDA,
2015). Su aplicacion mas importante es el
teflido de Blue Jeans y otros productos del
denim (Gemeay, Mansour, El-Sharkawy, y Zaki,
2003).

El indigo se fija a los textiles durante la etapa
de tincién mediante dxido-reduccion compleja
debido a su insolubilidad en agua y a la no
afinidad con las fibras celulosas (Bozi¢ y Kokol,
2008). El colorante es reducido con agentes

reductores o} mediante métodos
electroquimicos, de modo que empieza a
decolorarse, solubilizarse en agua, aumentar
su afinidad por la celulosa e incorporarse a las
fibras textiles a través de sus hendiduras. En la
medida en que seca la tela, el indigo va
volviendo a su forma insoluble, estableciendo
enlaces mecanicos con las fibras (Quintero y
Cardona, 2010). Finalmente, se adiciona
peroxido de hidréogeno u oxigeno atmosférico
a pH alto para remover el exceso de colorante
(Bozi¢ y Kokol, 2008).

EFLUENTES TEXTILES

En la tabla 1 se observan las caracteristicas
fisicoquimicas de un efluente teflido con
indigo:

Tabla 1. Caracterizacion de un efluente de la
industria textil teflido de indigo

Parametro Valor de Valor promedio
rango

pH 11.2-11.3 11.3+/-0.1

DQO (mg/L) 1300-1554 1427 +/- 180

Conductividad 12.2-12.3 12.3+4/-0.1

Color (Pt-Co) 3132-4190 3661 +/-748

Fuente: (Magay Tu, 1995)

MECANISMOS DE DEGRADACION

o

- (s}
S0 e
Oxidacién NH

- NH
<10
NH Isatina

0 S0y 50;
Indigo carmin NH

Acido sulfénico isatina
(b)

50y 0 y = H
‘ NH O Reduccién S0; bl
— _—— e—H
NI ’(\II
J S0y NIl

Indigo carmin Acido sulfénico indolina

Fig. 2. Mecanismos de degradacion del indigo
carmin (H.-X. Li et al., 2015).

El mecanismo de degradacion del indigo
carmin mas comun es la oxidacion, donde se
producen principalmente isatina y acido
sulfénico isatina como metabolitos tras la

0
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escision del doble enlace C=C y la formacién
del grupo carbonilo C=0. Existen también
algunas bacterias como Bacillus spp. que no
oxida, sino que reducen el IC hasta &acido
sulfénico indolina segun figura 2 (H.-X. Li, Xu,
Tang, Zhang, y Mao, 2015).

TRATAMIENTO DE EFLUENTES

Métodos fisicoquimicos

Adsorcion por hidroxido de calcio (Ramesh,
Kirana, Ashwini, y Manasa, 2015), por
nanofibras de alcohol de  polivinilo
mesoporoso (Teng, Li, Zhang, y Taha, 2011),
por quitina o quitosan (Prado, Torres, Faria, y
Dias, 2004); coagulaciéon con sulfato de
aluminio vy cloruro férrico (Unlu, Yukseler, y
Yetis, 2009); filtraciéon por membranas (Buscio,
Crespi, y Gutiérrez-Bouzan, 2015; Unlu et al.,
2009); oxidacion quimica con peréxido de
hidrogeno sobre gel de silica (Gemeay et al.,
2003), con pelicula de birnesita (Zaied et al.,
2011), con ozono (Qu, Xu, Meng, Wang, y
Wang, 2015); oxidacion electroquimica con un
electrodo de tipo DSA y un catodo de circonio
(Palma-Goyes, Silva-Agredo, Gonzalez, vy
Torres-Palma, 2014); fotodegradacién quimica
con perdxido de hidrégeno vy radiacion UV
(Galindo, Jacques, y Kalt, 2001); fotocatalisis
en fibras de dioxido de titanio (Barka,
Assabbane, Nounah, y Ichou, 2008; Othman,
Mohamed, y Ibrahem, 2007; Palma-Goyes et
al., 2014; Vautier, Guillard, y Herrmann, 2001);
electrofenton y foto-electrofenton (Flox et al.,
2006); ultrasonido (Palma-Goyes et al., 2014);
y disolucion en un agente tensoactivo como
bromuro de cetiltrimetilamonio (Lu et al,
2005).

Métodos bioldgicos

Actividad microbiana con células libres o
inmovilizadas, principalmente de Bacillus spp
(H.-X. Li et al, 2015), y-Proteobacterium
(Singh, Capalash, Goel, y Sharma, 2007) vy
Paenibacillus larvae (Ramya, Anusha, vy
Kalavathy, 2008). Actividad enzimatica,
principalmente con enzimas lacasas de Bacillus
amyloliquefaciens (L. Lu et al., 2012), de
Scytalidium thermophilum (L. Lu et al., 2012),

de Bacillus subtilis (Cho, Seo, Lee, y Pan, 2011)
y de hongos de pudricidon blanca (Balan vy
Monteiro, 2001; Wesenberg, 2003).

HONGOS DE PUDRICION BLANCA

Los hongos de pudricién blanca (HPB) abarcan
grupos diversos ecofisioldgicamente como los
basidiomicetes, que en la naturaleza son
capaces de despolimerizar y mineralizar la
lignina presente en la madera por accion de
una o mas enzimas extracelulares, con
procesos de absorcién minima en los micelios
(Wesenberg, 2003). La lignina es un polimero
que forma parte de la pared celular de las
plantas y se conforma de unidades no
repetitivas de fenilpropanoide ligadas por
varios enlaces C-C, con una estructura muy
semejante a la de los Compuestos Organicos
Persistentes (COPs); su alta complejidad,
estabilidad e irregularidad implica que las
enzimas que le degradan, posean la habilidad
de oxidar inespecificamente sustratos de alto
potencial de oxido-reduccion.

Por tanto, las Enzimas Modificadoras de
Lignina (EML) pueden degradar varios
compuestos de estructura polifendlica
semejante a la lignina como los colorantes
sintéticos y otros compuestos persistentes
(Pointing, 2001; Swamy y Ramsay, 1999; Van
Aken y Agathos, 2002), lo cual le otorga
diversas aplicaciones biotecnolédgicas como la
biorremediacion (Bumpus y Aust, 1987) vy el
blanqueo tanto de la pulpa para papel
(Camarero et al.,, 2007) como de prendas
textiles en la etapa del acabado (Doshi vy
Shelke, 2001).

ENZIMAS MODIFICADORAS DE LIGNINA (EML)

Las Enzimas Modificadoras De Lignina (EML)
de los HPB son principalmente tres
oxidoreductasas: una fenoloxidasa y dos
peroxidasas; Lacasa (LAC), Manganeso
Peroxidasa (MnP) y Lignin-peroxidasas (LiP),
respectivamente. LiP y MnP requieren de un
suministro  constante de perdxido de
hidrogeno, por lo que enzimas auxiliares como
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Glioxal Oxidasa y Superdxido Dismutasa son
necesarias. Algunos hongos producen las tres
enzimas ligninoliticas mientras que otros sdlo
pueden sintetizar una (Glenn y Gold, 1983;
Wesenberg, 2003).

Los HPB producen las EML durante su
metabolismo secundario (idiofase), que segun
la teoria, es la fase de stress celular inducida
por el nivel limitado de la fuente de Carbono o
Nitréogeno, el cual puede ser simulado a escala
laboratorio (Wesenberg, 2003). Las EML son
capaces de iniciar, mas no de dirigir el proceso
denominado “Combustién enzimatica” que
activa al compuesto polifendlico para que
supere la barrera energética e inicie una
fragmentacién termodindamicamente
favorecida (Kirk y Farell, 1987).

Las EML catalizan la oxidacién del IC mediante
abstraccién de cuatro electrones para reducir
del oxigeno molecular a agua y producir
isatina. A partir de alli sigue una secuencia de
reacciones de hidrolisis sin mediacion de la
enzima. La isatina se oxida y forma el acido
isatico, que es inestable y se descarboxila
espontdneamente produciendo acido
antranilico como  producto final de
degradacién. Varios factores pueden influir en
la velocidad global de la degradacién
enzimdtica de indigo tales como los
fendmenos de adsorcién, las limitaciones de
transporte, la accesibilidad y el potencial redox
de la enzima vy el sustrato (Balan y Monteiro,
2001; Campos, Kandelbauer, Robra, Cavaco-
Paulo, y Gubitz, 2001). A continuacién, se
describen las principales enzimas ligninoliticas
implicadas en la degradacion del IC.

Peroxidasas

Son enzimas que utilizan perdxido de hidrégeno para
catalizar la oxidacion de una variedad de compuestos
organicos e inorgdnicos. La gran mayoria tiene un grupo
protoporfirina IX (hemo b) como grupo prostético, el
cual consta de un Fe?* pentacoordinado a 4 Nitrégenos
pirrélicos y al nitrégeno de la histidina proximal (Conesa,
Punt, y van den Hondel, 2002). En la figura 4 se ilustra
su ciclo catalitico.

Enzima en reposo

ROOHD/ l \CA+OH

4‘#

LTl Q
cII

Fig. 3. C|cIo catalitico de las peroxidasas
(Rodriguez Sanchez, 2006).

Las diferentes peroxidasas difieren en la
naturaleza del sustrato de reducciéon, como se
describe a continuacion:

Manganeso-Peroxidasas: son las  mas
producidas por los hongos de pudricidn
blanca. Son glicoproteinas N-Glicosiladas con
una protoporfirina de hierro IX (hemo) como
grupo prostético, peso molecular entre 32 a
62.5 kDa, y multiples isoformas, alrededor de
11. Las MnP oxidan Mn ?* a Mn 3*, cation que
solo degrada compuestos fendlicos porque su
potencial redox no es suficientemente elevado
para mediar la ruptura de enlaces Ca-Cp.
Mn 3* es inestable en medio acuoso, por ende,
es estabilizado con quelantes sintetizados por
el mismo hongo como el acido oxalico o el
maldnico, y promovido tanto por mediadores
nativos Mn?*y Mn3*, como por cooxidantes o
mediadores secundarios como los acidos
grasos insaturados (Tween 80...) o los tioles
(Glutation reducido, cisteina...); éstos Ultimos
son secretados por la célula en forma de
péptidos durante la lisis celular parcial (Conesa
et al., 2002; Paszczynski, Andrzej Crawford y
Huynh, 1988; Wesenberg, 2003).

Lignin-peroxidasas: su masa molecular esta
entre 38 y 47 kDa, presenta hasta 19 isoformas
y su estructura N-Glicosilada contiene un
grupo hemo en el sitio activo. Esta enzima
cataliza las escisiones laterales, la ruptura de
anillos de compuestos fendlicos, las
demetoxilaciones, las cloraciones oxidativas, y
la oxidacion de compuestos tipo lignina




Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

aromatica no fendlica como los dimeros
mediante la extraccién de un electron para
formar radicales reactivos. Sin embargo, la LiP
no es imprescindible para iniciar la oxidacién
de la lignina; inclusive existen varios HPB que
no le excretan. Al igual que las MnP, la
actividad de las LiP es promovida por
mediadores redox sintetizados por el mismo
hongo como 2-cloro-1,4-dimetoxibenceno vy
alcohol veratrilico (3,4-Dimethoxybenzyl) que
acercan sustratos al centro redox de la enzima
y le salvaguardan de inactivacién por agua
oxigenada (Conesa et al., 2002; Van Aken vy
Agathos, 2002; Wesenberg, 2003).

Versatil-peroxidasas: se describié por primera
vez en Pleurotusy Bjerkandera. Esta enzima
puede oxidar tanto compuestos aromaticos
fendlicos como no fendlicos, por lo que se
considera un hibrido entre MnP y LiP; ademas,
es curioso que su pH optimo difiera de acuerdo
al sustrato oxidado, siendo de 5 para Mn 'y
de 3 para compuestos aromaticos, valores

similares a o6ptimos para MnP vy el LiP,
respectivamente. Por otro lado, oxida
directamente  hidroquinonas y  fenoles

sustituidos que no se oxidan de manera
eficiente por MnP vy LiP (Martinez, 2002;
Wesenberg, 2003).

FENOLOXIDASAS

Lacasas

Son enzimas N-Glucosiladas del tipo
fenoloxidasas producidas por casi todos los
basidiomicetes de pudricién blanca. Su peso
molecular esta entre 60 a 390 kDa, presentan
cuatro atomos de Cu (2+ en estado de reposo)
distribuidos en diferentes sitios de unién del
sitio activo y se clasifican en tres tipos de
acuerdo a sus caracteristicas especificas.
Como se observa en la figura 3, catalizan la
oxidacion de donantes de hidrégeno
aromatico, con una consecuente reduccion del
oxigeno a agua. Algunas se expresan
constitutivamente, otras lo hacen por
induccién con compuestos aromaticos como
ABTS (4cido 2,2-azino-bis- (3-

etillbenzotiazolin-6-sulfonico), HBT (N, N ' bis-
(1 H -tetrazol-5-il) — hidrazina) y siringaldazina
(Wesenberg, 2003; Xiao et al., 2004).

Lacasa N " Intermediario
reducida ,CU 0, Cu peroxido
(“ d Ho=Q 2+ 2+
Cu.,-Cu _¥> Cu.,-Cu
o ?
cu' Cu

H,0.
4 As H,O
4 AH
vcuzt .0u2o
H=0 + 2+ H=Q 2+ 2+
Cu.,-Cu ¢——— Cu.,.Cu
Enzima en M 2 h 24 Intermediario
reposo Cu Cu nativo
Fig. 4. Ciclo catalitico de las lacasas
(Wesenberg, 2003).
DEGRADACION DE IC POR HPB
Los colorantes se emplearon inicialmente

como medidores de actividades fungica
ligninolitica en varios ensayos enzimaticos. Los
primeros en reportarlo fueron Glenn y Gold
(1983), quienes evaluaron la decoloracién de
colorantes poliméricos sulfonados utilizando
Phanerochaete chrysosporium. A partir de alli
se empezaron a publicar estudios que
evaluaban la capacidad decolorante de varias
cepas mas. Los primeros en reportar la
decoloracion de un efluente de la industria
quimica que contenia cromdéforos azo fueron
Knapp y Newby (1999); luego Wesenberg,
Buchon y Agathos Wesenberg, Buchon vy
Agathos (2002) utilizaron las enzimas
ligninoliticas de hongos para tratar efluentes
de la industria textil.

En la tabla 2 se enuncian y describen
brevemente las principales investigaciones de
hongos que se han empleado para degradar el
indigo carmin:
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Tabla 2. Hongos de pudricion blanca que degradan indigo carmin.

Variedad Descripcién Fuente

Coprinopsis cinérea, Como cocultivo es 900 veces mas efectivo que emplearlas por  (Pan et al., 2014)

Gongronella sp.

Corilopsis rigida

Trametes hirsuta

Ceriporiopsis
subvermispora

Phellinus gilvus,
Pleurotus sajor-caju,
Pycnoporus sanguineus,
Trametes hisuta,
Sclerotium rolfsii,
Phanerochaete
chrysosporium

Piptoporus betulinus,
Pleurotus ostreatus,

separado. El pH 6ptimo es de 6,5 a una temperatura de 60°C.
Conversién 75-80%

Fermentacion en estado solido ex situ con cdscara de cebaday
castafias como soporte y sulfato de cobre como inductor. Hubo
produccién de lacasa y degradacion total del IC en 4h.
Decolord hasta un 82% el IC inmovilizado en esponja de acero
inoxidable, en un bioreactor suplementado con sulfato de
cobre.

Inmoviizado del hongo sobre perladura de naranja en
bioreactores de cama fija tanto en modo batch como en
continuo. En batch decoloré el 100% del IC 100% en 3h y en
continuo el 94% en 3 dias.

Fermentacion en reactores de platos conicos y de inmersién,
empleando las semillas de uva como soporte. El IC se degradd
98% en 20h.

Lacasa de T. hirsuta fue inmovilizada en perlas de alginato en
un bioreactor de transporte aéreo, alcanzando una
degradacion del IC en un 96%

La cepa crecié en estado semisdlido sobre cascaras de meldn
con xilidina como inductor para producciéon de lacasa vy
decoloracién del IC hasta mas del 95%

Decoloré el indigo un 100% en medio liquido

Decoloré el indigo un 94% en medio liquido

Decoloré el indigo un 91% en medio liquido

Se empled lacasa aislada del hongos para degradar el IC hasta
Acido antanilico, decolorando hasta un 98%

Los residuos de yuca se bioconvirtieron fungicamente para la
produccién de MnP en estado sélido. Dicha enzima se empled
para degradacion de indigo hasta un 90,18%

El hongo en medio liquido decoloré el indigo en un 75%.

Mayor decoloracién, hasta el 100% con dos dias mas de
actividad.

El hongo en medio liquido logra decoloracién del IC del 100%.
El hongo en medio liquido logra decoloracién del IC del 99%.

(Gémez, Pazos, Rodriguez

Couto, y Sanroman,
2005)

(Rodriguez Couto,
Sanromdan, Hofer, vy
Gubitz, 2004)

(Rodriguez Couto,
Rosales, y Sanroman,

2006)

(Rodriguez Couto et al.,
2006)

(Dominguez, Alberto
Rodriguez Couto, Susana
Sanroman, 2005)

(Yavuz, Kaya, y Aytekin,
2014)

(Balan y Monteiro, 2001)

(Campos et al., 2001))

(H. L, Zhang, Tang,
Zhang, y Mao, 2015)

(Balan y Monteiro, 2001)
(Knapp, Newby, y Reece,

1995)
(Knapp et al., 1995)

Trametes (Coriolus)  El hongo en medio liquido logra decoloracion del IC del 100%.

versicolor

CONCLUSION

Los hongos de pudricion blanca son denim, evitando asi el uso de quimicos

microorganismos que cuentan con un sistema
enzimatico inespecifico capaz de degradar
compuestos de estructura polifendlica como
los colorantes sintéticos, lo que constituye una
alternativa potencial para el tratamiento de
efluentes textiles contaminados con indigo
carmin y para el proceso de decoloracion del

persistentes. Las investigaciones realizadas
corroboran la actividad enzimatica de los
hongos de pudricion blanca, pero no
solucionan el problema de contaminacion de
cuerpos de agua por indigo carmin porque se
limitan a la escala laboratorio.
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RESUMEN

Beauveria spp. es un hongo entomopatogeno
comunmente empleado para control bioldgico
en cultivos agricolas. Muchos de los
bioinsumos agricolas se preparan con base en
este hongo, siendo de primera necesidad, la
optimizacién de la produccion. Por ello, el
propdsito de este trabajo es describir el
proceso tecnoldgico de produccion de esporas
de Beauveria spp. que permita la
implementacién de parametros de operacién
Optimos. La Fermentacion Bifasica es la mas
adecuada para la produccion de propagulos,
ya que combina simplicidad de la fermentacién
sélida con la alta eficiencia de la fermentacion
liquida.

PALABRAS CLAVES: fermentacion, pardmetro
de operacion, propagulos.

ABSTRACT

Beauveria spp. is an entomopathogenic fungus
commonly used for biological control in
agricultural crops. Many of the agricultural bio-
inputs are prepared based on this fungus,
being of prime necessity, the optimization of
production. Therefore, the purpose of this
work is to describe the technological process
of production of spores of Beauveria spp. that
allows the implementation of optimal
operation parameters. Biphasic Fermentation
is the most suitable for the production of
propagules, since it combines the simplicity of
solid fermentation with the high efficiency of
liquid fermentation.

KEYWORDS: fermentation,
parameter, propagules.

operation

INTRODUCCION

La preocupacién sobre el impacto negativo de
los insecticidas quimicos ha ocasionado
cambios en los patrones del consumo del
mercado, que viran hacia lo ecolégico y/o
organico, cobrando gran importancia el uso de
Agentes de Control Bioldgico (BCA, por sus
siglas en inglés) (Feng, 1994). El biocontrol

constituye una estrategia biotecnoldgica
ecoldgicamente limpia y compatible con la
agricultura organica y el Manejo Integrado de
Plagas (MIP, por sus siglas en inglés) (Monte y
Llobell, 2003). El objetivo de usarlo es crear un
equilibrio  entre las plagas vy los
biocontroladores, de modo que la plaga llegue
a un nivel donde ya no sea dafiina. Adema3s, el
biocontrol presenta amplias ventajas sobre las
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practicas convencionales de control de plagas,
ya que es econdmico, no genera resistencia en
las plagas, no pone en riesgo la salud de los
fumigadores y no afecta el medio ambiente
(Hanke, 2012).

Los bioinsumos son productos elaborados a
partir de microorganismos, los cuales son
seleccionados por su capacidad de promover
el crecimiento vegetal, directamente al
facilitar la absorcion de nutrientes por la planta
o indirectamente al contribuir al control de
enfermedades y plagas (Nora Altier, Elena
Beyhaut, 2012). Entre los microorganismos
empleados se incluyen hongos, actinomicetos
y bacterias (Murillo, Rueda, Garcia, y Ruiz
Espinoza, 2010). Para la seleccién de los
aislados fungicos con potencial como BCA, se
debe seleccionar las cepas con rdpido
crecimiento, esporulacién abundante y alta
patogenicidad a plagas objetivo, ademads de
bajos costos de produccion. Por otro lado, los
bioinsumos formulados deben presentar larga
vida util tras almacenamiento a condiciones
ambientales, sin perder significativamente su
viabilidad e infectividad. Se recomienda una
vida Util de 18 meses para el mercado agricola
(Couchy Ignoffo, 1981).

Beauveria spp. es un hongo entomopatogeno,
empleado exitosamente como BCA de insectos
en cultivos agricolas. Estd comprobado que
puede colonizar epi o endofiticamente una
amplia gama de especies de plantas,
reforzando su sistema inmunoldgico contra
insectos y hongos patdgenos como Pythium
spp, Rhizoctonia spp, y Fusarium spp. (Elliot et
al., 2000; Ownley, Gwinn, y Vega, 2010;
Rondot y Reineke, 2016; White et al., 2002).
Entre los insectos susceptibles a Beauveria
spp. se encuentran el escarabajo de la patata
de Colorado, Lepitinotarsa decemlineata
(Allee, Goettel, Gol’berg, Whitney, y Roberts,
1990); la hormiga roja de fuego, Solenopsis
invicta Burenk (Bradleighvinson y
Siebeneicher, 1991); la oruga de pino,
Dendrolimus Punctata Walker (Long y Du,
1988); la cucaracha alemana, Blattella
germdnica (Cai y Liu, 1988); el barrenador

menor, Elasmopalpus hgnosellus (McDowell,
Funderburk, Boucias, Gilreath, y Lynch, 1990);
el gusano falso medidor, Trichoplusia ni
(Ilgnoffo, Garcia, Kroha, y Crouch, 1982); el
gusano de seda de mora, Bombyx mori (Huang,
1988); el saltamontes migratorio, Melanoplus
sanguinipes (Feng, 1994); piojo harinoso,
Planococcus ficus (Rondot y Reineke, 2016);
entre otros.

Beauveria spp. se cultiva faciimente en medios
solidos vy liquidos, con la diferencia de que en
fermentacion solida se producen conidios
aéreos ocasionados por su ciclo bioldgico,
mientras que en fermentacion liquida se
producen blastosporas como consecuencia de
la fragmentacién de las hifas por las fuerzas
mecanicas de agitacién (Bidochka, Pfeifer, y
Khachatourians, 1987a; Feng, 1994), aunque
se considera que la conidiaciéon depende de la
naturaleza del aislado y de las condiciones
fisiologicas particulares usadas (M. C.
Rombach, 1989).

Las blastosporas son inestables durante el
secado post-fermentacién debido a su pared
fina, mientras las conidiosporas son mucho
mas resistentes (Yin, Chen, Chen, Guo, vy Lj,
1988b), por lo que se ha estado estudiando su
produccion a gran escala. Se han producido
conidios aéreos mediante fermentacion
bifasica, es decir, que la produccion de
micelios vegetativos se hace en medio liquido,
seguida de una conidiacién superficial del
micelio sobre un nutriente o portador inerte;
sin embargo, este tipo de fermentacion
requiere de mucha mano de obra. También se
ha incursionado en la fermentacién
sumergida, con el objetivo de producir
conidios sumergidos similares a los conidios
aéreos en cuanto a estabilidad, virulencia y
morfologia (Feng, 1994).

En vista de la importancia de la induccién de la
conidiacion y de la inhibicion de la formacion
de blastosporas, es imprescindible ampliar los
conocimientos al respecto. Por tanto, el
propdsito de este trabajo es describir el
proceso tecnoldgico de produccion de esporas
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de Beauveria spp., mediante una amplia
revision de la literatura que permita el uso de
parametros de operacidn dptimos.

GENERALIDADES DEL PROCESO

Existen métodos muy variados para |la
produccion de  conidios de  hongos
entomopatogenos, pudiendo ir desde lo

simple a lo complejo segin el medio de cultivo
empleado para su produccion y el grado de
tecnificacion del proceso. Muchos
experimentos a escala laboratorio han sido
llevados a cabo con el fin de determinar la
composicion del medio de cultivo y los
parametros optimos para la produccién de
biomasa fungica, evaluando a su vez, sustratos
alternativos de bajo costo que mejoren la
produccion, la infeccion y almacenamiento de
estos microorganismos.

La produccién en masa de hongos
entomopatdgenos se consigue de dos
maneras principales: cultivo liquido y cultivo
sélido (B. Alves, Filho, y Roberts, 2003). La
produccion de conidios en cultivos liquidos es
mas rapida que en los cultivos sdlidos. Las
Blastosporas se producen normalmente en
cultivos liquidos agitados; y pese a que son
mas delicados y de corta duracion que las
conidiosporas, pueden ser igual o mas
virulentas (Bartlett y Jaronski, 1988; Hall, 1981;
Pham, Kim, Kim, y Kim, 2009; Taylor y Feng,
1994). Segun Kononova (1978), la conidiacion
sumergida incluye cinco fases de desarrollo:
(1) hinchazén y germinacién de conidios; (2)
formacion de micelios y conidiéforos; (3)
ramificacién del micelio y conidiacion inicial; 4)
conidiacion masiva; (5) separacién de conidios
en cultivo liquido.

Las blastosporas se pueden formular como un
polvo eficaz, duradero, humectable o
concentrado en suspensidon por un proceso
sofisticado, pero comercialmente viable (Kim,
Je, Skinner, y Parker, 2013). Sin embargo, la
mayoria de los productos pesticidas a base de
hongos se hacen con conidios a partir de
cultivos sdlidos, los cuales deben ser

separados del sustrato para formular el
bioinsumo, lo que aumenta la dificultad del
proceso (Lee, Kim, Skinner, Parker, y Kim,
2016), pese a que los costos de produccion
sean bajo, debido a la asequibilidad de las
materias primas. Bdasicamente hay tres
procesos de produccion que utilizan medios
solidos: Produccion en sacos de polipropileno,
en botellas de vidrio y en bandejas (Lopes,
2008).

Como la fermentacién sumergida es mas
costosa que la sélida y tiende a producir
blastosporas en mayor proporcion que
conidios sumergidos, se ha incursionado en la

produccion de  Beauveria  spp.  por
fermentacion bifdsica, con el objetivo de
producir conidios sumergidos que sean

similares a los conidios aéreos en estabilidad y
virulencia, asi como en su morfologia. La
produccion de conidios aéreos se realiza en
dos etapas. En la primera etapa el hongo se
desarrolla en condiciones sumergidas,
mientras en la segunda etapa el inéculo liquido
se transfiere a un medio sdélido para que ocurra
la esporulacién (Hall y Papierok, 1982). Segun
Soper y Ward (Soper y Ward, 1981), la
fermentacion bifdsica combina las ventajas de
los medios sélidos y liquidos; lo que permite
que el hongo crezca en fermentadores hasta el
final de la fase logaritmica obteniendo una
produccion maxima de biomasa micelial.
Aungue este método requiere de gran
cantidad de mano de obra siendo mas costosa
su implementaciéon (M. C. Rombach, 1989).

PRODUCCION DEL INOCULO

Las cepas de trabajo se cultivan por lo general
en Agar Glucosa- Peptona de soya (Rondot y
Reineke, 2016), Agar Papa-Dextrosa (PDA, por
sus siglas en inglés) (Bidochka et al., 1987a) o
Agar de Dextrosa-Sabouraud (SDA, por sus
siglas en inglés) (Medo, Michalko, Medov4, y
Cagan, 2016) o Agar Harina de Avena a 22-26
°C, alternando luz y oscuridad (Greenfield et
al., 2016). Para obtener el indculo liquido, los
conidios se cosechan vertiendo tween 80 al
0,02 % sobre las cajas de Petri y raspando

18



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

suavemente con una varilla de vidrio la
superficie de las colonias de 8 dias de edad
(Pham et al., 2009); luego se suspende en
Solucién de Ringer concentrada con 0,02% de
Tween 80 (Rondot y Reineke, 2016), caldo
estéril de levadura-glucosa (Leckie et al., 2008)
o caldo Dextrosa-Saboraud (Ying y Feng, 2004)
y se deja incubando durante 6 dias a 24-26 °C
(Lee et al., 2016). La concentracidon de conidios
en la solucién se mide con un hemocitémetro
0 una camara de Neubauer.

FERMENTACION

El inéculo se vierte en el medio de cultivo y se
incuba por el tiempo correspondiente. Para
medios liquidos, como caldo de glucosa vy
extracto de levadura, se reporta un tiempo de
incubacion de 4 a 5 dias a temperatura
ambiente en bioreactores con capacidad de 7
u 8 litros. Los micelios se cosechan mediante
filtracion al vacio a través de un tamiz de malla
18 (abertura de malla de 1 mm) o un embudo
de Buchner cubierto con papel de filtro
Whatman # 4, y se secan al horno. El caldo se
recolecta y se refrigera hasta su posterior
analisis (Leckie et al., 2008).

Para la fermentacion sdlida, se esteriliza el
sustrato a 121 °C por 45 minutos en bolsas de
polipropileno, una vez enfriado se inocula con
suspension de esporas y se incuba a 24-26 ° C
durante 6-7 dias, pudiendo alargarse hasta las
dos semanas. Posteriormente, el cultivo se
seca por ventilacién a 34 °C durante 1 diay a
temperatura ambiente durante otro dia mas.
Finalmente, los conidios se recogen del
sustrato empleando un tamiz vibrante (78
Mesh por cm) y se dejan secar durante un dia
mas. Algunos sustratos humectan el sustrato
con una solucion de acido citrico al 4 %, para
reducir la contaminacién bacteriana (Feng, Pu,
Ying, y Wang, 2004; Kim, Kassa, Skinner, Hata,
y Parker, 2011). Lee y colaboradores (2016)
emplearon bolsas de prolipropileno con
perforaciones de 15 micras de didmetro, lo
que les permitid posteriormente sumergir las
bolsas incubadas en agua para lavar el sustrato
con agitacion y obtener una nueva solucién de

esporas con una concentracion promedio de
1x106 conidios/ml, Util para biopreparados.

Es necesario recordar que tanto los
bioreactores como los medios de cultivo
deben ser previamente esterilizados para
garantizar la asepxia del cultivo. Se han
reportado condiciones de esterilizacién de
medios de cultivo a 120 °C por 20 minutos
(Medo y Cagan, 2011; Meyling y Eilenberg,
2006); y de bioreactores a 248 °C, 200 rpm de
agitacion y un flujo de 4 L de aire comprimido
por minuto de aireacion durante 1 dia (Leckie
et al., 2008).

PARAMETROS DE OPERACION

Composicion del medio: la composicién del
medio esta inherentemente relacionada con la
cantidad y calidad del hongo producido (Kassa
et al., 2008). La proporcion C:N dptima es de
22,4 y el mejor medio para fermentacién
liquida descrito se conforma de una solucién
con 3% de harina de maiz, 2% de polvo de maiz
y 2% de salvado de arroz (Pham et al., 2009).
Alguno de los sustratos utilizados para el
crecimiento son generalmente productos
vegetales ricos en almidén como granos vy
polvo de mijo italiano (Setaria itdlica) (Kim et
al., 2011), salvado de trigo (M. C. Rombach,
Aguda, y Roberts, 1988), arroz (Feng, 1994),
patatas, avena, maiz y frijol. De estos, el arroz
cocido es uno de los medios mas comunmente
utilizados para la produccion de B. bassiana a
gran escala (Leite, L. G., Batista Filho, A,
Almeida, J. D., y Alves, 2003). El lactosuero
también ha sido empleado por algunos
autores, gracias a su contenido de lactosa y
proteinas, como fuente de azlcar y nitrégeno,
correspondientemente (Kassa et al., 2008).
lgualmente, los granulos de alginato de sodio
con salvado de trigo también han sido
empleados para la inmovilizacion de las
esporas (Knudsen, Johnson, y Eschen, 1990;
Marques, Alves, y Marques, 1999).

Estd demostrado que la composicién del
medio liquido puede determinar la produccién
de conidios (Feng, 1994). Yin y colaboradores
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(1988a) indujeron la produccién de conidios
sumergidos al emplear un medio liquido
conformado con un 2% de jarabe de maiz, 3%
de sacarosa y diversas sales basales. La
conidiacion sumergida esta relacionada con la
naturaleza de la fuente de carbono y la
presencia de nitrato como fuente de
nitrégeno, por ejemplo, en la forma de KNOsz y
NaNOs; (Kononova, 1978; Schamne, 2010;
Thomas, Khachatourians, y Ingledew, 1987);
sin embargo, el uso de NHiNOs induce la
produccion de blastosporas en fermentadores
(Chen et al., 1990). Por otro lado, la adicion de
fosfato reduce significativamente la
produccion de conidios, mientras la de quitina
presenta un efecto contrario (Hegedus,
Bidochka, y Khachatourians, 1990)

Bidochka y colaboradores (1987b) estudiaron
el crecimiento de B. Bassiana en cultivo liquido
probando diferentes medios: 0,2 % de extracto
de levadura - 1 % de peptona - 2 % de glucosa;
1 % de peptona — 2 % de glucosa; 1 % de
peptona; 2 % de glucosa. Encontraron que la
produccion de blastosporas se da en todos los
medios liquidos a excepcion del compuesto
Unicamente por glucosa. En peptona-glucosa,
el rendimiento de blastosporas fue cuatro
veces mayor que en el extracto de levadura-
peptona-glucosa. Sin embargo, la produccién
mas alta de biomasa surgié al usar el medio
levadura-peptona-glucosa.

La sustitucion de glucosa por otra fuente de
carbono simple como citrato, lactosa, sorbitol,
almidoén, fructosa o glicerol disminuye el
rendimiento de conidios sumergidos y/o
aumenta la proporcion de blastosporas
(Thomas et al., 1987), ademas, disminuye la
adhesion de los conidios aéreos; aunque la
combinaciéon de extracto de levadura vy
sacarosa o maltosa, induce una mayor
conidiacion (M. C. ubmerge. Rombach, 1989).
Por otro lado, la presencia de N-
acetilglucosamina promueve la adhesidn
conidial, mientras los detergentes le inhiben
(Holder y Keyhani, 2005). En consecuencia, los
tensoactivos como aceite de ricino, éter lauril
de polioxietileno, tween 80, tween 20, entre

otros, se emplean para disminuir la adhesion
de los propagulos al sustrato y puedan
facilmente disolverse en la solucién acuosa en
qgue se sumerjan. El tensoactivo mas eficaz es
Silwet L-77 (Lee et al., 2016). La adicion de
sodio y potasio aparte de servir como fuente
de nutrientes, sirve también como para regular
la presion osmatica (B. Alves et al., 2003).

Temperatura: estudios han demostrado que
este hongo puede crecer adecuadamente a un
rango de temperatura de 20-25 °C (Hajek,
1997), aungue un estudio demuestra que la
temperatura dptima de crecimiento micelial es
a 25-27 °C (Pham et al., 2009).

Humedad: las conidiosporas germinan en un
ambiente con alta humedad (Couch y Ignoffo,
1981).

Iluminacién: para la induccion de los conidios
aéreos en medios solidos se incuba en
condiciones de oscuridad (Rondot y Reineke,
2016; Wagner y Lewis, 2000), aungue algunos
autores emplean un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad (Ownley et al.,
2010); o 12 horas de luz y 12 de oscuridad
(Greenfield et al., 2016).

pH: bajos pH disminuyen la adhesion conidial,
aungue no de manera drastica (Holder vy
Keyhani, 2005). El éptimo pH inicial para la
produccion de esporas es 5,2 (Pham et al,
2009).

Agitacioén: las fuerzas mecanicas de la agitacién
fragmentan los micelios y promueven la
formacion de blastosporas (Bartlett y Jaronski,
1988; Hall, 1981; Pham et al., 2009). Se reporta
que la frecuencia agitacion de medios liquidos
que permite la mayor produccién de esporas
es de 200 rpm (Pham et al., 2009).

Afinidad de los propagulos: Beauveria spp.
produce al menos tres propagulos unicelulares
distintos: conidios aéreos, células vegetativas
denominadas  blastosporas y  conidios
sumergidos; que se pueden aislar de placas de
agar, de cultivos liquidos ricos en nutrientes y
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de cultivos sumergidos bajo condiciones de
limitacion de nutrientes, respectivamente. Los
conidios aéreos se adhieren mal a las
superficies débilmente polares y rapidamente
a las superficies hidréfobas e hidrdfilas. Por el
contrario, las blastosporas se unen mal a las
superficies hidrofobas, formando pequeiios
agregados; pero se unen a las superficies
hidrofilas y polares débiles, con la diferencia de
gue con esta Ultima requiere un mayor tiempo
de incubacion para unirse. Por su parte, los
conidios sumergidos muestran una
especificidad de unién mas amplia a
superficies hidrofébicas, débilmente polares e
hidrofilicas (Holder y Keyhani, 2005).

RENDIMIENTO

Las tasas de germinacion se calculan mediante
un conteo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) (Goldman y Green, 2008). Una
de las formas para determinar la viabilidad de
los conidios de los hongos entomopatégenos
es usar suspensiones fungicas estandarizadas a
concentraciones definidas, las cuales se
dispersan en placas que contienen Agar
Sabouraud o PDA. Las placas se incuban a 24-
26 ° C, con un fotoperiodo de 12 horas vy
humedad relativa del 60-80%. Después de 24
horas el porcentaje de conidios germinadas y
no germinadas se cuantificaron con un
microscopio de luz (S. B. Alves, 1998).

La determinacion del rendimiento de cultivos
solidos es complicada, ya que los hongos estan
intimamente ligados a la matriz solida en la
que se desarrollan, lo que dificulta la medicién
de la biomasa producida. Por el contrario, en
el cultivo sumergido, la biomasa puede
separarse y cuantificar mas facilmente por
diferencial de peso seco. Bajo este contexto, se
han realizado estudios que permitan estimar
de forma indirecta la cantidad de biomasa
generada mediante la medicion de otros
componentes producidos proporcionalmente

con el crecimiento celular, tales como la
glucosamina, los azlcares totales vy el
ergosterol. Los resultados obtenidos por
Desgranges, Vergoignan, Georges y Durand
(1991) muestran que las mediciones de
glucosamina son un buen indicador del
desarrollo de la biomasa fungica. Sin embargo,
este indicador de biomasa solo puede ser
utilizado para comparar diferentes medios que
tienen los mismos constituyentes Incluso si las
relaciones C/N son diferentes.

CONCLUSIONES

Beauveria spp. es un hongo entomopatdgeno
comunmente empleado para control bioldgico
en cultivos agricolas. Muchos de los
bioinsumos agricolas se preparan con base en
este hongo, siendo la primera necesidad, la
produccion de la mayor cantidad de conidios al
menor costo.

Los propagulos de Beauveria spp. pueden ser
conidios aéreos, conidios sumergidos o
blastosporas; los cuales se producen por
fermentacion sélida, liquida o liquida con
agitacion, respectivamente. La produccion de
propagulos depende de la composicion del
medio y de pardmetros de operacion que le
inducen o inhiben. El fin de controlar estos
parametros es la de producir la mayor cantidad
de conidiosporas, que son mas viables vy
estables en contraste con las blastosporas.

La Fermentacion en Estado Sélido presenta
menores costos de produccion y produce
conidios aéreos, que son los propagulos mas
viables, sin embargo, la Fermentacion Liquida
es mas rapida, presenta mayores rendimientos
y es mas facil medir la biomasa producida. Por
tanto, ha tomado gran importancia Ia
Fermentacion Bifasica, la cual consta de un
inéculo liquido que se vierte sobre un sustrato
solido; se han empleado varios tipos de
bioceldas, de las cuales las bolsas perforadas
facilitan la posterior extraccion de las esporas
en solucion.
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RESUMEN ABSTRACT

Todas las actividades que estan envueltas en la All the activities that are involved in the
exploracion y explotacién del petréleo exploration and exploitation of oil cause
provocan impactos potencialmente negativos potentially negative impacts on the soil, which
al suelo, lo que representa una problematica represents an important problem both
importante tanto a nivel nacional como nationally and internationally. One of the
internacional. Una de las alternativas que ha alternatives that has taken force in recent
tomado fuerza en los Ultimos afios es la years is bioremediation, which uses
biorremediacién, que utiliza microorganismos microorganisms for the remediation of
para la remediacién de ambientes; dentro de environments; White Rot Fungi (WRF), such as
los microorganismos empleados se destacan Pleurotus ostreatus, stand out among the
los Hongos de Pudricion Blanca (HPB), tales microorganisms used.

como Pleurotus ostreatus.

KEYWORDS: enzymes, White Rot Fungi,
PALABRAS CLAVE: enZimaS, Hongos de |acca5e5, peroxidaseS.

Pudricion Blanca, lacasas, peroxidasas.

INTRODUCCION

El desarrollo social del hombre ha provocado, mermar las cargas contaminantes a estos
en igual magnitud, la contaminacion del aire, sistemas, por lo que, el incremento de la
suelo y agua. Las tecnologias desarrolladas no contaminacion esta fuertemente relacionado
han tenido presente, en su gran mayoria, con el progreso social (Falcén, 2017). Los

26



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

problemas de contaminacion en el ambito
local, nacional e internacional son parte de la
vida cotidiana; con el tiempo han ido
degradando los ecosistemas del planeta, y los
suelos terrestres no son la excepcion (Prado et
al., 2011).

Desde el inicio de la actividad petrolera, el
medio ambiente se ha visto afectado por
numerosas intervenciones que han dafiado
severamente el ambiente circundante.

Todas las actividades que cefiidas a |la
exploracion vy explotacién del petréleo
generan impactos potencialmente negativos al
medio ambiente, la extraccion, transporte y
procesamiento de crudo generan grandes
volimenes de desechos como ripios, lodos
petrolizados, agua de perforacion y petrdleo
crudo, constituido basicamente por
compuestos orgdnicos aromaticos,
poliaromaticos, derivados de hidrocarburos,
compuestos inorganicos y metales, los cuales
son dificiles de degradar de manera natural,
por la complejidad de su estructura y pueden
actuar como  contaminante organico
persistente (COP) si no se maneja de forma
adecuada (Fernandez et al., 2008).

En la actualidad existe un gran numero de
técnicas para disminuir la contaminacion por
hidrocarburos en el suelo, sin embargo, la
biorremediacién es una técnica innovadora,
considerada como la via mas efectiva para la
remediacién, la cual ha sido aplicada
exitosamente en el tratamiento de suelos
contaminados  con hidrocarburos, se
caracteriza por ser de bajo costo de operacion
y trabajar con microorganismos que degradan
las sustancias toxicas (Ventura, 2009). La
biorremediacion enfrenta el reto de convencer
a las compafiias y a los organismos oficiales de
su alto potencial. Hace algunos afos, la
biorremediacién fue una técnica poco
reconocida y relegada, pero hoy en dia, se ha
convertido en una verdadera industria con
diversas lineas interdisciplinares (Delgado vy
Montoya, 2009).

Por lo tanto, este articulo pretende abordar
tedricamente los diferentes avances de la
biorremediacién por hongos, centrando su
atencion en un Hongo de Pudricion Blanca
(HPB) ampliamente cultivado a escala mundial.

HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los hidrocarburos reciben este nombre por el
hecho de estar compuestos
fundamentalmente por carbono e hidrégeno;
los compuestos derivados del anillo bencénico
reciben el nombre de “aro-maticos” debido a
que tienen el olor caracteristico del benceno;
y los compuestos formados por varios anillos
reciben el nombre de “policiclicos”. Lo anterior

explica la  procedencia del término
“Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos”
(Agudo, 2009).

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

(HAP) son compuestos organicos derivados de
la  combustion del material organico,
principalmente conformados de al menos dos
anillos aromaticos. La Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos ha
considerado al menos a 16 de los HAP’s como
“contaminantes prioritarios” debido a su
amplia distribucion en el ambiente y sus
propiedades mutagénicas, carcinogénicas vy
teratogénicas (Ortiz et al., 2012).

Segun Ortiz y colaboradores (2012), los HAPs
se clasifican segln su origen en: biogénico,
petrogénico y pirogénico. Los HAPs biogénicos
son producto del metabolismo de organismos
macroscopicos y microscopicos, tales como las
plantas y las termitas, que aportan al suelo,
naftaleno y perileno. Los HAPs petrogénicos
son derivados del petréleo, sus principales
compuestos incluyen homodlogos alquilados
(con radicales) y no sustituidos de naftalenos,
fluorenos, fenantrenos, dibenzotiofenos vy
crisenos, donde los homologos alquilados son
mas abundantes. Generalmente ingresan al
ambiente en fase gaseosa (por evaporacion-
depositacién) y en fase liquida (derrames de
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crudo) principalmente. Los HAP's pirogénicos
son producto de la combustion incompleta de
todo material organico, incluyendo,
hidrocarburos y carbdn mineral.

Durante muchos afios, se cuestiond el efecto
téxico de los hidrocarburos del petrdleo en el
suelo y las plantas, de modo que algunos
autores  consideraron favorecedora  su
presencia a bajas concentraciones (Martinez y
Lopez, 2001). Plice (1948) encontré que el
crudo, agregado en proporcion de 0,75% a un
suelo arenoso, estimulaba el crecimiento de la
soya, pero si esta proporcidén se aumentaba al
4% las plantas morian.

BIORREMEDIACION

La biorremediacién es una técnica que usa
microorganismos o plantas para fraccionar,
neutralizar o reducir los contaminantes en el
ambiente, y es considerada una alternativa
viable para el tratamiento de la tierra y los
efluentes (Menezes et al., 2017). Esta técnica
se empezd a implementar en la década de los
70, aprovechando los productos metabdlicos y
las caracteristicas fisico quimicas de |Ia
estructura celular de microorganismos como
bacterias y hongos, que permitian renovar los
suelos afectados (Torres y Casagua, 2013).

Segin Delgado y Montoya (2009), la
biodegradabilidad de una mezcla de
hidrocarburos presente en un suelo

contaminado depende de diversos factores,
entre ellos, los medioambientales, los fisicos,
los quimicos y los microbiolégicos. Los factores
medioambientales  son aquellos  que
proporcionan las condiciones éptimas para el
crecimiento de los microorganismos que
llevan a cabo la recuperacion del suelo, tales
como, la temperatura, el pH, la disponibilidad
de nutrientes y oxigeno, y la humedad. Los
factores fisicos de mayor importancia son la
biodisponibilidad, la presencia de agua y la
provision de un aceptor de electrones
adecuado como el oxigeno; mientras el factor
quimico mas importante es la estructura
molecular del contaminante, la cual varia

conforme con la solubilidad, el grado de
ramificacién, el grado de saturacion vy la
naturaleza y el efecto de los sustituyentes. El
factor microbioldgico es el mas importante en
la Biorremediacién, consiste  en la
transformacion bioldgica de los compuestos
organicos catalizada por accion especifica de
las enzimas. Frecuentemente, los
microorganismos que tienen las enzimas para
degradar estan presentes en el suelo.

MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LA
BIORREMEDIACION

Las bacterias son las mds empleadas en el
proceso de biorremediacion, aunque también
se han empleado otros microorganismos como
hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos
para la de-gradacién de compuestos toxicos en
el suelo (Kanaly y Harayama, 2010; Mesa et al.,
2006).

Los contaminantes recalcitrantes, tales como
los bifenilos, los compuestos orgdnicos
aromaticos, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, los plaguicidas clorados vy los
plaguicidas organofosforados, son
efectivamente mineralizados a CO2 por varias
especies de hongos lignoceluloliticos (también
conocido como Hongos de Pudriciéon Blanca),
cuya especificidad enzimatica permite
degradar mezclas complejas de contaminantes
(Herrera et al., 2006). Los hongos tienen
muchas ventajas que facilitan su aplicacién en
la biorremediacion, tales como, la ubicuidad, la
produccion de enzimas extracelulares vy la
facilidad de  colonizacion del suelo
contaminado gracias a su estructura de hifas.
Los hongos son, ademads, muy buenos en la
acumulacion de metales pesados como
cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc (Potin
et al., 2004).

DEGRADACION POR HPB

La tasa de degradacion microbiana de
hidrocarburos en suelos esta condicionada por
parametros fisicoquimicos como: presencia de
nutrientes (Nitrogeno, Fésforo), contenido de

28



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

oxigeno (02), presion parcial (Pv) de gases,
temperatura (T), pH, contenido de sales,
tamafio (Didmetro) y distribucién de particulas
(Tamices), capacidad reguladora del suelo,
solubilidad y concentracion de viales, cantidad
y biodisponibilidad de contaminantes, entre
otros (Ramirez et al., 2012).

Hay dos tipos principales de metabolismo
fungico para la degradaciéon de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos: no-
lignocelulolitico y lignocelulolitico. Los hongos
que no crecen sobre madera tienen
metabolismo  no-lignoceluloliticos, y por
consiguiente no requieren mediacién del
peroxido de hidrégeno; mientras que los
hongos lignoceluldsicos como Phanerochaete
chrysosporium y Pleurotus ostreatus pueden
producir ambos tipos de enzimas, no-
lignoceluloliticas y lignoceluloliticas, pudiendo
trabajar con o sin mediacién de enzimas
productoras de perodxido de hidrogeno
(Bamforth y Singleton, 2005).

Segun Cazar (2016), los HPB invaden los tejidos
vegetativos, secretando enzimas que
degradan la lignina y diferentes componentes
de la madera, o distintos sustratos, estas
enzimas son: Manganeso-Peroxidasas (MnP),
Lignin-Peroxidasas y lacasas.

CHAMPINON OSTRA

Pleurotus ostreatus es un hongo comestible
perteneciente al grupo de HPB, normalmente
llamado champifién ostra. Es atil en la
biorremediacién porque puede colonizar la
tierra contaminada facilmente y degradar
HAP’s. Este hongo puede producir niveles altos
de lacasa enzima extracelular y tiene el
potencial para mineralizar HAP’s

completamente. Pleurotus ostreatus es un
hongo con gran potencial debido a su amplia
explotacion comercial a nivel mundial
(Matthew Gacura 2009).

Las tecnologias de utilizacién del hongo
Pleurotus ostreatus para biorremediacion no
se encuentran completamente desarrolladas,
se encuentran en la fase experimental por lo
cual requieren mayor investigacidon para
aplicarse a nivel industrial. En la literatura se
encontraron 6 investigaciones donde se
empled el hongo Pleurotus ostreatus como
microorganismo para la biorremediacion de
diferentes contaminantes (Cazar, 2016;
Matthew Gacura 2009; Miele et al., 2010;
Novotny et al., 2001; Rigasa et al., 2005), de las
cuales tan solo 2 corresponden a remediacion
de suelos contaminados con HAP’s (Cazar,
2016; Matthew Gacura 2009).

CONCLUSIONES

La actividad petrolera ha provocado |la
contaminacion de los suelos por la presencia
de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAP’s), lo que en la actualidad constituye un
problema ambiental de primer orden. La
perspectiva de esta problematica a futuro no
es tan abrumadora, ya que hoy en dia se
cuenta con novedosas técnicas para la
recuperacion de suelos, tales como la
Biorremediacién. Las investigaciones de hoy
en dia han centrado todo su esfuerzo por
intensificar el porcentaje de degradaciéon de
especies de hongos como Pleurotus ostreatus,
sin embargo, la principal limitante de
aplicacion es el escalamiento desde el
laboratorio a la industria, por lo que se
recomienda mayor investigacion.
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RESUMEN

Monascus spp. es un hongo con gran potencial
industrial porque produce monacolina, un tipo
de lovastatina natural y diversos pigmentos,
generalmente rojos. No obstante, su uso se ha
visto limitado por la produccién de citrina, una
micotoxina. En este contexto, el objetivo de
este trabajo fue describir aspectos claves para
la obtencién de cepas puras de Monascus spp
gue permita la dptima eleccion de las cepas
con fines industriales. Se describieron las
principales etapas de obtencién de cepas
puras: aislamiento, identificacion,
caracterizacién y conservacion. Se concluye
qgue la identificacion y la conservacion son
partes claves del proceso, y se propone la
especie M. sanguineus como una alternativa
para la produccion de pigmentos, ya que no
produce citrina.

PALABRAS CLAVE: angkak, banco de recursos
genéticos, conservacién de  especies,
pigmento natural.

ABSTRACT

Monascus spp. is a fungus with great industrial
potential because it produces monacoline, a
kind of natural lovastatin and various pigments,
usually red. However, its use has been limited
by the production of citrine, a mycotoxin. In this
context, the aim of this study was to describe
key aspects for obtaining pure strains of
Monascus spp that allows the optimal choice of
strains for industrial purposes. The main stages
of obtaining pure strains were described:
isolation, identification, characterization and
conservation. It is concluded that the
identification and conservation are key parts of
the process. The species M. sanguineus is
proposed as an alternative for the pigment
production, as it does not produce citrine.

KEYWORDS: angkak, bank of genetic resources,
conservation of species, natural pigment.

INTRODUCCION

Los hongos se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza y son esenciales

para la degradacion y el reciclaje de la materia
organica. Durante su metabolismo secundario
producen variedad de metabolitos como
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enzimas, polisacaridos, antibidticos,
pigmentos, alcaloides, acidos organicos, entre
otros. Adicionalmente, tienen la facultad de
crecer en condiciones ambientales hostiles,
por lo que su potencial biotecnolégico ha sido
estudiado por afios (Hajjaj et al., 2000).

Monascus spp. es un hongo ascomiceto
filamentoso descrito desde 1884; pertenece a
la familia Monascaceae, y usualmente es
conocido como moho rojo (Vidyalakshmi,
Paranthaman, Murugesh, y Singaravadivel,
2009). Se reportan en la literatura alrededor
de 20 especies (Species Fungorum, 2016), de
las cuales M. pilosus, M. purpureus, M. rubery
M. floridanus son las de mayor importancia
biotecnoldgica, por su uso tradicional en la
comida oriental (Sabater-Vilar, Maas, y Fink-
Gremmels, 1999), donde es muy empleado
como colorante y/o conservante del vino, el
pescado, las carnes, el queso, el arroz, entre
otros productos (Carvalho, Qishi, Pandey, y
Soccol, 2005; Pattanagul, Pinthong, vy
Phianmongkhol, 2007). Sus compuestos son en
su mayoria bioldgicamente activos, por lo que
presentan diversas aplicaciones como aditivos,
principalmente, en las industrias cosmética, de
alimentos y de medicamentos (Pattanagul et
al., 2007, Pisareva y Kujumdzieva, 2010).

La monacolina y los pigmentos son los
metabolitos de mayor importancia
biotecnoldgica. La monacolina, es un tipo de
lovastatina natural, capaz de disminuir el
colesterol en la sangre, gracias a la inhibicion
competitiva de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG Co-
A) que cataliza la biosintesis del colesterol; por
lo tanto, se pueden emplear para el
tratamiento de la  hiperlipidemia vy
enfermedades cardiovasculares (Endo, 1979;
Heber et al.,, 1999). Los pigmentos son los
metabolitos de  Monascus spp. mas
ampliamente utilizados en la industria
alimentaria y biotecnolégica como colorantes
naturales, saborizantes y conservantes
(Pisareva y Kujumdzieva, 2010); su uso se ha
extendido gracias a que, durante los ultimos
aflos, los colorantes sintéticos se han

relacionado con el cancer. Los pigmentos de
coloracién roja son los de mayor importancia,
ya que pueden ser utilizados como sustitutos
de los nitritos y la eritrosina en la elaboracién
de los carnicos (Carvalho et al.,, 2005); sin
embargo, se ha cuestionado su empleo porque
Monascus spp. produce citrina, anteriormente
llamada monascidin A (Pattanagul et al., 2007);
la cual es una micotoxina que también es
producida por Aspergillus spp. vy Penicillium
spp., y tiene efectos cancerigenos,
mutagénicos, citotoxicos, hepatdxicos,
nefrotéxicos y teratogénicos (Chan y Shiao,
2007), lo que pone en juego el reconocimiento
de inocuidad GRASS otorgado por la FDA
(Nout, 2007).

Para evaluar el riesgo de toxicidad se han
realizado examenes gendmicos,
encontrandose que sélo las cepas de las
especies M. purpureus y M. kaoliang poseen
los genes que expresan citrina (Y.-P. Chen et
al.,, 2008). Ademads, recientemente, se
desarrollé un método que permite separar la
citrina de los alimentos mediante su unioén a
nanoparticulas magnéticas de superficie activa
maghemita, gracias a los grupos quelantes de
hierro que posee, principalmente Ceto-enoles
(Magro et al., 2016).

En vista de los altos costos econdmicos de la
nanotecnologia, es importante seleccionar en
la préctica, las cepas de Monascus spp. que
producen grandes cantidades de
biopigmentos con bajo o nulo contenido de
citrinina (M.-H. Chen y Johns, 1993). En este
contexto, el objetivo de este trabajo fue
describir aspectos claves para la obtencién de
cepas puras de Monascus spp., mediante una
amplia revision de la literatura que permita la
Optima eleccion de las cepas con fines
industriales.

AISLAMIENTO DE CEPAS

Se reportan aislamientos a partir de alimentos
como puré de sorgo (Lin y Demain, 1991),
arroz contaminado (Carvalho et al., 2005),
aceitunas verdes procesadas térmicamente
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(Panagou, Katsaboxakis, y Nychas, 2002),
angkak (Kim, Kim, Oh, Jee-Hwan, y Lee, 2010),
cuajada de soja fermentada (Yongsmith,
Tabloka, Yongmanitchai, y Bavavoda, 1993),

papas, avena, frutas y forraje ensilado
(Samson, Hoekstra, Frisvad, y Filtenborg,
2002); suelo pedregoso-arenoso (Stchigel,

Cano, Abdullah, y Guarro, 2004); arena de raiz
de pino (Barnard y Cannon, 1987); sedimentos
de rios (Cannon, Abdullah, y Abbas, 1995);
ecosistemas marinos (Landy y Jones, 2006);
cuerpos de agua dulce (Kohlmeyer vy
Kohlmeyer, 1979) y combustible de aviacion
(Vasilyeva, Chekunova, Bilanenko, Kachalkin, y
Polyakova, 2012). Las muestras se toman con
un asa y se depositan en alguno de los medios
de cultivo reportados en la literatura para el
aislamiento de Monascus spp.: Agar Papa
Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), Agar
Sabouraud, Solucién agarosa de Czapek (Palo,
Vidal-Adeva, y Maceda, 1960), Agar Batata
Dextrosa (BDA, por sus siglas en inglés)
(Macario, Palo, Vidal-Adeva, y Maceda, 1960),
Agar Rosa Bengala con cloranfenicol (Chairote,
Chairote, Wongpornchai, y Lumyong, 2007) y
Medio Wong modificado (Lin y Demain, 1991).

Si el material para el aislamiento fueron granos
invadidos por el hongo se recomienda
esterilizar primero mediante dos inmersiones
en etanol al 95 % durante 30 segundos y una
lavada intermedia en solucién acuosa de
hipoclorito de sodio al 0,1 % durante uno a
cuatro minutos (Chairote et al., 2007). Para el
caso especial de las cepas encontradas en los
sedimentos y suelo se aplica el método de
aislamiento de placa directa y el medio de
cultivo Agar Patata Zanahoria (PCA, por sus
siglas en inglés) (Cannon et al., 1995; Stchigel
et al., 2004).

Los medios de cultivos inoculados se incuban
entre 29 a 32 ° C durante 10 dias, o hasta que
el micelio se propague por toda la caja de Petri
(Carvalho et al., 2005; Lin y Demain, 1991).
También se registran las  siguientes
condiciones de cultivo: 25 a 30 °C durante siete

dias (Park, Stamenova, y Long, 2004), 30+2 °C
durante 3 a 5 dias (Chaisrisook, 2002).

IDENTIFICACION

Algunos de los medios reportados para la
comparacién de caracteristicas macroscopicas
de las colonias y la medicion de tasas de
crecimiento, son: Agar Autolisado de Levadura
Czapek (CYA, por sus siglas en inglés), Agar
Extracto de Malta (MEA), Agar Glicerol 25 N
(G25N), Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Harina
de Avena (OMA, por sus siglas en inglés) y Agar
de Harina de Maiz (CMA, por sus siglas en
inglés) a 25 °C durante 7 dias. Las mediciones
y observaciones tanto de los caracteres
morfoldgicos de las colonias (tamafio, color,
forma, textura..) como de los caracteres
microscopicos del micelio (hifas, conidios,
cleistotecios, esporas, ramificaciones...) se
hacen con lactofenol como medio de montaje
(Shao, Xu, y Chen, 2011; Stchigel et al., 2004).

Monascus spp. se distingue principalmente
por su etapa Basipetospora anamorfa y por su
cuerpo fructifero o ascoma, que es un
cleistotecio ubicado en los extremos de las
hifas ramificadas del micelio vegetativo, como
muestra la figura 1. El cleistotecio se conforma
de dos capas: la interna que esta formada por
la ampliacion de las regiones apicales de las
hifas, y la externa que consiste de un
entretejido de hifas que forman su
"envoltura". Los ascos dentro de los cuerpos
fructiferos estan dispuestos al azar y son
degradados en las primeras etapas de
formacion de esporas sexuales (Vasilyeva et
al., 2012). Es un hongo homotidlico, es decir,
que su reproduccion sexual se da por dos
gametos aportados por el mismo talo
(Kamolnan Lakrod, Chaisrisook, y Skinner, s. f.).
Las esporas sexuales se denominan ascosporas
mientras que las asexuales se denominan
conidiosporas; y la unién entre ambos tipos de
esporas da origen a los tubos germinativos
(Cousin y Blackburn, 2006; Wong y Bau, 1978).
Dichas esporas son resistentes al calor vy
pueden crecer en medios con niveles
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reducidos de oxigeno, lo que es caracteristico
del género (Panagou et al., 2002). Las hifas son
septadas (tabicadas), pero la forma y textura
del micelio depende del tipo de especie. El
desarrollo de las hifas aéreas y la produccion
de metabolitos secundarios son modulados
por la proteina mrflbA (Shao et al., 2011).
Chaisrisook (2002) establece que dos cepas
pertenecen al mismo Grupo de Compatibilidad
de Micelio (GCM) si al sembrarlas en el mismo
medio de cultivo crecen como una sola
colonia, de lo contrario son incompatibles.

o v o=

R N 3 S —
Figura 1. Ascomas o cuerpos fructiferos llenos
de ascos (Butac, s. f.)

A continuacién,  se listan algunas
caracteristicas de especies reportadas en la
literatura:

M. purpureus

Su micelio es blanco en los primeros estados
de crecimiento, luego cambia al color rosa por
la produccién de pigmentos, posteriormente
se torna de color anaranjado-amarillento
caracteristico, con un consecuente aumento
de la acidez del medio, y finalmente torna

color rojo intenso. Sus ascosporas son
esféricas o ligeramente ovoides, con un
didmetro de 5 micras o 6x5 micras,
respectivamente. Sus conidios son

abundantes, germinan mas rapido y requieren
mas nutrientes exdgenos que las ascosporas,
sin embargo, son menos resistentes al calor. Es
la especie mds comun porque a partir de él se
produce el arroz rojo o angkak (Pattanagul et
al., 2007; Wong y Bau, 1978). A continuacion,

la figura 2 muestra una colonia de M.
purpureus.

Figura 2. Cultivo de M. prpureus en agar.

M. pallens

La colonia presenta crecimiento circular, el
micelio aéreo estd casi ausente vy sin
pigmentacion (al igual que M. floridanus). Las
hifas son hialinas, tabicadas, de pared delgada,
piriformes, escasamente ramificadas, sin
incrustaciones cristalinas, y ocasionalmente
anastomosan. Producen conidios
abundantemente y ascosporas elipsoidales de
pared gruesa. Los ascomas son parduzcos y se
componen por células angulares. Los ascos son
dificiles de observar y es probable que sus
paredes se descompongan antes de |Ia
formacion de las paredes de ascosporas. El
perfil enzimatico es similar al de M. pilosus y
M. purpureus, a diferencia de que no tiene
actividad a-galactosidasa y [-galactosidasa
como el primero, ni cisteina arilamidasa como
el segundo (Cannon et al., 1995).

M. sanguineus

La colonia es de forma irregular, plana y varia
de flocosa a algodonosa. Su micelio es
inicialmente blanco y luego cambia entre
rosado a rojo grisaceo. Las hifas tienen paredes
lisas, son irregularmente ramificadas, varian
de hialinas a marrén palido. Produce ascomas
abundantemente, los cuales tienen forma mas
o0 menos globosa y coloracién marrén palida,
con ascosporas elipsoidales y gruesas, pero sin
presencia de ascos. Morfologicamente es
similar a M. ruber, pero sin actividad leucina
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arilamidasa y a-galactosidasa. De M. pilosus y
M. purpureus se diferencia en que estos tienen
ascomas carentes de color; ademds no
produce las enzimas leucina arilamidasa, a-
galactosidasa y B —galactosidasa que produce
el primero, ni la leucina arilamidasa v cisteina
arilamidasa que produce el segundo (Cannon
et al., 1995).

M. argentinensis

Su micelio es abundante, delicadamente
algodonoso, de color hialino a marrén palido o
gris con margenes blancos, sin pigmentos
solubles. Las hifas son tabicadas, de paredes
delgadas, hialinas o de color ligeramente
marréon y ramificadas, que anastomosan a
veces en fasciculos. Produce ampliamente
artroconidias o clamidosporas esféricas con
forma de barril, intercaladas o laterales, solas
0 en cadena. Los conidiéforos son erectos, con
conidiosporas simples o formadas en cadenas
cortas de basipétalos. Las conidiosporas son
hialinas a café olivaceo pdlido, de pared gruesa
cuya forma varia de globosa a piriforme, con
una base aplanada. Los ascomas son
abundantes, no tienen ostiolo, son globosos,
de color café olivdceo oscuro, con la cavidad
llena de ascosoras hialinas y elipsoidales a
globosas (Stchigel et al., 2004).

M. ruber

Presenta numerosos ascomas circulares vy
lisos, llenos de ascosporas incoloras, lisas y
ovoides de base achatada. Las conidiosporas
pueden estar aisladas o ligadas formando
cadenas; generalmente son mas grandes que
las ascoporas, pero su tamafio puede variar
hasta alcanzar dimensiones demasiado
pequefias, donde reciben el nombre de
microconidios. Las colonias presentan un
crecimiento muy rapido, con una morfologia
algodonosa, circular, rugosa y de coloracidon
rojo-purpura opaco (Macario et al., 1960).

M. floridanus

Tiene mucho menos ascosporas que M.
sanguineus, carece de pigmentos rojos vy
carece de actividad valina arilamidasa; no

obstante, presenta actividad cisteina

arilamidasa (Cannon et al., 1995).

Segun Shao, Xu y Chen (2011), existen nueve
especies del género Monascus spp. aceptadas
internacionalmente con base en caracteres de
cultivo, sin embargo, se reportan en la
literatura mas de 20 especies (Species
Fungorum, 2016), de las cuales muchas son
sinébnimo, de modo que las identidades
genéticas de este género estan todavia en
debate.

Tradicionalmente, la identificacidon microbiana
se basa en caracteres fenotipicos, incluyendo
propiedades morfoldgicas, fisiologicas vy
biogquimicas (Shao et al., 2011); pero esta
forma de identificacién aplicada a los mohos
esta cada vez mas en desuso, cobrando mayor
importancia los métodos de deteccién de
compuestos volatiles, los inmunoensayos, las
técnicas moleculares y la espectroscopia de
infrarrojo (Cousin y Blackburn, 2006).

Los marcadores moleculares,
independientemente de las condiciones
culturales proporcionan una herramienta

viable para la discriminacién de genotipos
estrechamente relacionados y la
determinacion de relaciones genéticas entre
diferentes cepas de Monascus spp (Shao et al.,
2011). Se han empleado varios marcadores
moleculares como la Amplificacién Aleatoria
de ADN Polimdrfico (RAPD, por sus siglas en
inglés) (K. Lakrod, Chaisridook, Yongsmith, y
Skinner, 2000; Shinzato, Namihira, Tamaki,
Tsukahara, y Matsui, 2009), el gen de pB-
tubulina, el Espaciador Transcribible Interno
(ITS, por sus siglas en inglés) del ADNr (Park et
al., 2004) y Monascus Retro-Transposon (MRT)
(Y.-P. Chen, Tseng, Liaw, Wang, y Yuan, 2007).
Estos métodos tienen sus propias ventajas y
desventajas. Por ejemplo, RAPD e ITS son
faciles de manejar, pero el primero tiene baja
reproducibilidad mientras que el segundo
presenta dificultad en la alineacion todos los
taxones. Por su parte, el analisis filogenético
basado en el gen B-tubulina es consistente con
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las alineaciones, pero no alcanza a diferenciar
entre M. ruber y M. pilosus. MRT es
dependiente del Southern blotting, por ende,
es un proceso muy demorado (Shao et al.,
2011). Shao y colaboradores (2011) proponen
los marcadores de Repeticidn Inter-Simple de
Secuencias (RISS) y Polimorfismos
Amplificados de Secuencias relacionadas (PAS)
como alternativas moleculares para la
clasificacion e identificacion de cepas de
Monascus spp. a gran escala o como
complementos de los métodos tradicionales,
gracias a su simplicidad, reproducibilidad vy
polimorfismo. El RISS utiliza sdlo un cebador
para amplificar fragmentos de ADN entre dos
microsatélites de  repeticion  idénticos
(Zietkiewicz, Rafalski, y Labuda, 1994),
mientras que el PAS marca objetivos abiertos
de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) en el
genoma, utilizando un disefio Unico de los
pares de cebadores (Li y Quiros, 2001). PAS es
mas informativo que RISS, ya que produce
bandas mds polimdrficas; sin embargo, los
dendogramas son muy parecidos pese a las
inconsistencias menores en la posiciéon de
algunos subgrupos, debido a que amplifican en
una region diferente del genoma (Shao et al.,,
2011).

CARACTERIZACION
Entre las actividades bioldgicas de los
metabolitos  producidos se  encuentra:

Hipocolesterolémica (Heber et al., 1999), anti-
obesidad (Choe, Lee, Woo, y Shin, 2012),
anticancerigena (Hsu, Hsu, Liang, Kuo, y Pan,
2011), antiinflamatoria (Cheng, Wu, Yuan, Su,
y Yanai, 2012), hipotensora (Kuba, Tanaka,
Sesoko, Inoue, y Yasuda, 2009), antifingica (Tu
et al., 2016), antibacteriana (Mukherjee vy
Singh, 2011), entre otras, que son otorgadas
por los compuestos bioldgicamente activos
que produce.

En la tabla 1 se muestran los principales
metabolitos producidos por el género
Monascus spp.

Tabla 1. Principales metabolitos secundarios
producidos por especies de Monascus spp.

Tipo Metabolito Variedad
Pigmento Monasquina M. ruber
amarillo M. purpureus

Ancaflavina M. purpureus
Yellow I M. purpureus
Pigmento Monascorubrina M. ruber
anaranjado M. purpureus
Rubropunctatina M. ruber
M. purpureus
Monapil M. purpureus
Pigmento Rubropunctamina M. purpureus
rojo Monascorubramina M. purpureus
Antibiético  Citrina M. purpureus
(monascidina A) M. kaoliang
Enzima Proteasas M. purpureus
Glucoamilasas M. purpureus
a-amilasas M. purpureus
Estatina Mevinolina M. ruber
(Monacolina K) M. purpureus
Amino- Glucosamina M. ruber
azuUcar M. purpureus
Alcohol Etanol M. purpureus
Acido Acido acético M. purpureus
organico
Acido butirico M. purpureus
Acetato
Azafilén Monascusazafilol M. pilosus
Monascuscaolina M. kaoliang
Xantomonasina M. pilosus
La cantidad y tono de los pigmentos

producidos es influenciado por el tipo de cepa
y su perfil metabdlico, al igual que por los
nutrientes del medio (fosforo y nitrégeno,
principalmente), las condiciones de cultivo
(temperatura, pH y humedad, principalmente)
y los métodos de cultivo (Carvalho et al., 2005).
Monascus spp. es un hongo que puede crecer
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en un rango de temperatura desde los 15 °C
hasta los 45 °C, aunque su Optimo se ubica
entre los 25 a 37 °C. Igualmente, puede crecer
en un rango de pH de 2,5 a 8,0; siendo el ideal
de 4,0 a 7,0 (Carvalho et al., 2005); aunque se
reportan casos donde M. ruber ha crecido en
unrango de pHde 1,7 a 2,0y una temperatura
de 80°C (Nout, 2007).

ALMACENAMIENTO Y CONSERVACION

Para el almacenamiento de las cepas se
emplea generalmente el medio de cultivo PDA
a 4°C (Y.-P. Chen et al., 2008), aunque también
se usa Agar Extracto de Malta (MEA, por sus
siglas en inglés) a 2°C. Para garantizar la
viabilidad de las cepas almacenadas en agar, se
debe repicar, es decir, realizar durante un
semestre subcultivos mensuales antes de uso.

Se reporta que los mejores métodos de
almacenamiento para la conservacion de las
cepas en Bancos de Recursos Genéticos (BRG)
son la liofilizacion y la criopreservacion en
nitrégeno liquido, que preservan la estabilidad

genética durante mds de 40 afos
(Hawksworth, 1985; Nagai et al., 2005) a una
temperatura de -70 °C (Kim et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las etapas para obtener cepas puras de
Monascus spp. son: aislamiento de cepas,
identificacion de especies, caracterizacion,
almacenamiento y conservacion. El
aislamiento debe realizarse en un medio de
cultivo con caracteristicas semejantes a las del
sustrato de recoleccion para garantizar la
selectividad; la identificacion debe ser dptima,
para evitar otorgar erroneamente
propiedades o caracteristicas a las cepas; la
caracterizacién permite encontrar los usos
potenciales de la cepa; el almacenamiento es
el responsable de conservar la viabilidad vy
estabilidad genética de la cepa. Se propone
aprovechar el potencial en la industria
alimentaria de los pigmentos producidos por
cepas que no sinteticen citrina, tales como, M.
sanguineus.
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RESUMEN

Pleurotus djamor es un hongo con multiples
propiedades gastronémicas, medicinales vy
nutricionales, pero su cultivo no esta muy
difundido. El objetivo de este trabajo es
describir el proceso de produccion del hongo,
para identificar los avances tecnoldgicos al
respecto. Se encontrd que la produccion de P.
djamor por Fermentacion en Estado Sélido
(FES) es todavia incipiente, ya que la maxima

ABSTRACT

Pleurotus djamor is a mushroom with several
culinary, medicinal and nutritional properties,
but its cultivation is not widespread. The aim of
this paper is to describe the process of
production of the mushroom to identify the
technological advances in this regard. It was
found that P. djamor production by Solid State
Fermentation (SSF) is still incipient, since the
maximum capacity is 3 kg bioceldas employed,

capacidad de bioceldas empleada es 3 kg, being imperious venture into scaling
siendo imperioso incursionar en técnicas de techniques.
escalado.
KEYWORDS: scaling, edible mushrooms,
PALABRAS CLAVE: escalado, hongos operating parameters, process.
comestibles, parametros de operacion,
proceso.
INTRODUCCION Miles, 2004). La produccion de hongos

Existen en la naturaleza aproximadamente
14000 especies de hongos que presentan
basidiocarpo, de las cudles mas de 3 000
pueden ser consideradas comestibles y tan
s6lo 10 producidas a escala industrial (Changy

comestibles es una actividad que permite la
conversion  biolégica de  subproductos
agroindustriales en alimentos nutritivos vy
medicinales (Gutiérrez y Acosta-Urdapilleta,
2012); y constituye una alternativa para
responder a la creciente demanda mundial de

43



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

alimentos, ya que su produccién es facil,
econdémica y rapida (Pineda, 2013).

La produccién anual de hongos comestibles
esta aumentando a una tasa de
aproximadamente un 25% al afio debido a la
creciente tendencia de los consumidores hacia
la alimentacion saludable. Para el afio 2013 se
reportd una produccidn mundial de 10
millones de toneladas de setas frescas, siendo
China el mayor productor con 7 millones de
toneladas, seguido de Italia, Estados Unidos,
Paises Bajos y Polonia. La produccién de
hongos secos fue de 2,5 millones de toneladas,
y la de hongos en conserva fue de 1,3 millones
de toneladas, siendo también China el primer
productor (FAO, 2013).

Pleurotus spp. es un hongo de pudricién de la
madera conocido como seta ostra (Liou, 2000),
perteneciente a la familia Pleurotaceae
(Cohen, Persky, y Hadar, 2002). Es el segundo
hongo mas cultivado a nivel mundial, después
del champifion blanco o champifién de Paris
(Agaricus bisporus); su produccién mundial es
de aproximadamente 1,5 millones de
toneladas por afio y sigue en aumento debido
a las propiedades nutricionales, medicinales y
gastrondmicas que ha mostrado (Shah, Z. A,
Ashraff, M. y Ishtiag, 2004; Sudrez y Nieto,
2016). Las especies mas estudiadas del género
son P. ostreatusy P. pulmonarius, sin embargo,
segin el indice Fungorum vya se han
investigado 202 especies (Corréa, Brugnari,
Bracht, Peralta, y Ferreira, 2016).

Pleurotus spp. es capaz de digerir los sustratos
debido al complejo enzimatico que segrega,
por lo que puede tanto detoxificar como pre-
digerir residuos agroindustriales, que de otro
modo no recibirian uso, favoreciendo al
reciclaje de carbono (Salmones, Mata, vy
Waliszewski, 2005) y al aumento de la
biodisponibilidad de los sustratos, los cuales
serian apropiados para alimentacién animal
(Van Hamme, Singh, y Ward, 2006; Velioglu y
Ozturk, 2015). Entre las enzimas producidas
por las especies del género Pleurotus se

destacan B-glucosidasas, celulasas, xilanasas,
Lignin-Peroxidasas (LIP), Manganeso-
Peroxidasas (MNP) y lacasas (Lac) (Akpinar y
Urek, 2012; Massadeh, Fraija, y Fandib, 2010;
Palmieri, Giardina, Bianco, Fontanella, vy
Sannia, 2000; Reddy, Ravindra Babuy,
Komaraiah, Roy, y Kothari, 2003). Se estima
que se producen en el mundo alrededor de
1x10'° TM de residuos lignoceluldsicos por
afio, lo que muestra que el sustrato de para la
produccion de hongos comestibles est3
disponible en abundancia (Li, Kim, Jiang, Won,
y Nam, 2009).

Pleurotus djamor es una especie pantropical
del hongo ostra, apreciada por su brillante
color rosado y su sabor Unico (Hu, Tian, Zhao,
Wang, y Ng, 2016). Existe tres variedades de la
especie: var. djamor, var. cyathiformis y var.
roseus; las cuales se diferencian entre si por
sus caracteristicas tanto macro como
microscépicas (Corner, 1981). Como es un
hongo saprofito, puede colonizar y fructificar
sobre gran variedad de sustratos vegetales
ricos en celulosa y lignina (Benitez, Huerta, y
Sanchez, 1998), siendo mas eficiente en la
degradacién de la primera. Gracias a su
complejo enzimatico, puede soportar altas
concentraciones de compuestos quimicos de
naturaleza persistente, por lo que presenta un
gran potencial para la bioremediacion de
compuestos xenobdticos como los colorantes
sintéticos (Kalmis E., 2008). Otros metabolitos
producidos por esta especie son a-
galactosidasas (Hu et al., 2016), polisacéaridos
(Zzhang et al., 2016), flavonoides como la
quercetina, carotenoides (Nattoh, Musieba,
Gatebe, y Mathara, 2016), biosurfactantes,
lipasas (Van Hamme et al., 2006; Velioglu vy
Ozturk, 2015), esteroles y acidos grasos. Estos
dos ultimos son de gran interés porque han
mostrado ser efectivos en la reduccién del
colesterol (Angarita et al., 2013; Jegadeesha,
Raaman, Hariprasath, Ramesh, y Srikumar,
2014). Adicionalmente, ha mostrado actividad
antioxidante (Guzman, Zufiiga, Santafé, Torres,
y Angulo, 2009; Sasidhara y Thirunalasundari,
2014), hepatoprotectora (Zhang et al., 2016),

44



Revista Biorrefineria Vol. 2 N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530
anticancerigena (Raman et al, 2015), hojas de banano, cascarilla de café, tamo de
antibacteriana (Valencia del Toro, Garin cebada (Espinosa y Pazmifio, 2016), papel

Aguilar, Téllez Jaimes, y Duran Paramo, 2008)
e hipocolesterolémica (Jegadeesha et al.,
2014), por lo que es recomendable su
consumo.

La produccién de P. djamor es viable tanto
econdmica como ambiental y socialmente, por
lo tanto, es una especie promisoria en el
mercado internacional de hongos comestibles
(Vivero, 2002) para su consumo en
restaurantes de hoteles, cocinas gourmet vy
pizzerias, principalmente (Alvarez & Vega-Rios,
2010), asi como materia prima en la industria
farmacéutica.

Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo
es describir el proceso de produccion de P.
djiamor mediante una amplia revision de la
literatura que permita identificar los avances
tecnoldgicos desarrollados al respecto.

SUSTRATOS

Por lo general, las fuentes de carbono oleosas
estimulan la produccion de metabolitos
hidréfobos, mientras las fuentes ricas en
hidratos de carbono a partir de residuos
inducen la produccion de sustancias hidrofilas
(Velioglu & Ozturk, 2015). Se han reportado
sustratos como paja de cebada (Salmones,
Gaitan-Hernandez, Pérez, y Guzman, 1997,
Salmones, Valdéz, y Gaitan-Hernandez, 2004),
paja de arroz (Vega, Mata, Salmones, y Elena.,
2006), pulpa de café, paja de trigo (Salmones
et al., 2005), cascara de semilla de girasol,
residuos de uva, cdscaras de papa, aceite de
semilla de girasol (Velioglu y Ozturk, 2015),
rastrojos de maiz, y de calabaza, bagazo de
henequén (Lépez-Cobd, Méndez, y Peralta,
2005), bagazo de cafia de azucar, Harina de
cebada, harina de trigo, harina de arroz,
Bienestarina, harina de maiz, harina de soja,
salvado de trigo, harina de trigo integral,
harina de maiz pinto, harina de maiz amarillo
(Angarita et al., 2013), harina de avena, serrin
de madera (Lechner, Wright, y Albertd, 2004),

(Gutiérrez y Acosta-Urdapilleta, 2012), entre
otras. Algunos autores suplementan el medio
de cultivo con CaCOs al 3 % para balancear el
pH (Lechner et al., 2004).

PROCESO DE PRODUCCION

Pretratamiento de la materia prima

Algunos sustratos por su gran tamafio tienen
que ser reducidos a longitudes de 1-5 cm
(Salmones et al., 1997, 2005). Los sustratos
con alto contenido de humedad tienen que
secarse a 60 °C durante 24 horas hasta
alcanzar los valores deseados (Velioglu vy
Ozturk, 2015), mientras los sustratos con bajo
porcentaje de agua tienen que rehidratarse
por 12 a 24 horas (Lépez-Cobd et al., 2005;
Salmones et al., 2005). Algunos sustratos
solidos son adicionalmente suplementados
con sustancias nutritivas como solucion de
peptona, extracto de levadura vy sales
minerales (Velioglu y Ozturk, 2015). Todos los
sustratos deben esterilizarse a 80-121 °C
durante 40-60 minutos y dejarse enfriar
(Salmones et al., 1997, 2005). Otros autores
recomiendan que la esterilizacion se dé a 95 °C
durante 2 horas (Espinosa y Pazmifio, 2016) o
a 120 °Cdurante 2 horas (Lechner et al., 2004).

Preparacion del indculo

Las cepas se mantienen inicialmente en Agar
Papa-Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) a
25 °C (Kalmis E., 2008) o en Agar Extracto de
Malta (MEA, por sus siglas en inglés) a 27°C
durante una a dos semanas. También se han
empleado medios de cultivo como Agar
Saboraud, agar Levadura-Nitrogeno-Fosfato-
Dextrosa (YNPD, por sus siglas en inglés) y agar
Levadura-Extracto de Malta (YMEA, por sus
siglas en inglés) a 30 °C. Luego se toma un taco
de agar con micelio y se deposita en una bolsa
con sorgo previamente hidratado en agua
durante 12 horas y esterilizado a 121 °C por
una hora. El material se incuba a 26-28 °C
durante 15 dias en oscuridad o hasta que el
micelio cubra por completo los granos (Benitez
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et al.,, 1998; Hurtado, 2015; Mata y Pérez-
Merlo, 2003; Salmones et al., 1997; Salmones
y Mata, 2015), aunque otros autores aseveran
que la incubacion puede tardar hasta tres
semanas (Salmones et al., 2005). Lépez y
colaboradores (Lopez-Coba et al, 2005)
sugieren que las semillas sean cocidas durante
10 minutos a 80 °C antes de la esterilizacion.
Espinosa y Pazmifio (2016) usan semilla de
cebada y aserrin como sustratos alternativos
para la preparacion de indculos, demostrando
que este Ultimo permite obtener una Eficiencia
Bioldgica (EB) mas alta. Para el caso de la
fermentacion  liquida, los indculos son
directamente los tacos de agar (Kalmis E.,
2008).

Fermentacién

Cuando el sustrato pasteurizado se haya
enfriado hasta los 28 °C se adiciona 5-6 % de
inéculo al sustrato pretratado y se incuba a
28+1°C durante 16 dias con una humedad
relativa del 71 al 92%. Posteriormente se
induce la fructificacion mediante estimulos

ambientales como cambios bruscos de
temperatura, luz vy aireacion, lo que
desencadena la aparicion irreversible de

primordios, que luego se convertiran en
basidiocarpos (Sanchez y Royse, 2001; Vega et
al., 2006). Algunas de las condiciones
inductoras de fructificacién reportadas en la
literatura son las siguientes: temperatura
ambiente media de 24 a 29 °C, humedad
relativa del 84 al 90%, iluminacion natural y
circulacion de 400 m3 de aire por hora durante
36 dias. La iluminacién diaria debe ser de 11 a
12 horas (Salmones et al., 1997, 2005); aunque
Nattoh, Musieba, Gatebe y Mathara (2016)
manifiestan que no es necesaria. Benitez y
colaboradores (1998) sugieren que, si dos dias
después de la inoculacién las bolsas son
perforadas lateralmente para permitir el
intercambio de gases, se puede cosechar en
tan sélo una semana, con un flujo de aire de
600-900 m3/h. Por otro lado, Velioglu y Ozturk
(2015) demuestran que, enriqueciendo los
sustratos soélidos con soluciones nutritivas, el

tiempo de incubacion se puede reducir a 13
dias.

Cosecha

Se realiza sustrayendo las setas desde la base
una vez que el cuerpo fructifero tenga un
tamafio éptimo para ser cosechado y no haya
esporulado, de lo contrario se disminuye la
vida util del producto (Pineda, Duarte, y Ponce,
2016). La clasificacion de los capdforos adultos
segln el tamafio del pileo se hace en 4
categorias: G1, para los menores de 5 cm; G2
de 5,0-9,9 cm; G3 de 10-14,9 cm; y G4 de 15
cm en adelante.

RENDIMIENTO

Para evaluar la viabilidad de una cepa con fines
industriales se debe evaluar tanto el tiempo de
incubacion como el de formacién y desarrollo
de los primordios, el nimero de cosechas, el
tamafio de los cuerpos fructiferos, la eficiencia
bioldgica y la tasa de produccién (Salmones et
al., 1997).

En la tabla 1 se pueden observar algunos
indicadores de viabilidad, que varian
dependiendo de las condiciones de cultivo de
la cepa.

La eficiencia bioldgica (EB) en base humeda se
determina dividiendo el peso fresco de los
basidiomas entre el peso seco del sustrato por
100; la tasa de produccién (TP) se calcula
mediante la relacién entre la EB y el Ciclo de
Cultivo (CC), contando desde la incubacién
hasta la cosecha (Mata y Guzman, 1993); el
Rendimiento se determina al dividir el peso de
los carpdforos en base seca entre el peso seco
del sustrato por 100 (Benitez et al., 1998) y la
Tasa de Biodegradaciéon (TB) se determina al
restar el peso inicial del sustrato al peso final
de este, y dividir entre peso inicial del sustrato,
todo en base seca por 100 (Lépez-Coba et al.,
2005).
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Tabla 1. Indicadores de viabilidad de cepas de P. djamor con diferentes condiciones de cultivo.

Sustrato Suplemento T(°C) H (%) pH ccC EB TP R Ref.
Inc. Fruct Sustr Relat (Dias) (%) (%)
Rastrojo de maiz - 19-33 24-32  78-79 -—- 7,5 36 83,9 2,3 -—- Lépez-Coba et al., 2005)

(
Rastrojo de calabaza - 19-33 24-32  78-79 -—- 7,5 59 71,3 1,2 -—- (Lopez-Cobd et al., 2005)
Bagazo de Henequén - 19-33 24-32  78-79 -—- 7,5 22 76,1 3,5 -—- (Lopez-Cobd et al., 2005)
Pulpa de café - 26 26 60 90 - 19-24  49-125 3-7 6-11 (Benitez et al., 1998)
Paja de cebada - 27-29 -—- 50-55 75-90 - 14-19 18-72 0,3-1,7 2,7-6,6  (Salmones et al., 1997)
Pulpa de café - 27-29 19-29 60-65 7890 - 36 40-60 - --- (Salmones et al., 2005)
Paja de trigo --- 27-29 19-29 60-65 7890 - 36 30-40 --- - (Salmones et al., 2005)
Semillas de girasol Medio liquido 29 N/A 70 N/A 6,0 13 N/A N/A N/A (Velioglu y Ozturk, 2015)
nutritivo y aceite
Residuos de uva de girasol 29 N/A 70 N/A 6,0 13 N/A N/A N/A (Velioglu y Ozturk, 2015)
Céascaras de papa 29 N/A 70 N/A 6,0 13 N/A N/A N/A (Velioglu y Ozturk, 2015)
Bagazo de cafia de Harina de 26 - - - 5,6 15 - --- - (Angarita et al., 2013)
azlcar cebaday CaCOs
Hojas de platano Afrechillo de 27 - 50-80 75 4-5 - 51-70 --- - (Espinosa y Pazmifio, 2016)
Cascarilla de café arroz, yeso 27 - 50-80 75 4-5 - 42-68 --- - (Espinosa y Pazmifio, 2016)
Tamo de cebada 27 - 50-80 75 4-5 - 70-71 --- - (Espinosa y Pazmifio, 2016)
Paja de cebada -—- 28 25-32 -—- 84-90 - -—- 54-114 0,9-1,9 11-27  (Salmones et al., 2004)
Donde;

T (°C)= Temperatura; H(%)= Humedad; pH= Potencial de Hidrégeno; CC= Ciclo de Cultivo; EB= Eficiencia Biolégica; TP=Tasa de Produccion; R=
Rendimiento; Ref.= Referencia.
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Las eficiencias bioldgicas y tasas de
biodegradacion son mayores en ambiente
controlados, como los laboratorios, que por lo
general se encuentran entre 19 a 27 °C, en
contraste con las cepas cultivadas en campo
abierto (Lopez-Coba et al., 2005). Se reportan
EB del 30 al 40 % sobre paja de trigo y del 40 al
62 % sobre pulpa de café (Salmones et al.,
2005); aunque las eficiencias se pueden
aumentar hasta un 125 % si se emplean cepas
aisladas de zonas ubicadas alrededor de los
1200 msnm (Benitez et al., 1998).

Algunos autores han efectuado cruces entre
varias especies del género Pleurotus spp.,
incluyendo P. djamor, para reducir los ciclos de
produccion de los cuerpos fructiferos. Sin
embargo, esto ha disminuido la productividad,
lo que se atribuye a factores genéticos
(Salmones et al., 1997). A causa de esto, se
realizaron estudios de compatibilidad inter-
variedad, encontrando que P. djamor var.
Salmoneostramineus y P. djamor var. roseus
son compatibles y superan la productividad de
sus parentales (Salmones et al., 2004).

FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION

Los hongos crecen en intervalos especificos de
temperatura, humedad, pH, luminosidad,
afuera de los cuales no se presenta
crecimiento (Hurtado, 2015).

Temperatura

El micelio se desarrolla perfectamente entre
22y 28 °C, mientras que el cuerpo fructifero lo
hace entre 12 y 21 °C (Free Spore Espafia,
2013). Aunque Lépez y colaboradores (2005)
emplean un rango mas amplio, de 19 a 33 °C
para la incubacion, y de 24 a 32 °C para la
fructificacion, lo que coincide con Sanchez y
colaboradores (1997). Sin embargo, las
temperaturas  Optimas  pueden  variar
dependiendo del metabolito a producir; por
ejemplo, para produccién de B-galactosidasas
la temperatura 6ptima es 53,5 °C (Hu et al,,
2016), para la produccion de ribonucleasas la
temperatura optima es 60 °C (Wu, Zheng, Cui,

Wang, y Ng, 2010) y para la produccion de
enzimas ligninoliticas la temperatura éptima
es 28 °C (Akpinar vy Urek, 2012). La
temperatura afecta mucho la tensién
superficial y el indice de emulsificacién en la
produccion de biosurfactantes, siendo 29 °C la
temperatura que permite la mayor eficiencia
(Velioglu y Ozturk, 2015).

Humedad

Para la preparacion del inéculo el sustrato
debe tener una humedad del 50 al 55%,
mientras que para la produccion de carpéforos
debe estar alrededor del 60-65 % (Mata vy
Pérez-Merlo, 2003; Salmones et al., 2005),
aunque algunos autores optan por un 70 %
(Velioglu y Ozturk, 2015). Por otro lado, la
humedad relativa debe oscilar entre el 70 a
95% (Gaitan-Hernandez, Salmones, Pérez
Merlo, y Mata, 2006), siendo preferible del 75
al 85 % (Free Spore Espafia, 2013). Una forma
practica de medir la humedad, cuando no se
cuenta con la tecnologia necesaria, es
mediante la prueba de guante, que consiste en
tomar un pufiado de sustrato y oprimir fuerte
con la mano percatandose de que no escurra
agua, de lo contrario es necesario secar un
poco (Espinosa y Pazmifio, 2016).

Microelementos

La adicion de zinc a los medios de cultivo
induce la produccion de enzimas con actividad
antioxidante (Zhang et al., 2016). La adicién de
hierro bivalente induce la produccién de
biosurfactantes, ya que el hierro hace parte de
los cofactores de algunas enzimas (Velioglu y
Ozturk, 2015) y es un importante activador de
la enzima isocitrato liasa, implicada en el
crecimiento celular (Hommel y Ratledge,
1993).

pH

El carbonato de calcio debe ser adicionado al
indculo en proporciones del 1 al 10 % como
regulador pH, para evitar que la compactacién
de los granos de cereal (Nattoh et al., 2016).
Para la produccion optima de cuerpos
fructiferos se reporta un pH o6ptimo de 7,5
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(Burgos, 1995). Las enzimas pueden soportar
un rango de pH de 3 a 10, cuyo valor éptimo
depende del objetivo del proceso, por
ejemplo, para produccién de a-galactosidasas
el valor 6ptimo es de 5,0 (Hu et al., 2016), para
la produccion de biosurfactantes el valor
optimo es 8,0 (Velioglu y Ozturk, 2015) y para
la produccién de ribonucleasas el valor éptimo
es 4,6 (Wu et al., 2010).

Luminosidad

La incubacion debe efectuarse en condiciones
de oscuridad tanto para la preparacién del
inéculo como para la produccion de
carpéforos (Salmones et al.,, 2005). La
iluminacién se aplica para inducir Ia
fructificacion, empleando diferentes
fotoperiodo: 12 horas de luz y 12 h de
oscuridad (Salmones et al., 1997), 9 h de luz y
15 h de oscuridad (Lechner et al., 2004), 11 h
de luz y 13 h de oscuridad (Salmones et al.,
2004).

Bioceldas

Se reportan bolsas de polipropileno de 200 g
de capacidad (Salmones et al., 1997), de 500 g
(Nattoh et al., 2016), de 1 kg (Vega et al., 2006)
y de 3 kg (Espinosa y Pazmifio, 2016); botellas
de plastico (Nattoh et al., 2016); erlenmeyers
(Angarita et al.,, 2013); y bioreactores de
bandeja (Velioglu y Ozturk, 2015). En la figura

1 se observan basidiocarpos de P. djamor
cultivados en bioceldas de plastico.

Fig. 1. P. djamor en bioceldas de plastico de 3
kg (Raman et al., 2015)

CONCLUSIONES

Pleurotus djamor es un hongo apreciado por
sus propiedades gastrondmicas, medicinales y
nutricionales, asi como por su aporte a la
seguridad alimentaria, el cuidado del medio
ambiente y el desarrollo rural. Este hongo
tiene la capacidad de crecer sobre diversidad
de sustratos lignoceluldsicos, por lo que puede
cultivarse sobre diversidad de residuos
agroindustriales, resultando econdmicamente
viable. Su produccion mediante Fermentacion
en Estado Sdlido (FES) todavia es incipiente, ya
que la maxima capacidad de bioceldas
empleada es 3 kg, por lo que todavia resta
incursionar en técnicas de escalado.
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RESUMEN

Trichoderma spp. es un moho cosmopolita
generalmente empleado como biocontrolador
y/o biofertilizante en cultivos agricolas, por lo
cual es importante su conservacién en Centros
de Recursos Genéticos (CRG). El objetivo de
este trabajo es presentar informacion basica
para la obtencién de cepas puras de
Trichoderma spp. que permita el maximo
aprovechamiento a la biodiversidad enddgena.
Se concluyd que, la obtencién de cepas puras
con fines industriales consta de cuatro etapas:
aislamiento, identificacién, caracterizacién y
conservacion; donde la primera y la cuarta son
Puntos Criticos de Control (PCC), ya que una
mala identificacién asigna erroneamente
propiedades a cepas y una mala conservacion
pone en juego la integridad fenotipica vy
gendmica del hongo. Estos PCC’s influyen en la
viabilidad econémica de la industria.

PALABRAS CLAVE: CRG,
aplicaciones industriales,
identificacion.

cepas viables,
conservacion,

ABSTRACT

Trichoderma spp. it is a cosmopolitan mold
usually used as a biocontroller and / or
biofertilizer in agricultural crops, so it is
important to conserve it in Genetic Resources
Centers (CRG). The objective of this work is to
present basic information for obtaining pure
strains of Trichoderma spp. that allows the
maximum use to the endogenous biodiversity.
It was concluded that obtaining pure strains for
industrial purposes consists of four stages:
isolation, identification, characterization and
conservation; where the first and the fourth are
Critical Control Points (CCP), since a bad
identification erroneously assigns properties to
strains and a bad conservation brings into play
the phenotypic and genomic integrity of the
fungus. These CCP’s influence the economic
viability of the industry.

KEYWORDS: CGR, viable strains, industrial
implementation, conservation, identification
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INTRODUCCION

Se estima que existen en la naturaleza entre
medio millén a casi 10 millones (Hawksworth,
2001). Segun el Indice Fungorum se han
descrito hasta el momento 529 mil especies
(Species Fungorum, 2016), lo que demuestra la
amplia biodiversidad fungica y el vasto
potencial biotecnoldgico para el
descubrimiento de nuevos metabolitos.

Trichoderma spp. es un género de hongos
deuteromicetos pertenecientes a la clase de los
Hifomicetos. Se encuentra comunmente en el
suelo, y puede crecer en todos los pisos
térmicos, desde los polos hasta los trépicos.
Una caracteristica del género es la capacidad de
degradar eficazmente una amplia gama de
sustratos naturales (Penttila, Limdn, vy
Nevalainen, 2004), gracias a su produccién de
celulasas 'y hemicelulasas (Druzhinina vy
Kubicek, 2016), por lo que es muy util en la
biotransformacion de residuos vegetales en
alimento para animales (Valifio, Elias, Torres,
Carrasco, y Albelo, 2004). Segun el indice
fungorum, se han descrito hasta el momento
296 especies (Species Fungorum, 2016), de las
cuales la especie mas estudiada es T. harzianum
(Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991).

Trichoderma spp se considera uno de los
hongos mas Utiles en la produccion de enzimas
industriales, la agricultura y la biorremediacion
(Rey, Llobell, Monte, Scala, y Lorito, 2004). Las
investigaciones recientes demuestran que es
simbionte de plantas, oportunista no virulento
y micopatdogeno (Harman, Howell, Viterbo,
Chet, y Lorito, 2004). Varias especies del género
constituyen agentes de control biolégico contra
hongos patégenos de cultivos agricolas y
promotores vegetales, tanto de la absorcién de
nutrientes como de la respuesta inmune (Bailey
et al., 2006; Clavijo y Cotes, 1998; Evans,
Holmes, y Thomas, 2003); por ello, se
comercializan usualmente como
biofertilizantes y bioplaguicidas (Chet, 1987;
Harman et al., 2004). Se reporta que mas del

60% de los biofungicidas disponibles en el
mercado, son elaborados a partir de
Trichoderma spp. (Verma, Brar, Tyagi,
Surampalli, y Valéro, 2007).

En el sector de la salud, Trichoderma spp
también ha sido de gran importanciaya que
presenta actividad anticancerigena
(Saravanakumara et al., 2015) y antitumoral (Li
et al, 2011).

Los Centros de Recursos Genéticos (CRG) de
hongos son Utiles para aislar, identificar y
conservar las especies para aplicaciones
especificas en el futuro. La comunidad
académica y la industria a menudo requieren
mas que la obtencién de cepas, sino también el
acceso a informacion referente a las
condiciones de cultivo, conservacion vy
produccion de metabolitos de interés. Por lo
tanto, los CRG tienen que ajustarse a la
demanda (Ryan y Smith, 2004).

Bajo Este contexto, el objetivo de este trabajo
es presentar informacién bdsica para la
obtencion de cepas puras de Trichoderma spp.,
mediante una amplia revision de la literatura,
que permita a los CRG ajustarse a los
requerimientos de la industria y dar el maximo
aprovechamiento a la biodiversidad nativa.

AISLAMIENTO

Recoleccién

Se ha recolectado a partir de los siguientes
sustratos: arbol de Theobroma spp. (Bailey et
al., 2006); muestra de suelo (You et al., 2016);
sedimento marino (Ren et al., 2013); rizosferas
de aloe (Zhang et al., 2016), de chile, de mango
(Guigén-Loépez et al., 2010), de frijol, de soja
(Larralde-Corona et al., 2008); cortezas de
mangle (Saravanakumara et al., 2015), de Taxus
baccata (Adelin et al., 2014); esponjas marinas
(Kobayashi, Uehara, Matsunami, Aoki, vy
Kitagawa, 1993) y mejillones azules (Ruiz et al.,
2007).
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Para la recoleccién de las cepas enddgenas a
partir de plantas que carecen de corteza, tales
como las leguminosas, los tejidos sanos (tallos,
hojas y raices) se deben picar en trozos
pequefios (3 ¢cm a 5 cm) y enjuagar;
posteriormente, se deben esterilizar con
hipoclorito de sodio al 1% durante 4 mina 5 min
y con tiosulfato de sodio al 2,5% durante 10 min
para eliminar el cloro residual; y finalmente se
deben enjuagar y pasar por alcohol al 75%
durante 1 min. Los tejidos se secan bajo una
camara de flujo laminar, se cortan en trocitos
de aproximadamente 0,5 cm vy se transfieren a
placas de Petri con el medio de cultivo (Wang
et al., 2015).

Para la recoleccidn a partir de arboles, se debe
retirar un trozo de corteza del tronco a una
altura de 1,60 a 1,70 m, y con un objeto corto
punzante extraer astillas triangulares de 0,8 cm
x 0,5 cm, como indica la figura 1. El material se
lleva al laboratorio, donde se escinde con una
cuchilla y con pinzas se toman muestras
internas, las cuales se depositan en los medios
de cultivo (Evans et al., 2003).

Fig. 1. Cortes efectuados en el arbol para la
toma de muestras (Evans et al., 2003).

Para recoleccién de cepas del suelo se
suspenden las muestras de rizosfera en
solucion salina 0,9 % p/v, luego se toman
alicuotas para inocular platos de PDA con
antibidtico y se hacen repiques hasta obtener la
cepa pura en medios selectivos (Larralde-
Corona et al., 2008). Otros autores reportan
para la suspensién de las muestras de suelo

solo agua destilada estéril en proporciéon de
1/1000 (Sanchez Lopez, Martinez Bolafios,
Zavala Gonzalez, y Ramirez Lepe, 2012).

Aislamiento

En la tabla 1 se mencionan los principales
medios de cultivo reportados en la literatura
para el aislamiento del Trichoderma spp.:

Tabla 1. Medios de cultivos reportados para el
aislamiento de Trichoderma spp.

Medio Suplemento Referencia
Agar Peptona  Rosa bengala y (Martin,
Dextrosa estreptomicina 1950)
Agar Papa Penicilina y (Evans et
Dextrosa estreptomicina al., 2003)
Agar Extracto  Cloranfenicol (Evans et
de Malta al., 2003)
Agar Papa Cloranfenicol (Wanget al.,
Dextrosa 2015)
Medio Cloranfenicol (Sanchez
selectivo Lopez et al.,
2012)

Para el empleo de estos medios de cultivo se
reportan tiempos de incubacion de una semana
a 25 °C (Martin, 1950), ocho semanas a 25 °C
(Evans et al., 2003) y cuatro dias a 28 °C en
condiciones de oscuridad (Zhang et al., 2016).

Purificacion

Las cepas se purifican en Agar Papa Dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés) (Thongram,
Sarangthem, Gourshyam, y Bharat, 2013),
medio Extracto de levadura-Peptona-Dextrosa
(YPD, por sus siglas en inglés) (Larralde-Corona
et al., 2008) o Agar Zanahoria Papa a 25 °C en
condiciones de oscuridad (CPA, por sus siglas en
inglés) (Evans et al., 2003) durante 20 dias (Lang
et al., 2015) y se hacen repiques cuantas veces
sea necesario hasta obtener cepas axénicas.
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IDENTIFICACION

Las colonias de hongos pertenecientes al
género Trichoderma spp. se reconocen
facilmente por su rapido crecimiento y su
coloracién particular, que varia del blanco-
verdoso al amarillo-verdoso. En el area de
conidiosporas se observan anillos concéntricos,
y por el revés de la colonia puede haber
coloracion amarilla, &mbar, amarilla verdosa o
neutra. En cuanto a caracteristicas
microscopicas, los conidiéforos son por lo
general hialinos, erectos, ramificados, no
verticilados, solitarios o en grupos, con fidlides
hialinas en forma de botella. Las conidiosporas
estan dispuestas en el apice de las fidlides; su
morfologia puede variar de subglobosa a
oblonga, lisa a espinosa, hialina a verdosa,
dependiendo de la especie (Arango, Ordofiez,
Castafieda, y Restrepo, 1988; Barnet y Hunter,
1972).

La identificacion de especies se puede realizar
mediante visualizacion de patrones de
ramificaciéon y morfologia tanto de conidios
como de conidiéforos (Rifai, 1969) mediante
observacién al microscopio luego de 6 a 7 dias
de crecimiento en PDA a 25-30° C (Thongram et
al.,, 2013). Tanto Bissett (1984, 1991) como
Barnet y Hunter (1978) establecieron claves
taxondmicas para diferenciar las especies del
género. Sin embargo, hay pocos caracteres
morfoldgicos Utiles, y los existentes son
similares entre si, por lo que la identificacion de
especies precisa basada en la morfologia es
dificil (Respinis et al., 2010).

Cada vez mas van tomando mayor utilidad las
técnicas y herramientas de identificacién
molecular (Kubicek, Komon-Zelazowska, vy
Druzhinina, 2008). Para la extraccion del ADN
se inocula el Caldo de Papa Dextrosa (PDB, por
sus siglas en inglés) con tacos de PDA
colonizados con micelio aéreo del hongo y se
incuba durante 48 h a 24 °C en un agitador
orbital, luego se filtra con un embudo Buchner,
se lava el micelio con agua estéril y se tritura;

finalmente se procesa segln el tipo de técnica
molecular escogida (Thongram et al., 2013),
tales como, el cdédigo de barras de
oligonucledtidos (Druzhinina et al., 2005), el
analisis en software (MEGA5) version 5
(Tamura et al.,, 2011), la toma de huellas
dactilares de ADN, los Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos de Restriccién (RFLP,
por sus siglas en inglés), la amplificacién vy
secuenciacién del Espaciador Transcrito
Interno (ITS, por sus siglas en inglés) (Gams y
Bissett, 1998; Lieckfeldt, Kuhls, y
Muthumeenakshi, 1998).

Actualmente se han secuenciado los siguientes
genomas del género: T. reesei, T. virens, T.
asperellum, T. harzianum, T. parareesei, T.
gamsii, T. longibrachiatum vy T. citrinoviride
(Baroncelli, Zapparata, Piaggeschi, Sarrocco, y
Vannacci, 2016; Kubicek et al., 2011; Martinez
et al.,, 2008; Mukherjee, Horwitz, Herrera-
Estrella, Schmoll, y Kenerley, 2013; Yang et al.,
2015). En la figura 2 se observa la variabilidad
morfoldgica del micelio, de acuerdo con el tipo
de cepa empleada, aungue tienen en comun la
esporulacion de color verde.

T397

TC74

TC74M

Figura 2. Morfologia de diferentes cepas de
Trichoderma spp. (Guigdén-Lépez et al., 2010).

CARACTERIZACION

La caracterizacién permite conocer las
aplicaciones especificas del hongo con base en
los  metabolitos producidos (Lieckfeldt,
Samuels, Nirenberg, y Petrini, 1999).

56



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

Tasas de crecimiento
Se toman tacos de PDA con micelio y se
inoculan cajas de Petri con PDA, las cuales son
incubadas a 25 °C durante el tiempo necesario
hasta que el micelio recubra completamente la
superficie de la caja.

El crecimiento radial se mide diariamente y la
Tasa de Crecimiento radial (TC) se calcula como
sigue (Larralde-Corona et al., 2008):

TC= (Crecimiento final— Crecimiento inicial)
tiempo de incubacién

Produccion de metabolitos

La biosintesis de metabolitos secundarios en los
hongos a menudo implica vias bioguimicas
Unicas e inusuales que, si se varian sutilmente,
pueden originar diversidad de sustancias a

partir de solo unos precursores clave,
provenientes del metabolismo primario como
los acidos, acetil-CoA reductasa, mevalonato y
aminoacidos (Demain y Fang, 2000; Keller,
Turner, y Bennett, 2005).

Dentro de los metabolitos secundarios
derivados se  destacan: péptidos no
ribosomales como los peptaibioles,
sideréforos, micotoxinas, policétidos, terpenos,
pironas, entre otros. La produccién de estas
sustancias depende de la especie y de la cepa
con que se esté trabajando, y no meramente de
las condiciones de cultivo, aunque el uso de
inductores puede ser necesario (Zeilinger,
Gruber, Bansal, y Mukherjee, 2016).

En la tabla 2 se consignan algunos de los
metabolitos producidos por este género.

Tabla 2. Metabolitos producidos por las especies de Trichoderma spp.

Tipo Metabolito Especie

Referencia

Enzima Celobiohidrolasas T. viride

Antraquinona
Péptido
bioactivo

Antibidtico

Acido organico
Policétido

Betaglucanasa
Celulasa

Poligalacturonasa

Proteasa

Xilanasa

B-1,3-glucanasa
B-1,6-glucanasa
Cetoacil sintasa
B-1,4-mananasa

Acetil-estereasa

Crisofanol
Peptaibiol

Tricorvina

Poliporinas
Homothallin Il

A. propidnico
Koningininos
Trichoharzin

T. ovalisporum
T. ovalisporum
T. ovalisporum
T. ovalisporum
T. harzianum
T. reesei

T. harzianum

T. harzianum
T. harzianum
T. harzianum
T. virens

T. reesei

T. harzianum
T. isocyanide

T. longibrachiatum

T. viride

T. polysporum
T. harzianum

T. hamatum
T. koningii
T. harzianum

(Valifio et al., 2004)

(Bailey et al., 2006)

Bailey et al., 2006)

Bailey et al., 2006)

Bailey et al., 2006)

Sudrez et al., 2005)
(Grinyer et al., 2007)
(Tseng, Liu, Yang, Lo, y Peng,
2008)

Tseng et al., 2008)

Tseng et al., 2008)

Yao et al., 2016)

Chai, Abu Bakar, Mahadi, y
Murad, 2016)

(Kremnicky, Mastihuba, y Coté,
2004)

(Liu et al., 2016)

(Renetal., 2013)

(Ruiz et al., 2007)

(Wada, lida, Asami, y Fujita,
1996)

(New et al., 1996)

(Faull, Graeme-Cook, y
Pilkington, 1994)

(Baldwin et al., 1985)

(Lang et al., 2015)
(Kobayashi et al., 1993)

(
(
(
(

o

(
(
(
(
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Tipo Metabolito Especie Referencia
Terpeno Harzian tetraciclico T. atroviridae (Adelin et al., 2014)

Citrinovirina

Sesquiterpeno  Pestalotiopsina
Micotoxina Citocalasina
Alcohol Etanol

T. citrinoviride

Trichoderma spp.
T. gamsii
T. harzianum

(Liang, Miao, Song, Liu, y Ji,
2016)

(Yuetal., 2015)

(Chenetal., 2014)

(Ghisalberti y Sivasithamparam,
1991)

Efecto antagdnico

El mecanismo de accién de Trichoderma spp.
como biocontrolador se basa en la hidrdlisis de
la pared celular del patdgeno, gracias a las
enzimas hidroliticas exoquitinasas y B-1-3
glucanasas que produce extracelularmente; lo
que resulta mortal, ya que la quitina es el ricial
componente de la pared celular de los hongos,
correspondiendo alrededor del 80% (Clavijo y
Cotes, 1998).

Para medir el efecto antagénico de
Trichoderma spp. se utiliza por lo general, el
meétodo de cultivos duales (Larralde-Corona et
al., 2008), que consta de la confrontaciéon de las

dos cepas en una caja de Petri con PDA,
separadas aproximadamente 5cm, bajo unas
condiciones de cultivo de 20-25 °C durante 120
h con un fotoperiodo 12:12 (luz:oscuridad). El
porcentaje de Inhibicion del Crecimiento (IC) de
los patégenos se calcula contrastando su tasa
de crecimiento en ausencia y en presencia de
Trichoderma spp. en el medio de cultivo, siendo
considerada como el 100 % la tasa de
crecimiento del patdgeno en el cultivo axénico
(Guigdn-Lopez et al., 2010).

En la tabla 3 se listan algunos de los patdgenos
inhibidos por Trichoderma spp.

Tabla 3. Fitopatégenos objetivo del Biocontrolador Trichoderma spp.

Fitopatdgeno Biocontrolador

Referencia

Rhizoctonia solani T. koningii

T. harzianum
Fusarium oxysporum T. koningii
Pythium splendens T. koningii

Moniliophthora roreri
harzianum
Crinipellis roreri
harzianum

T. ovalisporum, T. hamatum, T.

(Clavijo & Cotes, 1998)
(Tseng et al., 2008)
(Clavijo & Cotes, 1998)
(Clavijo & Cotes, 1998)
(Bailey et al., 2006)

T. ovalisporum, T. hamatum, T. (Bailey et al., 2006; Evans et al,,

2003)

Botrytis cinerea
Staphyloccocus aureus
Sclerotinia sclerotiorum
Staphylococcus aureus

T. harzianum
T. citrinoviride
T. harzianum
T. citrinoviride

Liu et al., 2016)
Liang et al., 2016)

Liang et al., 2016)

Aspergillus niger T. harzianum

Escherichia coli T. koningii

(
(
(Zhang et al., 2016)
(
(

Ghisalberti & Sivasithamparam,
1991)
(Ghisalberti & Sivasithamparam,
1991)

CONSERVACION

Su objetivo es la preservacion de la pureza, la
viabilidad, la capacidad de esporulacién vy la
integridad gendmica de la cepa (Smith y Ryan,
2004). El mantenimiento de la integridad

fenotipica y gendmica de la cepa es de suma
importancia, y puede verse afectada por malas
técnicas de preservacion (Ryan y Smith, 2004).
Kuhls, Lieckfeldt y Bérner (1995) notaron que
cepas presumiblemente idénticas  de
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Trichoderma spp obtenidas de diferentes CRG
tenian desviaciones en las huellas dactilares por
Reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés). Un cientifico con poca
experiencia puede inadvertidamente trabajar
con una cepa degenerada, producir resultados
falsos y sacar conclusiones erréneas (Ryan vy
Smith, 2004). Fuentes no fiables de recursos
genéticos fungicos pueden provocar resultados
desastrosos en términos econdmicos, ya que la
cepa puede no ser estable genéticamente o
puede estar mal identificada, ocasionando que
seguramente no manifieste los resultados
esperados tanto en velocidad de crecimiento,
como de tipo y cantidad de metabolitos
producidos. La necesidad de asegurar la
estabilidad de las cepas para aplicaciones
biotecnoldgicas es de suma importancia
(Clutterbuck, 2004). Por tanto, los métodos de
preservacion empleados deben ser
reproducibles y garantizar la integridad
fenotipica y gendmica de las cepas, o por lo
menos minimizar su deterioro (Ryan y Smith,
2004).

Se reportan métodos de almacenamiento en
glicerol 35 % v/v a 70 °C bajo cero (Larralde-
Coronaetal., 2008), Agar Harina de Maiz (CMA,
por sus siglas en inglés) a 5 °C (Sanchez Lépez
et al., 2012), aceite mineral o agua destilada
esteril (Gato, Rodriguez, y Eldsegui, 2009),
subcultivo continuo (repique o transferencia
periddica), congelacién vy liofilizacion (Ryan,
Smith, y Jeffries, 2000). No obstante, el método
mas adecuado para conservar esporas es la
liofilizacién, pero no se recomienda para
conservar micelio, ya que es dificil la

revitalizacion de las hifas, aunque se pueden
afiadir lioprotectores como suero, leche
desnatada, inositol, glicerol, trehalosa vy
peptona al medio de suspensién para reducir
los dafios (Ryan y Smith, 2004). Se recomienda
que si la cepa es para uso industrial se empleen
métodos de conservacion a largo plazo, como
la liofilizacion y la criopreservacién en
nitrégeno liquido desde -140 a -196 °C, que
preservan la estabilidad genética; aunque,
debido a su alto costo, no se pueden
implementar en laboratorios con recursos
limitados (Gato, 2010; Ryan et al., 2000).

CONCLUSIONES

Para la obtencion de cepas puras con fines
industriales se pasa por cuatro etapas:
aislamiento, identificacién, caracterizacion vy
conservacion. En el aislamiento se debe
emplear medios adecuados para garantizar la
obtencion de cultivos axénicos. En la
identificacion, los métodos tradicionales de
observacién colonial 'y miceliar arrojan
resultados ambiguos, por ende, los métodos
mas fiables son los de biologia molecular. La
caracterizacién va muy ligada a la o6ptima
identificacion, ya que se pueden otorgar
propiedades a una cepa o especie de forma
errénea, generando resultados indeseados en
sus aplicaciones. Finalmente, la conservacion
es un Punto Critico de Control (PCC) porque
influye en la integridad fenotipica y gendmica
de la cepa, poniendo en juego la viabilidad
econémica de la empresa que le haya
adquirido.
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RESUMEN

Las vendas textiles se emplean usualmente en
terapias de compresion, y son de especial
interés las dosificadoras porque permiten al
principio activo llegar rapido a la sangre con
bajo riesgo de infeccion. Se realizd la
formulacién del apresto de extracto de cebolla
con aditivos (féormula magistral) y se estudio el
tipo de tela de algoddn que permitiera el
mayor pick-up, siendo la franela la tela con
mejores resultados.

PALABRAS CLAVE: acabado textil, analisis de
procesos, vendas terapéuticas, pick up.

ABSTRACT

Textile bandages are usually used in
compression therapies, and dosing machines
are of special interest because they allow the
active ingredient to reach the blood quickly
with a low risk of infection. The formulation of
the onion extract preparation with additives
was made (master formula) and the type of
cotton fabric that allowed the largest pick-up
was studied. The flannel is the fabric with the
better results.

KEYWORDS: textile finishing, process analysis,
therapeutic bandages, pick up.

INTRODUCCION

La medicina tradicional abarca el uso ancestral
de remedios a base de hierbas y suplementos
dietéticos, intervenciones cuerpo—mente vy
acupuntura, entre otros. Es una parte
importante de los sistemas de salud en todo el
mundo pues segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (Ajose, 2007) el 80% de la
poblacion mundial depende de las plantas
medicinales para sus necesidades de atencién
primaria de salud. También recibe los nombres
de medicina alternativa debido a que en
algunos casos sustituye a la medicina
convencional (Isidoro, Huang, & Sheen, 2016).

Los médicos tradicionales recetan una
combinacidn de hierbas llamadas férmulas, las
cuales contienen multiples compuestos y rutas
metabdlicas que sinérgicamente actlan para
sanar una enfermedad (Wang, Zhang, Sun,
Han, & Yan, 2016).

Aungue estas practicas médicas se conocen
desde la antigliedad, su uso ha aumentado
ultimamente debido principalmente al fracaso
de la medicina convencional en el tratamiento
de ciertas enfermedades (Isidoro et al., 2016).
No es que se esté negando los aportes de la
medicina convencional al diagndstico vy
tratamiento de dichas enfermedades, sino que
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se esta reconociendo que los medicamentos
sintéticos presentan reacciones toxicas vy
efectos secundarios que no se pueden pasar
por alto, por lo tanto, los medicamentos
naturales presentan una alternativa mas
inocua y asequible para personas con bajos
ingresos. En la ciencia moderna, en muchos
casos se ha comprobado y certificado el saber
popular a través de la farmacognosia, la
fitoquimica y la biologia molecular (Alonso,
2007).

La mayoria de los  medicamentos
convencionales se administran via oral o
intravenosa; el primer caso se ve limitado por
la velocidad de absorcién intestinal que varia
dependiendo de la cantidad y tipos de
alimentos consumidos, hora de ingesta,
proximidad temporal con la defecacién, etc,;
mientras el segundo, aparte de ser doloroso
presenta riesgos de infeccién por una
inadecuada asepsia. Por lo tanto, la aplicacién
cutanea, es decir, directamente sobre la piel,
es una opcién mas segura y sencilla (Zaffaroni,
1974). Sin embargo, los principios activos se
encuentran convencionalmente contenidos en
pomadas, cremas, polvos y linimentos, siendo
muy dificil controlar la dosificacién del
principio activo, ademas es incémodo su uso
porgue se manchay en caso de ser aplicado en
un lugar visible da mala apariencia ( Zaffaroni,
1973).

Las vendas terapéuticas dosificadoras de
farmacos facilitan la aplicacion de los
principios  activos al inmovilizarlos vy
dosificarlos, permitiendo su accién prolongada
en la piel. Constan de depdsito textil con el
farmaco  confinado en  microcdpsulas,
superficie adhesiva y pelicula de protectora
(Zaffaroni, 1974; 1971).

El objetivo de este experimento es determinar
la influencia de la densidad y el titulo en el
pickup de la venda, utilizando el apresto
formulado con extracto de cebolla.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizd en el
laboratorio de Biotecnologia del Centro
Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente
(CEBA) vy los laboratorios de microbiologia vy
textil de la Universidad Técnica del Norte,
localizados en la ciudad de Ibarra - Ecuador
(Ecuador), a una altitud de 2225 msnm y unas
condiciones ambientales promedio de 18 °C de
temperatura, 1,013 x10° Pa de presion y 80 %
de humedadrelativa.

Material vegetal

Se empled extracto de cebollas moradas
(Allium cepa L.) con o sin cobertura externa,
provenientes del mercado de la ciudad de
Ibarra. El extracto se obtuvo por maceracién
dindmica operando con un tamafio de
particula de 13 Mesh (1,59 x10° m), etanol
50% como solvente, relacién droga:solvente
1:10, frecuencia de agitaciéon de 15 rpm vy
tiempo de maceracién de 72 h.

Equipo

Se empled una balanza digital marca ACCULAB
VIC-212, QUALITY modelo QVP-500, wun
microscopio trinocular (figura 29) marca
LABOMED LX 400, 5 clases de telas (lienzo 1y
2, crudo, franela, chalis) de algoddn 100%, una
regla de madera (figura 30), una lupa para
contar hilos (figura 31), un shaker artesanal y
un foulard (figura 33) artesanal disefiado por el
CEBA.

Formulacién del bafio

El bafio para la inmersion de las vendas
presentod la siguiente composicidon: extracto de
cebolla 87,9 % rico en sustancias bioactivas,
vaselina liquida 2,0 % como vehiculo de
incorporacion del farmaco, glicerina 5,0 %
como emulsionante y suavizante,
carboximetilcelulosa (CMC) 2,0 % como
estabilizante y anti-deformante de la tela,
fragancia de eucalipto 3,0 % y metil 0,1 %
como preservante (Farmacopéia Brasileira.,
1997).
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Tejido textil

En vista de la importancia que estan tomando
las llamadas fibras ecoldgicas procedentes del
reciclado de textiles o materiales celulésicos,
se selecciond el algoddn como fibra de estudio
(COTEC, 2014), que ademas de ser la de mayor
uso para la elaboracion de vendas, presenta

naturaleza hidréfila, lo que favorece Ia
absorcién del bafio (Capablanca-Francés,
2008).

Figura 1. Vista microscépica de fibra de
algoddn al 400x

Caracterizacion del tejido

Se tomaron muestras de tela de algoddn con
dimensiones de 5 cm x 5 cm, y determinaron
las siguientes propiedades: densidad de
urdimbre (U) y de trama (T), gramaje (G) de la
muestra y titulo. Se realizaron 10 réplicas por
cada tratamiento y los resultados obtenidos
fueron promediados.

La densidad de urdimbre (DU) y de trama (DT)
se midieron con el método de la ASM
internacional (ASTM D3775-12, 2012) vy la
Norma Técnica Peruana NTP 231.031 (INACAL.
Instituto Nacional de Calidad, 1970).

El peso por drea de tejidos o gramaje (G) fue
medido con el método de la ASM internacional
(ASTM D3776 / D3776M-09a, 2013) y la Norma
Técnica Peruana NTP 231.003 (INACAL.
Instituto Nacional de Calidad, 1967); donde
GCA es el gramaje con apresto y GSA es el

gramaje sin apresto; la diferencia entre los dos
corresponde al apresto absorbido (AD).

La finura de los hilos fue medida por el método
gravimétrico (figura 40) mediante el sistema
de titulacion indirecto con el NUmero Inglés
del Algoddén (Nec, por sus siglas en inglés)
usualmente conocido como Ne (Lavado,
2012a). Siendo el titulo calculado por la
ecuacion 1 (Lavado, 2012b), el gramaje de la
muestra en la balanza analitica y la densidad
de urdimbre y trama con ayuda de la lupa
cuentahilos. La designaciéon de Ne indica
cuantas madejas de 840 yardas (768,096 m) se
necesitan en una libra (453.592 g).

Longitud en metros

Ne= 059

(1)

Peso en gramos

La tela seca fue pesada en la balanza técnica
(figura 41), luego se introdujo en los rodillos
del foulard artesanal, el cual habia sido
previamente cargado con el bafio de
inmersion, guardando una relacidon de bafio de
1:10 g/ml. Posteriormente se peso la tela con
el apresto absorbido y se calculé el pickup, de
acuerdo con la ecuacién 2 (Lavado, 2012c).

Ph—Ps
Ps

Pickup (%)= *100 (2)

Donde Ps es el peso seco del textil y Ph es el
peso humedo del textil luego del foulardado.

Disefio experimental y tratamiento estadistico
Se realizé un disefio experimental de un solo
factor categérico, en un blogque, con cinco
niveles de estudio y 10 réplicas para cada uno,
para un total de 50 tratamientos, con 45
grados de libertad (g. |.) para el error y un
orden completamente aleatorizado, lo que
aportara proteccion contra el efecto de
variables ocultas. Se empled el software
estadistico STATGRAPHIS®, Centurion XV,
version 15.2.05. Se utilizé como unidad
experimental una muestra de tela 100 %
algoddén con dimensiones de 5 cm x 5 cm (25
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cm?2). El pick up se selecciond como variables
respuesta. El factor de estudio seleccionado
fue el tipo de tela. Como parametros de
operacion se estableciod el tipo de tela (tejido
plano de algoddn), la densidad de urdimbre y
trama, la densidad de tejido o gramaje, el titulo
de los hilos, la relacién de bafio 1:10 y la
composicion del apresto. Las condiciones
ambientales y la presién de los cilindros del
foulard se consideraron como factores de
ruido.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Usando la lupa de contar hilos se encontré que
las muestras de tela corresponden a tejidos
planos tipo tafetdn, es decir que la trama pasa
alternativamente por encima y por debajo de
cada hilo o conjunto de hilos en que se divide
la urdimbre, formando un enrejado sencillo.
Las caracteristicas promedio de las telas

Tabla 2. Propiedades promedio de las telas

Tipo GSA GCA AD (g)
(g/cm?) (@)

Crudo 0,305 1,097 0,79
Lienzo 1 0,596 1,856 1,26
Lienzo 2 0,282 1,00 0,72
Franela 0,411 2,36 1,95

Chalis 0,277 0,97 0,70

Tabla 3. Resumen estadistico para Pickup

Tipo Recuento Media Desviacion
aritmética Estandar
Chalis 10 71,517 1,14547
Crudo 10 72,121 0,320744
Franela 10 82,559 0,450048
Lienzo 2 10 71,881 0,899129
Lienzol 10 67,864 0,686751

seleccionadas para el estudio se listan en la
tabla 1y las propiedades promedio se listan en
la tabla 2. Se observa que el Chalis tiene el Ne
mayor con 33 y el de menor Ne es el lienzo 1
con 9. Esta tabla 3, se presenta los diferentes
estadisticos muestrales del Pickup en cada uno
de los 5 niveles (Tipo de tela), lo que permite
estimar o inferir las caracteristicas de la
poblacion

Tabla 1. Caracteristicas promedio de las telas

Muestra Nro. Urdimbre Trama
Lienzol 0,0620 0,0620
Lienzo 2 0,0318 0,0326
Franela 0,0311 0,0696

Chalis 0,0178 0,0176
Crudo 0,0330 0,0320
DU DT Ne Ne
(#hilos/cm2 (#hilos/cm U T
) ’)
20 16 18 18
20 16 9 9
11 9 18 18
20 14 19 8
29 25 33 33
Coeficiente de Minimo Maximo  Rango
Variacién
1,60168% 69,47 73,43 3,96
0,44473% 71,47 72,61 1,14
0,545123% 81,86 82,98 1,12
1,25086% 70,71 73,53 2,82
1,01195% 66,45 68,66 2,21
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En la tabla 4, se listan dos medidas de
dispersién para cada corrida experimental, las
cuales permiten identificar la forma en que se
separan o aglomeran los valores con respecto
a la media. Los resultados obtenidos para el
crudo vy la franela son los mas precisos, ya que
presentan una desviacion estandar baja para el
pick up entre réplicas, en contraste con la
desviacién entre los valores correspondientes
a los lienzos vy al chalis, que es casi 2 y 3 veces
mayor, respectivamente. El lienzo 2 presenta
una distribucién sesgada a la derecha, es decir,
con asimetria positiva, mientras que el resto
de los datos estan sesgados a la izquierda, es
decir, con asimetria negativa. Por otro lado, la
distribucidon de los datos para las telas crudo,
lienzo 1y chalis es leptocurtica, donde el crudo
presenta la mayor concentracion de los datos
en torno a la media y el chalis la menor. Para
las telas lienzo 2 y franela, la distribucion de los
datos es platicurtica, donde la franela presenta
la menor concentracion de los datos en torno
a la media.

Tabla 4. Medidas de dispersion

Tipo Sesgo Curtosis

Estandarizada
Chalis -0,190566 0,113632
Crudo -0,848343 0,527837
Franela -0,855556 -0,761815
Lienzo 2 0,361669 -0,267051
Lienzol -1,00121 0,345244
Total 3,13133 -0,0992473

En la tabla 5, se presenta el Andlisis De
Varianzas (ANOVA, por sus siglas en inglés)
simple o de un criterio de clasificacion, que
descompone la varianza de Pick up en dos
componentes: un componente entre-grupos y
un  componente  dentro-de-grupos. La
intencion principal es comparar las medias de
los diferentes niveles, listadas en la tabla 12. Se
establece como hipdtesis nula que las medias
de la variable de respuesta entre grupos son
iguales, y como hipdtesis alternativa el caso
contrario. Con 95 % de confiabilidad, podemos
indicar que existe una diferencia significativa

entre las muestras estudiadas, debido a que el
valor P es menor que 0,005.

La razén-F es el cociente entre el estimado
entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos;
para este caso es igual a 525,435 y sefiala que
la variacién de las medias de la velocidad de
activacién entre los grupos es grande, en
contraste con la variacion de dichas medias
dentro de los grupos.

El valor-P de la prueba-F es menor que 0,05,
por lo que se lo que rechaza la hipdtesis nula'y
se acepta la alternativa, es decir que, existe
una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de Pick up de un nivel de tipo
de tela y otro, con un nivel del 95% de
confianza. Segun esto, los distintos niveles del
factor producen efectos diferentes en la
variable de respuesta.

Tabla 5. Analisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén  Valor-
Cuadrados Medio -F p

Entre 1218,00 4 304,499 525,4 0,000

grupos

Intra 26,07 45 0,579518

grupos

Total 1244,07 49

(Corr.)

La tabla 6, resume la Prueba de Rangos
Multiples por el método de Diferencia Minima
Significativa (LSD) de Fisher, que permite
determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, con un
nivel de confianza del 95%. De la tabla se
deduce que la franela es la mejor, con una
media de Pickup de 82,55.

La parte inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de
medias. El asterisco que se encuentra al lado
de los siete pares indica con un nivel del 95,0%
de confianza, que existen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.
Todos los pares que contienen a la franela son
los que presentan la mayor diferencia entre
sus elementos, por lo que se corrobora que la
franela es la que presenta la mayor influencia
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sobre el nivel de pick up. Los Unicos pares que
no presentan diferencia estadisticamente
significativa son: chalis-crudo, chalis- lienzo 2 y
crudo-lienzo 2, lo que indica que el empleo de
cualquiera de estas tres telas genera un efecto
similar en el pick up, contrario a lo que ocurre
con el resto de pares. El crudo es una tela
tejida pero no blanqueada, contrario al chalis y
al lienzo 2, por lo que se puede deducir que el
blangueo de los tejidos no afecta el pick up del
apresto.

En la parte superior de la salida se identifican
tres grupos homogéneos segun la alineacién
de las “X's” en columnas. Se observa que no
existen diferencias estadisticamente
significativas entre el chalis, el crudo y el lienzo
2, apoyando las afirmaciones del parrafo
anterior.

Tabla 6. Analisis de varianza

Tipo Caso Medi Grupos
s a (%) Homogéneos
Lienzol 10 67,86 X
Chalis 10 71,52
Lienzo 10 71,88
2
Crudo 10 72,12 X
Franela 10 82,55 X
El  grafico de medias muestra que

evidentemente, el tratamiento con franela es
el que permite el mayor pick up del apresto
terapéutico, y que ademas su efecto en esta
variable de respuesta es alto en contraste con
los otros tratamientos.

Medias y 95,0% de FisherLSD

83_— -

75 —

Pick up

. == ]
L - ]
67 = .
Chalis, Crudo Franela Lienzo 2 Lienzo1
Tipo de tela

Figura 1. Grafico de medias por tratamiento.

Los tratamientos 31 y 33, que corresponden a
la franela, son los que presentan el mayor
Pickup con 82,98%, mientras que el
tratamiento 15, que corresponde a lienzo 1, es
el de menor pickup con 66,45 %. El rango de
pickup recomendado para los tejidos 100%
algodén, es por lo general del 60-70 %

(Hernandez-Mendoza & Hernandez-
Herndndez, 2016), pero puede llegar hasta el
93-100% cuando el principio activo se

encuentra microencapsulado con o sin resina
de adhesion (Abdel-Mohsen et al.,, 2012;
Capablanca-Francés,  2008). Bolafios-
Mediavilla (2017), alcanzaron un pickup del 80
% empleando una tela de camisa 100% CO con
tejido tafetdan y un bafio compuesto por
solucién de agua, nuva TTC, oxido de zinc y
acido formico.

En la tabla 10, se observa que varios valores se
salen del rango de pickup recomendado, lo
que puede deberse al contenido de CMC en el
apresto. La carboximetilacion otorga a las
fibras de algodén propiedades como una
mayor absorcidon de agua, suavidad y no
adhesividad, que las hace aptas para el
cubrimiento de heridas e inflamaciones. La
mayor absorcion de agua permite la retencién
de las sustancias bioactivas de la cebolla,
mientras que la suavidad y la no adhesién
disminuye el dolor al momento de retirar la
venda. Ademas, al contacto con la piel, estas
fibras carboximetiladas forman una capa de
gel fibroso, lo que proporciona un entorno
himedo que acelera el proceso de
cicatrizacion natural (Qin, 2016).

El lienzo 1, que tiene el mayor gramaje
presenta el menor pickup; por su parte, la
franela, que tiene el segundo mayor gramaje
presenta el mayor pickup; y el resto de telas
que tienen gramajes inferiores presentan un
pickup intermedio. Esta no linealidad coincide
con valores encontrados en la literatura para
tejidos 100% CO: Pique, gramaje 215 g/m2 vy
pickup 71%; Jersey, gramaje 115 g/m2 y pickup
75%; Interlock, gramaje 210 g/m2 vy pickup
65% (Hernandez-Mendoza & Hernandez-
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Herndndez, 2016); jean, gramaje 407-430
g/m2 y pickup 80%; tela de camisa, gramaje
117-123 g/m2 vy pickup 80% (Bolafios-
Mediavilla, 2017); crudo, gramaje 220 g/m2 y
pickup 80 % (Ibrahim, Refaie, & Ahmed, 2010);
Jacquard, gramaje 210 g/m2 y pickup 93-95%
(Capablanca-Francés, 2008). Podrian
deducirse dos cosas: que el gramaje no influye
en el pick up de apresto o que la influencia esta
representada por una funcion parabdlica
céncava. Sin embargo, para afirmar esto es
necesario hacer otros estudios.

Del mismo modo ocurre con el nimero de hilo
Ne, ya que el lienzo 1 tiene el Ne y pick up mas
bajos; pero la franela por el contrario pese a
presentar el mayor pick up tiene el mismo Ne
que el lienzo 2 y el crudo, que presentan pick
ups inferiores. Por otro lado, el chalis pese a
tener el mayor Ne presenta un pick up
semejante al lienzo 2 y al crudo. Aqui también
se ve una no linealidad de los datos,
concordando con Hernandez-Mendoza vy
Hernandez-Hernandez (2016), quienes
encontraron que el pique con Ne=24 presenta
un pick up del 71 %, el jersey con un Ne=40
presenta un pick up del 75%y el interloock con
Ne=36 presenta un pick up=65%.

En cuanto a la relacién de engarce (U/T) se
encuentra que corresponde a 1,25 para crudo;
1,35 paralienzo 1; 1,26 paralienzo 2; 1,53 para
franela y 1,16 para chalis. No se observa
linealidad con respecto a la eficiencia de
extraccion, de ser asi, la franela tendria que
tener la mayor U/T y el lienzo 1 la menor. Esto
concuerda con Bolafios-Mediavilla (2017),
quien obtuvo un mismo pick up del 80% tanto
para la tela jean como para la tela de camisa,
que presentaron U/T’s diferentes, de 1,34 vy
1,04 respectivamente. Se evalué el pick up de

apresto por las telas, pero no su uniformidad,
habiéndose  comprobado en  estudios
anteriores que puede haber varias
permeabilidades especificas en un mismo
textil, dependiendo de la U/T (Rieber, Jiang,
Deter, Chen, & Mitschang, 2013), ya que esta
relacionada con la tupidez, y cuando ésta es
alta, se dificulta la difusién del apresto en la
tela (Mafiosa, 2008).

La composiciéon del bafio también podria
afectar el pick up ya que la afinidad quimica del
apresto con la tela condiciona la retencién del
bafio y la viscosidad del mismo condiciona su
ingreso y difusién en el tejido. En este trabajo
se obtienen pick up’s entre el 66-83% con un
apresto compuesto por fragancia de eucalipto,
glicerina, CMC, extracto de cebolla y vaselina
liquida; Capablanca-Francés (2008) logro pick
up’s entre el 93-95% con un apresto de
microcapsulas y resina acrilica; Hernandez-
Mendoza vy Hernandez-Hernandez (2016)
consiguieron pick up’s entre el 65-75% con un
apresto compuesto por Ceranina (suavizante),
silicona, lubricante de resina, catalizador vy
acido acético; Bolafios-Mediavilla (2017)
obtuvo un pickup del 80% usando un apresto
compuesto por solucién de agua, nuva TTC,
o6xido de zinc y dacido férmico; lbrahim vy
colaboradores (2010) alcanzaron pick up’s del
80% con un apresto de resina, agente
humectante no idnico, acidos orgdnicos,
Polietilenglicol (PEG), sales de sodio y/o
magnesio; Abdel-Mohsen vy colaboradores
(2012) por su parte lograron pick up’s del 95-
100% con un apresto de acido citrico,
hipofosfito sddico y nanoparticulas de
quitosano.

CONCLUSION

La franela es la mejor tela para desarrollar la
venda terapéutica, con un Pickup promedio
del 82,559 %. Las caracteristicas de la franela
empleada en este estudio son: tejido tafetdn,

gramaje promedio = 164,40 g/m2, densidad de
urdimbre promedio = 8 hilos/cm2, densidad de
trama promedio = 5 hilos/cm2, Ne promedio =
18. Por otro lado, el lienzo 1 es la tela que
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presenta el menor pick up promedio del crudo y el chalis, no existe diferencia
67,86%. En cuanto al lienzo 2, el significativa en cuanto a su influencia sobre el
pickup de sustancias bioactivas de cebolla.
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RESUMEN

Pleurotus es un género de hongos comestibles,
que ademds de presentar propiedades
nutricionales y gastrondmicas tiene
compuestos bioactivos que le otorgan un
caracter medicinal. Se han reportado
betaglucanos  bioactivos con  actividad
bioldégica, los cuales se relacionan en este
trabajo. Se encontrd que la versatil estructura
y actividad bioldgica de los betaglucanos hace

todavia dificil su escalamiento a nivel
industrial.
PALABRAS  CLAVES: actividad bioldgica,

inmunomodulacion, nutracéutico.

ABSTRACT

Pleurotus is a genus of edible fungi, which in
addition to presenting nutritional and
gastronomic  properties  has  bioactive
compounds that give it a medicinal nature.
Bioactive betaglucans with biological activity
have been reported, which are related in this
work. It was found that the versatile structure
and biological activity of betaglucans still
makes it difficult to scale at an industrial level.

KEYWORDS: biological
immunomodulation, nutraceutical.

activity,

INTRODUCCION

La produccidon de setas comestibles est3
aumentando continuamente a una tasa que
gira en torno al 25% por afio debido al cambio
cultural de los consumidores hacia habitos de
vida saludables. Para 2013 se reportd a nivel
mundial una producciéon de alrededor de 10
millones de toneladas de setas frescas, siendo
China el mayor productor con
aproximadamente 7 millones de toneladas
(Baggio et al., 2012).

El hongo comestible mas cultivado en el
mundo es el champifién blanco (Agaricus

bisporus) con aproximadamente el 64% de la
produccion, seguido de la seta ostra (Pleurotus
spp.) y el shiitake (Lentinula edodes). Se
reporta una produccion mundial de 1,5
millones de toneladas de setas ostra al afio y
sigue en aumento debido a la gran fuente de
nutrientes y compuestos activos de alta
eficiencia bioldgica que representan su micelio
y basidioma (AMRC, 2014; Shah, Z. A., Ashraff,
M. & Ishtiag, 2004; Sudrez & Nieto, 2016) En
Pleurotus spp. se ha reportado actividad
bioldgica inmunomoduladora,
hipocolesterolémica, hipoglucémica,
antiinflamatoria, analgésica,
antioxidante, antiviral,

prebidtica,
anticancerigena,
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antibacterial, reguladora de la presidon
sanguinea, entre otras que se deben a sus
componentes activos.

La tasa de mortalidad mundial para el 2014 fue
de aproximadamente 7,89 muertes/1.000
habitantes (CIA, 2014), lo que representa
segln calculos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 2012) alrededor de 56 millones
de personas. Un 23% de las muertes se
ocasionaron por enfermedades transmisibles,
principalmente por virus y bacterias, que
segln estadisticas tuvieron mas impacto en
paises subdesarrollados y en via de desarrollo;
situacién que se ve agravada por el auge de las
enfermedades tropicales Zika y Chikungunya.
Debido al gran impacto de éstas enfermedades
sobre la humanidad es importante considerar
el betaglucano del género Pleurotus como un
inmunomodulador potencial en la industria
farmacéutica para combatir dichas
enfermedades, que no han sido tratadas
efectivamente porque tras un mal uso a largo
plazo de los medicamentos convencionales se
ha creado resistencia microbiana por mutacién
genética (Gao, Zhou, Wang, & Xu, 2003;
Mazodier & Davies, 1991).

El género Pleurotus es un Basidiomycota del
orden de los Agaricales definido por Paul
Kummer en 1871 (Knop, Yarden, y Hadar,
2015). Segun el indice Fungorum ya se han
investigado 202 especies (Corréa, Brugnari,
Bracht, Peralta, & Ferreira, 2016). Son
apreciadas por su rigqueza nutricional y su
agradable sabor, de ahi sus usos en la
gastronomia. Tienen proteinas de alta calidad,
hidratos de carbono, vitaminas (tiamina,
riboflavina, niacina, calciferol), minerales
(calcio, fdésforo, hierro) vy antioxidantes
(compuestos fendlicos, tocoferol y 4acido
ascorbico), asi como bajo porcentaje de grasa
(Bonatti, Karnopp, Soares, & Furlan, 2004;
Khatun, Islam, Cakilcioglu, Guler, & Chatterjee,
2015).

En el presente articulo se recopilan las
principales investigaciones referentes a los

beta-glucanos de Pleurotus y sus efectos en la
salud.

ESTRUCTURA

Los B-glucanos son polisacaridos no celuldsicos
constituidos por unidades de glucosa,
presentes en cereales como la cebada y la
avena, levaduras, hongos, algunas bacterias y
algas marinas (Elizaquivel et al.,, 2011; A. A.
Khan et al., 2016; Reyes Sudrez et al., 2008;
Wood, 2007; Zhu, Du, Bian, & Xu, 2015). Al no
ser degradables por enzimas humanas
constituyen un tipo de fibra dietética (Zekovic,
Kwiatkowski, Vrvi¢, Jakovljevi¢, & Moran,
2005). El B-glucano fungico mas popular es el
lentinan, un anticancerigeno y antibidtico
aislado de Lentinula edodes (Shiitake);
mientras en el género Pleurotus se destaca el
pleuran (B-1,3 glucano), a pesar de que el
primero en reportarse fuese el HA por
Yoshioka, Tabeta, Saitd, Uehara y Fukuoka
(1985) (Bohn & BeMiller, 1995). Por su parte,
Carbonero y colaboradores (2012) extrajeron,
purificaron y determinaron la estructura
quimica del B-(1,3) glucano de Pleurotus sajor-
caju, encontrando que su estructura es comun
en los basidiomicetes, pero con un grado de
sustitucién que varia con el hongo; para éste
caso se encuentra sustituido en O-6 al lado de
los extremos no reductores.

Zekovi¢ y colaboradores (2005) afirman que
los betaglucanos fungicos se conforman de
una cadena principal de residuos de glucosa
unidos por enlaces glucosidicos B-(1,3) con
puntos de ramificacion B- (1 = 6), tal y como
se describe en la figura 1. Pero Chen, Xu, Liny
Cheung (2014) encontraron que en P. tuber-
regium los betaglucanos se encuentran
formados por enlaces glucosidicos B-(1,4) en la
columna vertebral y B- (1,6) en las cadenas
laterales, pero pueden contener enlaces B-
(1,3) tanto en las cadenas primarias como en
las secundarias.
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Fig. 1. Estructura quimica del (1,3)- B-glucano
con ramificaciones (1,6) (Bagg|o et al,, 2012).

Junto con la quitina, los betaglucanos
constituyen los principales componentes de la
pared celular de las células fungicas
(aproximadamente el 50% corresponde a B-
glucanos) actuando como polisacédridos
estructurales, aunque también pueden ser
excretados al medio. Estan unidos entre si por
enlaces de Nitrogeno en la capa intermedia de
la pared celular y a veces forman complejos
con la quitina en la capa interna. Poseen un
alto nivel de eficiencia bioldgica, es decir, que
tienen la habilidad de inducir la activacion de
los leucocitos para promover la respuesta del
sistema inmunitario, e incrementar el nimero
de linfocitos que protejan el organismo contra
reacciones alérgicas. Ademas, participan en el
metabolismo de grasas del cuerpo humano,
conllevando a la disminucién del colesterol

total; y presentan actividad
inmunomoduladora, anticancerigena,
antimicrobiana (antibidtica, antiviral),

hipocolesterolémica, hipoglucémica,
antiinflamatoria y analgésica (Rop, Mlcek, &
Jurikova, 2009; Suarez & Nieto, 2016).

Sus mecanismos de accidn son poco
conocidos, sin embargo algunos autores han
demostrado que los B-glucanos pueden unirse
a los receptores de gldbulos blancos e inducir
respuesta inmune; su afinidad depende de su
estructura en parametros de férmula quimica,
composicion, solubilidad y peso molecular (El
Enshasy & Hatti-Kaul, 2013). Su estructura
macromolecular depende tanto de la fuente
como del método de aislamiento, el cual afecta
la distribucion y la longitud de las cadenas
laterales. Todavia se desconoce qué estructura
es causante de qué bioactividad, lo que si se

sabe es que parametros como la estructura
primaria, la solubilidad, el grado de
ramificacién, la carga de sus polimeros y el
peso molecular afectan la actividad bioldgica.
Estd comprobado que betaglucanos con grado
de ramificacion entre 0,20 a 0,33; peso
molecular de 100 a 200 kDa; cadenas laterales
sulfatadas y  carboximetiladas;  mayor
solubilidad en agua, que es inversamente
proporcional al grado de ramificacién de las
cadenas (menor a 100) y una estructura de
triple hélice con grupos hidrofilos en la parte
exterior son mas activas (Zekovic et al., 2005).

La insolubilidad en agua ya no es tan
preocupante, pues se ha reportado su
reversion cuando los betaglucanos de
Pleurotus son sometidos a sulfatacion porque
adquieren una carga negativa que les permite
interactuar con los hidronios del agua.
Ademads, aumentan su longitud de cadena,
grado de sustitucién y radio de giro, lo que
maximiza la superficie de interaccién con
cargas positivas (Zhang, Cheung, Ooi, & Zhang,
2004). Estudios de otra variedad de
betaglucanos sugieren que la solubilidad
también puede aumentar con sulfonilacién,
fosforilacion 0 carboximetoxilacion
(Demleitner, Kraus, & Franz, 1992; Ohno,
Suzuki, & Yadomae, 1986; Williams et al,,
1991).
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Fig. 1 Betaglucano sulfatado (Zhu, Du, & Xu,
2016).

CONTENIDO EN SETAS

El contenido de B-glucanos puede estar
influenciado por muchos factores, como las
especies, las condiciones de cultivo de hongos,
el grado de madurez del cuerpo fructifero, el
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contenido total de fibra dietética, entre otros
(Zhu et al., 2015).

Manzi, Aguzziy Pizzoferrato (2001) midieron el
contenido de B-glucanos en P. ostreatus,
encontrando que varia de 139 mg/100 g de
hongo cuando esta crudo a 218 mg/100 g de
hongo cuando es sometido a coccidn,
aproximadamente el 3% y 4% de la Fibra
Dietética Total (FDT) respectivamente. El
aumento en la concentracion de B-glucanos en
el hongo se deberia a la pérdida de agua que
sufre la seta ostra durante dicho proceso
térmico. Mas tarde, estos  mismos
investigadores midieron el contenido de PB-
glucanos en P. eryngii, encontrando que
corresponde a 414 mg/ 100 g de hongos
cuando esta fresco a 517 mg/ 100 g cuando es
cocinado, aproximadamente el 9% y 8% de la
Fibra Dietética Total (FDT), respectivamente.
Una mayor cantidad de fibra implica un mayor

contenido de betaglucanos. (Manzi et al.,
2004).

ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los betaglucanos de Pleurotus spp presentan
una amplia actividad bioldégica como se
observa en la tabla 1, lo que hace visible su
potencial en la industria farmacéutica como
agentes terapéuticos. Sin embargo, sus
variaciones  estructurales (que afectan
notablemente su actividad bioldgica) son
impedimentos para su uso a nivel industrial, ya
que como se menciond anteriormente, se
desconoce qué estructura es causante de qué
bioactividad. Rice y colaboradores (2004)
describieron la farmacocinética de tres
betaglucanos altamente  purificados vy
caracterizados tras administracion
intravenosa, encontrando que ésta varia de
acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 3. Estudios sobre la actividad biolégica de beta-glucanos aislados de Pleurotus spp.

Actividad Especie fungica Referencias

Analgésica P. pulmonarius Baggio et al. (2010, 2012); Smiderle et al.
(2008)

Antialérgico P. ostreatus M. Jesenak, Hrubisko, Majtan, Rennerova,

Antibacteriana
P. florida
Anticancerigeno

Antiinflamatoria
P. ostreatus

Antioxidante P. australis
Antitumoral P. tuber-regium
Antiviral P. tuber -regium

Hipocolesterolémica y Pleurotus spp, P. sajor-caju

lipolitica

P. ostreatus. P. australis,

P. sajor-caju, P. ostreatus

& Banovcin (2014)

Bergendiova, Tibenska y Majtan (2011);
Kamilya, Ghosh, Bandyopadhyay, Mal &
Maiti, (2006); Ren et al. (2014); Sen et al.
(2013)

Carbonero et al. (2012); Lavi, Friesem,
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Actividad Especie flungica

Referencias

Inmunomoduladora

Prebidtico

P. eryngii, P. ostreatus

P. nebrodensis, P. sajor-caju, Cui, Wang, Wang, Li, & Zhang, (2015);
P. ostreatus, P. florida

Jesenak et al. (2013); Kamilya et al. (2006);
Rop et al. (2009); Rout, Mondal,
Chakraborty, & Islam (2008); Silveira et al.
(2014)

Li & Shah (2015); Synytsya et al. (2009)

CONTROVERSIAS

Estudios apresurados en 1998 afirmaron que
el consumo de betaglucanos con farmacos no
esteroides anti-inflamatorios podia causar la
muerte, sin embargo, afios mas tarde se
refutaron éstos resultados, demostrando que
su combinacién sdélo disminuye un poco la
actividad fagocitica del roedor sin llegar a ser
letal (Takahashi, Ohno, Adachi, & Yadomae,
2001; Vetvicka & Vetvickova, 2009; S.
Yoshioka, Ohno, Miura, Adachi, & Yadomae,
1998). También se afirma que la
administracion de betaglucanos particulados
por via intravenosa puede causar la formacién
de granulomas y hepatoesplenomegalia (di
Luzio, Williams, McNamee, Edwards, &
Kitahama, 1979); resultados que todavia no
han sido contradichos.

Pese a tanta controversia, existen actualmente
tres betaglucanos fungicos clasificados por la
U.S. Food and Drug Administration (FDA, 2008,
2010, 2012) como GRASS (Generally
Recognized As Safe), calificacién dada cuando
la sustancia no presenta contraindicaciones ni
efectos secundarios conocidos tras su uso.
Estos betaglucanos provienen de
Saccharomyces cerevisiae, Ganoderma
lucidum y Aureobasidium pullulans (Pululan).

CUANTIFICACION

La gran diversidad de beta -glucanos hace que
su cuantificacion sea todavia muy dificil de
estandarizar. Sin embargo, se enuncian los
métodos de deteccion mds comunes: El
método enzimdtico o método McCleary (kit
Megazyme) que es costoso, el método de
fenol-acido  sulfdrico que es bastante
inespecifico, el método de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) que es incompleto
porgue los anticuerpos no reconocen todos los
betaglucanos, el método fluorimétrico con
azul de anilina y el método colorimétrico con
rojo Congo que tiene la mayor precisidn
(Semedo, Karmali, & Fonseca, 2015; Zhu et al,,
2015).

CONCLUSIONES

Se han reportado betaglucanos bioactivos con
actividad bioldgica inmunomoduladora,
hipocolesterolémica, hipoglucémica,
antiinflamatoria, prebidtica, analgésica,
antioxidante, anticancerigena, antiviral,
antibacterial, cardioprotectora, entre otras,
qgue hacen este hongo un farmaco potencial.
Sin embargo, la versatil estructura y actividad
biolégica de los betaglucanos hace todavia
dificil su escalamiento a nivel industrial.
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RESUMEN

Este trabajo describe el proceso de produccién
de Carbonato de Calcio Precipitado (CCP) por
carbonatacion. Se encontrd que la purificacion
es el Punto Critico de Control (PCC), ya que
impurezas como la arenilla afectan las
propiedades fisicoquimicas del producto y la
viabilidad econdmica del proceso.

PALABRAS  CLAVE: apagado
carbonatacion, CCP, lechada.

de cal,

ABSTRACT

This work describes the process of production
of Precipitated Calcium Carbonate (CCP, by its
initials in Spanish) by carbonation. It was
found that the purification is the Critical
Control Point (PCC, by its initials in Spanish),
since impurities such as grit affect the
physicochemical properties of the product
and the economic viability of the process.

KEYWORDS: Lime quench, carbonation, grout.

INTRODUCCION

El carbonato de calcio (CaCOs) es un producto
natural obtenido de los yacimientos de calcita
(cal viva), el cual es muy estable, y mas si se
compara con el aragonito y la vaterita, que
teniendo la  misma “féormula quimica”
presentan  distinta  estructura  cristalina
(Ramodn, Blanquer, & Manuel). Los principales
productos comerciales son el carbonato calcio
natural molturado (GCC: ground calcium
carbonate) y el carbonato calcio precipitado
(PCC, precipitated calcium carbonate) (Maurer,
Skrzypczak, Pedroso, & Spiegel,2018). Se puede
presentar comercialmente como producto de
la molienda de la piedra caliza o como
Carbonato de Calcio Precipitado (CCP), el cual

se considera de alta pureza; ambos compuestos
son quimicamente semejantes pero tienen
diferencias en cuanto a la tecnologia empleada
para su elaboracién y aplicacion industrial
(Bragagnini, Beltran, Morea, Maldonado, &
Toselli, 2014). (CCP), el cual posee un alto nivel
de pureza, brillo y morfologia controlada
(Mufioz, 2013).

El CCP es un producto obtenido de la molienda
de caliza o dolomia con pureza minima del 97 %
y tamafio de grano por debajo de 45 mm
(Maurer, Skrzypczak, Pedroso, & Spiegel,2018).
Es un producto de importacion dada a su
aplicacion en una amplia variedad de procesos
como: elaboracion de pinturas, papel, caucho,
selladores, adhesivos, cosméticos, farmacia,
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alimentos. Ademas puede ser usado como
fortificante de calcio, aditivo para alimentos,

agente control de pH, nutriente,
acondicionador de masa, agente reafirmante,
dentifricos, cosméticos, entre otros

(Bragagnini, 2014). En la actualidad el 80 % de
este producto esta destinado a servir como
carga y pigmento en la industria de papel. La
demanda nacional de este producto es cubierta
mediante importaciones, que se sitlan en
torno a las 16 mil toneladas en los ultimos afios
(Marquez, 2011).

La piedra caliza es un producto natural, que se
constituye basicamente de calcita (caliza),
aragonito y dolomita (dolomia), con
porcentajes variables de impurezas (Hernandez
Guerrero, 2001). El grado de pureza de la
piedra caliza depende del sitio en donde se
localicen los yacimientos; por ejemplo, la
Empresa Nacional de Mineria (ENAMI) en el
afio 2014 determind que en el proyecto
ubicado enla provincia amazénica de Zamora
Chinchipe la piedra caliza tenia un grado de
pureza del 85 %, determinando un valor in-
situ de 300 a 400 millones de dolares
calculado en base a un precio internacional
de 5a 6 ddlares por cada tonelada ( Gaacia
Del Cura, S. Ordofiez & Y J. A. Gonzalez Maatin,
1994).

La tecnologia disponible a nivel internacional para
la produccién de CaCOs precipitado requiere de
minerales de CaCOz mayores a 97 %, los cuales no
se encuentran disponibles en Ecuador. En la region
Amazédnica e Intag se encuentran los yacimientos
mas importantes de minerales de CaCOs
(Marquez, 2011). La Empresa Nacional Minera
(Enami), calcula que en ese proyecto minero
conocido como “Isimanchi” se encontrarian unos
67 millones de toneladas de roca caliza, con una
pureza del 85 %; dichos recursos podrian tener un
valor calculado entre 300 y 400 millones de
ddélares, tomando como base el precio
internacional actual de la caliza que fluctla entre
los 5y 6 dolares. El alto contenido de impurezas
de este mineral es la principal limitante para ser
utilizado como materia prima para producir CCP

con la tecnologia disponible, la cual consta de las
siguientes etapas: calcinacién, hidratacion vy
carbonatacién (Javier, 2015).

Es tipicamente deseable que el carbonato de
calcio sea tan brillante como sea posible en
estas aplicaciones de revestimiento de alta
calidad. Sin embargo, es dificil retirar las
impurezas finas de color oscuro que se
introducen debido a la fuente de cal quemada
inicial, que se utiliza habitualmente como
material de partida en el procedimiento de
precipitacion de PCC (Alvarez-Aguilar, 2014).
Dichas impurezas tienen un impacto negativo
sobre las propiedades de grado de blancura y

tono de los productos de reaccion PCC
resultantes después del procesado.
Quimicamente, una cal quemada es

principalmente Ca0, aunque los ejemplos de
las impurezas encontradas habitualmente en
la fuente de cal quemada incluyen pirita
(sulfuro de hierro), o6xidos de hierro vy
magnesio, oxidos de hierro y calcio, sulfuro de
calcio vy silices cristalinas. A medida que el
tamafio de particula de las impurezas de color
oscuro se reduce por pulverizacion su potencia
de tefiir de color aumenta drasticamente
dando como resultado asi pérdidas
significativas en el grado de blancura global del
producto (Por M . A. Gaacia, S. Ordofiez& y J. A
. Gonzalez Maatin, 1994).

Existe limitado conocimiento con respecto al
proceso de eliminacion de residuos vy la
operacién de reduccién de tamafio de
particula. En cuanto a la reduccion de tamafio
de particulas existen algunos avances
cientificos, pero no se ha logrado optimizar los
factores de tamafio de particula y Ia
eliminacion de residuos, lo cual hace
ineficiente la tecnologia. El carbonato de calcio
precipitado es uno de los compuestos mas
utilizados en industrias de papel, pintura,
pldsticos, etc.; siendo necesario que cumpla
con las especificaciones exigidas tales como
pureza, blancura y tamafio de particula
(Hernandez y Herndndez, 2009). Por tal razén,
resulta de interés ampliar el estudio de las
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distintas etapas de fabricacion, evaluando el
comportamiento de las principales variables
de proceso. Se considera como etapas criticas
el apagado y preparacion de la lechada de cal,
cuyas propiedades y condiciones de
procesamiento afectan las caracteristicas del
producto final (Marcas, 2010).

Con este estudio se pretende formar la base
tedrica para el desarrollo de la tecnologia en |a
produccion de carbonato de calcio precipitado
a escala de laboratorio.

PIEDRA CALIZA

La caliza es una roca compuesta por lo menos
del 50 % de carbonato de calcio (CaCOs), con
porcentajes variables de impurezas, en su
interpretacién mas amplia, el término incluye
cualquier material calcareo que contenga
carbonato de calcio como marmol, creta,
travertinos, coral y marga. Cada uno de los
cuales poseen propiedades fisicas distintas, sin
embargo, generalmente se considera que la
caliza es una roca calcarea estratificada
compuesta principalmente de mineral calcita
(ver figura 1), que por calcinacion da la cal viva
o cal pura también llamada cal viva estd
compuesta por oxido de calcio. Al tratar con
agua se desprende grandes cantidades de
calor y se forma hidroxido de calcio, que se
vende comercialmente como un polvo blanco
denominado cal apagada o cal muerta son
rocas calizas de diversos grados de pureza
(Hernandez Guerrero, 2001). En la tabla 1 se
relacionan las caracteristicas basicas de las
principales piedras calizas:

Tabla 1: Caracteristicas de piedras calizas

Nombre Formula Peso Peso Dureza = Forma de los
mineralogico | quimica  molecular  especifico cristales
(grimol) ~(grlcc) | (escala
de Mohs)
DOLOMITA | CaC0OsMgCOs 1844 284 1 35-400 Romboédrica
CALCITA CaCO: 100,1 2,12 30 Romboédrica
MAGNESITA | MgCO 843 300 | 35-45 | Romboédrica

Fuente:(Hernandez Guerrero, 2001).

Figura 1: Micrografia electrdnica de barrido de
la nucleaciéon (a) y formaciéon longitudinal (b)
de la calcita (Castro & Munevar, 2013).

METODO DE OBTENCION DE CCP

El CaCOses obtenido por la molienda de la roca
caliza y posterior purificacidon; se podria decir
que se trata quimicamente del mismo
producto, la diferencia radica en la tecnologia
aplicada en el proceso de obtencion y en las
caracteristicas del producto final, tales como
pureza, brillo y morfologia controlada.
Normalmente, el carbonato de calcio
precipitado obtenido por carbonatacion del
hidroxido de calcio muestra propiedades o
pacificantes y  efectos abrillantadores
superiores cuando se usa como carga o
pigmento de revestimiento en aplicaciones de
papel en comparacién con el carbonato de
calcio natural triturado (Pohl, Rainer, &
Primosch, 2017).

El CCP se obtiene por un proceso fisico-
quimico, que consta de tres etapas:
calcinacién, hidratacion o apagamiento vy
carbonatacion.

Calcinacidon: CaCOs; + CALOR = Ca0 + CO»
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Hidratacién o apagamiento: CaO + H,O =
Ca(OH)2

Carbonatacion: Ca(OH); + CO; =
CaCOs precipitado.

Ca(OH), +

La calcinacion consta de la descomposicién de
carbonato de calcio a éxido de calcio (cal viva)
por adicién de calor a 10002C. Puede llevarse
a cabo en hornos o reactores (en ocasiones
denominados hornos de secado) de diversos
disefios incluyendo hornos de cuba, hornos de
secado rotatorios, hornos de multiples
fogones y reactores de lecho fluidizado (Pohl,
2017).

El método de hidratacion de cal consiste en un
proceso de adicién de agua al dxido de calcio
para producir hidréxido de calcio. Es una
reacciéon exotérmica que genera una gran
cantidad de calor (-65.2 [kJ/mol]). Cuando se
adiciona la cantidad de agua justa se denomina
“hidratacion seca” y el producto es un polvo
seco; mientras que cuando se usa agua en
exceso se denomina “apagado” y el producto
es una lechada. El proceso de apagado
normalmente se hace con una gran cantidad
de agua en exceso variando desde 3 a 6 partes
de agua por 1 parte de CaO en relacion peso a
peso (Juan Pablo Morey Marticorena, 2016).

La carbonatacion consta de la introduccion de
dioxido de carbono en una suspension acuosa
de hidréxido de calcio (Ca(OH),) denominada
"lechada de cal" hasta precipitar el carbonato
de calcio (Usedo, 2016). En la practica, dicha
suspension de hidroxido de calcio tiene un
contenido maximo de soélidos de hasta
aproximadamente el 40 % en peso. Resulta
dificil preparar y manipular la lechada de cal
con un contenido de sélido superior al 30 % en
peso sin la adicion de sustancias reductoras de
la viscosidad (Ministerio, Tzul, & Ics, 2016). La
viscosidad de la lechada de cal puede variar
dependiendo de la cal de procedencia, ademas
de las condiciones del proceso que afectan el
tiempo de sedimentacién. Algunas veces la
viscosidad crece con temperaturas de apagado
de 82 °C vy superiores a esta (Mohammad

Hassibi, 1999). En general se presume que la
alta viscosidad es producto del bajo tamafio de
particula del hidréxido, la gran superficie
especifica y la relaciéon de sedimentacion. La
viscosidad de la lechada cal puede variar entre
45 — 700 centipoises (Pohl, 2017).

La patente japonesa JP2007-161515 se refiere
a un método para producir carbonato de
calcio, en el que se reduce el contenido de
impurezas, particularmente, el contenido de
estroncio. El método comprende las siguientes
etapas: 1) disolucién de 4acido clorhidrico,
acido nitrico, cloruro de amonio o nitrato de
amonio en una suspensién acuosa de
hidroxido de calcio; 2) precipitacion de
impurezas por adicién de amoniaco acuoso y
aumento del pH sobre 12; 3) separacion
solido-liquido de las impurezas precipitadas y
la disolucion; 4) precipitacion del carbonato de
calcio por adicién de diéxido de carbono en
estado gaseoso; 5) recuperacién del carbonato
de calcio precipitado por decantacion y secado
(Pohl, 2017).

La patente ES2649468 T3 describe un método
y una maquina de banda fibrosa para la
produccion en linea de lechada de cal en un
proceso de produccién de PCC. En dicho
proceso, la cal se apaga a una temperatura de
al menos 80 °C a 100°C, luego se limpia la
lechada de cal producida mediante |Ia
separacién de cantidades excesivamente
grandes particulas de hidréxido de calcio
inmediatamente y finalmente se inicia la
carbonatacion para la produccion de PCC
(Mohamad Hassibi & Singh, 2014).

SEPARACION DE ARENILLA PRESENTE EN LA
LECHADA DE CAL

Un problema importante en la preparaciény la
carbonatacién de lechada de cal es la
presencia de arenilla, que es un material
particulado que se puede encontrar en la cal
calcinada o la lechada de cal y puede incluir,
entre otras cosas, cuarzo y carbonato de calcio
no quemado. Estos compuestos, cuando estan
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presentes en la lechada de cal, pueden
mostrar poca o ninguna reactividad frente al
dioxido de carbono vy, por lo tanto, deben
eliminarse antes de la carbonatacion de dicha
lechada. El término "arenilla" o "fraccion de
arenilla" se puede definir como la fracciéon
sobredimensionada retenida por un tamiz que
tiene un tamafio de abertura especificado de
400 pm o mas fino. Dependiendo del tamafio
de abertura utilizado para el cribado, la
fraccién de arenilla puede representar del 3 al
8 % en peso del total de solidos presentes en
la lechada de cal (Maurer, 2018).

La arenilla muestra poca o ninguna reactividad
en los procesos de carbonatacién, y da lugar a
una caida en el brillo del CCP y una distribucién
de tamafio de la particula no deseada
(Mohamad Hassibi & Singh, 2014). Ademas, la
eliminacién de arenilla no deseada puede dar
lugar a un aumento en los costos de
produccion ya que, por un lado, el material de
arenilla eliminado esta incluido en el precio de
compra del 6xido de calcio o lechada de cal v,
por otro lado, se puede incurrir en costes de
eliminacién significativos (Maurer, 2018).

Con el fin de superar este inconveniente, es
bastante comudn eliminar la arenilla de la

lechada de cal previo a la carbonatacién; por
ejemplo, en un proceso de cribado aguas
arriba. Se reporta tamices con tamafio de
abertura de 400 um o mas fino para obtener la
lechada de cal con un contenido reducido en
arenilla y una o mas fracciones de arenilla, las
cuales se muelen y se someten al proceso de
carbonatacion, es decir, la introduccion de
dioxido de carbono para obtener carbonato de
calcio precipitado (Pohl, Michael Y Schmalzer,
2015).

Todavia hoy, las fracciones de arenilla
separadas de la lechada de cal se consideran
material de desecho, en particular debido a su
bajo brillo (R457) que en la mayoria de los
casos esta por debajo del 90 % o incluso por
debajo del 80 % (Maurer, 2018).

CONCLUSIONES

El Carbonato de Calcio Precipitado (CCP) es un
derivado de la piedra caliza con diversos usos
industriales. Su produccion se ve limitada por
la presencia de arenilla en la cal calcinada o |a
lechada de cal, afectando las propiedades
fisicoquimicas del producto final y la viabilidad
econdmica del proceso.
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RESUMEN

La produccién de fertilizantes organicos gana
cada vez mayor importancia en el mercado
gracias al cambio en patrones de consumo, por
ello el objetivo de este trabajo es describir
como reusar un material altamente
contaminante como la sangre de ganado
vacuno para elaborar un fertilizante organico
rico en aminoacidos esenciales.

PALABRAS CLAVE: hidrolisis, acida, enzima,
reactor.

ABSTRACT

The production of organic fertilizers is gaining
increasing importance in the market thanks to
the change in consumption patterns, so the aim
of this paper is to describe how to reuse a highly
polluting material such as cattle blood to
produce an organic fertilizer rich in amino acids.
essentials.

KEYWORDS: hydrolysis, acid, enzyme, reactor.

INTRODUCCION

En el mundo se produce alimentos mdas que
suficientes para toda la poblacién mundial. Sin
embargo, tras un descenso prolongado
durante mas de una década, el hambre en el
mundo parece estar aumentando de nuevo,
afectando a un 11 % de la poblacion mundial.
Se prevé que la poblacion ascienda a unos 10
mil millones para 2050, por lo que Ia
produccion de alimentos tendra que aumentar
al menos un 50 % para satisfacer la demanda
mundial (FAO, 2017).

La seguridad alimentaria es una condicién
compleja que requiere un enfoque holistico de
las formas de malnutricidn, la productividad e

ingresos de los agricultores, la resiliencia de los
sistemas de produccion de alimentos y el uso
sostenible de la biodiversidad y los recursos
genéticos (FAO, 2017).

Segln la Organizacién de las Naciones Unidas
para la alimentacién y la Agricultura (FAQ), la
carne de cerdo es la mas consumida, con un
porcentaje de participacion del 36 % en la
ingesta mundial, seguida por la carne de aves
de corral y de vacuno, con un 33 %y un 24 %
respectivamente (Del, México, & El, 2016).
Segln el Instituto Nacional de Estadistica y
Censo (INEC), en Ecuador existen 4 millones
cabezas de ganado vacuno, 1 millén de ganado
porcino, 300 mil de ganado ovino y 50 mil de
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ganado de otras especies (Instituto Nacional
de Estadisticas y Censo, 2017).

El sacrificio animal genera subproductos vy
despojos que pueden ser aprovechados por
diversas industrias tales como la agropecuaria,
alimenticia, farmacéutica e incluso la
cosmética (En, Rectificadora, & Centros, 2007).
En los mataderos, aparte de los residuos
derivados del despiece animal, se genera un
importante caudal de sangre, que constituye
un efluente muy contaminante con una
demanda bioldgica de oxigeno (DBO5) entre
250.000 y 375.000 mg 0O2/L (Rodriguez &
Carmen, 2015); razén por la cual para evitar
esta demanda de contaminacion tan grande se
ha planteado varias maneras de reusar la
sangre desperdiciada, ya que contiene varias
proteinas esenciales entre ellas las globulinas y
la albumina son las mas importantes ya que
regulan la permeabilidad de la sangre a través
de membranas de los capilares.

La sangre animal puede ser aprovechada en la

obtencién de harina de sangre y/o plasma
sanguineo rico en proteinas y nutrientes. El
plasma estd compuesto en un 90 % de agua y
10 % de solidos, de los cuales el 7 %
corresponde a proteinas y el restante a
materia organica no proteica (Salvador, Una,
Para, Utilizacion, & Sangre, 2002). Pese a ello,
la sangre animal es por lo general
desperdiciada, ocasionando un gran impacto
ambiental negativo debido a su vertimiento
deliberado a las fuentes hidricas (En et al.,
2007).

La incorporacién de fertilizantes y abonos
organicos con fines de bioremediacion de
suelos agricolas es una prdactica que ha
recuperado importancia en los ultimos afios.
Adicionalmente estos productos favorecen la
rdpida descomposicion de la materia orgdnica
y la asimilacién de elementos nutritivos,
consumen poca energia, incrementan la

fertilidad del suelo, no contaminan el
ambiente, y favorecen el antagonismo vy
control biolégico de organismos
fitopatogenos.

Diferentes especies de plantas acumulan
ciertos aminoacidos como la prolina, y los
acidos aspartico y glutamico para aumentar su
tolerancia frente a las altas temperaturas.
Similarmente, la prolina y glicina han
demostrado ejercer una accidn protectora
frente a las bajas temperaturas. Junto a su
accion protectora frente a situaciones de
estrés para la planta, los aminoacidos juegan
un papel relevante en varias funciones
fisiolégicas de la planta, como la fotosintesis, la
polinizacion y la absorcién y transporte de
nutrientes (Rodriguez & Carmen, 2015).

Es asi que, la importancia de los fertilizantes
organicos radica en sus altos contenidos de
nitrégeno mineral y cantidades significativas
de otros elementos nutritivos para las plantas.
Dependiendo del grado aplicado, generan un
aumento en los contenidos de materia
organica del suelo, en la capacidad de
retencion de humedad y en el pH (Ramos &
Terry, 2014).

Por lo general la mayoria de la sangre se usa en
la produccién de harina de sangre, ya que de
este se pueden producir otros subproductos.
Aungue la sangre residual puede también ser
usada para otras cosas mas como: ingrediente
para preparar piensos para alimentacién
animal; aditivo en el acabado de la madera en
unién con la harina de soya, resinas de fenol-
formaldehido y resinas de urea-formaldehido;
diluyente y adhesivo en diversos polvos
insecticidas y fungicidas; extracciéon de
albimina de sangre para preparar colas
resistentes al agua (Salvador et al., 2002).

Segin el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Auténoma de
México (UNAM), en el afio 2009 se pudieron
haber recuperado a escala mundial 138
millones de toneladas de sangre entre ovinos,
caprinos,  aves, bovinos y  porcino;
correspondiendo 54,54 millones a aves; 43,82
millones a porcinos; 33,83 millones a bovinosy
5,76 millones a ovinos y caprinos
(Universitaria, 2018).
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HARINA DE SANGRE

La harina de sangre es rica en uno de los
aminodcidos mas importantes para el
desarrollo humano: la lisina. Este aminoacido
suele ser un factor limitante en el crecimiento
de muchos seres vivos y su contenido en los
cereales (que constituyen el grueso de la
alimentacion del ganado) es bajo. Una de las

proteinas mdas abundante en el plasma
sanguineo normal es la albumina (80%
fundamentalmente hemoglobina), que

habitualmente constituye los dos tercios de las
proteinas del plasma. Esta regla es aplicable
para sangre de todo tipo de ganado (Lazaro,
2017; Salvador et al., 2002). La harina de
sangre se obtiene por la deshidratacién de la
sangre con un rendimiento de 2,8 kg/animal
sacrificado. Posee un alto coeficiente de
digestibilidad que es del 99% (Lazaro, 2017).

La harina de sangre se utiliza como fertilizante
debido a su accidén rdpida, alto contenido
nitroso y aporte de hierro hémico. Este ultimo,
tiene un efecto quelante que estabiliza los
nutrientes del suelo mejorando  su
disponibilidad y absorcién por parte de la
planta (Rodriguez & Carmen, 2015). Es porello
que los fertilizantes organicos a partir de la
sangre desechada constituyen una via de
aprovechamiento para los subproductos
derivados de las industrias cdrnicas vy
mataderos, y de los residuos de la actividad
pesquera (Rodriguez & Carmen, 2015).

HIDROLISIS

Reaccion quimica en la cual el agua interactua
con otros compuestos de los cuales resultan
otros nuevos, mas simples. En otras palabras,
es la descomposicion de compuestos
organicos complejos en otros mas sencillos
mediante la accién del agua (Reacci, 2012). La
hidrolisis se presenta como una alternativa
que contribuye a la valorizacion de productos
animales y vegetales, ya que por medio de
transformaciones  permite el  cambio
fisicoquimico de sus propiedades logrando un

mejor y mayor uso en las industrias
alimentaria, cosmética y farmacéutica.

La obtencién de un producto rico en
aminodcidos libres a partir de residuos
proteicos se puede llevar a cabo mediante
hidrdlisis quimica o enzimatica (Rodriguez &
Carmen, 2015). Actualmente existen varios
tipos de hidrolisis como son:

Hidrdlisis enzimatica

Es aquella hidrélisis en la que actlan un grupo
de enzimas llamadas hidrolasas, las cuales
producen la ruptura de enlaces por agua segun
la siguiente reaccion: H-OH + R-R" - R-H + R’-
OH (Castro, Sandra;Heredia, Antonio; Jimenez,
Manuel; Fernandez, n.d.). En este tipo de
hidrdlisis los aminodcidos generados estan
girando de manera levogira (gira hacia la
izquierda), y por lo tanto, son biolégicamente
activos y asimilables. Aunque la concentracién
de aminodcidos obtenidos es baja (Rodriguez
& Carmen, 2015). Es un método de costo
elevado ya que requiere del control de pH vy
temperatura para evitar la inactivacién de
enzimas bioactivas (Salazar Posada, 2012).

Hidrdlisis quimica acida

Se basa en el empleo de catalizadores acidos
como acido sulfuroso, clorhidrico, fosférico,
sulfurico, entre otros, que transforman las
cadenas complejas en otras mas simples como
por ejemplo la protedlisis (Oliva, 2003). La
hidrélisis quimica da como resultados una
mayor cantidad de aminodcidos libres totales,
los cuales se encuentran girando de manera
dextrégira (gira hacia a la derecha) y por lo
tanto no son biolégicamente activos
(Rodriguez & Carmen, 2015). No obstante, el
bajo pH provoca la destruccién de algunos
aminoacidos (Salazar Posada, 2012). La
asparagina y glutamina son transformados en
acido aspartico y glutdmico, mientras que el
triptofano y la cisteina se destruyen por
completo (Alvarez Garcia, Carlos; Rendueles
De La Vega, Manuel Y Diaz Fernandez, 2014).
Se propone un proceso paralelo de hidrdlisis
acida vy dlcali para detener las reacciones en las
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que se pierde aminodcidos, y asi al final
obtener aminoacidos libres y péptidos sean
posteriormente purificados (Rodriguez &
Carmen, 2015).

Hidrdlisis quimica basica

Esta hidrdlisis se lleva a cabo con una base de
NaOH diluido, en donde se sumerge el material
lignoceluldsico a una de temperatura de 60 °C
por un tiempo de 24 horas. Se produce un
hinchamiento de la biomasa y se obtienen
reacciones como la saponificacion (Sanchez
Riafio, Gutiérrez Morales, Mufioz Hernandez,
& Rivera Barrero, 2010).

En la actualidad, la hemoglobina purificada
puede ser hidrolizada siguiendo procesos
enzimaticos, hidrdlisis quimica 4cida (con
acidos organicos o minerales), hidrolisis
quimica bdsica o hidrdlisis a muy altas
presiones y temperaturas (Alvarez Garcia,
Carlos; Rendueles De La Vega, Manuel Y Diaz
Fernandez, 2014).

La hidrdlisis proteica se realiza normalmente
en un reactor, con control de variables,
principalmente agitacion, pH, temperatura y
tiempo del proceso. El sustrato se disuelve o
suspende en agua hasta que el pH vy la
temperatura se estabilizan; a continuacion, se
agrega la proteasa en caso de ser hidrdlisis
enzimatica o algun tipo de acido como 4acido
fosforico o acido sulfurico en caso de ser

hidrolisis acida. A medida que progresa la
hidrélisis se produce una disminucién del pH
debido a la rotura de los enlaces peptidicos. En
los casos de hidrdlisis enzimatica el pH debe
ser mantenido en el 6ptimo de la enzima
mediante la adicion de base diluida. Para
finalizar la hidrélisis proteica la enzima puede
ser inactivada con calor, mediante una
disminucion del pH o con una combinacion de
ambos, o en su defecto puede ser retirada del

medio mediante filtraciéon. La proteina
hidrolizada es finalmente precipitada v
sometida a procesos de purificacion

(Rodriguez & Carmen, 2015).

Los procesos de hidrélisis se describen en las
patentes (2 529 187) y (2 414 279). Por medio
de cualquier de los procesos se puede llegar a
obtencion de aminoacidos libres de forma
eficiente.

CONCLUSIONES

Los fertilizantes orgdnicos a partir de sangre de
camal son una alternativa muy eficiente para
la nutricidon vegetal, gracias a su alto contenido
proteico y de hierro. Para que la nutricién sea
eficiente es necesario hidrolizar las proteinas a
aminodcidos, lo que aumenta la absorcion.
Deben realizarse en serie las diferentes
hidrolisis para evitar la desnaturalizacién de las
proteinas.
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RESUMEN

Pleurotus ostreatus es el segundo hongo mas
cultivado a nivel mundial, por ello, este articulo
pretende abarcar informacion relacionada con
su produccion y propiedades medicinales. Se
concluyd que es una seta con gran potencial en

la industria farmacéutica, gracias a los
diferentes  metabolitos  bioactivos  que
produce.

PALABRAS CLAVE: actividad bioldgica, FES, FEL,
seta ostra.

ABSTRACT

Pleurotus ostreatus is the second most
cultivated mushroom in the world, therefore,
this article aims to cover information related
to its production and medicinal properties. It
was concluded that it is a mushroom with
great potential in the pharmaceutical
industry, due to the different bioactive
metabolites that it produces.

KEYWORDS: biological
oyster mushroom.

activity, SSF, LSF,

INTRODUCCION

La tasa de mortalidad mundial para el 2014 fue
de aproximadamente 7,89 muertes por cada
mil habitantes (CIA, 2014), lo que representa
segln calculos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 2012) alrededor de 56 millones
de personas. Un 23% de las muertes se
ocasionaron por enfermedades transmisibles,
principalmente las provocadas por virus vy
bacterias, que segun estadisticas tuvieron mas
impacto en paises subdesarrollados y en via de
desarrollo; situacién que se ve agravada por el

auge de las enfermedades tropicales. A esto se
suma el envejecimiento acelerado de Ia
poblacion y el aumento de la carga de
enfermedades crénicas, lo que ha creado
conciencia de laimportancia 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
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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 (Valverde, Hernandez-Perez, vy
Paredes-Lopez, 2013)

La seta ostra (Pleurotus spp.), también llamada
orellana, es el segundo hongo comestible mas
cultivado en el mundo, después del champifion
blanco (Agaricus bisporus), que abarca
aproximadamente el 64% de la produccion. Se
reporta una produccion mundial de orellanas
de 1,5 millones de toneladas por afio, que
sigue en aumento debido a las propiedades
nutricionales y medicinales que se le han
otorgado (AMRC, 2014; Shah, Ashraff y Ishtiaqg,
2004; Sudrez y Nieto, 2016).

Pleurotus spp. produce varias sustancias
bioactivas, dentro de las cuales Stamets
(2002) destaca tres: la estatina (3-Hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A-reductasa), que al ser
un andlogo de la lovastatina promueve la
disminucion del colesterol en la sangre (Bobek,
Ozdin, y Mikus, 1995); la ubiquitina, que es una
proteina con accién inhibidora sobre Ia
actividad del VIH (Wang y Ng, 2000); y el
pleuran, un B-glucano que es
inmunomodulador (Milos Jesenak et al., 2013).

Dada la actividad inmunomoduladora de los
betaglucanos de Pleurotus spp. se reconoce su
potencial en la industria farmacéutica para
combatir las enfermedades transmisibles, ya
que tras un mal uso a largo plazo de los
medicamentos convencionales los patégenos
han mutado genéticamente vy creado
resistencia (Gao, Zhou, Wang, y Xu, 2003;
Mazodier y Davies, 1991). Asi mismo, los otros
constituyentes del hongo representan una
forma natural promisoria de contrarrestar las
enfermedades cronicas debido a la versatilidad
de actividades bioldgicas reportadas.

Bajo este contexto, el objetivo de este articulo
es abarcar informacion relacionada con la
produccion y propiedades medicinales de
Pleurotus ostreatus que promuevan su
aprovechamiento.

GENERALIDADES

Pleurotuses un género de hongos
Basidiomycota del orden de los Agaricales
definido por Paul Kummer en 1871 (Knop,
Yarden, y Hadar, 2015). Generalmente se
conocen como “setas ostra”, “girgolas” u
“orellanas”. Se pueden encontrar de forma
natural en los bosques tropicales vy
subtropicales o producirse experimental y/o
comercialmente (Bonatti, Karnopp, Soares, &
Furlan, 2004). En la figura 1 se ilustra su ciclo
de vida.

Las setas ostra son xil6fagas, pertenecientes al
grupo de hongos de pudricion blanca, que
descompone la celulosa, hemicelulosay lignina
de la madera en componentes de bajo peso
molecular que puedan ser asimilados para su
crecimiento y reproduccién  (Elisashvili,
Penninckx, Kachlishvili, Asatiani, y Kvesitadze,

2006). Por ende, son los principales
organismos responsables del reciclaje de
carbono  en los ecosistemas. Como

descomponedores primarios son capaces de
colonizar diversos residuos vegetales gracias a
su sistema enzimatico de B-glucosidasas,
celulasas, xilanasas, Lignin-peroxidasas (LIP),
Manganeso- peroxidasas (MNP) vy lacasas
(Lac); éstas ultimas en mayor proporcién
(Massadeh, Fraija, y Fandib, 2010; Palmieri,
Giardina, Bianco, Fontanella, y Sannia, 2000;
Reddy, Ravindra Babu, Komaraiah, Roy, vy
Kothari, 2003).

Debido al facil cultivo de Pleurotus spp,
muchas de sus enzimas son producidas a
escala industrial con aplicaciones en la
industria de detergentes, almiddn, bebidas,
alimentos, industria textil, alimentacion
animal, pulpa y papel, cuero, productos
quimicos y productos biomédicos (Dumsday,
2008; Elisashvili et al., 2006).
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Figura 1. Basidiocarpo de Pleurotus spp. y sus partes con el ciclo de vida.
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FUENTE: disefio del autor, fotografias cortesia de Camilo Pineda Soto e ilustraciones tomadas de:

https://goo.gl/LXZv1h, https://goo.gl/qdDwTW

ESPECIES
Segln el indice Fungorum
(www.speciesfungorum.org/) vya se han

investigado 202 especies, aunque, las mas
reconocidas son P. ostreatus y P. pulmonarius,
ya que son las mas cultivadas (Corréa et al.,

2016) y presentan tanto la mayor eficiencia de
degradacién de celulosa como el tiempo de
produccionm mas corto, segun figuras 2 y 3.

Donde, cp: P. corconucopiae, cs: P. cystidiosus,
dr: P. dryinus, er: P. eryngii, op: P. opuntiae, 0s:
P. ostreatus, pl: P. pulmonarius.
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Tasa de crecimiento y EDC (mm/dia)
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Figura 2. Tasas de crecimiento en PDA (O0) y en
CM (o), y Eficacia de Degradacion de Celulosa
(CDE) (o) de nueve especies de Pleurotus spp.

FUENTE: (Zervakis y Balis, 1996)
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Figura 3. Precocidad (O) y temperatura dptima
(0) para la produccion del cuerpo fructifero de
nueve especies de Pleurotus spp.

FUENTE: (Zervakis y Balis, 1996)

Pleurotus ostreatus

Morfoldgicamente, se caracteriza por tener un
pileo plano a ligeramente convexo vy
semicircular, de color gris calido a marrén (ver
figura 4), con un tamafio que puede variar de
4 a 16 cm. Sus lamelas son delgadas y se
encuentran en la parte inferior del pileo,
donde se une al estipite. Su estipite o tallo
puede ser liso o velloso, lateral o excéntrico, y
medir entre 0,5 a 4,0 cm de grosor. Su carne es

firme, elastica, fragil, de color blanco a crema
y sabor suave. Sus basidiosporas son
cilindricas, de pared delgada y unas medidas
entre 6,5 a 15,5 um de largo por 3,0 a 5,0 um
de ancho. Sus basidios, son también cilindricos
y de pared delgada, con apiculos que miden
entre 20 a 45 um de largo por 4,0 a 8,5 um de
ancho. Sus micelios presentan crecimiento
radial, coloracién blanca a crema, y un aspecto
denso y algodonosos (Zervakis y Balis, 1996).

Figura 4. Basidiocarpo de P. ostreatus.

FUENTE: cortesia de Camilo Pineda Soto
CULTIVO

Pleurotus spp. se cultiva comercialmente sobre
aserrin, sin embargo la reduccién de las zonas
forestales, el aumento de la consciencia de
proteccién de bosques y el alto costo de éste
sustrato lignoceluldsico ha provocado la
incorporacion de residuos agroindustriales
como las pajas de arroz y de trigo, lo que
implica un menor costo de adquisicién y una
disminucion del impacto ambiental (Liang, Wu,
Shieh, y Cheng, 2009). También se ha evaluado
el crecimiento de estos hongos saproéfitos en
otros sustratos, ya sea individuales o
combinados, tal y como se relaciona en la tabla
1. Esta forma de cultivo se denomina
Fermentacion en Estado Sélido (FES) (Garcia-
Rollan, 1998).
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Tabla 1. Residuos agroindustriales empleados como sustrato de cultivo de Pleurotus spp

Sustratos

Especie flungica

Referencias

Paja de arroz y médula de coco;
individualmente como combinados
con residuos de digestor de biogas
(BDR).

P. florida
P. flabellatus.

(Chanakya, Malayil y
Vijayalakshmi, 2015)

Residuos de naranja

P.

pulmonarius

(Elisashvili et al., 2006; Inacio,
Ferreira, Giatti, y Souza, 2015)

Hojuelas de salvado de trigo, cdscaras P. ostreatus (El-Batal, EIKenawy, Yassin, y Amin,

de banano, paja de arroz y café molido. 2015)

Cartdn y papel de oficina. P. ostreatus (Fernandes,  Barros,  Martins,
P. citrinopileatus Herbert, vy  Ferreira, 2015;

Kulshreshtha, Mathur, Bhatnagar,
y Kulshreshtha, 2013)

Torta de semillas de Jartropha curcas.

. ostreatus.

(da Luz etal., 2013)

Serrin de madera de caucho

o

. pulmonarius

(Abdullah, Ismail, Johari, y Annuar,
2013)

Malezas secas con paja de arroz. P. ostreatus. (Das y Mukherjee, 2007)
Paja de arroz y de banana. P. ostreatus (Bonatti et al., 2004)
P. sajor-caju.
Pasto, pulpa de café e hidroxido de P. ostreatus. (Hernandez, Sanchez y Yamasaki,
calcio. 2003)
Tallo de algoddn, fibra de coco, rastrojo  P. sajor-caju (Ragunathan 'y  Swaminathan,
de sorgo. P. citrinopileatus 2003)
P. platypus
Hojas de avellana, de tilia y de dlamo P. ostreatus (Yildiz et al., 2002)
europeo, paja de trigo, serrin de papel
de desecho.
Paja de arroz, rastrojo de maiz, bagazo P. sajor-caju (Ragunathan et al., 1996)
de cafa de azlcar, la médula de cocoy P. platypus
una mezcla de estos. P. citrinopileatus.
Hojas de Morus alba vy Ricinus P.sajor-caju. (Madan, Vasudevan y Sharma,
communis. 1987)
Paja de arroz suplementado con P.sajor-caju. (Bisaria, Madan, y Bisaria, 1987)
semillas de algodon.
Cascarilla de arroz y paja de trigo P.cornucopiae (Royse, 2002)

suplementadas caliza

molida y SLR

con piedra

Grano de trigo y paja de trigo

. ostreatus

(Sainos, Diaz, Loera, Montiel, y
Sanchez, 2006)

FUENTE: el autor
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A escala laboratorio se prefiere la
Fermentacion en Estado Liquido (FEL),
donde el micelio crece como una capa
flotante en medio estatico o como pellet
en medio agitado. La FEL es mas viable
que la FES porque favorece Ia
homogeneidad de la solucién, el control
de variables, la recuperacion de
productos, la reproducibilidad de los
experimentos, la remocién de calor, la
transferencia de gases, entre otros
aspectos (Suarez y Nieto, 2016).

En la tabla 2 se listan los principales
medios empleados para su cultivo en
medio liquido.

Tabla 2. Medios empleados para la
Fermentacion en Estado Liquido de
Pleurotus spp.

VALOR NUTRICIONAL

Las setas ostra son apreciadas por su
agradable sabor y rico contenido
nutricional, el cual se ve influenciado por
parametros como el grado de desarrollo
y las condiciones pre y post-cosecha, que
justifican la variabilidad de los datos en
las investigaciones, asi se trabaje con las
mismas especies (Bano, Rajarathnam, y
Steinkraus, 1988).

Por lo general, estas setas presentan
altas cantidades de proteinas, hidratos
de carbono, minerales (calcio, fésforo,
hierro) vitaminas (tiamina, riboflavina,
niacina, calciferol) y antioxidantes
(compuestos fendlicos, tocoferol y acido
ascorbico). También presentan bajo
contenido de lipidos, no obstante, son
fuente significativa de acidos grasos

Medio de cultivo Especie

(oleico vy Refereweias principalmente)

Caldo de Dextrosa — P.cystidiosus (Bonatti et (Du)ay G, ykHat2015pm,
Saboraud Cakilcioglu, Guler, y Chatterjee, 2015).
Caldo de Dextrosa de P. ostreatus Por lo téPdononsegvtori, Rathayny Kgndo, 2013)
Patata colaboradores (2015) son de alto valor

Extracto de levadura -

azucar marron

P. pulmonarius

gastronomiqapdoitaaretad/ ;@ ptencial
para la producciéon de nutracéuticos,

ISSN: 2602-8530

Efluente textil P. flabellatus nutricéuticogyang, Li, Li, Li, pyfapo@gps,

cosmoceutiqpg e ITAGeFHBIGO§, KEOEERIMa, 2006)
otros.

Vinazas vy extractos P. ostreatus

liquidos de pulpa de café

Medio Extracto de Malta  P. calyptratus (Eichlerova, Homolka, Lisa, y Nerud,

Los carbokﬁa hongo son

%t)os el

Medio Kirk

P. calyptratus

PriNCIDAMeTR pier RG BFGT 2005) )

Fuente: el autor

El cultivo de Pleurotus es de gran interés,
ya que presenta menor tiempo de
produccion en comparacién con otros
hongos comestibles, presenta bajos
costos de produccion porque se
emplean residuos agroindustriales como
sustrato, y el hongo es resistente a
plagas y enfermedades (Bonatti et al,,
2004).

sHeoprotefmas,—de—os—Ctates—s
predominantes son la quitina, la
hemicelulosa, a-glucanos y B-glucanos,
que al ser los constituyentes de la pared
celular del actuan como fibra dietética
(Khany Tania, 2012).

Ademas, constituyen una alternativa
para sustituir la carne en una dieta
vegetariana, ya que contienen todos los
aminodcidos esenciales para el ser
humano, y su contenido de proteina
cruda a pesar de ser inferior al de la
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carne es superior al de la mayoria de
alimentos vegetales (Kakon, Choudhury,
y Shusmita, 2012).

VALOR MEDICINAL

La evidencia cientifica reconoce el valor
medicinal otorgado por la medicina

tradicional a Pleurotus spp., como
productor  de metabolitos  con
propiedades antibidticas, antivirales,

anticancerigenas, antitumorales,
antiinflamatorias, inmunomoduladoras
e hipocolesterolémicas. Se ha aislado a
partir de la biomasa fungica una gran
cantidad de compuestos como lectinas,
polisacaridos, polisacaridos péptidos,
complejos de polisacarido-proteina,
terpenoides, policétidos, acidos grasos,
entre otros. De la gran variedad de
polisacaridos (carbohidratos)
producidos por Pleurotus son de gran

interés los beta-glucanos,
principalmente  por su  actividad
inmunomoduladora, aunque

recientemente se han conocido nuevas
bioactividades (Gomes-Corréa et al.,
2016).

Por otro lado, las orellanas pueden ser
usadas para la expresion de vacunas da
bajo costo, luego de transformacién

mediada por  Agrobacterium 0
transformacion de protoplastos
mediada  por  electroporacion o

tratamiento con polietilenglicol/CaCl;
(Pérez, Acevedo, Bibbins, Galvan, vy
Rosales, 2015).

SUSTANCIAS BIOACTIVAS
Polisacaridos

Los polisacaridos mas abundantes son
quitina, hemicelulosas, a-glucanos, B-
glucanos, mananos, xilanos y galactanos,
que al igual que los polisacaridos
originados de  otros productos

alimenticios, contribuyen al proceso de
digestion como fibras dietéticas solubles
o insolubles, dependiendo de su
estructura molecular y conformacion
(Synytsya et al., 2009). Su bioactividad
varia conforme a diferentes propiedades
como la solubilidad en agua, el peso
molecular, la velocidad de ramificacion y
la estructura (Wasser, 2002). La
inmunidad se exhibe por una serie de
glicanos que se extienden desde los
homopolimeros hasta los
heteropolimeros altamente complejos,
siendo necesarios los enlaces B-1,3 vy la
estructura terciaria. La fuente principal
de polisacaridos bioldégicamente activos
parece ser las paredes celulares de
hongos que consisten principalmente de
complejos quitina-glucano, aunque la
quitina no tenga actividad
inmunomoduladora (Devi et al., 2013;
Synytsya et al., 2009).

Los alfa-glucanos desempefian multiples
funciones bioldgicas y tienen un inmenso
potencial en las industrias de la salud,
alimentos y cosméticos debido a sus
efectos terapéuticos y su toxicidad
relativamente baja (Shi, 2016). Algunos
de los a-glucanos reportados en la
literatura para son los siguientes: cadena
lineal de glucosa unida por enlaces a-1,3
(Synytsya et al., 2009); cadena lineal de
glucosa unida por enlaces a-1,4; cadena
principal de galactosa unida por enlaces
o-1,3- a-1,6 (Palacios et al, 2012);
cadena principal de galactosa unida por
enlaces a-1,6 con ramificaciones de
glucosa a-1,2-a-1,6 (Sun y Liu, 2009),
entre otros, las cuales han exhibido
diferentes actividades bioldgicas:
antioxidante(Zhang, Dai, Kong, y Chen,
2012), inmunomoduladora, antitumoral
(Kong et al., 2014), dislipidémica (Yan
Zhang et al., 2017), antidemencial (Yan
Zhang et al., 2016), antidiabética (Yan
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Zhang, Hu, et al, 2016) vy 2011), antiinflamatoria,
gastroprotectora (Qi Yang et al., 2012). inmunomoduladora (M. Jesenak et al,,

2014), antitumoral (Facchini et al,

Los B-glucanos son los que presentan
mayor actividad inmunomoduladora;
junto con la quitina, los B-glucanos
constituyen los principales componentes
de la pared celular fungica actuando
como polisacaridos  estructurales,
aunque también pueden ser excretados
al medio (Sudrez Arango y Nieto, 2013).
El principal B-glucano descrito para
Pleurotus es el pleuran (Jesenak et al.,
2014), aunque el primero en reportarse
fue el HA (Yoshioka et al., 1985). El
pleurdan presenta una estructura
semejante a los betaglucanos del resto
de basidiomicetes, es decir, una cadena
principal de glucosa con enlaces
glucosidicos B-(1,3) y sustituciones de
glucopiranosil en O-6 al lado de los
extremos no reductores (Bergendiova,
Tibenska, y Majtan, 2011), como indica
la figura 5. Aunque se ha aislado algunos
B-glucanos con estructura diferente
como este: cadena principal de glucosa
con enlaces B-(1,4) y ramificaciones B-
(1,6) con o sin enlaces -(1,3) aleatorios
(Chen, Xu, Lin, y Cheung, 2014).

HO.

H OH

co
oH
OH OH ) OH
0, 0 0,
HO HO HO HO o
it A A B A
o 0 0. 0 N
OH OH OH OH :

Figura 5. Estructura quimica del
glucano fungico.

B_

Fuente: (Baggio et al., 2010)

Se reporta que los B-glucanos de
Pleurotus ostreatus presentan actividad
bioldgica antialérgica (M. Jesenak et al.,
2014), antioxidante (Khan et al., 2017),
antibacteriana (Bergendiova et al,,

2014), prebidtica (Li y Shah, 2015), entre
otras.

También se han estudiado
heteroglucanos de enlaces mixtos con
actividad inmunomoduladora notable,
asociada principalmente con el refuerzo
inmunitario y la apoptosis de las células
cancerosas (Devi, Behera, Mishra, vy
Maiti, 2015). Su estructura consta de una
cadena principal de glucosa y fucosa
unidas por enlaces a-1,2- B -1,6, con
ramificaciones de manosa y glucosa
unidas por enlaces a-1,6 (Patra et al,
2013), como idica la figura 6.

—6)-p-D-Glep-(1—=6)-0-D-Glep-(1-2)-¢-L-Fuep-(1—

3 4

| !

] |

-D-Glep-(1—-6)-a-D-Manp f-D-Manp

Figura 6. Estructura quimica del
heteroglucano de P. ostreatus.
Fuente: (Patra et al., 2013)
Proteinas
P. ostreatus presenta mayor
concentracion de cisteina, acido
aspartico, histidina, arginina,

fenilananina y metionina que Lentinula
edodes y Agaricus bisporus, siendo los
ultimos cuatro aminodcidos de gran
importancia ya que no pueden ser
sintetizados por el cuerpo humano
(Mattila et al, 2002). Asi mismo,
Pleurotus es el hongo comestible de talla
comercial, con los niveles mas altos de
ergotioneina, un aminoacido con
actividad antioxidante (S. Y. Chen et al.,
2012). Otros aminoacidos de P.
ostreatus han mostrado diferentes
actividades bioldgicas como se enuncia a
continuacién: antitumoral por la arginina
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y glutamina (Facchini et al., 2014), 2008). La lacasa presenta actividad
antihipertensiva por el &cido vy- antiviral frente al Virus de la Hepatitis C

aminobutirico (L. Chen et al.,, 2014),
antioxidante por el glutation (tripéptido
formado por glutamato, cisteina vy
glicina) (Kalaras et al., 2017).

Las lectinas son proteinas de origen no

inmune o glicoproteinas, que son
capaces de inducir la aglutinacion
celular, por lo que su principal funcién es
mediar la  respuesta inmunitaria

(Brechtel, Watzig, y Ridiger, 2001). Se ha
demostrado que las lectinas de P.
ostreatus tienen actividad bioldgica
inmunomoduladora (W. Gao et al,
2013), antiflatulenta (Brechtel et al,
2001), antioxidante (Rana et al., 2012),
anticancerigena (especificamente
hepatomay carcinoma) (H. Wang, Gao, y
Ng, 2000), supresora de la ingesta de
alimentos (Kawagishi et al., 2000), e
inductora de la actividad fosfatasa,
importante en la sintesis de proteinas y
la calcificacion del sistema éseo (Conrad
y Rudiger, 1994).

La glicoproteina con secuencia terminal
del tipo ubiquitina expresa actividad
inhibidora hacia la transcriptasa inversa
del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana 1 (VIH-1), lo cual podria
potenciarse mediante succinilacion (H.
X. Wang y Ng, 2000). Las glicoproteinas
altamente glicosiladas o proteoglicanos,
muestran actividad antitumoral
(Facchini et al., 2014) y prebidtica
(Synytsya et al., 2009).

Enzimas como la Catalasa (CAT),
Superoxido Dismutasa (SOD), Glutation
Peroxidasa (Gpx) vy Glutatién S-
Transferasa (GST) presentan actividad
antioxidante. Son capaces de aliviar la
citotoxicidad causada por Tetracloruro
de Carbono (CCls) en los rifiones, el
corazon y el cerebro (Jayakumar et al.,

(VHC), mostrando una eficacia de
aproximadamente el 50% (El-fakharany
et al., 2010) y degrada tanto el Bisfenol A
(BPA) como las aflatoxinas, que son
compuestos toxicos y mutagénicos que
contaminan los alimentos (Alberts et al.,
2009; C. Zhang et al., 2015).

Lipidos

El dcido linoleico de P. ostreatus tiene la
capacidad de absorber radicales de
oxigeno e inhibir la Ciclooxigenasa (COX),
por lo que influye positivamente en el
perfil lipidico de los pacientes (Schneider
etal., 2011).

El ergosterol, esteroide precursor de la
vitamina D2 (ergocalciferol) presente en
la membrana celular, muestra actividad
antiinflamatoria, antioxidante,
cardiovascular, antimicrobiana y

antitumoral (Facchini et al., 2014;
Hashim et al, 2016). Derivados
bioactivos del ergosterol como el

ergosta-4,6,8,22-tetraen-3-1 y ésteres
de acidos grasos presentan actividad

hipocolesterolémica (Chobot et al,
1997).

Las hormonas esteroides como la
testosterona, androstenediona,
progesterona y sus productos

metabdlicos acetato de testosterona vy
testololactona tienen potencial como
reguladores hormonales, ya que P.
ostreatus expresa constitutivamente
17B-hidroxiesteroide  deshidrogenasa
(17B-HSD) (Plemenitas et al., 1999).

Las saponinas de P. ostreatus son
importantes por su actividad bioldgica
hipoglicémica (Tochukwu, Monago, &
Chuku, 2016) y antioxidante (Unekwu,
Audu, Makun, & Chidi, 2014).
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Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos del hongo
exhiben por lo general actividad
antioxidante (Cilerdzic et al, 2015),
aunque también se reporta actividad
biolégica hipoglicémica  (Tochukwu,
Monago, y Chuku, 2016) y efectos
inhibidores de tirosinasa, una enzima
que cataliza la produccién de melaninay
de otros pigmentos de oxidacion de la
tirosina, los cuales provocan el
oscurecimiento de la piel y/o la aparicion
de manchas (Alam et al., 2010).

Los taninos hidrolizables como la
catequina han mostrado actividad
antioxidante (Unekwu et al., 2014) e
inmunomoduladora, siendo eficaces en
la activacién de macrofagos, la
hematopoyesis y la estimulacién de la
inmunidad humoral (Llauradd et al.,
2016).

Diversos estudios han afirmado que

tanto los flavonoides como las
antocianinas  (glucésidos de  las
antocianidinas) de P.  ostreatus
presentan actividad bioldgica
hipoglicémica (Tochukwu et al., 2016),
mientras la  miricetina  presenta
propiedades antioxidantes (Papaspyridi
et al, 2011). No obstante, una
investigacion realizada recientemente

aseverd que los flavonoides no se
producen en el reino fungi, ya que no se
encuentran en las bases de datos
gendmicas secuencias que codifiquen
chalcona sintasa o chalcona isomerasa
(enzimas clave implicadas en la ruta
biosintética del flavonoide), incluso en
hongos completamente secuenciados;
ademas, el 91% de las publicaciones
efectuadas hasta la fecha utilizaron un
método colorimétrico de cuantificaciéon
de flavonoides especifico para plantas,

no para hongos (Gil-Ramirez et al,
2016).

El acido 4-hidroxi-benzoico, derivado
fendlico del acido benzoico, muestra
potente actividad antioxidante, al igual
que los acidos hidroxicinamicos ferulico
y p-cumdrico (Gasecka et al., 2015;
Papaspyridi et al., 2011).

Terpenos

Los terpenos de Pleurotus ostreatus han
mostrado actividad bioldgica
antioxidante (Unekwu et al., 2014). El
escualeno (2,6,10,15,19,23-
hexametiltetracosahexano) es un
terpeno presente en P. ostreatus (Yusef,
Threlfall, y Goodwin, 1965), con diversas
funciones bioldgicas como la prevencién
del deterioro celular, la mejora de la
inmunidad y la reduccion del perfil
lipidico, ya que es intermediario del
colesterol (W. Zhang et al., 2008).

La ubiquinona o Coenzima Q10 (2,3-
dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-
benzoquinona) es un politerpeno
también presente en P. ostreatus (Yusef
et al., 1965), que cumple dos funciones
principales en el organismo: transportar
electrones durante el metabolismo
energético de la célula y servir como
antioxidante, por lo que contrarresta el
deterioro celular (Hathcock y Shao,
2006).

Vitaminas

P. ostreatus puede sintetizar las dos
formas de vitamina B3, &acido nicotinico
y nicotinamida, constituyendo per se un
suplemento nutricional (Papaspyridi et

al., 2011). La vitamina B3 es una
coenzima esencial implicada en las
reacciones redox del metabolismo

celular (W. P.Sunetal., 2017).
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Se reporta que P. ostreatus sintetiza
Vitamina D en forma de ergocalciferol
(D2), lumisterol, tachysterol y 22-
Dihidroergocalciferol (D4), la cual juega
un rol importante en la homeostasis
6sea y neuromuscular del humano, asi
como en la proteccion cardiovascular
(Huang, Lin, y Tsai, 2015; Krings y Berger,
2014; Taofiqg et al., 2017).

P. ostreatus produce también
carotenoides como el B-caroteno vy el
licopeno (-Caroteno), isoprenoides de
gran importancia porque son supresores
de radicales libres que evitan Ia
oxidacion del colesterol, reduciendo asi
el dafio oxidativo de los tejidos (Vamanu,
2013).

Estatinas

P. ostreatus sintetiza policétidos como
las estatinas. La lovastatina o mevinolina

es untipo de estatina que inhibe la HMG-
CoA reductasa (HMGCR), enzima que
regula la velocidad de produccién del
colesterol, por lo que reduce el riesgo de
enfermedades coronarias (S. Y. Chen et
al.,, 2012). A su vez, la inhibicién de
HMGCR controla la produccion de
mevalonato y metabolitos posteriores
que recientemente se identificaron
como implicados en el crecimiento vy la
apoptosis en muchos tipos de cancer
(Kim, Jang, Nam, y Kang, 2017).

CONCLUSIONES

Pleurotus spp. es una seta con gran
potencial en la industria farmacéutica,
gracias a los diferentes metabolitos
bioactivos que produce. Ademas, su
cultivo por Fermentacién en Estado
Sélido (FES) es econdmico, rapido vy
amigable con el medio ambiente.
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EXTRACTO DE NON| BIODIVERSITY®

Ingredientes: extracto concentrado de NONI (Morinda citrifolia ) 100 % puro, sin conservantes ni aditivos.
Presentacidn: 0,5 litros, 1 litro, 4 litros, 20 litros y 200 litros.
Aplicaciones: salud, suplementos, alimentos, cuidado personal, cosmética, farmacos y fitofarmacos.
Propiedades?
Combate infecciones /antimicrobiano (antraquinonas, la alizarina y el L-asperuldsido)
Promueve la regeneracion celular (alcaloide Xeronina)
Analgésico y antiinflamatorio
Mejora las defensas
Baja la presién arterial
Importante efecto antioxidante
Ayuda a prevenir el cancer
Actividad antiparasitaria
. Reduce las grasas en sangre

10. Ayuda a controlar la diabetes
Usos?
Abscesos, adicciones, alergias, analgésico (alivio del dolor), anti-helmintico (elimina las lombrices y parasitos
intestinales), antibacteriano, antifungico, anti-inflamatorio, antiviral, estimulante del apetito, artritis, asma,
ateroesclerosis (endurecimiento de las arterias), déficit de atencién con trastorno por hiperactividad, fracturas
Oseas, lesiones cerebrales, furinculos, huesos fracturados, moretones, quemaduras, cancer, carbuncos
(aglomeraciones de furinculos en la piel), enfermedad cardiovascular, sensibilidad quimica, sindrome de
fatiga crénica, dolor cronico, resfriados, estrefiimiento, cortaduras, depresion, diabetes, diarrea, problemas
digestivos, trastornos de las articulaciones (dislocaciones), infecciones del oido, endometriosis (crecimiento
del tejido endometrial fuera del Utero), energia, fiebre, fibromialgia, usos alimenticios, Ulceras gastricas, gota
(inflamacion de los pies), dolor de cabeza, hemorroides, hernia, hipertension (presién arterial alta), deficiencia
inmunoldgica, infecciones, inflamacién, afecciones inflamatorias, influenza, repelente contra insectos, picor,
lombrices intestinales, ictericia, alteracion horaria por viaje en avién, dolor en las articulaciones, laxante,
piojos, malaria, problemas menstruales, infecciones de la boca, esclerosis multiple, dolores y molestias
musculares, embarazo (dolor), reumatismo, sarna, senilidad, trastornos de los senos nasales, irritacion de la
garganta, llagas, esguinces, orzuelos, rigidez, estimulante (cerebro), picaduras de aguijéon (pez piedra), dolor
de estdmago, hinchazon (abdominal), dolores dentales, tuberculosis, Ulceras, trastornos del tracto urinario,
problemas vasculares, medicina veterinaria, infecciones virales (polio), deficiencia de vitamina A, pérdida de
peso, heridas.
Producido por: www.biodiversity.com.ec
Distribuido por: ECUANONI CIA. LTDA. www.ecuanoni.com, info.biodiversity@gmmail.com, cel. +593 99 837
7660, Ibarra/Ecuador
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Bioingenieria a la medida

Mision:
Producir y comercializar bioproductos, mediante la
aplicacidn de las técnicas modernas de la bioingenieria, que
permita el maximo aprovechamiento de los recursos de la
biodiversidad ecuatoriana en el marco del Desarrollo Global
Sustentable.

Vision:
Ofrecer un portafolio de bioproductos que contribuyan con
el bienestar del ser humano y del planeta.

Valores:
integridad, calidad, responsabilidad, liderazgo, colaboracidn,
diversidad.

Biod! iversity®| Direccion: Periférico Sur s/n, San Antonio, www.biodiversity.com.ec, info@biodiversity.com.ec, Cel. 099 7589267, Ibarra-Ecuador

Tecnologlas

Produccién de micelios (semillas) de hongos comestibles.
e  Produccién de champifiones (Pleurotus spp.).
e  Produccién de agro bioldgicos (Trichoderma spp.)
e  Produccidon de saponinas esteroides.
e Produccién de hecogenina (materia prima para producir la cortisona)
e  Produccién de suplementos alimenticios.
e  Produccidn de extractos vegetales.
e  Produccién de alcaloides.
e  Produccién de bioles (agrobioldgicos).
e  Produccién de bagazo hidrolizado para alimentacién animal.
e Produccién de aceites esenciales.
e  Produccién de biogds. Produccion industrial de hongos frescos.
e  Produccién de hongos deshidratados.
e  Produccién de hongos en conservas.
e  Produccién de capsulas de hongos.
e  Produccién de Beta-Glucan.
e  Produccién de enzimas (lacasas, celulasas, amilasas, etc.).
e  Produccion de chicha de jora (de maiz).
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