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RESUMEN

Se evalu6 el efecto del tiempo de exposicion a la luz durante el periodo de fructificacién en
la concentracion de micosteroles (ergosterol y su perdxido) de Pleurotus ostreatus var.
florida, cultivado mediante fermentacién en estado sélido sobre residuales del cacao en
Ecuador. La exposicién del hongo a la luz a tiempos menores de 12 h disminuy6 la
eficiencia bioldgica en el 68 % y el rendimiento en el 63 %. No se apreciaron mayores
variaciones en la concentracién de los compuestos lipidicos totales en los cultivos, y las
concentraciones de micosteroles totales, determinadas por cromatografia gaseosa, mos-
traron un aumento en funcién de la cantidad de luz recibida: 115, 141 y 349 mg %
correspondientes a tiempos de exposicion de 4, 8 y 12 h. Estos resultados permiten abordar
con mayor profundidad el potencial de esta especie como materia prima para la obtencién
de ergosterol (provitamina D).

DeCS: PLEUROTUS/aislamiento & purificacion, CROMATOGRAFIA DE GASES/
/métodos; ILUMINACION/métodos; ERGOCALCIFEROLES; COLECALCIFEROL.

El reciente ascenso experimentado en
el campo de la medicina natural y tradicio-
nal como una alternativa para el tratamien-
to de varios trastornos fisioldgicos y el re-
conocimiento de numerosos modificadores
bioldgicos en las setas comestibles, ha con-
ducido a la definicién del término “setas
nutricéuticas".!

Pleurotus spp. es un género de hongos
superiores perteneciente al grupo de las

setas comestibles, que resulta particular-
mente interesante desde el punto de vista
nutricional en funcién de su contenido de
proteina (27-48 %) con valores de computo
quimico comprendidos entre 96 y 110 %,
lipidos (2-8 %), niveles tolerables de acidos
nucleicos y por la presencia, ademas, de
vitaminas, minerales, fibra dietética, beta
glucanos y compuestos con actividad
antioxidante.>*
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Por otra parte, el metabolismo secun-
dario de los hongos es responsable de la
sintesis de sustancias quimicas con poca
accion en el propio organismo pero poten-
cialmente activas en otros seres vivos, COmo
los micosteroles. Aunque orientada por las
caracteristicas genéticas, la sintesis quimi-
ca de esas sustancias es controlada por fac-
tores del ecosistema (luz, calor, temperatu-
ra, humedad y sustrato). En este sentido, la
presencia de ergosterol ha sido reportada
tanto en hongos silvestres como cultivados.>®

El ergosterol es un importante precur-
sor sintético de la vitamina D,, a través de
un proceso fotoquimico electrociclico, se-
guido de una transposicion sigmatrépica
térmica.” Tanto la vitamina D, (ergocal-
ciferol) como la D, (colecalciferol) son de
igual potencia y dan origen mediante trans-
formaciones metabdlicas en el organismo,
a una hormona conocida como calcitriol,
que desempeiia una funcién clave en el me-
tabolismo del calcio y el fésforo.®

En Ecuador no se ha valorado la poten-
cialidad ecolégica y econdmica de muchos
residuales agricolas o agroindustriales, que
en la mayoria de los casos son quemados o
arrojados a los basureros, quebradas, rios,
etc., sin ningln tratamiento previo, lo que
contribuye de esta manera a la degradacion
del ecosistema.’ Entre las ventajas que ofre-
ce el cultivo de hongos del género Pleurotus
se destacan: la posibilidad de cultivarse en
climas tropicales, la simplicidad en la tec-
nologia de produccion y la posibilidad de
utilizar una amplia gama de sustratos orga-
nicos, entre ellos una gran variedad de
subproductos agricolas e industriales como
la paja de arroz, el bagazo de caia, la pul-
pa de café, los residuales del cacao y el
pasto seco, entre otros.

Mediante la presente investigacion se
evalda el efecto de la luz sobre el conteni-
do de micosteroles en la biomasa de
Pleurotus ostreatus, cultivado mediante
fermentacion en estado s6lido (FES) en un
substrato a base de residuales del cacao.
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METODOS

La investigacion se realizé en el De-
partamento de Biotecnologia de la Facul-
tad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo ubicada en la
ciudad de Riobamba, a 2 756 m sobre el
nivel del mar con una temperatura ambien-
te promedio de 15 °C y una humedad rela-
tiva de 30-40 %.

Cepa utilizada. Se emple6 la cepa
de Pleurotus ostreatus var florida, regis-
trada como CP-184, cedida gentilmente
por la coleccién del Centro de Estudios
de Biotecnologia Industrial (Universidad de
Oriente, Cuba).

Preparacion del indculo. Se utili-
zaron frascos de vidrio transparentes en
los que se deposit6 aproximadamente 400 g
de semillas de trigo lavadas, hidratadas y
sumergidas en una solucion de benomyl al
0,02 %, para luego someterlas a esterili-
zacion a 121 °C y 15 Ib/pulg? de presion
durante 1 h. La proporcion de in6culo adi-
cionado al substrato equivale al 10 % en
relacién con el peso himedo.

Fermentacion en estado sélido. Los
residuales del cacao seleccionados por sus
caracteristicas quimicas y su relativa abun-
dancia, fueron sometidos a un proceso de
secado solar por exposicion directa durante
7 d. Para la preparacion del sustrato, el
material vegetal fue triturado y tamizado
hasta alcanzar aproximadamente un tama-
fio de 2 x 2 cm, luego es lavado, hidratado,
pasteurizado y sumergido en una solucién
de benomyl al 0,02 %. El sustrato nueva-
mente fue secado al sol hasta alcanzar una
humedad entre 65-70 %.

Se mezclaron 2 kg de substrato hiime-
do con 200 g de indculo. Con esta mezcla
se llenaron las bolsas plasticas (15 x 10 pulg)
que se almacenaron en un armario en
completa oscuridad a una temperatura de
25-28 °C durante 10-20 d. Las bolsas se
perforaron al tercer dia de haber inoculado
el sustrato. Luego de la colonizacién las
bolsas fueron colocadas bajo luz indirecta
en la planta donde se cultivaron los hongos.



Se disefiaron 3 grupos experimentales, con-
formados por 6 bolsas plasticas, que conte-
nian 2 kg de sustrato himedo. Cada grupo
fue expuesto diariamente a la luz en su fase
de fructificacién durante periodos de 4, 8 y
12 h. En el cultivo del P. ostreatus se con-
trolaron las variables siguientes: pH inicial
del sustrato, 6,5; temperatura, 28 °C; hu-
medad, 80 %; aireacion y remocion del
COZ, 3 veces al dia.

Cuando los hongos alcanzaron la ma-
durez (aproximadamente a los 5 d) fueron
cosechados y pesados. Se realiz6 un total
de 3 cosechas por cada bolsa a intervalos
de 10 d. La evaluacion de la produccién para
cada tratamiento se llevo a cabo estimando
los parametros de eficiencia bioldgica (EB)
y rendimiento.

Extraccion de los componentes
lipidicos. Se realizaron extracciones suce-
sivas a 10 g de la biomasa flingica seca y
molida con volimenes de 100 mL de la
mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v)© du-
rante 2 h a la temperatura ambiente. El
contenido lipidico fue determinado
gravimétricamente después de evaporar los
extractos de cloroformo-metanol (ECM).

Identificacion y cuantificacion de los
micosteroles. Los extractos ECM corres-
pondientes a los 3 grupos experimentales
fueron analizados por cromatografia en capa
delgada (TLC) en placas de silicagel
60 HF,,, (Merck) de 20 x 20 cm, emplean-
do como sistema de solventes la mezcla
hexano: acetato de etilo (1:1, v/v). Se utili-
zaron como patrones de micosteroles,
ergosterol y peréxido de ergosterol, dona-
dos por el Departamento de Quimica de la
Universidad de Pavia-Italia. El revelado de
las placas cromatograficas fue realizado en
una desecadora que contenia yodo
sublimable.

Se cuantificaron por cromatografia
gaseosa (Shimadzu) los micosteroles pre-
sentes en la biomasa flingica de P.
ostreatus. Las condiciones empleadas fue-
ron las siguientes: columna de vidrio
silanizado OV 10 %, temperatura del

inyector 250 °C, temperatura del detector
350 °C, temperatura de la columna 260 °C
y flujo del gas 30 mL/min.

RESULTADOS

Los valores de eficiencia bioldgica para
los cultivos de P. ostreatus desarrollados
sobre residuales del cacao expuestos a4, 8 y
12 h de iluminacién fueron 39,60; 39,95 y
122,90 %, respectivamente. Por otra parte,
los rendimientos alcanzados en dichos gru-
pos experimentales fueron 16,02; 16,61 y
43,34 %, respectivamente. Los cultivos ex-
puestos a 4 y 8 h de Iuz no desarrollaron
completamente el cuerpo fructifero; en con-
traposicion, el grupo expuesto a 12 h evi-
denci6 un normal desarrollo de los cuerpos
esporiferos.

En la tabla 1 se presentan los resulta-
dos correspondientes a los lipidos totales
encontrados en la biomasa fiingica obtenida
de P. ostreatus cultivado en substrato de
cacao y su comparacién con otros
Basidiomicetos. No se apreciaron mayores
variaciones en la concentracion de los com-
puestos lipidicos totales en los cultivos so-
metidos a los diferentes regimenes de ilu-
minacion.

En las cromatografias en capa delgada
de los extractos de cloroformo-metanol per-

TABLA 1. Lipidos totales en la biomasa fiingica de Pleurotus
ostreatus cultivado en sustrato de cacao en comparacion con otros
Basidiomicetos'®

Porcentaje de lipidos totales

Basidiomicetos (g %, base seca)

P ostreatus (4 h de exposicion a la luz) 12,1

P ostreatus (8 h de exposicion a la luz) 1,26
P ostreatus (12 h de exposicion ala luz) 11,02
Clytocybe sp. 6,75
Coriolus zonatus 1,79
Phellinus sp. Quel 341
Pholiola lenta 5,39
Ramaria sp. 4,59
Daedalea quercina 6,98
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TABLA 2. Contenido de esteroles en la biomasa fiingica de Pleurotus ostreatus cultivado en substrato de cacao en comparacion con otros

Basidiomicetos'®

Especie Substrato Exposicion a la luz (h) Esteroles (mg %, base seca)

P ostreatus var. florida Cacao 4 15

CP-184

P ostreatus var. florida Cacao 8 141

CP-184

P ostreatus var. florida Cacao 12 349

CP-184

P ostreatoroseus Paja de cebada 12 195

Singer CP-34

P ostreatus sp. cfr. Paja de cebada 12 139

florida CP-11

P ostreatus sp. cfr. Paja de cebada 12 281

florida CP-26

P sajor-caju (Fr.) Paja de cebada 12 267

Singer CP-16

P. sajor-caju (Fr.) Paja de cebada 12 199

Singer CP-28

P sajor-caju (Fr) Pulpa de café 12 477

Singer CP-16

P sajor-caju(Fr.) Pulpa de café-rastrojo 12 400

SingerCP-16 de frijoles

P ostreatus CP-15 Paja de cebada + 0,1 % 12 198
de acetato de sodio

P ostreatus CP-15 Pulpa de café + 1% de 12 469
acetato de sodio

P ostreatus CP-15 Pulpa de café + 1% de Ausencia 124

acetato de sodio

tenecientes a las 3 variantes experimenta-
les se observaron manchas fuertemente co-
loreadas con los vapores de yodo, con valo-
res de Rf similares al obtenido para el pa-
trén de ergosterol (0,774) y ademds, una
mancha débil en el extracto correspondien-
te al grupo G, ,, equivalente al Rf obtenido
para el perdxido de ergosterol (0,65).

Las concentraciones de micosteroles
totales determinadas por cromatografia ga-
seosa mostraron un aumento en funcién de
la cantidad de luz recibida durante el tiem-
po de fructificacién (tabla 2).

DISCUSION

La calidad y cantidad de luz que reci-
be el hongo en su fase de fructificacion para
la formacién y maduracion de los cuerpos
fructiferos es un factor importante en el
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rendimiento y eficiencia bioldgica. Una
eficiencia bioldgica adecuada debe ser de
alrededor o mas del 100 %, siguiendo el
método generalmente usado en las evalua-
ciones de cultivo de los hongos." De acuer-
do con los datos obtenidos de eficiencia bio-
l6gica y rendimiento en P. ostreatus culti-
vado sobre residuos del cacao, se demostrd
que la exposicion del hongo a la luz a tiem-
pos menores de 12 h disminuye la eficien-
cia bioldgica en el 68 % y el rendimiento
en el 63 %. Resultados similares han sido
referidos para la fermentacién en estado
s6lido con pulpa de café.!?

Desde el punto de vista morfoldgico,
en los cultivos expuestos a 4 y 8 h de luz no
fue observado el completo desarrollo del
cuerpo fructifero. Este comportamiento se
atribuye al hecho de que en la oscuridad se
manifiestan fendmenos de etiolacién: el



estipite de los cuerpos esporiferos se alarga y el
pileo se reduce. En este caso incide fundamen-
talmente la limitacion de radiaciones azules.

Las concentraciones de lipidos totales
en la biomasa de P. ostreatus en los dife-
rentes tratamientos no presentaron diferen-
cias apreciables y resultaron superiores a
las de otros Basidiomicetos como Pholiota
lenta y Phellinus sp. Quel. Ello podria es-
tar relacionado con la naturaleza del hon-
go, la composicion del sustrato utilizado,
asi como las condiciones ambientales y ex-
perimentales empleadas.

En los tltimos afios se han logrado avan-
ces significativos en el conocimiento de los
esteroles existentes en los hongos comestibles
y se han descrito nuevas estructuras.'*> En el
presente trabajo se determind la presencia de
los micosteroles (ergosterol y perdxido de
ergosterol) en la biomasa de P, ostreatus, los
cuales fueron demostrados en los 3 grupos ex-
perimentales. El peréxido de ergosterol es un
producto de la oxidacion del ergosterol y difi-
cilmente puede ser utilizado en la sintesis de
vitamina D,. Por TLC se observo que dicho
compuesto se encuentra en cantidades muy
pequeiias en los extractos analizados.

La concentracién de ergosterol en la
biomasa flingica aumenta con la cantidad
de luz recibida durante el tiempo de fructifi-
cacién, como se pone de manifiesto en nues-
tros resultados. Las experiencias de Trigoy
otros'¢ refieren niveles de ergosterol en los
cuerpos fructiferos que varian de 5 a

SUMMARY

630 mg % en dependencia de las espe-
cies, cepas y factores externos como la
luz, sustrato y concentracion de acetato
de sodio afiadida.

Las fuentes naturales de la vitamina D
son limitadas y por lo tanto, la forma sintéti-
ca es normalmente usada para la nutricién
animal y humana. La vitamina D preformada
de la dieta proviene del aceite de higado de
pescado o de fuentes naturales irradiadas. Las
preparaciones disponibles comercialmente de
vitamina D son productos de irradiacion
ultravioleta del ergosterol de levaduras. "

En algunos laboratorios, una buena pro-
duccidén de ergosterol ha sido asimilada a
partir de P. ostreatus. Producir hongos co-
mestibles del género Pleurotus, cultivados
en subproductos agricolas como el cacao,
con el fin de utilizar la biomasa fingica
como fuente comercial de vitamina D, por
irradiacion directa con luz ultravioleta para
preparados farmacéuticos y suplementos
nutricionales, resulta una alternativa pro-
metedora ya que el proceso biotecnoldgico
empleado es relativamente sencillo.

Nuestros resultados indican una influen-
cia significativa de la luz en el contenido de
ergosterol en los cuerpos fructiferos de P
ostreatus, y apesar de no ser concluyentes, abren
nuevas posibilidades para abordar con mayor
profundidad el potencial de esta especie, culti-
vada en subproductos agricolas, como materia
prima en la obtencion de vitamina D,.

The effect of the time of exposure to light during the period of fructification on the concentration of mycosterols
(ergosterol and its peroxide) from Pleurotus ostreatus var florida, cultivated by fermentation in solid state on
cacao residuals in Ecuador, was evaluated. The exposure of the fungus to light at times lower than 12 hours
reduced the biological efficiency by 68 % and the yield by 63 %. No significant variations were observed in the
concentration of total lipid compounds in cultures, whereas the concentrations of total mycosterols, determined
by gas chromatography, showed an increase according to the light received: 115, 141 and 349 mg % corresponding
to times of exposure of 4, 8, and 12 hours. These results make it possible to approach in detail the potentiality of
this species as a raw material to obtain ergosterol (provitamin D,).

Subject headings: PLEUROTUS/isolation & purification; CHROMATOGRAPHY, GAS/methods; LIGHTING/
methods; ERGOCALCIFEROLS; CHOLECALCIFEROL.
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