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RESUMEN

Mevinolina, monacolina K o lovastatina es un metabolito que se obtiene de diferentes
géneros y especies de hongos filamentosos. Dentro de los principales géneros estan:
Aspergillus, Penicillium, Monascus, Paecilomyces, Trichoderma, Pythium, Gymnoascus y
Pleurotus, entre otros. La lovastatina es un compuesto eficiente en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, que tiene la capacidad de disminuir el colesterol total por
dos mecanismos: inhibicion competitiva de la HMG-CoA reductasa y aumento del
catabolismo de lipoproteinas en el higado. Esto lo hace aumentando los receptores de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), que cumplen la funcion de captar no solo estas
moléculas, sino también a sus precursores, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
sus remanentes VLDL cuya hidrolisis producen LDL. EI tratamiento de la
hipercolesterolemia se centra en la disminucion de VLDL y LDL; y un aumento de
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Por lo que existe la necesidad de optimizar la
produccion en cantidades apreciables utilizando hongos comestibles, como es el caso de
Pleurotus ostreatus, que ademas, es un alimento nutracéutico. Los sistemas mas utilizados
son por fermentacion (liquido, solido sobre soporte inerte y biodegradable). En este trabajo
se evalud el contenido de lovostatina producido por Pleurotus ostreatus. EIl hongo se
crecié durante 408 h en fermentacion en medio liquido, se observo una biomasa méaxima de
15.5 g/L con una p de 0.026 h™ y en fermentacion en medio sélido sobre soporte inerte
(espuma de poliuretano) una biomasa maxima de 17.5 g/L con una p de 0.033 h™. La
concentracion de lovastatina intracelular maxima en la fermentacion en medio liquido fue
de 4.2 mg/g, obtenida en la fase de crecimiento exponencial y la producciéon maxima de
lovastatina extracelular fue de 2.6 mg/g y se encontré en las primeras horas de la
fermentacion, en la fase de adaptacion o estacionaria. La concentracién de lovastatina
intracelular mayor en fermentacion en medio sélido sobre soporte inerte fue de 65 mg/g y
una produccion maxima de lovastatina extracelular de 0.244 mg/g, ambos titulos se
encontraron en las primeras horas de la fermentacién. En cuanto a la produccion de cuerpos
fructiferos (fermentacién solida sobre soporte biodegradable) las concentraciones mas
elevadas se encontraron en el pileo y en el estipite del cuerpo fructifero de 3.5 cm de
longitud (3.83 mg/g y 1.47 mg/g respectivamente). Los resultados revelaron una mayor

produccién de biomasa y concentracion de lovastatina en fermentacion en medio sélido
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sobre soporte inerte con respecto de la fermentacion en medio liquido, y una mayor
obtencion de este metabolito en las muestras intracelulares con respecto de las
extracelulares. Pleurotus ostreatus se considera un productor potencial de lovastatina, y es

posible aumentar la produccion realizando modificaciones en las condiciones de cultivo.
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1. INTRODUCCION
1.1. Colesterol

El colesterol es un lipido estructural importante de las biomembranas y precursor inmediato
de la sintesis de vitaminas, hormonas, esteroides y acidos biliares. La sintesis del colesterol
es llevada a cabo por diferentes procesos utilizando diferentes enzimas, entre las principales
enzimas se encuentran la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa que es la
enzima clave en la conversion del mevalonato (figura 1). En la sangre de un individuo en
ayunas el colesterol se encuentra ligado a tres clases principales de lipoproteinas: las de
baja densidad (LDL) que contienen entre el 60 y el 70% del colesterol sérico; las de alta
densidad (HDL) con un contenido del 20 al 25% del colesterol total (CT) y las de muy baja
densidad (VLDL) que contienen entre un 10-15% del colesterol junto con la mayor parte de
los triglicéridos sericos. El nivel 6ptimo de colesterol debe ser inferior a 100 mg/dL y
mayor a 60 mg/dL (Radha y Lakshmanan 2012).

A pesar de encontrarse normalmente en nuestro organismo, las concentraciones elevadas de
colesterol constituyen un factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares, dado que la
Organizaciéon Mundial de la Salud inform6 que por enfermedades cardiovasculares
murieron cerca de 17.3 millones de personas en 2008 y reporté que podrian morir 23.6
millones a causa de estas enfermedades en los proximos 15 afios. Considerando que el
promedio de edad para que una persona pueda sufrir un ataque al corazén por causa de
concentraciones por encima de los valores normales de colesterol ha llegado a un rango

entre 30-40 afios.
El 60% del colesterol total es sintetizado en el higado (Radha y Lakshmanan 2012). El

inhibir la sintesis del colesterol es el procedimiento més eficaz para disminuir los niveles de

colesterol total en plasma (Johnson y cols. 1997).
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Figura 1. Ruta biosintética del colesterol (Fernandez y cols. 2003).

1.1.1. Patologias ocasionadas por desequilibrio en la concentracién del
colesterol
El aumento o el desequilibrio en la concentracion del colesterol conducen a diversos
trastornos cardiovasculares como la hipercolesterolemia, aterosclerosis, infarto agudo al
miocardio, ateroma, enfermedades vasculares periféricas, entre otras (Radha y Lakshmanan
2012).

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica que da origen otras patologias
como son: infartos al miocardio y cerebrales, aneurisma adrtico y vasculopatia periférica.
La aterosclerosis se define como la combinacion entre diversos grados de alteraciones
arteriales en su capa intima por acumulacion local de lipidos, de los constituyentes
sanguineos y del tejido fibroso, acompafiado por alteraciones de la capa media de la pared

vascular. Donde las LDL modificadas por procesos oxidativos tienen un papel central en el
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desarrollo de la placa de ateroma y no s6lo por su contribucion a la formacién de células
espumosas, al ser captadas por los macrofagos a través de receptores llamados “Scavenger”
0 basureros altamente especializados en reconocer a las LDL modificadas por la oxidacion,
como también por su participacion en la lesion endotelial, en la induccion de
autoanticuerpos y en la formacién de radicales libres pro oxidantes, secundarios a las
formas lipidicas degradadas, que modifican diversos factores de transcripcion asociados al
mantenimiento del proceso inflamatorio. Asi pues las LDL modificadas son un nexo de
unién, al actuar en los dos frentes, entra la formacion del depdsito lipidico ateromatoso y la

induccion inflamatoria de la placa (Li y cols. 2002).

1.1.2. Tratamiento para dichas patologias

Las recomendaciones del equipo meédico de salud para lograr disminuir el riesgo
cardiovascular ocasionado por un desequilibrio en las concentraciones del colesterol se
enfocan en una dieta hipolipidica, hipohidrocarbonada, con suficiente cantidad de fibra,
agua y ejercicio (Conly y cols. 2011). Sin embargo también se considera una sinergia con el
tratamiento farmacoldgico en el que se incluyen tres grupos de farmacos: las estatinas que
son los inhibidores de la HMG-CoA reductasa, las resinas secuestradoras de acidos biliares
y el &cido nicotinico. Los derivados del &cido fibrico, como el gemfibrozilo, son farmacos
de segunda linea y su maxima eficacia reside en la disminucién de los triglicéridos (Lee y
cols. 2002).

1.2. Estatinas
Las estatinas son compuestos bioactivos de origen microbiano inhibidores reversibles de la
enzima microsomal (HMG-CoA) reductasa que convierte a HMG-CoA a mavalonato, el
paso que determina la velocidad de sintesis del colesterol enddgeno (Alvarez de Sotomayor
y cols. 1999). Las estatinas no solo logran reducciones muy importantes del LDL sino
también un aumento del HDL y disminucion de los triglicéridos por eso son el tratamiento
mas eficiente en las patologias con riesgo cardiovascular. La via biosintética involucrada en
la produccién de estatinas inicia por unidades de acetato, unidas entre si para la formacion

de cadenas de poliacetatos (Sreenivasan y cols. 2008, Marcin y Stanislaw 2009).
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1.2.1. Capacidades biologicas de las estatinas

Entre sus capacidades bioldgicas se encuentran la capacidad de suprimir la respuesta
inflamatoria y la lesion secundaria de la isquemia aguda, ya que reducen el riesgo de
accidente cerebrovascular isquémico en pacientes con riesgo de enfermedad vascular; esto
lo hacen aumentando la biodisponibilidad de 6xido nitrico (ON) debido a su capacidad para
regular al maximo la sintasa de ON. Por lo tanto las estatinas se han considerado en el
tratamiento de patologias del sistema de nervioso central como lo son: isquemia cerebral,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, tumores, y trauma (Stépiefi y cols.
2005).

Estas propiedades hacen de las estatinas los farmacos hipolipemiantes mas utilizados en la
clinica, tanto para tratamientos de prevencion primaria como secundaria en enfermedades
cardiovasculares. Algunos beneficios clinicos de estos compuestos, ademas de disminuir el
colesterol plasméatico son: mejorar la respuesta inflamatoria, fibrindlisis, coagulacion,

proliferacion celular y la funcién endotelial (Kwak y cols. 2000).

1.2.2. Inhibicion de la sintesis del colesterol
Las estatinas son un compuesto eficiente en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares ya que tienen la capacidad de disminuir el colesterol total por dos
mecanismos; uno es por inhibicién competitiva y reversible de la HMG-CoA reductasa, y el
otro mecanismo de accion es el aumento del catabolismo de lipoproteinas en el higado
(Piedras-Huerta y cols. 2001).

La enzima que cataliza la conversion de la HMG-CoA a mevalonato es la HMG-CoA
reductasa, la inhibicidn de esta enzima es la clave para impedir la conversion del colesterol
endogeno, por lo que, la enzima (HMG-CoA reductasa) se une al inhibidor enzimatico
(estatinas) en lugar de unirse a la HMG-CoA y impide asi la formacion de mavalonato y

por consiguiente la formacion del colesterol (Figura 2).

El aumento del catabolismo de lipoproteinas en el higado se lleva a cabo de la siguiente

forma: aumentando los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL), que cumplen la
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funcién de captar no sélo estas moléculas, sino también a sus precursores, lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y sus remanentes VLDL cuya hidrolisis producen LDL.
Cuantas mas VLDL y remanentes sean captados, menor nimero de LDL se formard; por
tanto, el aumento de receptores LDL inducido por las estatinas, consigue por un mecanismo
indirecto, el aumento del catabolismo de las VLDL y sus remanentes, reduciendo el nUmero
de moléculas que se convertirdn en LDL. Esta accion sobre las VLDL, explica por qué las
estatinas son capaces de reducir las concentraciones plasmaticas de triglicéridos (Alvarez
de Sotomayor y cols. 1999). Son justo estos mecanismos de accion lo que hace de las
estatinas el tratamiento mas funcional y eficiente en el uso de enfermedades

cardiovasculares.
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Figura 2. Inhibicion de la biosintesis del colesterol (Radha y Lakshmanan 2012).
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1.2.3. Tipos de estatinas
Existen diversos tipos de estatinas que se pueden clasificar de acuerdo a su origen como:
bioldgicas (lovastatina y compactina); y sintéticas, derivadas de las naturales (pravastatina,
simvastatina, rosuvastatina, cerivastatina, atorvastatina y fluvastatinas) (Chakravarti y
Sahai 2004).

1.3. Lovastatina
La lovastatina fue la primera estatina aprobada por la FDA de E.U.A en 1987. La mas
potente y de escasa hepatotoxicidad. Mevinolina, monacolina K o lovastatina (Cz4H3605)
(Figura 3), es un policétido fungico, que puede existir en dos formas: forma de lactona y en
forma de hidroxilo (Figura 4), de las cuales la forma de hidroxilo es el farmaco activo
(Samiee y cols. 2003). Lovastatina estd compuesta por un anillo de hexahidro-naftaleno y
un anillo de hidroxi-lactona, en el que el anillo de lactona se une a la HMG-CoA y por lo
tanto inhibe la formacion de colesterol. La lovastatina y otros derivados naturales y
sintéticos constituyen el grupo de estatinas que han Illamado la atencién de numerosas

compafiias farmacéuticas (Di Napoli y cols. 2005).

HO O

Figura 3. Estructura molecular de lovastatina (Alarcén y cols. 2003).
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Figura 4. Férmulas estructurales de lovastatina (Samiee y cols. 2003).

1.3.1. Propiedades de lovastatina
La lovastatina incrementa la produccion de ON al estimular y sobre-expresar la enzima
sintasa endotelial del ON (eNOS), en un proceso dependiente de la inhibicion de la genil
geranil transferasa, lo que prolonga la vida media del RNA mensajero de la eNOS, pero no
la trascripcién de su gen. Ademas incrementa la actividad de eNOS al aumentar su
fosforilacion en un proceso dependiente del sistema fosfatidilinositol-3-cinasa/proteina
cinasa Akt (Ptdins-3K/Akt). Asi también, inhiben la expresién de la endotelina-1, un
potente vasoconstrictor (Alvarez de Sotomayor y cols. 1999). Es esta accion la que revela

como la lovastatina es eficaz para mejorar la funcion endotelial (Di Napoli y cols. 2005).

La lovastatina también es un potente agonista de la apoptosis de células cancerigenas, esto
se debe a la forma de anillo abierto que es el agonista eficaz de la apoptosis. Por lo tanto, la
orientacion del anillo de lactona de lovastatina puede representar un enfoque terapéutico

novedoso en el tratamiento de diversos tipos de cancer (Dimitroulakos y cols. 2001).

1.3.2. Origen de lovastatina
La lovastatina es un metabolito que se obtiene de diferentes géneros y especies de hongos
filamentosos por diferentes procesos de fermentacion; dentro de los principales géneros
estan: Aspergillus, Penicillium, Monascus, Paecilomyces, Trichoderma, Pythium,

Gymnoascus y Pleurotus, entre otros (Chakravarti y Sahai 2004).
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1.4. Hongos basidiomicetos
Los hongos basidiomicetos son organismos eucariontes, que se caracterizan por ser
inmoviles, presentar talos, que pueden ser estructuras ramificadas llamadas micelios estos
son cuerpos mas compactos denominados basidios (figura 5), en lugar de tejidos. Estos
hongos no realizan la fotosintesis pues son heterétrofos, es decir, que viven a partir de la
materia organica producida por otros organismos. Pueden reproducirse por esporas
Ilamadas basidioesporas o por medio de la ramificacion de estructuras tubulares y
arborescentes Ilamadas hifas. Una hifa es la unidad fundamental de los hongos y es una
estructura cilindrica que consta de una pared celular que recubre a una membrana en cuyo
interior pueden existir uno o varios nucleos. Las hifas crecen por extension apical o de las
puntas y se multiplican por ramificacion. En los extremos de estas células es donde se lleva
a cabo la asimilacion de nutrientes del medio (Herrera y Ulloa 1990, Guzman y cols. 1993,

Alexopoulos y cols. 1996).

Los hongos son organismos heterétrofos por lo tanto requieren de materia organica
preformada que utilizan como fuente de carbono y energia para la sintesis de estructuras
celulares. La pared rigida (compuesta en mayor proporcion por quitina y otros polisacéridos
estructurales) con la que cuenta la mayoria de las especies fungicas ligninocelulésicas, les
impide fagocitar su alimento y por ello deben absorber nutrientes simples y solubles que
obtienen mediante la degradacion de biopolimeros tales como la celulosa, hemicelulosa y
lignina (Guzman y cols. 1993, Deacon 1993, Moore-Landecker 1996).
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Figura 5. Esquema de basidioma (Carrillo 2003).

23



Se han aislado una amplia variedad de compuestos bioactivos de muchas especies de
hongos comestibles por lo tanto el uso de los hongos comestibles con propiedades
terapéuticas ha provocado el interés global de la comunidad cientifica y clinica debido a
que los hongos comestibles han mostrado ser eficientes contra numerosas enfermedades y
desordenes metabolicos tan serios como el cancer o enfermedades degenerativas. Estos
efectos terapéuticos parecen tener mdaltiples acciones farmacolégicas complejas en
diferentes objetivos celulares y moleculares (Poucheret y cols. 2006). Dentro de los
metabolitos se incluyen una amplia variedad de grupos; entre los que se encuentran los

terpenoides, esteroides, acidos grasos, proteinas, lectinas, proteoglicanos y polisacaridos.

En la actualidad los polisacéridos producidos por hongos, por su composicién y estructura,
parecen conferir muchas actividades bioldgicas importantes tales como: antitumoral (Wang
y cols. 2005), antioxidante (Liul y cols. 2010), antiviral, inmunomoduladora,
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria, antiinflamatoria, hipoglucemiante e
hipolipemiante (Hu y cols. 2006). Muchos de los polisacaridos responsables de esas

actividades son los B-glucanos y los metabolitos secundarios (Gil-Ramirez y cols. 2011).

1.5. Pleurotus ostreatus
La especie de P. ostreatus ha sido cominmente llamada seta u ostra por su parecido a la
ostra y por su forma de concha pero también por otra parte la poblacién rural conoce este
hongo con los nombres de “hongo seta”, “hongo del maguey”, “hongo blanco”, “hongo del

rastrojo”, y “hongo de la pulpa de café¢” (Guzméan 1997).

Su tamarfio varia en funcion de la edad y de la cantidad de sustrato que lo alimenta. La
forma depende también de la edad, primero es abombada y finalmente llega a ser plana. En
cuanto al color puede variar desde el gris claro a gris pizarra oscuro de tono violaceo o
azulado y desde color café con leche a pardo. Algunas variedades pueden presentar tonos
verdosos o azul-verdoso muy Ilamativos (Gregori y cols. 2007). La composicion quimica
de P. ostreatus es muy variable dependiendo de la edad y la variabilidad es ocasionada por
diferencias en el contenido de humedad, la temperatura y la presencia de nutrientes
(Sanchez 2009).
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En general P. ostreatus es un organismo que se ha considerado como un alimento
nutracéutico, ya que es bajo en calorias y grasas, pero rico en proteina y fibra. Posee un alto
contenido de humedad, entre 87 y 93% segun las condiciones de manejo al momento de la
cosecha y reporta un contenido de proteina de 30.4% del peso seco. La proteina de este
hongo contiene los nueve aminoacidos esenciales requeridos por los seres humanos,
también es una buena fuente de los nutrientes como el fosforo, el hierro y las vitaminas,
incluyendo tiamina, riboflavina, &cido ascérbico, ergosterol, y la niacina. El nivel de &cidos
grasos en este hongo es generalmente bajo, alrededor de 2-8%. EIl nivel de acidos grasos
polinsaturados en comparacién con acidos grasos saturados es bastante alta, lo que
constituye mas del 75% del total de éacidos grasos, de los cuales los acidos oleico y
linoleico son los mas significativos (Cardona 2001).

Los atributos principales de este hongo son sus propiedades medicinales que han sido el
tema de varios investigadores en todo el mundo. Las propiedades farmacoldgicas y
fisiologicas de los hongos P. ostreatus mejoran la actividad inmunoldgica, el
mantenimiento de la homeostasis, regulan los ritmos bioldgicos, curan y previenen diversas
enfermedades como el cancer, accidente cerebrovascular y las enfermedades isquémicas del

corazén (Thekkuttuparambil y cols. 2007).

Se ha reportado la presencia de algunos compuestos bioactivos en P. ostreatus, dentro de
los mas importantes estan las estatinas, lectinas, proteinas, polisacaridos y glicoproteinas
que presentan actividades biolégicas como antiproliferativas, anticancerigenas e
hipolipemiantes, entre otras (Hu y cols. 2006).

1.5.1. Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus
En el ciclo de vida de este hongo, se presentan tres fendmenos importantes: (Moore-
Landecker 1996, Herrera y Ulloa 1998):
e Plasmogamia: Fusion de dos células de micelio primario, a través de la cual los
nucleos de dos cepas coexisten en un citoplasma coman.

e Cariogamia: Fusion de los nucleos de las dos células de micelio primario.
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e Meiosis: Division nuclear en la cual el nimero de cromosomas es reducido del

estado diploide al estado haploide.

La fase haploide se presenta cuando existe un nimero n de cromosomas Yy las células o
grupos de células en este estado se denomina haplontes. La fase diploide se obtiene cuando
hay un nimero 2n de cromosomas Y las células o grupos de células en este estado se Ilaman
diplontes. En algunos basidiomicetes como en el caso de Pleurotus, la cariogamia no se
lleva a cabo de manera inmediata a la plasmogamia de tal forma que se produce una fase
dicaridtica o dicariofase en la cual, se obtiene una célula denominada dicariocito o dicariote
misma que posee dos nucleos con diferentes factores de incompatibilidad y cada uno de

ellos se conoce como dicarién (Herrera 'y Ulloa 1998).

El ciclo de vida (figura 6), comienza cuando se presenta la germinacion de una
basidiospora la cual produce el desarrollo de hifas filamentosas monocariéticas y haploides
que al ramificarse conforman el micelio primario, mismo que continua creciendo de forma
monocariética hasta que pueda realizarse la plasmogamia con otro micelio contiguo que sea
sexualmente compatible. Después de que ambas células se fusionan, el septo (que
permanecia cerrado para evitar el intercambio intracelular) se abre para que pueda ocurrir la
migracion nuclear y posteriormente la formacién del micelio secundario dicariético
mediante la division conjugada simultanea de los dos nlcleos iniciales y la distribucion de
los pares de nucleos hermanos compatibles o dicarioticos en las células hijas. Una vez
formado el cuerpo fructifero, a partir del micelio indiferenciado generado por crecimiento
vegetativo, se llevan a cabo los procesos de cariogamia y meiosis. Como producto de este
ultimo, se obtienen nucleos haploides, que emigran a la parte externa del basidio y una vez
alli, son liberados durante el proceso de esporulacién del basidiocarpo maduro. Si
encuentran condiciones ambientales apropiadas, estas basidiosporas germinan produciendo
micelio monocari6tico o primario y comienza nuevamente el ciclo (Larraya y cols. 1999,
Ramirez y cols. 2000, Valencia del Toro 2002).
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Figura 6. Esquema de la reproduccién sexuada de Basidioma. (Modificada de Courssuperieur de
mycologiemédicale. Paris. Institut Pasteur, 1980).

1.5.2. Estructura de Pleurotus ostreatus

El cuerpo de las setas se constituye principalmente de: pileo (sombrero), estipite (pie),
himenio (laminas) y esporas (Bermudez y cols. 2003). Pileo: tiene forma de paraguas, mas
0 menos circular, su desarrollo se da en forma de una ostra u oreja, (figura 7). (Gaitan y
cols. 2006). Estipite: es firme, blanco, algo peludo en la base, (Garcia 1986) muy corto,
algo lateral u oblicuo, ligeramente duro, con el principio del himenio en la parte de arriba.
Himenio: estan dispuestas radialmente como las varillas de un paraguas, que van desde el
pie o tallo que lo sostiene, hasta el borde. Son anchas, espaciadas unas de otras, de color
blanco o crema, a veces bifurcadas, y en ellas se producen las esporas destinadas a la
reproduccion de la especie (Clyde 1964). Esporas: son de blancas a cremosas, cilindricas de
8-11x3-4 um, hialinas y lisas (Clyde 1964).

27



A
ok 5 Fase
Pileo : % W ' '
e reproductiva
(Sombrero)r e
N (Cuerpo
:—' fructifero)
L Laminillas
Pie (Estipite) (Himenio)
. e Superficie del
o~ sustrato
I
Fase
Hifas " vegetativa
Apice de la
hifs ¥ (Micelio)

Figura 7. Partes fundamentales de Pleurotus (Sanchez 1998).

1.5.3. Produccion industrial de Pleurotus ostreatus
La produccion de P. ostreatus es una industria biotecnoldgica en continuo proceso de

expansion y cada vez cobra mayor importancia en el ambito econdmico de muchos paises.

Hasta 1980, las cuatro especies de hongos comestibles mas importantes por su cultivo eran
Agaricus bisporus (champifion), Pleurotus ostreatus (Seta u ostra), Lentinula edodes
(Shiitake) y Volvariella volvacea. Desde entonces el género Agaricus ha sido el hongo
comestible mas cultivado y consumido en Europa, Norteamérica y México. Por su parte,
Lentinula edodes es producido en su mayor parte en Japdn, Volvariella en paises Asiaticos

y Pleurotus en México y Sudamérica (Chang 1999).

En lo que se refiere a los hongos del género Pleurotus, han incrementado su popularidad
mundial en los dltimos afos, debido a su habilidad para crecer en un amplio intervalo de
temperaturas y su capacidad para utilizar como sustrato diversos materiales ricos en lignina
y celulosa tales como rastrojo de maiz, paja de cereales (Bonatti y cols. 2004), papel
(Baysal y cols. 2003), pulpa de café (Salmones y cols. 2005), residuos vegetales asi como
desechos ligninocelulosicos de la industria alimenticia (Cohen y cols. 2002, Shashirekha y
cols. 2002).
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1.6. Sistemas de fermentacion
La fermentacion puede definirse como un proceso bioquimico en el cual, se obtiene la
energia ATP, a través de las reacciones de oxido-reduccion, es decir aquellas en las que los
electrones son transferidos desde un compuesto, el dador electronico o agente reductor, a

un aceptor electronico, el agente oxidante (Lehninger 1979).

1.6.1. Fermentacion en medio liquido
La fermentacion en medio liquido (FML) es definida corno un cultivo de microorganismos
dispersos en forma homogénea en un matraz agitado que puede o no ser aireado por medios
mecanicos. En este sistema, la agitacion mecéanica permite aumentar la transferencia del gas
a la biomasa de tres formas basicas: 1) Dispersa el gas en burbujas mas pequefias
incrementando el area de interface gas-liquido. 2) Incrementa el tiempo de contacto de
liquido con las burbujas de gas. 3) Disminuye el grueso de la capa estacionaria del liquido
al aumentar la turbulencia del cultivo. Ademas, la agitacion mezcla el cultivo
manteniéndolo homogeéneo. Esto es particularmente importante para la dispersion de la
biomasa y la transferencia de calor (Henzler y Schedel 1991). El desarrollo de esta técnica
ha sido importante porque ha permitido el cultivo de organismos aerébicos en condiciones
homogéneas con una densidad moderada de biomasa y ha simplificado el estudio de la
fisiologia de los microorganismos. Inicialmente, todos los procesos de produccién se
realizaron en fermentacién en medio liquido (FML) o fermentacion sumergida, variando

parametros fisico-nutricionales (Jaivel y Marimuthu 2010).

1.6.2. Fermentacion en medio sélido
La fermentacion en medio solido (FMS), involucra el crecimiento de microorganismos
sobre particulas de sustratos sélidos hiumedos en ausencia de agua libre entre las particulas.
En este tipo de fermentacion el sustrato debe poseer la humedad necesaria para mantener el
crecimiento y metabolismo del microorganismo seleccionado en la bioreaccion. Se deben
considerar varios aspectos importantes para el desarrollo de cualquier bioproceso en FMS
estos incluyen: la seleccion del microorganismo, la seleccion del sustrato, la cantidad de
agua en el sistema apropiado, entre otros. La FMS ha sido ampliamente empleada en

producciones industriales, debido a sus ventajas tales como mejor control del proceso,
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menor posibilidad de contaminacion, menor sensibilidad a la represion metabdlica, mayor
concentracion de los productos, entre otros, y ha incrementado su popularidad debido a la
obtencion de mayores rendimientos de varios productos de importancia industrial como
enzimas, pigmentos, antibioticos, metabolitos entre otros. La FMS en los dltimos siglos ha
generado gran interés debido a que estos procesos se han convertido en una herramienta
biotecnoldgica importante para la produccion de diferentes bioproductos (Mitchell y cols.
2000).

1.6.3. Produccion de cuerpos fructiferos
La produccion de cuerpos fructiferos (CF) se realiza con base en tecnologia aplicada al
cultivo de hongos comestibles y permite obtener grandes producciones en relativamente
poco espacio (figura 8), tiene una amplia aceptacion a nivel urbano y rural por sus
propiedades alimenticias. La produccion inicia con el crecimiento del micelio sobre PDA
(agar papa dextrosa) o agar de extracto de malta, partiendo de esporas o utilizando
cualquier parte del cuerpo fructifero para obtener el micelio. Una vez que se tiene el
micelio se puede llevar a cabo el desarrollo de CF. Estos se pueden crecer sobre diferentes
sustratos entre los principales se encuentran los materiales lignocelulosicos, los cuales
constituyen los compuestos organicos mas abundantes del planeta, producidos
fundamentalmente por las plantas; sin embargo lo mas comdn es que se cultiven en
residuos agricolas ricos en estos compuestos. El sustrato a utilizar se hidrata, se pasteriza
por inmersion en agua a 67.7°C durante 30-45 minutos o con vapor a 60°C durante seis
horas (Stamets y Chilton 1983). En algunas investigaciones también se han empleado agua
a 80°C durante 45 min (Velasquez y cols. 1999). Las condiciones apropiadas del ambiente
y del sustrato al momento de la siembra y cosecha pueden considerarse como las siguientes:
por una parte, humedad del sustrato en el momento de la pasterizacion es de 70-75% y
humedad relativa del sustrato 82 a 86% (Steineck 1987); temperatura del sustrato de 27.7 a
30°C; concentracion de CO, del sustrato 20000 ppm; pH 6.0 a 6.5, (Vedder 1986); y por
altimo la temperatura durante la fase de incubacion 28°C (Garcia 1987); en estas
condiciones, la incubacion se lleva a cabo de 10-14 dias (Flegg y cols. 1985); por otra parte

durante la fructificacion la temperatura debe ser de 10-15°C (Zervakis y Balis 1992); la
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concentraciones de CO, durante la fructificacion debe ser inferior de 0.08%:; la humedad

relativa 90-95%; vy la luz de 8-12 horas diarias.
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Figura 8. Esquema de cultivo de hongos comestibles. a) Propagacion de la cepa a partir de esporas o
micelio, b) esterilizacion del grano, c) Inoculacidn del grano para producir la semilla, d) Inoculacion del
sustrato con la semilla, €) Cultivo de Lentinula edodes, f) Cultivo de Agaricus bisporus y g) Cultivo de
Pleurotus ostreatus (Stamets 1995).
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2. ANTECEDENTES

P. ostreatus es un organismo que ha sido conocido por su valor nutricional y su valor
culinario, sin embargo este organismo también puede ser utilizado como medicamento. En
términos mas recientes P. ostreatus, puede ser considerado como un alimento nutracéutico
ya que ademéas de proporcionar beneficios para la salud mas alld de la nutrientes
tradicionales como los son, su alto contenido de fibra, la presencia de los nueve
aminoacidos esenciales, y su bajo contenido en lipidos (Cardona 2001), también es util
como una fuente de compuestos biol6gicamente activos de valor medicinal que incluyen su
capacidad anticancerigena (Wang y cols. 2005), antiviral, hepatoprotectora (Hu y cols.
2006), antioxidante (Liul y cols. 2010) y la presencia de agentes hipocolesterolémicos
(Alarcon y cols. 2003). Sin embargo los mecanismos de los diversos beneficios para la
salud de P. ostreatus a los seres humanos siguen necesitando de extenuante investigacion,
especialmente teniendo en cuenta la aparicion de nuevas pruebas de sus beneficios para la

salud de los seres humanos (Rathee 2011).

Dentro de las propiedades hipocolesterolémicas existen diferentes estudios que revelan
dichas propiedades, dentro de estas estan la investigacion de Chen y cols. (2012) donde
evaluaron el contenido de lovastatina, &cido gamma-aminobutirico o GABA y ergotioneina
en cuerpos fructiferos y micelio de 29 especies de hongos comestibles, entre los que se
encontraba el género Pleurotus y tres especies ostretus obtenidas de los mercados locales
de Corea, Japon y Taiwéan. Los resultados mostraron que el cuerpo fructifero de P.
ostreatus derivado del mercado local de Japdn presentd el mayor contenido de lovastatina
(0.6065 mg/g de peso seco). En cuanto a GABA Flammulina velutipes mostrd la mayor
concentracion (0.2297 mg/g de peso seco). En ergotioneina Pleurotus citrinopileatus revel6

el mayor contenido (2.8507 mg/g de peso seco).

Asi mismo en una investigacion en la que se analizaron 10 géneros de hongos en
fermentacion sumergida para evaluar su potencial produccion de lovastatina, lograron
observar la obtencion de lovastatina (18.58 mg/L) por Pleurotus spp. derivado del
departamento de fisiopatologia, Tamil Nadu Agricultural University (Jaivel y Marimuthu
2010).
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También en los cuerpos fructiferos de P. citrinopileatus se encontrd un inhibidor
competitivo de la enzima (HMG-CoA) reductasa. La lovastatina se encontrd principalmente
en el himenio de los basidiocarpos de 10 cm de diametro a razén de 59.91 mg/g. (Hu y cols.
2006).

Ademés Gunde-Cimerman y Cimerman (1995) estudiaron la concentracion de lovastatina
en diferentes partes del cuerpo fructifero fresco de P. ostreatus (1ra, 2da, 3ra mitad del
estipite, himenio y pileo con himenio) y de diferentes tamafios (2, 5, 10 y 15 cm de
diametro) y encontraron la mayor concentracion de lovastatina estaba en el himenio del

basidiocarpo de 10 cm de didmetro (27.71 mg/g biomasa seca).

Asi mismo se realizaron estudios en tres grupos de ratas hembras de seis semanas de edad
con hiperlipidemia inducida con &cidos biliares. En el grupo control se encontraban las
ratas con colesterol normal, en el segundo grupo las ratas con hipercolesterolemia y en el
tercer grupo las ratas con hipercolesterolemia pero con una adicion en la dieta del 5% de
harina de los cuerpos fructiferos de P. ostreatus. Por lo tanto este estudio sugiere que con
un 5% de harina de P. ostreatus suplementado en la dieta proporciona reduccién en
triglicéridos, LDL, fosfolipidos, CT y aumento de HDL. Ademas en este estudio evaluaron
la presencia del colesterol en eses, y estos resultados mostraron como el exceso de

colesterol simplemente es desechado del organismo (Alam y cols. 2011).

También un estudio in vivo demostré que P. ostreatus tiene gran importancia como agente
terapéutico eficaz en enfermedades hiperlipidémicas especialmente las cardiovasculares
con base a investigaciones en donde se observo que dicho hongo impidié la formacion de
placas de ateroma y la reduccion de la incidencia y el grado de lesiones de aterosclerosis en

las arterias aorta y coronarias de las ratas (Alam y cols. 2011).

Otra investigacion ha mostrado que el hongo P. ostreatus, puede disminuir los niveles de
lipidos, un hallazgo que ha sido apoyado por los datos preliminares de un ensayo pequefio
en seres humanos, pacientes con VIH y con hiperlipidemia inducida por Ilos

antirretrovirales (Donald y cols. 2011).
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También un analisis realizado en Eslovaquia con tres diferentes grupos de personas que
presentaban enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis y enfermedad isquémica
del corazdn se les suministrd en la dieta 10 g de harina de P. ostreatus al dia durante seis
semanas, esto mostré un aumento de la actividad enzimatica de glutation peroxidasa y se
confirma una significativa reduccién de lipidos en plasma (Kajaba y cols. 2008). En otro
estudio con ratas en donde se les administré 5% de harina de P. ostreatus a ratas macho
mostrd la disminucion del colesterol en suero y en higado de 33% y 27%, respectivamente.
En el mismo estudio se mostro que la adicion a la dieta de conejo del 10% de harina de los
cuerpos fructiferos de P. ostreatus redujo el colesterol en sangre en un 65%, también hubo
disminucion en la incidencia de las placas de aterosclerosis y en el tamafio de la placa, e
impidié cambios aterogénicos en las arterias aorta y la coronaria (Alam y cols. 2011).

Como se puede observar son diversos los estudios que revelan la ardua tarea que se esta
llevando a cabo para incrementar la produccion de lovastatina, para poder asi contribuir al

aumento del conocimiento cientifico con el fin de verse reflejado en la mejora de la salud.

En cuanto a la optimizacién de la produccion de lovastatina existen diversos estudios en
donde se evallan los parametros fisicos y quimicos para aumentar productividad de
lovastatina por diferentes especies de organismos. Entre las que se encuentran la de Jaivel y
cols. (2010) en la que realizan una investigacion sobre FMS por Aspergillus terreus y
observan que el rendimiento de lovastatina fue mayor al utilizar salvado de trigo como

sustrato (982.3 mg/g), seguido por los granos de sorgo, salvado de arroz y paja de arroz.

Ademas en un estudio en el que estandarizo un medio de cultivo con fuentes de carbono y
nitrégeno desarrollado con Aspergillus terreus. Se observo que la biosintesis de lovastatina
resultd dependiente de la fuente nitrégeno sobre todo por los aminoacidos glutamato e
histidina, y en menor medida glicina. Una productividad triple especifica mas alta se
encontré con el medio definido en glucosa y glutamato en comparacion con un complejo
medio a base de glucosa, extracto de levadura, y leche peptonizada. Una explicacion puede
ser que las condiciones de inanicion son necesarias para la produccion de metabolitos

secundarios. En este caso cuando se ha agotado la fuente de carbono disponible, el
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complejo de inanicion es aplicado y esto se ve reflejado en una eficiente produccion de

lovastatina (Hajjaj y cols. 2001).

Asi mismo Casas Y cols. (2005) muestran como la morfologia del Pellet y la produccién de
lovastatina en cultivos de Aspergillus terreus son modificados por los efectos de la
agitacion y los regimenes de aireacion (aire 0 una mezcla enriquecida en oxigeno que
contiene 80% de oxigeno y 20% de nitrégeno en volumen). Esto sugiere que tanto un limite
superior en intensidad de agitacion y un alto nivel de oxigeno disuelto es esencial para la

produccién de altos titulos de lovastatina.

También una investigacion con aplicacion de vectores de oxigeno al medio de cultivo de
Aspergillus terreus se realizd para examinar los efectos de la adicion de un portador de
oxigeno (n-dodecano, n-tetradecane, o n-hexadecano) sobre la produccion de lovastatina.
Asi mismo una adicion de 2.5% (w/v) n-dodecanoal al medio dio un aumento de 1.4 veces
(510 mg/L) en la produccion de lovastatina, esta mejora estuvo relacionada con cambios

morfoldgicos en las células del hongo (Lai y cols. 2002).

Un estudio mas sobre optimizacion de factores fisicos y quimicos para la productividad
lovastatina por Aspergillus terreus muestra que el mayor rendimiento se observa a los 8
dias de incubacion. El pH éptimo fue a 8.5. La harina de avena como fuente de carbono fue
la més eficiente. La metionina como un aminodcido dio lugar a un aumento en la
produccion de lovastatina. La mejora nutricional aumenta el nivel de productividad de hasta
188.3 mg/L en comparacion con la fermentacion con el medio de cultivo original (54.5
pug/mL) (Osman y cols. 2011).

Aunado a estos estudios Alarcon y Aguila (2006) realizaron un estudio en el que evaluaron
once medios de cultivo para la produccion de lovastatina por una cepa nativa PLUBB-127
de Pleurotus ostreatus los cuales contenian principalmente CaCl, -2H,0, KH,PQOy,
(NH4)2HPO4, NH4Cl, NaNO3, MgSO, -7H,0, FeCl; (1%), extracto de malta, glucosa,
extracto de levadura, agua de peptona. La diferencia entre estos medios de cultivo era la

modificacion de la relacion carbono nitrégeno. Los resultados mostraron un aumento
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importante en el contenido de lovastatina en relacion con el aumento en la concentracion de

nitrdgeno en los medios de cultivo. La produccion méxima encontrada fue de 4.15 mg/L.

Asi mismo Lakshmanan y Radha (2012) reportaron los resultados de su investigacion en la
cual llevan a cabo la optimizacién de la produccion de lovastatina por P. ostreatus sobre
fermentacion en medio solido, para lo cual utilizaron diferentes sustratos biodegradables y
diferentes temperaturas. Como sustratos utilizaron: salvado de trigo, salvado de arroz, paja
de arroz, bagazo de cafia de azUcar, harina de avena, cascaras de coco, aserrin, maiz, soya,
cascaras de garbanzo y afiadieron al medio de cultivo MgSQO,4.7H,0, (NH,4),HPO,, NaCl.
Las diferentes temperaturas a las cuales se llevaron a cabo las fermentaciones fueron: 25,
28, 32 y 35°C. Obteniendo una mayor concentracion de lovastatina en salvado de trigo a
una temperatura de 28°C (113 mg/L).

Por otro lado en cuanto a los métodos de extraccion de lovastatina se exponen algunos de
los estudios realizados. Utilizando solventes, ya sean liquido-liquido o solido-liquido, se
distinguen tres tipos: aquellos en los que la lovastatina es extraida en su forma lactona
disminuyendo el valor de pH, los métodos en los cuales la lovastatina es extraida en su
forma B-hidroxiacida, y aquellos en los que ambas formas estan presentes en diferentes
proporciones (Alberts y cols. 1980, Friedrich y cols. 1995, Li y cols. 2005). A continuacion
se presentan algunos de los resultados publicados en los cuales utilizan como solventes

acetonitrilo, etanol, metanol y acetato de etilo.

Morovjany y cols. (1997) usaron dos diferentes solventes, acetonitrilo y metanol, para la
extraccion de muestras de caldos de fermentacién. Se obtuvieron porcentajes de
recuperacion entre 95 y 98%, pero se descubri6 que estos disminuian cuando la muestra era
acidificada. Debido a los inconvenientes reportados anteriormente, Friedrich y cols. (1995)

por lo tanto realizaron la extraccion con acetonitrilo.

Por su parte el grupo de Su y cols. (2003) usaron un método basado en el descrito por
Samiee y cols. (2003). EI método fue modificado al adicionar un paso de lactonizacién con

acido trifluoroacético al 1.0% v/v previo a la concentracion, sin especificar como puede
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llevarse a cabo esta concentracion. Finalmente se resuspendié el extracto seco en
acetonitrilo. Cabe destacar que la concentracidn es un paso critico cuando se emplea esta
metodologia, ya que segin Yang y cols. 2006, Ou y cols. 2009 si se emplean temperaturas
elevadas (90-100°C) se provocaria una degradacion de las estatinas, disminuyendo la
recuperacion de la forma lactona y aumentando la de la forma B-hidroxiacida, dando
recuperaciones de 123-137%, por lo que se deben de descartar todos aquellos
procedimientos que utilicen temperaturas elevadas. Debido a esto, se propuso estudiar el
efecto del calentamiento para la concentracion de la lovastatina cuando se aplica ésta
metodologia. Este finalmente es el método mas utilizado para la extraccion de lovastatina
en forma lactona previo a su analisis por HPLC, sin embargo, existen metodologias basadas
en ésta, con pequefias modificaciones (Sayyad y cols. 2007, Panda y cols. 2009).

Casas y colaboradores (2003) tomaron en cuenta los hallazgos de Friedrich y cols. (1995) y
Morovjany cols. (1997) y determinaron la lovastatina en su forma hidroxiécida. Para ello
emplearon caldo de cultivo que contenia la forma hidroxiécida y lo diluyeron diez veces en
una mezcla acetonitrilo/agua 1:1 v/v, previo al analisis. También establecieron las
condiciones para convertir el estandar de la forma lactona a la forma hidroxiacida por
disolucion en una solucion de NaOH 0.1N y etanol (1:1 v/v), calentamiento de la solucién a
50°C por 20 min y neutralizacion. Varios métodos derivados de éste han sido reportados

(Hajjaj y cols. 2001, Pattanagul y cols. 2008, Bafios y cols. 2009).

En 2010 Jaivel y Marimuthu después de 15 dias de fermentacion, realizaron la extraccion
con acetonitrilo por agitacion en un agitador rotatorio durante 60 min a 220 rpm, luego la

muestra se centrifug6 durante 10 min a 3000 rpm.

Chen y cols. (2012) reportan la extraccion que realizan al polvo liofilizado de cuerpos
fructiferos, en el cual hacen la extraccion a través de rotavapor a 150 rpm a 25°C durante

24 h con acetonitrilo.

También Miranda y cols. (2013) publican un método de extraccion de lovastatina tanto en

fermentacion en medio liquido como en fermentacion en medio solido basado en los
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estudios de Bafos y cols. (2009), en el cual utilizan acetonitrilo/agua (1:1v/v). Se toma 1 ¢
de muestra y se aflade 10 mL de una mezcla de acetonitrilo:agua (1:1 v/v), seguido de una

agitacion a 200 rpm durante 30 min, e incubacion en un bafio sénico durante 30 min.

Subsiguientemente a estas investigaciones Gulyamova y cols. (2013 y 2014) realizaron
andlisis en la biomasa y micelio obtenidos de la fermentacion en medio liquido y
fermentacion en medio sélido. La biomasa obtenida por fermentacién en medio liquido fue
centrifugada a 6000 rpm durante 20 min. 1 g de micelio es lavado con HCI 0.05 M y es
extraido con 20 mL de acetonitrilo en un agitador rotatorio durante 60 min a 160 rpm. Los
extractos se fueron secados con Na,SO, concentrado a 2 mL por evaporacion al vacio. El
micelio fue extraido a partir de 1 g de sustrato con 20 mL de acetonitrilo por agitacion en
un agitador rotatorio durante 60 min a 160 rpm, se centrifugd durante 10 min a 6000 rpm, y

luego se utilizé el sobrenadante para los analisis.

Asi mismo debido a la existencia de una amplia variedad de solventes empleados en la
literatura para la determinacién de lovastatina, Li y cols. (2005) hicieron pruebas para
determinar el solvente 6ptimo para la extraccion de lovastatina en arroz fermentado con
Monascus purpureus usando su método antes reportado (Li y cols. 2004). Para ello hicieron
pruebas con etanol, metanol y acetato de etilo, debido a la buena solubilidad de la
lovastatina en éstos solventes, pero encontraron que afiadiendo una cantidad apropiada de
agua al solvente se mejora la disolucién de los compuestos de interés (estatinas), ya que
ayudan a permear el polvo de arroz y consecuentemente promueven su extraccion del
material base. La mezcla que consideraron dptima fue la de etanol y agua (75:25 v/v) por
90 min. El rendimiento reportado con este método fue de 98.90% con un % DER
(desviacion estandar relativa) de 1.2%. Este método fue empleado por Chairote y cols.
(2008) para determinar el perfil quimico de las estatinas presentes en la levadura de arroz
rojo (red mold rice).

También Friedrich y cols. (1995) encontraron que cuando se realiza la extraccion con
metanol, la lovastatina se encuentra presente en tres formas: la B-hidroxiécida, la lactona y

su metil-éster, siendo ésta ultima producto de la reaccion entre la forma B-hidroxiacida y el
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metanol que sirve para extraerla. También descubrié que en solucion acuosa la forma mas
estable es la hidroxiacida, por lo cual se establece que lo més conveniente para las muestras

de la fermentacion es convertir la lovastatina a su forma p-hidroxiacida.

El primer método descrito de extraccion de lovastatina producida en cultivo fue empleado
por Alberts y cols. (1980). Este método empled acetato de etilo como solvente y el valor de
pH se ajusto de 4.0-4.2. El acetato de etilo fue propuesto por su escasa miscibilidad con el

agua y su alta volatilidad, lo que permitié concentrar y recuperar la lovastatina extraida.

Ademas Samiee y cols. (2003) reportaron un método de extraccion diferente, aun usando
acetato de etilo como solvente. Este se resume como sigue: se ajust6 el valor de pH de la
muestra liquida a 3.0, y se afiadid un volumen igual de acetato de etilo, seguido de
incubacion de la muestra, después se recuperd la fase orgéanica (sobrenadante), se
centrifugd y concentr6 a sequedad. El porcentaje de recuperacion (%R) reportado fue de
90% de la lovastatina existente en la forma lactona.

En cuanto al método de cuantificacion para conocer la concentracion de lovastatina, en la
mayoria de las investigaciones se hace mencién de HPLC (Cromatografia liquida de alta
presion), sin embargo también existen reportes de cuantificacion de lovastatina por medio
de cromatografia de capa fina (TLC) (Jaivel y Marimuthu 2010), espectrofotometria UV
(Ho y cols. 2011) y por medio de actividad antimicrobiana (Lakshmanan y Radha 2012 y
2013).

El método mas usado para la cuantificacion de este metabolito secundario como se
menciono anteriormente es por HPLC, esta es una técnica utilizada para separar los
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias analizadas y la columna cromatografica. Hajjaj y cols. (2001) publicaron la
siguiente metodologia para cuantificar lovastatina producida por Aspergillus terreus
manejando HPLC. Utilizaron una columna Nucleosil 100-5 Cyg (250 por 4 mm; Macherey
& Nagel) con una precolumna (Lichrospher 100 RP-18; Merck). El disolvente A estaba

compuesto por 0.05% de H3PO, en agua, y el disolvente B era acetonitrilo.
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El gradiente fue lineal, comenzando con 95% de disolvente A y 5% de disolvente B,
alcanzando el 50% de disolvente A y 50% de disolvente B en 45 min, 30% de disolvente A
y 70% disolvente B en 46 min, 10% de disolvente A y 90% de disolvente B en 48 min, y
0% de disolvente A y 100% de disolvente B en 50 min y finalmente se continu6 con una
carrera isocratico durante 4 min. La tasa de flujo fue de 1 mL/min. La absorcion se midio a
una longitud de onda de 254 nm (Hewlett Packard G 1315 A, serie 1100 detector).

Por su parte Panda y cols. (2010) muestran los resultados de una investigacion sobre la
optimizacion de la produccién de lovastatina por Monascus purpureus y Monascus ruber
en la que realizaron el siguiente procedimiento. La lovastatina se calculo usando una
columna de 250%4.6 mm de ID Lichrosper® 100 Cyg de 5 um de tamarfio de particulas. Se
utiliz6 como fase mdvil acetonitrilo/agua (65:35 v/v), y se acidificé con acido orto-
fosforico a una concentracion de 0.1% con una velocidad de flujo de 1.5 mL/min, y la
deteccion se llevé a cabo por el detector de UV (SPD10A VP) a 235 nm. Las muestras se
analizaron con Shimadzu CLASS-VP version del software 5.032.

Asi mismo Lakshmanan y Radha (2012) llevaron a cabo la identificacion de lovastatina por
el método de HPLC en el que inyectaron 20 pl del extracto del cultivo obtenido de la
extraccion y acidificacion, usando una columna Ci5 como fase estacionaria. Una condicién
isocratica era mantenido en la fase mdvil (acetonitrilo y acido fosférico al 0.1% (60:40

v/Vv)) y la tasa de flujo se mantuvo a 1.5mL/min, la deteccion se realizd a 238 nm.

Otro método de cuantificacion es por medio de TLC, en este caso se utiliza una placa
recubierta con fase estacionaria manteniendo un pequefio espesor constante a lo largo de la
placa. El eluyente ascenderd, por capilaridad, por la placa y arrastrara los componentes a lo
largo de ésta produciendo "manchas™ de los componentes. En la cromatografia en capa fina,
el grado de elucion de las sustancias depende tanto de su propia polaridad como de la
polaridad del eluyente utilizado. EI adsorbente se coloca en forma de una capa delgada
adherida sobre un soporte rigido, que pueden ser placas de vidrio, aluminio o poliéster. En
este caso Jaivel y Marimuthu (2010) reportan la siguiente metodologia: las placas

cromatograficas de capa fina se recubrieron con gel de silica (malla 200) a 1 mm de espesor
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usando un esparcidor. Después de ser secadas al aire, las placas fueron activadas por la
exposicion a 120°C durante 2 horas en una incubadora. Una cantidad de 200 pl de extracto
crudo fueron colocados. Las placas se desarrollaron en un sistema disolvente de
diclorometano: acetato de etilo (70:30 v/v). Los puntos individuales en las placas de TLC
fueron marcados y valores de Rf se calcularon antes de que las placas se tifieran con vapor
de yodo y fueran observadas bajo luz UV. Se recogié cada mancha de las placas y se

almacenaron en un vial de vidrio limpio.

Por su parte Raghunath y cols. (2013) realizaron el analisis con el sobrenadante obtenido
después de la filtracion que llevaron a cabo en la extraccion y este, se sometid a
cromatografia en capa fina. Los puntos estandar y de muestra fueron vistos en la linea de la

muestra y se desarroll6 con ciclohexano: cloroformo: isopropano (5:2:1).

También la espectrofotometria UV es una técnica en la que la radiacion absorbida por las
moléculas desde esta region del espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser
cuantificadas. En cuanto a esta técnica de cuantificacion Rajput y Raj (2009) reportan una
investigacion en la que utilizaron 100 mg de lovastatina disueltos en 100 mL de etanol y a
partir de esto hicieron las siguientes diluciones (1-40 pg/mL). Para poder analizar la
concentracion realizaron una curva de calibracion, esta la elaboraron trazando el valor D1
contra la concentracion de lovastatina en el cruce cero de la longitud de onda que fue de
245.4 nm. La concentracion de lovastatina se calculado utilizando dicha curva de

calibracion.

En otro estudio en el que realizaron la cuantificacién con este método, desarrollaron la
siguiente técnica. Tomaron 1 mL del sobrenadante de la extraccion y afiadieron 1 mL de
acido trifluoroacético al 1% vy incubaron durante 10 min de la solucién anterior, 0.5 mL
fueron tomados y se diluyé 10 veces con metanol y las absorbancias se leyeron a 238 nm

usando Espectrofotémetro UV-Visible (Raghunath y cols. 2013).
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Asi mismo también se reporta que una vez que la se hace la extraccion y acidificacion del
caldo de la fermentacion, se detecta a la lovastatina a una longitud de onda de 238 nm por
medio de un espectrofotémetro (Jaivel y Marimuthu 2010).

Por otra parte Ho y cols. (2011) publicaron los resultados de un estudio que hicieron con
ratas en el que evaluaban la capacidad de reparacion 6sea que tiene la lovastatina y uno de
los objetivos de su investigacion fue cuantificar lovastatina por UV-Vis, para ello
realizaron una curva de calibracion para lo cual utilizaron acetonitrilo como solvente y las
diluciones que tomaron fueron de 0 a 50 mg/mL, y estas diluciones fueron analizadas a una

longitud de onda de 248 nm.

Otro método para conocer la presencia de lovastatina es por medio de bioensayos, este es el
proceso para determinar la potencia de una substancia a partir de las respuestas producidas
en organismos biolégicos. El bioensayo es un método que permite determinar alguna
propiedad con base en la respuesta bioldgica que se ocasiona en determinados organismos.
Un bioensayo estd determinado por un estimulo y una respuesta, el estimulo puede ser
quimico, mecanico, fisico, eléctrico entre otros; la respuesta es el efecto que produce el
estimulo al organismo. La respuesta a los estimulos pueden estar en funcion a los diversos
factores como pueden ser: concentracion, temperatura, tiempo de exposicion, entre otros
(Lakshmanan y Radha 2013 y 2014).

Para el caso de lovastatina, existen diferentes organismos reportados como lo son:

Neuroespora crassa y Candida albicans (Kumar y cols. 1999, Lakshmanan y Radha 2013).

Lakshmanan y Radha (2012 y 2013) reportan los resultados de bioensayos microbianos
utilizando Candida albicans. Ya que este microorganismo se ve inhibido en su crecimiento,
por la forma de B-hidroxiacido de lovastatina. Para ello tomaron 50 pl del los extractos de
P. ostreatus y los transfirieron al disco de papel de 6 mm y los colocaron en la caja de Petri
de 90 mm que contenia a C. albicans. La separacién entre el control y la lovastatina se
ajusto para que fuera de 15 mm. Los controles positivos y negativos se prepararon por

impregnacion del papel con 50 pl del estdndar de lovastatina y acetato de etilo
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respectivamente. Las placas se incubaron durante 12 horas y se observaron las zonas de
inhibicion.

También Neurospora crassa se reporta que fue utilizada para la realizacion de bioensayos,
debido que es un organismo sensible a la forma activa de la lovastatina, la 3—hidroxiécida,
produciendo halos de inhibicién en el crecimiento, relacionando asi la cantidad de
lovastatina con la inhibicion del crecimiento. Para llevar a cabo este bioensayo se cortaron
discos de papel Whatman No.1 de 6 mm de didametro. Se le adicionaron 10 ul del extracto
de lovastatina. Como control negativo se adiciona 10 pl de acetato de etilo a un disco de
papel, que es considerado como el cero de la curva patron. Como controles positivos o
curva patron se adicionan 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 ug de lovastatina en su forma activa,
la B-hidroxiécida. Se dejaron secar los discos de papel durante 4 minutos. Se pasaron los
discos, con ayuda de unas pinzas, a las cajas donde realiz6 el bioensayo. Se incubaron a

28°C durante 16-18 horas y se midieron los halos de inhibicion (Kumar y cols. 1999).
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3. JUSTIFICACION

La lovastatina es un metabolito fangico de gran interés terapéutico debido a que mediante
el consumo de dicho compuesto se reduce el contenido de lipidos en sangre. Por otra parte,
la hipercolesterolemia es una de las enfermedades cardiovasculares que han provocado la
muerte de cerca de 17.3 millones de personas en el 2008 (Organizacion Mundial de la
Salud). Por lo que existe la necesidad de optimizar la produccion de lovastatina en
cantidades apreciables utilizando hongos comestibles, como es el caso de Pleurotus
ostreatus, que ademas, es un alimento nutracéutico, por su bajo contenido de lipidos y alto
contenido de fibra. Por lo que es de suma importancia conocer el sistema de fermentacion
(liquido, solido sobre soporte inerte y biodegradable) méas efectivo para la produccion de
lovastatina (estatina) producida por Pleurotus ostreatus, asi como optimizar la produccion

biotecnoldgica de este compuesto bioactivo.

44



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢En qué sistema de fermentacion (liquido, sélido sobre soporte inerte o biodegradable)

Pleurotus ostreatus produce una mayor cantidad de lovastatina?
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar la cantidad de lovastatina producida por Pleurotus ostreatus en los diferentes

sistemas de fermentacion (liquido, sélido sobre soporte inerte y biodegradable).

5.2. Objetivos especificos

Estandarizar la cuantificacion de lovastatina por espectrofotometria.

Obtencidn y extraccion de lovastatina de cada uno de los sistemas de fermentacién
(liquido, solido sobre soporte inerte y biodegradable).

Evaluar la cantidad de lovastatita producida en cada uno de los sistemas de
fermentacion (liquido, sélido sobre soporte inerte y biodegradable) mediante HPLC
y espectrofotometria.

Evaluar la actividad de lovastatina del cuerpo fructifero (fermentacién sobre soporte

biodegradable) mediante bioensayos.
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6. METODOLOGIA

A continuacién se presenta un diagrama de la secuencia metodoldgica para realizar el

estudio; y en apartados posteriores se hace una descripcion detallada de la misma.

Pleurotfus
ostreatus

Andilcic de datos

Figura 9. Diagrama de flujo de la metodologia.
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6.1. Microorganismo de estudio
Se utiliz6 a la cepa de Pleurotus ostreatus (ATCC-32783) de la American Type Culture
Collection (Maryland, USA). La cepa stock se desarroll6 sobre agar papa-dextrosa (PDA) a
25°C por 7 dias y se mantuvo a una temperatura de 4°C, resembrandose cada mes. El
indculo para FML, FMS y CF fue micelio joven de una colonia crecida en las mismas
condiciones que la cepa stock.

Para la FML y FMS se colocaron como inéculo 3 fragmentos de 4 mm de didmetro
tomados mediante un horadador de la periferia de una colonia de P. ostreatus para cada uno
de los matraces.

En la produccion de CF se utilizaron indculos de 1 cm de didmetro tomados mediante un

horadador de una colonia de P. ostreatus.

6.2. Medio de cultivo y desarrollo micelial
FML.: la fermentacion se realiz en matraces Erlenmeyer de 125 mL, con 50 mL de medio
de cultivo estéril (Tabla 1), ajustando el pH a 6.5 con KOH al 10% (Alarcén y cols. 2006).
Con una agitacion de 120 rpm.

FMS: se llevd a cabo en matraces de 250 mL, usando 0.5 g de cubos de espuma de
poliuretano de baja densidad como soporte inerte impregnados con 15 mL de medio de
cultivo estéril (Tabla 1) ajustando el pH a 6.5 con KOH al 10% (Alarcon y cols. 2006). La
espuma de poliuretano (PUF: 17 kg™) fue cortado en cubos de 0.5x0.5x0.5, previamente
los cubos fueron lavados con agua destilada y secados a 60°C por 48 h (Diaz-Godinez y
cols. 2001).

Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado a 25°C durante 408 horas. Todas las

operaciones fueron llevadas a cabo en condiciones estériles. Tomando muestras cada 24

horas a partir de las 72 h posteriores a la inoculacion para realizar los analisis.
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CF: para el desarrollo del in6culo primario se utilizd semilla de trigo como sustrato, ésta
fue hidratada por 48 h y esterilizada a 120°C durante 60 minutos, una vez que el sustrato
estuvo listo, se colocaron fragmentos de micelio. Para la produccién se uso paja de trigo y
bolsas de polietileno, alternando capas de indculo (0.1 kg) y de paja pasteurizada (0.5 kg).
Se incubaron por 15 dias a 25°C, posteriormente las bolsas se trasladaron al cuarto de

produccion en presencia de luz hasta la fructificacion.
La produccion se hizo por triplicado. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en
condiciones estériles. La toma de muestras se llevd a cabo por triplicado en cuerpos

fructiferos de 3.5, 7.0 y 10 cm de longitud.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo en FML y FMS sobre soporte inerte.

Componente Para 1000 mL

CaCl, . 2H,0 0.06g
KH,PO, 0.025g
(NH,),SO, 0.39¢g
MgSO, .7TH,0 0.15¢g
FeSO, . 7TH,0 12¢g
Extracto de malta 13¢g
Glucosa 10¢g
Extracto de levadura 15¢g
Agua de peptona 4 mL
Peptona 0.05¢
NaCl 0.1lg
PH7.2+02a25°C
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6.3. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento
La biomasa (X) producida en las fermentaciones se separ6 por filtracion y se secé en horno
a 60°C durante 24 h; y se reporto el peso seco (Diaz-Godinez y cols. 2001, Téllez-Téllez y
cols. 2008).

Para determinar los parametros de crecimiento se considerd la evolucion de la biomasa
X = X(t) por la ecuacion logistica (1) por la minimizacion del error cuadratico con la
herramienta Solver de la hoja electronica de Excel (Microsoft) (Diaz-Godinez y cols. 2001,

Viniegra-Gonzélez y cols. 2003).

La solucion de la ecuacion logistica es (2):

Xmax
X = @+Cexp™)

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento, Xnax €S el valor de biomasa maxima o

e X —X
de equilibrioy C = % con X=X,

0

Se calculé también la duracién de la fase estacionaria o de adaptacion por medio de la

siguiente ecuacion:

Xe
tl = te — (E)( —)
X5/ donde te es el tiempo de la fase estacionaria y Xe es la biomasa

maxima de la fase (Pirt 1975).

6.4. Extraccion de lovastatina
6.4.1. Obtencion de las muestras
Para la FML y FMS se tomaron dos tipos de muestras: intracelular y extracelular; para las
extracelulares se tomd la muestra proveniente del extracto crudo y para las intracelulares se
tomo la muestra de la biomasa. Respecto al cuerpo fructifero se tomaron muestras del pileo

y del estipite.
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FML: de cada biorrector, el caldo de fermentacion se obtuvo por filtrado y retencion de la
biomasa a través de papel filtro Whatman No. 4 y este se consideré como el extracto crudo
(EC), (Téllez-Téllez y cols. 2008). De la biomasa humeda obtenida se tomo6 para los

analisis intracelulares.

FMS: el caldo de fermentacién se obtuvo por un prensado ligero de la espuma de
poliuretano, y se consider6 como el extracto crudo (EC), a la espuma de poliuretano que
contenia la biomasa producida e inmovilizada se le realiz varios lavados para eliminar los
residuos de medio de cultivo (Téllez-Téllez y cols. 2008). La espuma de poliuretano lavada

se utilizé para el anélisis intracelular.

6.4.2. Extraccion de lovastatina
FML: de las muestras extracelulares se tomaron 400 pl y se le adicionaron 800 ul de
acetonitrilo al 50% (v/v); De las muestras intracelulares se tomaron 0.5 g de micelio
himedo y se macer6 con 3 mL de acetonitrilo al 50% (v/v), las muestras pasaron en el
sonicador durante 120 min. Después, solo las muestras intracelulares, se centrifugaron 5
min a 15 000 rpm a 20°C y se tomo el sobrenadante. Una vez que las muestras estuvieron

listas se procedi6 a medir la concentracion de lovastatina presente en las muestras.

FMS: para la muestra extracelular se tomaron 400 ul del extracto crudo y se le adicionaron
800 pl de acetonitrilo al 50% (v/v); a las muestras intracelulares se les adicionaron 15 mL
de acetonitrilo al 50% (v/v), las muestras pasaron en el sonicador 120 min, posteriormente
solo la muestra proveniente del micelio se filtré a través de una membrana de 0.40 um de
poro (Millipore). Cuando las muestras se encontraron listas se continto con la medicién de

la concentracion de lovastatina.

CF: se tomaron dos tipos de muestra, una del pileo y la otra del estipite. Se pesaron 0.1 g de
las muestras y se maceraron con 3 mL de acetronitrilo al 50% (v/v); las muestras pasaron
en el sonicador 120 min, posteriormente se centrifugaron 5 min a 15 000 rpm a 20°C y se

tomo el sobrenadante.
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6.5. Cuantificacion de lovastatina
6.5.1. Activacion de lovastatina
Se pesaron 20 mg de lovastatina pura, después se disolvieron en 50 mL de NaOH 0.1-ACN
(preparado con una solucion de Acetonitrilo al 25%). Se mantuvo a 45°C durante una h, y
se ajusto el pH a 7.7 con HCI 0.1N-ACN (preparado en Acetonitrilo). Se midi6 el volumen
final. Por ultimo se calculd la concentracion ajustada y se guardd en alicuotas para las

diferentes pruebas posteriores (Yang y cols. 2006).

6.5.2. Curva de calibracion de lovastatina por espectrofotometria UV
Una vez que la lovastatina se encontrd activa, se paso por el bafio ultrasonico 120 minutos
y posteriormente por la centrifuga a 25°C por 5 minutos a 15000 rpm, se tomo el
sobrenadante y a partir de este se hicieron las diluciones (10-50 pg/mL), las absorbencias se
midieron con ayuda de una celda de cuarzo en un equipo VELAB UV/Vis
spectrophotometer.

6.5.3. Curva de calibracion de lovastatina por HPLC
La curva de calibracion fue avalada por HPLC con las siguientes diluciones (0.05-2.5
pg/mL) para la cual se utiliz6 una columna Novapack C-18 (150 x 3.9 mm, 4um), con una
fase movil de acetonitrilo: acido fosforico 0.1% (50% v/v), y la velocidad de flujo fue de
1.5 mL/min. La forma de activa de lovastatina se analiz6 a 238 nm con una matriz de

arreglo de diodos.

6.5.4. Cuantificacion de lovastatina por espectrofotometria UV
FML: para la mezcla de reaccion se tomaron 150 ul de las muestras extracelulares y de las

intracelulares y se les agregd 2850 pl de acetonitrilo al 50% (v/v).

FMS: la mezcla de reaccion se prepar6 con 150 pl de las muestras extracelulares y se les
agreg6 2850 pl de acetonitrilo al 50% (v/v). Por otra parte de las muestras intracelulares se
tomaron 100 pl del sobrenadante y se les agregd 2900 pl de acetonitrilo al 50% (v/v).

CF: para la mezcla de reaccion se tomo 300 pl de las muestras obtenidas de la extraccion
del pileo y estipite, y posteriormente se les agregd 2700 pl de acetonitrilo al 50% (v/v).
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Todas las absorbencias se leyeron en un equipo VELAB UV/Vis spectrophotometer a una

longitud de onda de 248 nm (Ho y cols. 2011) con una celda de cuarzo de 3 mL.

6.5.5. Cuantificacion de lovastatina por el método de bioensayo
6.5.5.1.  Prueba de concentracion
Se utilizé C. albicans para la realizacion de los bioensayos, debido que es un organismo
sensible a la forma activa de la lovastatina, la B—hidroxiacida, produciendo halos de
inhibicion en el crecimiento, relacionando asi la cantidad de lovastatina con la inhibicion
del crecimiento. Para llevar a cabo los bioensayos se utilizaron cajas Petri de cristal con
PDA donde se colocaron aproximadamente 1.5 x 10° UFC de C. albicans. Posteriormente
se hicieron perforaciones en el agar y ahi se colocaron 100 pl de las diferentes
concentraciones de lovastatina pura activa 0.026, 0.085, 0.14, 0.20, 0.26 mg/mL. Las placas
se incubaron durante 48 horas a 35°C para poder observar las diferencias en el diametro de
las zonas de inhibicién alrededor de las perforaciones. Para poder correlacionar la
concentracion con los halos de inhibicion, se midieron los radios de los halos de inhibicion

y se graficaron contra las concentraciones de lovastatina pura utilizadas en la prueba.

6.5.5.2. Bioensayo
Para llevar a cabo los bioensayos se utilizaron cajas Petri de cristal con PDA y se colocaron
aproximadamente 1.5 x 108 UFC de C. albicans. Se hicieron perforaciones en el agar y se
colocaron 100 pl del sobrenadante obtenido de la extraccion de P. ostreatus, como control
negativo se adicion6 100 ul de acetato de etilo y como control positivo se adiciono 100 pl
de lovastatina en su forma activa, la B-hidroxiacida. Se incubaron a 35°C durante 48 horas

y se observaron los halos de inhibicion (Lakshmanan y Radha 2012).
6.6. Analisis de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se reportan las medias y su desviacion

estandar. Para el anlisis de los datos se utilizo el programa Excel (Microsoft).
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7. RESULTADOS

7.1. Produccion de biomasa
7.1.1. Fermentacion en medio liquido
El desarrollo de P. ostreatus en fermentacion en medio liquido, se observé durante 408
horas. Se observan claramente las tres fases de crecimiento del organismo, la fase de
adaptacion duro 88.1517 h, la fase de crecimiento exponencial concluy6 antes de las 312 h,
empezando asi la fase estacionaria. La curva de crecimiento se ajustd con la ecuacion
logistica reportando una Xmax de 15.4969 g/L y con una p de 0.026. Se pudo observar un
coeficiente de correlacion de 0.9942 como se observa en la figura 10.
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Figura 10. Curva de crecimiento de P. ostretatus (ATCC-32783) en fermentacion liquida.
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7.1.2. Fermentacion en medio solido
El desarrollo de P. ostreatus en fermentacion en medio sélido sobre soporte inerte (espuma
de poliuretano), se observo durante 408 horas, la fase de adaptacion tuvo una duracion de
48.5760 h, la fase de crecimiento exponencial concluyo6 antes de las 144 h como se puede
observar en la figura 11. La curva de crecimiento se ajusté con la ecuacién logistica,
reportando una Xmax de 17.5119 g/L y con una p de 0.033. Se observé un coeficiente de
correlacion de 0.9321 como se puede observar en la figura 10.
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Figura 11. Curva de crecimiento de P. ostretatus (ATCC-32783) en fermentacion sélida.
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7.2.Curva de calibracion
La curva de calibracion se realizd con una serie de 5 disoluciones (10-50 pg/mL) por
espectrofotometria empleando un espectrometro VELAB UV/Vis spectrophotometer
(Figura 12) y con una serie de 6 diluciones (0.05-2.5 pug/mL) para HPLC (Figura 13)

obteniendo una correlacion de las curvas de calibracion.
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Figura 12. Curva de calibracion de lovastatina pura analizada por espectrofotometria.
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Figura 13. Curva de calibracion de lovastatina pura analizada por HPLC.
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7.3. Fermentacion en medio liquido

7.3.1. Produccion de lovastatina intracelular

La concentracion de lovastatina intracelular maxima en esta fermentacion fue de 688.375

mg/L y/o de 4.229 mg por cada g de hongo, obtenida en la fase de crecimiento exponencial

a las 192 h de la fermentacion (figura 14).
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Figura 14. Concentracidn de lovastatina intracelular en fermentacion liquida analizada por

espectrofotometria.

7.3.2. Produccion de lovastatina extracelular

La concentracion de lovastatina extracelular en esta fermentacion fue de 1.315 mg/L y/o

2.573 mg por cada g de hongo seco y se encontro en las primeras horas de la fermentacion,

en la fase de adaptacion o estacionaria (figura 15).
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Figura 15. Concentracion de lovastatina extracelular en fermentacion liquida analizada por

espectrofotometria.
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7.4. Fermentacion en medio solido
7.4.1. Produccién de lovastatina intracelular
La concentracion de lovastatina intracelular mayor fue de 385.135 mg/L y/o 65.093 mg por

cada g de hongo seco obtenida a las primeras horas de la fermentacion (figura 16).
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Figura 16. Concentracion de lovastatina intracelular en fermentacion sélida analizada por
espectrofotometria.
7.4.2. Produccidn de lovastatina extracelular
La concentracion de lovastatina extracelular en esta fermentacion mas alta fue de 1.45
mg/L y/o 0.244 mg por cada g de hongo seco y se encontr6 en las primeras horas de la

fermentacion (figura 17).
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Figura 17. Concentracion de lovastatina extracelular en fermentacién sélida analizada por
espectrofotometria.
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7.5. Produccion de lovastatina en cuerpo fructifero
Las concentraciones més elevadas se encontraron en el pileo y en el estipite del C.F. de 3.5
cm de longitud (3.83 mg/g y 1.47 mg/g respectivamente) como se puede observar en la

figura 18.
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Figura 18. Concentracion de lovastatina en cuerpo fructifero analizada por espectrofotometria.

7.6. Parametros cinéticos

Tabla 2. Parametros cinéticos y produccion de lovastatina de P. ostreatus

Fermentacién Muestra Biomasa U Lovastatina
gL? h mg g™ mg L™
Intracelular 4.229 688.375
FML 15.587 0.027
Extracelular 2.573 1.315
Intracelular 65.093 385.135
FMS (Soporte inerte) 17.504 0.033
Extracelular 0.244 1.450
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7.7. Concentracion de lovastatina por el método de actividad antimicrobiana
Se colocaron en las perforaciones del agar que contenia a C. albicans diferentes
concentraciones de lovastatina pura activa (0.026, 0.085, 0.14, 0.20 y 0.26 mg/mL), y se
pueden observar diferencias en el didmetro de las zonas de inhibicion alrededor de las
perforaciones (Figura 19). El radio de la zona de inhibicion se correlaciono con la
concentracion de lovastatina colocada, se puede observar como al aumentar la
concentracion de lovastatina se aumenta el radio de la zona de inhibicion linealmente
(Figura 20).

——

Concentracion 0.20 mg/mL Concentracion 0.14 mg/mL

Figura 19. Zonas de inhibicién en el crecimiento de C. albicans por lovastatina pura.
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Figura 20. Curva de concentracion de lovastatina vs. zona de inhibicion en el crecimiento de C. albicans

7.8. Bioensayo
Candida albicans se ve inhibida en su crecimiento, por la forma de B-hidroxidcido de
lovastatina pura del control positivo y de los extractos de hongo P. ostretus, no asi en las

perforaciones con acetato de etilo (control negativo) como se observa en la figura 21.

Control Negativo £ Control Positivo B) Extracto de hongo ()

Figura 21. Zonas de inhibicion en el crecimiento de C. albicans.
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8. DISCUSION

8.1. Evaluacion de la produccion intracelular y extracelular de lovastatina

La biomasa maxima derivada de Pleurotus ostreatus a partir de la fermentacion en medio
liquido; con un medio de cultivo a base de glucosa, extracto de malta, extracto de levadura
y sales minerales, a una temperatura de 25°C con una agitacion de 120 rpm; se constato en
la fase estacionaria con una Xmax de 15.2508 g/L y con una p de 0.02 (figura 10). En cuanto
a la fermentacién en medio sélido con el mismo medio de cultivo sobre soporte inerte
(PUF: 17 kg™®) a una temperatura de incubacién de 25°C, la biomasa méxima alcanzada fue
de 17.3372 g/L con una p de 0.02 (Figura 11). Con respecto a la produccion de lovastatina
en FML, se pudo observar una mayor obtencion intracelular (688.378 mg/L y/o 4.229
mg/g) (Figura 14) que extracelular (1.315 mg/L y/o 2.572 mg/g) (Figura 15). Referente a la
produccion de lovastatina por FMS, se distingui6 también una mayor obtencién intracelular
(385.135 mg/L y/o 65.093 mg/g) (Figura 16) que extracelular (1.445 mg/L y/o 0.244 mg/q)
(Figura 17).

Estos resultados revelan una mayor produccion de biomasa y concentracion de lovastatina
en FMS con respecto de la FML. Y una mayor obtencion de este metabolito en las muestras
intracelulares con respecto de las extracelulares. Una forma de explicar estos resultados es
apoyandonos en los eventos moleculares responsables de la diferencia en los titulos de

produccion de lovastatina entre FML y FMS.

Barrios-Gonzalez y cols. (2008) publicaron los resultados de una investigacion sobre la
participacion de los genes lovE y lovF y su expresion en los diferentes tipos de
fermentaciones. Los resultados de dicha investigacion muestran que la mayor produccion
de lovastatina en FMS estaba correlacionada con altos niveles de acumulacion de
transcripcion para ambos genes, y por un periodo mas largo. La transcripcién del gen LovE
mostrd 4.6 veces niveles mas altos de acumulacion (transcripcion) que en FML. Del mismo
modo, mostrd un transcrito de lovF dos veces mayor en la acumulacion del més alto nivel
detectado de micelio crecido en FML. Estos resultados demostraron, que la mayor

produccién de lovastatina en FMS es, por lo menos parcialmente, debido a una mayor
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transcripcion de sus genes biosintéticos y, lo mas importante, que estos niveles mas altos de

transcripcion son el resultado de los niveles mas altos de factor de transcripcion de LoveE.

Por una parte Jaivel y Marimuthu (2010) realizaron un analisis en 10 cultivos de hongos
para la produccién de lovastatina sobre fermentacion sumergida, entre los que se
encontraba P. ostreatus. La extraccion de lovastatina la Ilevaron a cabo en el extracto crudo
con acetato de etilo, y una vez realizada la extraccion las muestras extracelulares fueron
examinadas por espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda de 238 nm. Los
resultados mostraron una produccién de lovastatina por P. ostreatus de 18.58 mg/L y una
biomasa de 6.28 g/L. Esta produccion de lovastatina es mayor a la encontrada en nuestra
investigacion en el mismo tipo de muestra, sin embargo la produccion de biomasa es

superior en nuestro estudio (15.2508 g/L).

Por otro lado, Alarcén y Aguila (2006) reportan la produccion de lovastatina intracelular,
en fermentacion en medio liquido por Pleurotus ostreatus en la que utilizan un medio de
cultivo a base de glucosa, extracto de malta y sales minerales, con una agitacién de 150
rpm. Ellos reportan una obtencion maxima de lovastatina de 4.15 mg/L. Estos resultados
estan muy por debajo de los obtenidos en nuestro estudio, lo que indica que nuestro medio
de cultivo es mas eficiente para la obtencion de este metabolito secundario. La
incorporacion de extracto de levadura y agua de peptona al medio de cultivo contribuyen a
la adicion de aminoacidos tan importantes como lo son el acido glutamico, histidina,
metionina y glicina. Estudios han demostrado que los aminoécidos como el &cido
glutdmico, histidina, metionina y en menor medida glicina son necesarios para la biosintesis

de lovastatina (Hajjaj y cols. 2001, Osman y cols. 2011).

Lakshmanan y Radha (2013) publicaron los resultados de una investigacion en la cual
utilizan a P. ostreatus para la produccion de lovastatina por fermentacion en medio solido.
P. ostreatus fue cultivado en diferentes sustratos (salvado de trigo, salvado de arroz, paja de
arroz, bagazo de cafia de azucar) a diferentes temperaturas (25, 28, 32 y 35°C). Se obtuvo

el rendimiento maximo (115 mg/L) cuando se utilizd salvado de trigo como sustrato y una
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temperatura de 28°C. Estos resultados son inferiores a lo reportado en nuestra investigacion

utilizando un soporte inerte y una temperatura de 25°C.

8.2. Evaluacion de la produccion de lovastatina en cuerpo fructifero
Para los andlisis de lovastatina en cuerpos fructiferos se utilizaron tres tamafios (3.5, 7.0 y
10 cm de longitud). En cuanto a la concentracion de lovastatina se logré constatar una
mayor produccion en el CF de menor tamafio y en el pileo (3.829 mg/g) con respecto del
estipite (1.467 mg/g) (Figura 20). Asi mismo estos resultados experimentales coinciden con
lo reportado por Gunde-Cimernan y Cimernan (1995) y Hu y cols. (2006) en dichos
estudios se encuentra la mayor concentracion de lovastatina en el pileo y principalmente en

el himenio, que en el estipite de CF de diferentes tamafios.

Por su parte Chen y cols. (2012) realizaron una investigacién en la que evaluaron el
contenido de lovastatina en cuerpos fructiferos de 29 especies de hongos comestibles, entre
los que se encontraba Pleurotus ostretus obtenido de los mercados locales de Corea, Japon
y Taiwan. A las muestras se les realizd la extraccion con acetonitrilo y los resultados
mostraron que el cuerpo fructifero de P. ostreatus obtenido del mercado local de Japon
presentd el mayor contenido de lovastatina (0.6065 mg/g), sin embargo estos resultados

estan muy por debajo de los obtenidos en nuestro estudio.
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9. CONCLUSIONES

e La espectrofotometria UV-VIS es una un método eficiente para la cuantificacion de

lovastatina.

e La lovastatina inhibe el crecimiento de C. albicans por lo que el bioensayo puede

ser un meétodo indirecto Gtil para la cuantificacion de lovastatina.
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10. PERSPECTIVAS

Se ha reportado que la relacion carbono/nitrégeno es importante para la produccion de
este metabolito secundario, por lo tanto seria importante estandarizar un medio de
cultivo con una relacion carbono/nitrogeno que beneficie a un mayor rendimiento de la

produccién de lovastatina.

Existen investigaciones que indican que el factor estresante puede ayudar a aumentar la
produccion de lovastatina, por lo tanto modificar la actividad de agua (Aw), pH vy
temperatura son algunos de los factores que pueden modificarse para provocar algin

tipo de estrés a P. ostreatus e inducir asi una mayor produccion de lovastatina.

Asi mismo también se han publicado trabajos en los que se realizan mutantes de los
organismos productores de lovastatina para aumentar la obtencion de dicho metabolito,
por lo que generar mutantes P. ostreatus por medios quimicos o fisicos puede ser una

propuesta para mejorar el rendimiento de lovastatina.
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12. ABREVIATURAS

HMG-CoA  Enzima hidroximetilglutaril-coenzima A

NO oxido nitrico

CT colesterol total

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
LDL Lipoproteina de baja densidad
HDL Lipoproteina de alta densidad
FMS Fermentacion en medio sélido
FML Fermentacién en medio liquido
CF Cuerpos fructiferos

EC Extracto crudo

PDA agar papa dextrosa

g gramo

mg miligramo

ug microgramo

mL mililitro

ulL microlitro

min minuto

r.p.m. Revoluciones por minuto

°C Grados Celsius

pH Potencial de hidrégeno

PUF Espuma de poliuretano

spp Especies

UFC Unidades formadoras de colonias
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CIBB-S4-P67
DETERMINACION DE LOVASTATINA EN CUERPOS FRUCTIFEROS
DESHIDRATADOS DE Pleurotus ostreatus

Gutiérrez-Hernandez. 1.0." % Averdy | '+ Diaz-Godinez, G." Téllez-Téllez, M.?
'Laboratorio de Biotecnologia, Ceniro de Invastinacion en Clencias Bioldgicas, Universidad Autd -~
de Tlaxcala, Tlaxcala, México: E-mail diazgdo@hotmail.com
*Posgrado en Ciencias Biolbgicas. Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México
"Centro de investigaciones Bioldaicas. Univarsidad Autdnoma del Estado de Morslos, Morzlcs
México,E-mail; tlez2@hotmall.com

La lovastatina es un hipocolesterolémico, inhibidor especifico de la 3-hidre«-3
metilglutaril-CoA, enzima que cataliza la conversion a mavelonato en Ia colesterogérzsg
Disminuye la concentracion plasmatica de la lipoproteina de baja densidad (LDL) . -a
consiguiente la sintesis de receptores de LDL. Es un metabolito secundario producicc e
algunos hongos, principalmente Aspergillus niger. En este estudio se eval.:
concentracion de lovastatina en cuerpos fructiferos secos de Pleurotus ostrealus (AT2s
32783). Para el desarrollo del indculo primario se utilizo semilla de trigo hidratada po- .«
y esterilizada. Se inoculd con fragmentos de micelio desarrollado sobre agar paca
dextrosa. Para la produccion se us6 paja de trigo y bolsas de nylon, alternando cap=-
inoeulo (0.1 kg) y de paja pasteurizada (0.5 kg). Se incubaron en la obscuridad - «
dias, posteriormente, se trasladaron al cuarto de produccién en presencia de luz has'z
fructificacion. Se tomaron cuerpos fructiferos por triplicado de 3.5, 7.0 y 10 cm de lonz -
Se secaron a 60°C durante 48 h, posteriormente se molieron y almacenaron por sepz =
pileo y estipite. Se determint la lovastatina por HPLC y por espectrofotometria a 247 -
Los valores mas altos se encontraron en el pileo de mayor tamario (26.74 mglc , ==
estipite de mas pequefio (25.54 mg/g), sin embargo, la concentracion en este (ltir -
mantuvo sin diferencias significativas entre los tres tamanos analizados.Ples j
oslreatus se considera un potencial productor de lovastatina.

Palsbras clave: Lovastatina, Plaurotus ostrestus. cuerto fructifero seco
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CIBB-§5-P89
PRODUCCION DE LOVASTATINA POR Pleurotus ostreatus EN FERMENTACION
SUMERGIDA

, Ayerdy |, Dlaz. R', Teculti-Beristain, S, Diaz-Godinez, 6, Téllez-Tallez, M*
Laburatori de Biotscnologia, Centro de Investigacion en Clencias Blologicas, Unlversidat
_ Autnoma de Tiaxcala, Tlaxcala, México. E-mail. diazgdo@hotmail.com.
‘Posgrato an Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala, Tiaxcala, México
‘Universidad Palitécnica de Tlaxcala, Tlaxcala, México.
‘Canto ve investigaciones Biolbgicas, Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Mareios
México.E-mail: thez2@hotmall. com;

La lovaststing es un hipocolesteralémico, es inhibidor especifica de la 3-hidroxi-3-metilgl. =
coh reduciasa on la biosintesis del colesterol. Disminuye la concentracion plasmatica ==
poproteina de bajs densidad (LDL) y por consiguiente la sintesis de receptores de .0
Esproducida por algunos hongos, principalmente Aspergillus niger. En este estudio se Inves g
sl Plaurotus osireatus (ATCC-32783) produce lovastatina en fermentacion sumergics
fermentacionse reallzo por plicado durante 25 dias en matraces Erenmeyer de 125 mL
50 mlL de medio de cultivo (glucosa, extracto de levadura, bactopeptona y sales minerales
ajusto el pH a 6,5 con KOH £.1 M Cada matraz se inoculd con 3 pellets de 4 mm de dig—=
tomados de la periferia de una colonia orecida por 7 dias sobre agar papa-dextrosa |
incubaron en agitacion orbital de 120 rpm a 25 *C Se tomaron muestras cada 24 -
determind la lovastatina por HPLC y por espectrofotometria a 248 nm, an el caldo de cu o
en el micelio. Se encontrd que la ovastatina se produce durante todo el cultivo, sin em<s
solo se excreta en las primeras 200 h de fermentacion. El valor mas alto en el micelio y ==
caldo de cultivo fueron (413 y 2.57 ma/d, respectivamente). Pleurolus ostreatus se cors Jeg
un patencialproductor de lovastating, y es posible aumentar la produccion real =
modificaciones en las condiciones de cultivo.

e

Palabras clave: Lovasiating, Pleurotus ostreatus, fermentacion sumergida.
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CIBB-S5-P93
DETERMINACION DE LOVASTATINA EN CUERPOS FRUCTIFEROS DE Pleurons
ostreatus

 Ayerdy, | *, Didz, R', Tlecuiti-Beristain, S°, Diaz-Godinez. Gerardo', Téllez-Téllez, M’
‘Laboratorio de Biotacnologia, Centro de Investigacion en Ciencias Biologlcas, Universida -
' Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, Méxica. E-mail: diazgdo@hotmail com.
‘Pasgrado & Cle‘ncias Biologicas, Universidad Autdnoma de Tiaxcala, Tlaxcala, Méxics |
“Universidad Pulitécnica de Tiaxcala, Tlaxcala, México,
‘Centre de Investigacianes Biologicas, Universidad Auténoma del Estado de Morelos, More -
México. E-mail: tlezZ@hotmail.carn.

La lovastating es un hipocolesterolémico, inhibidor especifico de fa 3-hidroxi-3-metilglutar -
reductasa en la biosintesis del colesterol. Disminuye la concentracién plasmatica -=
lipoprotaing de baja densidad (LDL) y por consiguiente la sintesis de receptores de LT
producida por algunos hongos, principalmente Aspergfiius niger. En esta investigac -
evalud la concantracién de lovastating en cuerpos fructiferos frescos de Pleurotus ost =
(ATCC-32783). Para el dasarrollo dal indeulo primario se utilizd semilla de trigo hidratz-z
24 h y esterilizada. Se inooulo con fragmentos de micelio desarrollado sobre agar - =
dextrosa. Para la produccion se uso paja de tigo y bolsas de nylon, altemando cap=:
indculo (0.1 kg) y de paja pastsurizada (0.5 kg). Se incubaron en la obscuridad por 1% =
posteriormente, se trasladaron al cuarto de produccion en presencia de luz hasz
fructificacion, Se lomaron cuerpos fructiferos por triplicado de 3.5, 7.0 y 10 cm de long: .-
determind la lovastatina por HPLC y por espectrofotometia a 248 nm, en el pileo y estiz =
general, los valores mayores se observaron en el plleo, En el cuerpo fructifero peque:
cm) reporto los valores mas altos (pileo y estipite de 3.83 y 1.47 mglg, respectivan =
Pleurotus ostreatus se considera un potencial productor de lovastating.

Palabras clave: Lovastaling, Pleurotus ostreatus, cuerd fructifero fresco.
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