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Evaluacion del perfil quimico de metabolitos secundarios del hongo comestibles Ou-
demansiella cubensis silvestre y cultivado y factibilidad de produccién indoor. Ou-
demansiella cubensis es una especie de hongo comestible de la Funga del Paraguay. Este
estudio se centr6 en caracterizar el perfil quimico de basidiomas silvestres y producidos “in-
door” y la estandarizacion del proceso productivo. El perfil quimico cualitativo de extractos
etandlicos indico la presencia de metabolitos tipo terpenos y esteroles, y negativos para los
alcaloides. La concentracion de compuestos fendlicos totales, compuestos antioxidantes y
actividad antioxidante fue similar para basidiomas silvestres y producidos indoor. El sustrato
de cultivo con mayor rendimiento de produccion (13,97%) fue la mezcla chala y marlo de
maiz en proporcion 1/1.

Palabras clave: Basidioma silvestre, cultivo, compuestos fendlicos, domesticacion

Evaluation of the chemical profile of secondary metabolites of the wild and cultivated
edible fungus Oudemansiella cubensis and indor production feasibility. Oudemansiella
cubensis is an edible mushroom species of the Funga of Paraguay. This study focused on
to characterizinge the chemical profile of wild and “indoor” produced grown basidiomata and
the stan—dardization of the production process. The qualitative chemical profile of ethanolic
extracts indicated the presence of terpenes and sterol-like metabolites, and was negative
for alkaloids. The concentration of total phenolic compounds, antioxidant compounds, and
antioxidant activity was similar for wild and indoor- produced grown basidiomata. The cultiva-
tion substrate with the himghest production yield (13.97%) was the maize hush and corn cob
mixture in a 1/1 proportion.

Keywords: cultivation, domestication, phenolic compounds, wild basidiomata

INTRODUCCION clasificado a los hongos en cuatro cate-

gorias seglin su uso: comestibles, medi-

Los hongos comestibles han desa-
rrollado un gran interés en la poblacién
mundial por ser una fuente alimenticia
alternativa con aporte de nutrientes de
alto valor biolédgico y perfil sensorial de
gran aceptacion, ademdas del potencial
de produccion de varias especies sil-
vestres (Sanchez y Mata, 2012). Se ha
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cinales, toxicos o miscelanea (Chang y
Miles, 2004). Ademas, son productores
de compuestos bioactivos con perfil para
el desarrollo de suplementos dietéticos y
medicamentos (Fukushima, 2020; Xu et
al., 2020). Estos bioactivos, producidos
por gran variedad de hongos, son pro-
ductos del metabolismo secundario y

G2 Todo el contenido de estarevista estd bajo una
| icencia Creative Commons


https://doi.org/10.56152/StevianaFacenV13N1A5_2021

Veloso Paredes, B. et.al. Evaluacion del perfil quimico del hongo comestible Oudeman-
siella cubensis

son originados como respuesta al estrés
ocasionado por el nicho ecoldgico, y la
adaptacion del organismo al ambiente
(Arango, 2008; Zaidman et al., 2005; Da
Silva et al., 2013).

Los compuestos fenolicos son la ma-
yor fuente de antioxidantes naturales, ya
que poseen potencial de reducir agen-
tes donadores de hidrégeno y eliminar
radicales libres; son muy diversos qui-
micamente y pueden ser simples hasta
altamente polimerizados, dandose como
resultados de las rutas metabolicas del
acido shikimico y la ruta de los polia-
cetatos, siendo esta segunda la mas im-
portante en hongos (Barros et al., 2007,
Avalos y Pérez, 2009).

Nutricionalmente las setas comes-
tibles son un grupo valioso de alimen-
tos con perfil nutracéutico que se han
utilizado tanto en la gastronomia como
en la medicina, demuestran ser ricos en
hidratos de carbono, bajos en calorias,
ademas de ser ricos en aminoacidos
esenciales, fibra, vitaminas y minerales
(Lakhanpal y Rana, 2005).

Se estima que el volumen de produc-
cion anual de hongos comestibles a ni-
vel mundial es aproximadamente de 40
millones de toneladas, destacandose en
la produccion China, EEUU, Holanda,
Polonia, Francia, Espafia, Italia, Irlanda,
Canada y Reino Unido; tendencia que
va en aumento debido a la optimizacion
de los métodos de produccion (Thakur,
2020).

En el Paraguay, el consumo de hon-
gos (setas) es abastecido por productos
importados, los registros nacionales de
importacion del 2010 al 2020 evidencian
que el consumo de los mismos se centra
en los champifones (4garicus bisporus)
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procedentes principalmente de China,
Espafia y Brasil.

El género Oudemansiella presenta
algunas especies comestibles, pero cuyo
cultivo se encuentra poco desarrollado,
algunas de sus especies se estan estudian-
do en los ultimos afos (Silveira et al.,
2001; Alberti et al., 2021). Oudemansie-
lla tiene mas de 20 especies registradas a
nivel mundial (He et al., 2019), sin em-
bargo, algunas de ellas presentan deli-
mitaciones conflictivas. Recientemente,
Alberti et al., (2020) mediante analisis
morfologicos, filogenéticos y de cultivo,
han identificado dos especies morfologi-
camente similares en el neotropico: O.
canarii 'y O. cubensis. Oudemansiella
cubensis es cultivada en Argentina. Para
la optimizacion de su produccion como
sustrato de crecimiento se han utilizado
paja de trigo, aserrin de eucalipto, alamo
y pino, ademas de implementar varias
técnicas de cultivo utilizadas alrededor
del mundo, como: bolsas con perfora-
ciones, bloques, bolsas abiertas, frascos
de vidrio, y bolsas abiertas con recubri-
miento (Alberti ef al., 2021).

El objetivo del presente trabajo es
estudiar el perfil quimico de O. cuben-
sis en estado silvestre y cultivado bajo
condiciones de laboratorio, asi también,
la domesticacion de la cepa silvestre y
la optimizacion del rendimiento de cul-
tivo, mediante la utilizacion de residuos
agroindustriales locales.

MATERIALES Y METODOS

El hongo comestible Qudemansiella
cubensis fue colectado en el Campus
Universitario de la Universidad Nacio-
nal de Asuncion e identificada por es-
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pecialistas del Laboratorio de Recursos
Vegetales (LAREV) area Micologia, de
la Facultad de Ciencias Exactas y Na-
turales de la Universidad Nacional de
Asuncion.

Identificacion del material

El material estudiado fue identificado
taxondmicamente en base a caracteres
macro y microscopicos, siguiendo los li-
neamientos propuestos por Alberti ef al.
(2020).

Caracteristicas de cultivo

Se evalu6 el crecimiento miceliar de
la cepa en tres medios de cultivo sélido:
Extracto de Malta Agar (EMA), Sabo-
raud (Sab) y Agar Papa Dextrosa (PDA),
en placas de Petri de 90 mm de diame-
tro, el indéculo de 5 mm de didmetro
fue ubicado en el centro de las placas,
posteriormente incubadas a 28 °C. Las
medidas de crecimiento se realizaron a
diario a la misma hora con un escalime-
tro de Vernier, hasta que el crecimiento
miceliar completo de la totalidad de las
placas. Se selecciono el medio de cultivo
solido con mayor rapidez de crecimiento
para luego producir semillas miceliadas.

Produccion de basidiomas

Para el cultivo del hongo comestible
O. cubensis se utilizo la cepa con codigo
de entrada al cepario FC23 y codigo de
aislamiento C132 del material colectado
e identificado (MC124). Los sustratos
utilizados para la evaluacion del rendi-
miento y eficiencia biologica fueron:
100% marlo, 100% chala y la mezcla de
ambos en proporcion 50/50. Los mismos
fueron triturados y deshidratados a 45°C
hasta alcanzar una humedad del 15%. Se
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rehidratd con un 70% de agua, el pH se
ajusto a 7 con CaCO, al 2% con respecto
a peso seco del sustrato, se esterilizo en
autoclave a 121°C por 120 minutos en
bolsas de polipropileno. Para el analisis
de metabolitos secundarios se utilizé
basidiomas obtenidos de sustrato 100%
paja seca (Gatton panic) bajo mismas
condiciones de cultivo que sustratos an-
teriores.

Se prepararon bolsas por triplicado y
se incubaron a una temperatura de 28°C
hasta la colonizacién completa del sus-
trato. Para estimular la formacion de
primordios, se mantuvo una temperatura
de 28°C a 80% de humedad. Se determi-
no6 el rendimiento usando la férmula R=
[(Peso fresco de basidiomas/Peso fresco
de sustrato) x 100] la eficiencia biologi-
ca EB% = [(Peso fresco de basidiomas/
Peso de sustrato seco) x 100] (Silveira,
et al., 2001). Se evaluaron los datos de
produccion para establecer diferencias
significativas entre medias a través de
analisis de varianza (ANOVA). Los cal-
culos se realizaron usando el software
estadistico Past (Hammer ef al., 2001).

Analisis de metabolitos secundarios

Para el analisis comparativo se pro-
cesaron muestras obtenidas por recolec-
cion en estado silvestre y cultivadas en
paja (Gatton panic).

Se macer6 20g de hongo deshidrata-
do y pulverizado en etanol al 96% por
3 dias, seguidamente la muestra fue lle-
vada a un lavador ultrasénico (CGOL-
DENWALL PS-50A) durante 1 hora y
media, se filtrd por gravedad, con 3 lava-
dos con solvente. El filtrado se concen-
tr6 en un rotavapor (RE-200A Rotary
Evaporator) a 60°C y posterior exposi-
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cién a vapor.

El extracto crudo obtenido de la eva-
poracion fue almacenado en frascos de
vidrio y conservados bajo refrigeracion
entre 2 °C y 5 °C (Ringuelet y Vifia,
2013; Tiwari, et al., 2011).

Ensayos cualitativos

Se realizo la identificacion de fami-
lias de metabolitos secundarios prepa-
rando soluciones las cuales se sometie-
ron a multiples pruebas: Dragendorff,
Wagner y Mayer para alcaloides; Lieber-
mann-Burchard y Salkowski para triter-
penos y esteroides (Arango, 2008; Xiong
et al., 2007). Cada prueba se realiz6 por
triplicado y se compard con una muestra
de control positiva (+) y negativa. Como
criterio de evaluacion de los resultados
en relacion al control positivo, se utilizo
lo siguiente: (+) = coloracién débil, (++)
= coloracion media, (+++) = coloracion
intensa, (-) = ausencia.

Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fenolicos totales se
midieron mediante el método descrito
por Turkoglu et al., (2007) con modifi-
caciones. A partir de los extractos cru-
dos, se prepararon soluciones metano6li-
cas con una concentracion de 1 mg.mL",
a cada 200 pL de solucién metanolica de
los extractos se le agregd 2 mL de agua
destilada y 200 pL del reactivo Folin
Ciocalteu 2N (grado analitico, Merck),
se homogeneizo y se dejo reposar du-
rante 5 minutos, se afiadieron 1,5 ml de
carbonato de sodio al 20% y se llevo a
un volumen de 10 ml con agua destilada.

Como blanco se us6 200 uL. de meta-
nol con el mismo tratamiento. Después
de 1 hora de reposo en la oscuridad se
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leyo la absorbancia a 760 nm en un es-
pectrofotometro. Para construir la cur-
va de calibracion se usé una solucion
de acido galico (Sigma-Aldrich®) de
1000 pg.mL"', a partir de cual se toma-
ron alicuotas 5 — 100 pL. que recibieron
el mismo tratamiento que las muestras.
Las concentraciones equivalentes de
acido galico de cada extracto de muestra
se determinaron a partir de la curva. Los
resultados se expresaron como el prome-
dio de los triplicados de las absorbancias
en miligramos de equivalente de acido
galico por gramos de extracto crudo
(mg.g!) + desviacion estandar (DE).

Concentracion y actividad antioxi-
dante

Fue determinada con el método de
absorbancia de radicales DPPHe segun
Campi et al., (2021) con modificaciones.
Se prepararon soluciones metandlicas de
1 mg.mL" a partir de los extractos cru-
dos, de los cuales se tomaron 100 pL y
se hicieron reaccionar con 3,9 mL de
solucion metanolica del radical DPPHe
(Merck) (0,02 mg.mL"'), como blan-
co se utilizo 100 ul. de metanol con el
mismo tratamiento. Las muestras se ho-
mogeneizaron y se dejaron reposar en
oscuridad durante 1 hora. La reduccion
del reactivo se evidencio por el cambio
de coloracion de violeta oscuro a ama-
rillo claro que se midi6 con un espec-
trofotometro UV-VIS (modelo Thermo
Fisher SCIENTIFIC GENESIS 1XX)
a 517 nm. Para la curva de calibracion,
se utilizé una solucion metanolica de 1
mg.mL"' de acido ascorbico, a partir de
la cual se prepararon diluciones de 10
-100 pg.mL’, de cada dilucion se to-
maron 100 pL que recibieron el mismo
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tratamiento que las muestras. A partir de
los resultados de la curva, se determind
la concentracion equivalente de acido
ascorbico. Los resultados se expresaron
como el promedio de los triplicados en
miligramos de equivalente de acido as-
corbico por gramos de extracto crudo
(mg.g') £ desviacion estandar (DE).
Para calcular el porcentaje de actividad,
se utilizo la siguiente formula: % de ac-
tividad = [(absorbancia del blanco — ab-
sorbancia de la solucion) / absorbancia
del blanco] x 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion del material

Oudemansiella cubensis (Berk. &
M. A. Curtis) R. H. Petersen, Nova Hed-
wigia, Beih. 137: 283. 2010.

Basidioma gregario, xilofago (Figura
1). Pileo de hasta 83 mm de diam. con-
vexo a plano-convexo cuando maduro,
centro deprimido; viscido cuando joven,
seco cuando maduro; superficie castafa
oscura cuando joven, tornandose de cre-
ma a beige en la madurez, cubierta de
escamas prominentes, erectas, blanque-
cinas a castafas, agrupadas en el centro.
Margen blanquecino, liso, con resto de
velo en muestras jovenes. Contexto del-
gado, blanquecino, de hasta 3 mm de
grosos, olor farinaceo. Laminas adnatas
a libres, blanquecinas, apretadas, con
lamélulas. Estipite central a excéntrico,
32-90 mm x 5-10 mm, blanquecino,
fibriloso, pruinoso, con restos de velo
en la porcion superior, base subbulbosa.
Esporada blanquecina, abundante.

Comentarios: Las especies de Oude-
mansiella del neotropico presentan simi-
litudes morfologicas, por lo que durante
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afios O. cubensis fue considerada sino-
nimo de O. canarii. Estudios recientes
basados en datos moleculares (Alberti
et al., 2020) mostraron a estas dos es-
pecies como linajes independientes. La
diferencia principal es la coloracion
castafo claro a blanquecino del pileo y
la composicion de la pileipellis la cual
forma una policistodermis en la Oude-
mansiella cubensis (Alberti et al., 2020).

Figura 1. Basidioma silvestre Oudemansiella
cubensis (MC 124). A) Detalle de las escamas
del pileo. B) Detalle del himenoforo laminar. C)
vista general in situ
Caracteristicas de cultivo

El medio de cultivo de mejor perfil
fue EMA (Tabla 1, Figura 2), al cuarto
dia de incubacion colonizd enteramente
a la placa, seguido por el PDA (quinto
dia) y Sab (noveno dia). Estos resultados
concuerdan con Carrefio, et al., (2014)
quienes demostraron que el crecimiento
de la cepa en EMA a 26 °C se ve favore-
cido ante PDA bajo mismas condiciones
de cultivo.



Veloso Paredes, B. et.al. Evaluacion del perfil quimico del hongo comestible Oudeman-
siella cubensis

Tabla 1. Diametro de Crecimiento de O. cubensis (C132) en distintos medios de
cultivo incubados a 28°C, con valores expresados en milimetros por dia

Diametro de crecimiento en milimetros

Medio de
cultivo Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 1 2 3 4 5 6 7
Sab 0 17,73 31,64 42,02 58,88 76,11 81,74 90,00
PDA 0 16,47 34,43 43,52 62,02 82,81 90,00 90,00
EMA 0 20,82 40,81 60,12 90,00 90,00 90,00 90,00
Crecimiento de O. cubensis en distintos medios de cultivo
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Figura 2. Crecimiento (didmetro del cultivo en mm a lo largo del tiempo) de O. cubensis en diferentes
medios de cultivo: Sab=Saboraud, PDA= Agar papa, EMA=Extracto de Malta Agar

Produccion de basidiomas

El sustrato marlo y chala en pro-
porcion 50/50 fue de mejor rendimien-
to (13,97 + 0,53%), seguido por 100%
marlo (12,08%) y 100% chala (11,8%)
(Figura 3, Figura 5). Estos valores son
mayores a los obtenidos por Silveira et
al., (2001) para O. canarii, quienes ob-
tuvieron un rendimiento de 4,47% +
1,34 utilizando de sustrato bagazo de
cafia de azucar aserrin de eucalipto su-
plementado con salvado de trigo.
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En cuanto a la eficiencia biologica
(Figura 4) fue calculada en base a la pri-
mera oleada, el sustrato marlo y chala en
proporcion 50/50 fue de mayor eficien-
cia biologica con un 46,57 £+ 1,76%, se-
guido de 100% marlo (40,27%) y 100%
Chala (39,32%). Estos valores inferiores
a los obtenidos por Alberti ef al., (2021)
para O. canarii quienes obtuvieron una
eficiencia biologica del 132% utilizan-
do paja de trigo, pero mayores a los
sustratos de pino (30,29%) y eucaliptus
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(28,43%) evaluados hasta su agotamien-
to.

Analisis de metabolitos secundarios
Ensayos cualitativos

Los terpenoides son los metabolitos
secundarios mas abundantes del Reino
Fungi, los sesquiterpenoides, diterpenoi-
des y triterpenoides son los compuestos
mas comunmente aislados dentro del
grupo de los Basidiomicota (Sandargo
et al., 2019). En cuanto al género Oude-
mansiella, se han aislado pigmentos na-
ranja-amarillos de naturaleza terpenoi-
dal: dihidroxixerulina, xerulina y 4cido
xerulinico (Kuhn et al., 1990). Con res-
pecto a los alcaloides, si bien los resul-
tados cualitativos arrojaron resultados
negativos, Xu ef al., (2020) confirmaron
la presencia del alcaloides hexahidro-
pirrolo [1, 2-a] pirazina-1, 4-diona, en
aislamientos de Oudemansiella mucida
(Schrad.) Hohn.

Rendimiento de produccion de
basidiomas en la primera
oleada

13,97%

11,8% 12,08 %

Rendimiento de la primera oleada

0%

100% Chala  50/50  100% Marlo

Composicion del sustrato
Figura 3. Rendimiento de produccion de basidio-

mas de la primera oleada en las distintas propor-
ciones de sustratos
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Eficiencia biologica de la
primera oleada

60%

46,58%

50/50

50%
40,27%

100% Marlo

39,32%

100% Chala

40%

30%

20%

Eficiencia biologica

10%
0%

Composicion del sustrato

Figura 4. Eficiencia bioldgica de produccion de
basidiomas de la primera oleada en las distintas
proporciones de sustratos

Figura 5. Basidiomas producido indoor de Oude-
mansiella cubensis (C132)
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Tabla 2. Resultados de analisis cualita-
tivo de metabolitos secundarios del ba-
sidioma silvestre. (+), coloracion tenue
(++) coloracion media (+++) coloracion
intensa (-) ausencia

Test coloracitn
Alcaloides
Dragendorft (-)
Wagner ()
Mayer (-)
Terpenos
Liebermann-Burchard (+++)
Salkowski (+++)

Tabla 3. Valores de CFT, DPPHe y por-
centaje de actividad antioxidante de ba-
sidiomas silvestres y cultivados de O.
cubensis

= o o~
2 0 X2 g8 < & §
8 2H 9 8 <8 g 4
ESSEFT ek
£ 590 g 85 »F 3=
o 5 g 9 =
S35 E £~ §
<
F
—
S 2 998 15,43 3,19
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<
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v —
]
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Ensayo cuantitativo
Los ensayos correspondientes a la
cuantificacion de compuestos fenolicos
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totales (CFT), compuestos antioxidantes
(CA) y actividad antioxidante (AA) de
los extractos etandlicos de los basidio-
mas silvestres y obtenidos por cultivo
“in door” fueron analizados (Tabla 3).

No se observaron diferencias entre
las concentraciones de CFT del basi-
dioma silvestre y cultivado (9,98 mg
GAE.g', 10,38 mg GAE.g! respectiva-
mente). Estos resultados son mayores a
los resultados de Acharya ef al., (2019),
quienes describieron 5.38 + 0.55 mg
GAE g' para basidiomas silvestres de
O. canarii. Vale mencionar que los au-
tores utilizaron metanol como solvente
de extraccion. Los compuestos fenoli-
cos son considerados antioxidantes con
potencial redox, lo que permite reducir
agentes donadores de hidrogeno, elimi-
nan radicales libres y oxigeno en estado
sing lete (Pietta, 2000; Teissedre y Lan-
drault, 2000; Barros et al., 2007).

Los compuestos antioxidantes tienen
la habilidad de eliminar los radicales li-
bres e inhibir los mecanismos oxidativos
que causan enfermedades degenerativas;
estan distribuidos en varios productos
como granos, frutas, vegetales, té, es-
pecias, hierbas y hongos (Dubost et al.,
2007; Kozarski et al., 2011, Campi et
al., 2019, 2021). Se observaron diferen-
cias sutiles en cuanto a la concentracion
de estos compuestos entre el basidioma
silvestre y el cultivado (15,43 mg.g-1
equivalentes de acido ascorbico EAA,
3,19% AA y 16,72 mg.g!' EAA, 3,37%
AA respectivamente. Tabla 3). Los va-
lores de EEA obtenidos coinciden con
los reportados para para basidiomas sil-
vestres de O. canarii 15.3340,67 mg.g-1
EAA (Acharya et al., 2019).
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CONCLUSIONES

La especie comestible O. cubensis
presenta buen perfil gastronomico al ser
muy palatable; y biologico al ser fuente
de compuestos fenolicos y antioxidan-
tes.

Los analisis cualitativos demuestran
resultados negativos para alcaloides y
positivos para terpenos.

Se ha demostrado que no existen
diferencias en la concentracién de los
compuestos fenolicos, antioxidantes
y porcentaje de actividad antioxidante
entre los basidiomas silvestres y produ-
cidos indoor, también se ha demostrado
la factibilidad en la domesticacion de la
cepa silvestre para el cultivo extensivo
de la misma, utilizando residuos agroin-
dustriales locales como ser la chala y el
marlo de maiz.

Se recomiendan mas ensayos quimi-
cos, con distintos métodos de extraccion
y también ensayos en la suplementacion
de los sustratos de cultivo.

Este trabajo representa el primer per-
fil quimico y biologico de la especie co-
mestible O. cubensis.
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