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Resumen

Se describe aqui el proceso de extraccion, aislamiento y purificacion para obtener un extracto crudo
de B-D-glucanos de la seta comestible Pleurotus pulmonarius. A partir de una mezcla de micelio y
cuerpos fructiferos del hongo (basidiocarpoforo), se prepar6 el extracto crudo, del cual se extrajeron
B-D-glucanos en fraccion acuosa y alcalina. El extracto crudo en fraccion alcalina se purifico por
dialisis. En la muestra de la mezcla de micelio y cuerpos fructiferos de la seta se detectaron los S-D-
glucanos mediante las técnicas de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier y resonancia
magnéticanuclear de 'Hy '*C. Se confirmo la triple hélice caracteristica de su estructura con el método
espectrofotométrico del rojo Congo. Los resultados mostraron que los B-D-glucanos representaban
el 32,5 % (p/p) en lasetay el 17,10 % (p/p) en el micelio. Se concluyéd que la metodologia utilizada
para la extraccion fue eficaz, al confirmarse la presencia de f-D-glucano en un porcentaje elevado
en el hongo P. pulmonarius.

Palabras clave: B-D-glucanos; Pleurotus pulmonarius; Métodos de extraccion.

Abstract

Here, we describe the extraction, isolation, and purification process to obtain a crude extract of -D-
glucans from the edible mushroom Pleurotus pulmonarius. From a mixture of mycelium and fruiting
bodies of the fungus (basidiocarp), we prepared the crude extract from which we extracted f-D-glucan
in aqueous and alkaline fractions. The alkaline fraction in the crude extract was purified by dialysis;
in the mycelium and fruiting bodies mixture, f-D-glucans were identified using Fourier-transform
infrared spectroscopy and 'H and *C nuclear magnetic resonance, confirming the presence of the
characteristic triple helix structure by the congo red spectrophotometric method. The results showed
that B-D-glucans in the mushroom represented 32.5% (w/w) and 17.10% (w/w) in the mycelium.
Therefore, the methodology used for the extraction was effective in confirming the presence of high
percentages of B-D-glucans in P. pulmonarius.

Keyswords: B-D-glucans; Pleurotus pulmonarius, Extraction methods.
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Introduccion

La composicién quimica de los hongos varia segin las especies y las condiciones de
crecimiento (Smiderle ef al., 2012). Las especies de Pleurotus, capaces de digerir una
gran cantidad de materiales, generan un amplio espectro de enzimas, tienen buenas tasas de
desarrollo en diferentes sustratos y producen varios compuestos flingicos de interés como
los polisacaridos B-D-glucanos (Das et al., 2007).

Pleurotus pulmonarius es uno de los hongos con propiedades nutraceuticas con
funciones nutricionales y medicinales. Al igual que otras especies del género Pleurotus,
como P. ostreatus, P. eringyii y P. Sajor Caju, aporta beneficios de tipo metabodlico al
actuar como antioxidante, reducir las concentraciones plasmaticas de colesterol y
glucosa y, ademas, por su actividad hematoldgica, antiviral, antibidtica, antitumoral e
inmunomoduladora (Cohen et al., 2002; Pizarro et al., 2014). P. pulmonarius se consume
como hortaliza, pero su produccidn y su comercializacion son todavia limitadas localmente
y no se conocen estudios nacionales ni regionales sobre sus propiedades nutricionales y
su bioactividad. Dado su contenido de betaglucano, su desarrollo como herramienta
terapéutica seria una alternativa econdmica asequible, efectiva y segura que contribuiria a
la prevencion de enfermedades.

Para obtener fracciones de mayor pureza del polisacarido, se requieren varios
pasos. En general, los B-D-glucanos se extraen usando agua o soluciones acuosas
alcalinas a diferentes temperaturas (Ruthes et al., 2013). La purificacion es necesaria
para eliminar otras sustancias como proteinas, compuestos fendlicos, monosacaridos
y disacaridos, aminoacidos y otras moléculas que no hayan sido separadas durante
el proceso de extraccion. Asi, las proteinas pueden eliminarse por precipitacion con
acido tricloroacético (20 % p/v) (Rajalingam et al., 2012) mediante un tratamiento
con proteasas y el método Sevag ( Li X ef al., 2012) o utilizando reactivo fendlico
(Synytsya ef al., 2009). La estructura general mas comun de los B-D-glucanos
(polisacaridos) en vegetales como los cereales, y en algas y setas comestibles del tipo de
los basidiomicetos (Pizarro et al., 2014), consiste en una cadena principal formada por
unidades de D-glucosa unidas mediante enlaces glicosidicos f (1—3), que pueden tener
o no ramificaciones con enlaces B (1—6) (Ruthes ef al., 2015); se ha demostrado que
esta estructura ramificada es mas activa en el sistema inmune que los B-D-glucanos de
cadena lineal (Smiderle et al., 2008). Estos autores encontraron que la fraccion soluble
en agua a 100 °C del extracto de la seta comestible P. pulmonarius estaba compuesta de
fucosa (2 %), xilosa (1 %), glucosa (8 %), manosa (27 %), 3-O-metilgalactosa (15 %) y
galactosa (47 %), en tanto que el glucano extraido, un manogalactano con actividades
analgésicas (antinociceptivas), analizado por resonancia magnética nuclear estaba
constituido por una cadena principal de unidades de a-D-glucopiranosilos y 3-O-metil-
a-D-galactopiranosilo unidas por enlaces (1— 6), ambas sustituidas en O-2 por extremos
no reductores de -D-manopiranosilo.

Se describe a continuacion el proceso de extraccion, aislamiento y purificacion
mediante la adaptacion de varios métodos para obtener un extracto crudo de f-D-glucanos
de la seta comestible P. pulmonarius.

Materiales y métodos

Condiciones de cultivo del hongo

La cepa de P. pulmonarius fue suministrada por el Centro Nacional de Investigacion de
Caf¢ - Cenicafé. La semilla de P. pulmonarius se obtuvo a los cinco (5) dias de incubacion
de la cepa en sustrato de maiz (granos) en una caja de Petri (Figura 1). El cultivo se hizo
en medio liquido con infusion de papa y sacarosa (200 gramos de papa y 15 g por litro
de azucar de mesa), se ajustd el pH a 5,4 + 0,2 y se esterilizo a 121 °C y 15 Ib de presion
durante 15 minutos. Se adicionaron 5 a 10 gramos del indculo de “semilla” del hongo y
se incubaron a 28 °C - 32°C sin iluminacién y se controlaron la temperatura, el pH y el
tiempo de crecimiento de la biomasa micelial. A los 18 dias se observo una cantidad de
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Figura 1. Etapas del cultivo del hongo Pleurotus pulmonarius. A.Micelio en medio liquido, infusion
de papa liofilizada y sacarosa. B. Semilla del hongo Pleurotus pulmonarius a los cinco (5) dias de
incubacion de la cepa en maiz (Zea mays) en granos. C. Bolsas de sustrato con residuos vegetales
selladas e inoculadas con semilla del Pleurotus pulmonarius en fase micelial, incubacion aislada de
la luz a temperatura ambiente. D. seta comestible Pleurotus pulmonarius

biomasa himeda de aproximadamente 9 g en cada ensayo. Este procedimiento de cosecha
de biomasa se repitio hasta obtener 685 g de biomasa micelial himeda, necesaria para la
preparacion del extracto crudo de micelio de P. pulmonarius (f-D-glucanos).

El cultivo en residuos vegetales se hizo en paquetes de 2 kg de mezcla de sustratos:
25 % de residuos vegetales de frutas y hortalizas mas 40 % de maiz en tusa mas 29,2 % de
poda de hojas de arboles mas 0,8-1 % de carbonato de calcio, en una proporcion de car-
bono y nitrégeno de 25:1; estos se trituraron y pasteurizaron previamente a 80 °C durante
10 minutos y se inocularon con 100 gramos de semillas del hongo (un 5 % por paquete
de sustrato). Posteriormente, la mezcla se empaco en bolsas de polietileno esterilizadas
en autoclave a 121 °C y 15 libras de presion durante 15 minutos. Las bolsas inoculadas
se aislaron de la luz para la incubacion a 28 — 30 °C en la oscuridad y una humedad de
90 a 96 % hasta que el micelio invadid todo el sustrato; después, se pusieron cerca de
la luz diurna (ventana, zona tropical) en un balance entre oscuridad y luminosidad de 60
a 500 unidades lux durante 8 a 12 horas diarias hasta el crecimiento maximo de la seta
madura (carpoforos) (Lopez, 2006). El tamafio de los cuerpos fructiferos cosechados 60
dias después estuvo entre 5 y 10 cm de diametro (promedio de 7 cm).

La biomasa micelial y los cuerpos fructiferos se desecaron a 60 °C y se molieron en
una picadora Moulinex (tamafio de particula 1 mm). Para la obtencion de la muestra se
mezclaron 29,4 y 137,6 g (peso seco) de estos, respectivamente, para un total de 167 g. El
polvo de hongo molido resultante se guardd protegido de la luz a una temperatura de 80 °C.

Obtencion y método de caracterizacion del extracto crudo de -D-glucanos

La extraccion de polisacaridos de la seta comestible P. pulmonarius se hizo a partir de la
modificacion de procedimientos de varios autores (Bao et al., 2001; Li X et al., 2012; Li
Ket al., 2016; Choong ef al., 2019).

Extraccion de polisacaridos. Se us6 una muestra de 1,0 g de polvo molido (peso seco)
de la mezcla de micelio y cuerpo fructifero en un proceso de cuatro etapas:

1) La extraccion se hizo durante 24 horas con 20 mL de éter de petroleo a 70 °C
(3 horas cada vez), bafio de agua termorregulado (WNB45, Memmert GmbH) (Li K et
al., 2016). Se centrifugd a 4500 rpm por 15 minutos y se disolvid el residuo con agua
Millipore (proporcion 1:4). Las proteinas se eliminaron afiadiendo el reactivo de Sevag
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(cloroformo + n-butanol (5:1) en una proporcion de 2:1) en cuatro ocasiones (Li et al.,
2012). Se centrifugd a 4500 rpm durante 15 minutos cada vez, se agregd etanol 95 %
(proporcion de 1:4) al sobrenadante y el residuo resultante se liofilizé y conservo a— 80 °C.

2) Se peso 1,0 g del extracto crudo de polisacaridos obtenido en fraccion alcalina
(NaOH). Se agregaron 20 mL de agua Millipore y se calentd a 95-100 °C por 3 a 4 horas;
el calentamiento se repitid seis veces en un lapso de 24 horas. Se centrifug6 a 4500 rpm
a4 °C por 15 minutos, se separd el sobrenadante y se almacené como fraccion soluble en
agua caliente. El residuo obtenido (Liu et al., 2014; Palacios et al., 2016) se disolvio en 20
mL de NaOH 1M y se calent6 a 95-100 °C durante 3 a 4 horas, repitiendo el calentamiento
seis veces en un lapso 24 horas; asi como se hizo con el agua caliente, se centrifugd a
4500 rpm a 4 °C por 15 minutos y se recolect6 el sobrenadante rotulandolo como fraccion-
NaOH. El residuo se desecho. Se precipitaron los polisacaridos disueltos en el sobrenadante
afiadiendo etanol 95 % en una proporcion de 2:1 v/v. Se centrifugd a 4500 rpm a 4 °C por 15
minutos y el precipitado volvio a disolverse con agua Millipore en una proporcion de 1/4,
rotulandolo como extracto crudo— fraccion NaOH.

3) Para la desproteinizacion con proteinasa K (20 mg/mL, 100 uL por cada 5 mL de
extracto) del extracto crudo de polisacéridos - fraccion NaOH después del ajuste a pH 8,0,
se incubd con proteinasa K (rango de pH: 4,0-12,5, pH 6ptimo: 8,0) a 37 °C durante la noche
(también se puede incubar a 56 °C por 4 horas). La modificacion del método de adicion de
esta enzima que degrada proteinas (proteasa), se hizo para optimizar la eliminacion de pro-
teinas remanentes al usar el reactivo de Sevag (Li ef al., 2012) y asi aumentar la pureza del
polisacarido. Se adicion6 después acido tricloroacético (TCA) al 20 % (p/v) en proporcion
v/v para precipitar las proteinas residuales (Rajalingam et al., 2009).

4) Para la purificacion se agregdé NaOH 1 M al sobrenadante, con el fin de neutralizar
el 4cido tricloroacético (TCA) antes de la precipitacion con NaCl 1 % (p/v) y etanol 95 %
en proporcion de 2:1 de los polisacaridos presentes en el sobrenadante. El precipitado se
disolvid en 5 mL de agua Millipore de tipo I y se ajust6 a pH neutro antes de ser dializado.
En la dialisis se us6 un tubo de membrana de dialisis (Spectra/Por™ 3 RC, MerckMillipore)
de 0,45 mm y limite de peso molecular de 3500 daltons en agua Millipore de tipo I durante
seis horas y hasta las 48 horas, cambiando el agua cada dos horas. El contenido retenido
dentro del tubo de dialisis se liofilizo, se pesd y se guardd a — 80 °C. Para su uso, este
extracto crudo — fraccion NaOH de B-glucanos (denominado asi de aqui en adelante) se
reconstituyo6 con 5 mL de agua Millipore y se ajusto a pH neutro; los polisacaridos aislados,
identificados y reconocidos provenian de este extracto.

En todas las etapas se hicieron pruebas de identificacion y reconocimiento de los
compuestos presentes como impurezas, tales como proteinas (usando la reaccion cualitativa
de Biuret y el método espectrofotométrico de rojo pirogalol con el kit de Byosistem S.A.)
(Watanabe et al., 1986). Asimismo, en la etapa 4 se hicieron pruebas después de la
dialisis para identificar y reconocer carbohidratos, monosacaridos y disacaridos reductores
(reaccion cualitativa de Benedict, GODPAP- Byosistem S.A.) y polisacaridos (pruebas
de Molish y Lugol) (Iturbe & Sandoval., 2011). Las pruebas de deteccion de proteinas,
glucosa oxidasa/peroxidasa y la de Benedict fueron negativas, en tanto que la de Molisch
fue positiva, indicando la presencia de polisacaridos complejos en el extracto crudo —
fraccion NaOH dializado.

Cuantificacion de azucares totales. Se utilizé el método de fenol-sulfirico modificado
(Dubois ef al., 2016) para la determinaciéon de azlicares en el extracto crudo dializado,
obtenido de 1,0 g de hongo molido de P. pulmonarius (mezcla de micelio y cuerpo
fructifero). El producto final del liofilizado (peso = 7,1 mg) se disolvio en 5 mL de agua
Millipore de tipo I.

La curva de calibracién se hizo con D-glucosa (MercK) a distintas concentraciones:
3;5; 8,5; 12,5; 25 y 50 pg/mL (no se muestra aqui con R2=0,9869). Las absorbancias
se realizaron a una longitud de onda de 490 nm en un lector de microplaca (Thermo
Scientific™
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Multiskan ™ Go) a los 25 min contra blanco de agua Millipore de tipo 1. Todos los
analisis se hicieron por duplicado. La muestra se prepar6é tomando 17,6 puL del extracto
crudo y completando el volumen con agua Millipore de tipo I hasta los 500 pL. Se
agregaron, ademas, 500 pL de fenol al 5 % (p/v) y 2500 uL de H SO, concentrado.

Medicion de f - glucanos de la seta comestible P. pulmonarius. Para estimar la con-
centracion del f-(1—3) (1—6)-D-glucano en la muestra molida de la mezcla de micelio
y cuerpo fructifero, se usé el método enzimatico (exo-1,3 B-glucanasa / B-glicosidasa /
amiloglicosidasa / glucosaoxidasa / peroxidasa) (K-EBHLG ®, Megazyme Internatio-
nal) en un espectrofotometro Thermo Fisher Scientific Multiskan™ GO Microplate
(Satitmanwiwat et al., 2012). El B-glucano se determind por la diferencia entre el
B-glucano total y el a-glucano (AOAC Method 996.11). El control de B-glucano de
levadura (Aspergillus niger, 49 % de pureza) fue suministrado por K-EBHLG®-Megazyme
(Ireland). Todas las muestras y el control se analizaron por duplicado.

Demostracion de la estructura de triple hélice. En el extracto crudo dializado de P,
pulmonarius se evalud con el método espectrofotométrico del rojo Congo el cambio en el
maximo de absorcion visible del color (A: 488 — 516 nm), producto de la formacion del
complejo B-1,3-D-glucano-rojo Congo (Wood, 1980), para demostrar la conformacion de
la triple hélice de los B-1,3-D-glucanos en P. pulmonarius (Nitschke et al., 2011).

Los B-glucanos del hongo se aislaron siguiendo la metodologia de Sietsma et al.
(1977), Nitschke et al. (2011) y Semedo et al. (2014), lo que se hizo por triplicado
a partir de 10 mg de micelio o cuerpo fructifero del hongo molidos y desecados a
60 °C. Se prepararon las siguientes fracciones: fraccion KOH, fracciéon HCl y fraccion
NaOH. Como patrén se utilizé el B-1,3-D-glucano de levadura con un 80 % de pureza
(Megazyme, Ireland).

Determinacion de la longitud de onda y la concentracion de rojo Congo. En el
espectro-fotometro (Thermo Fisher Scientif Multiskan™ GO Microplate) se hizo un
barrido espectral de las longitudes de onda de 300 a 700 nm con las fracciones - NaOH
extraidas del micelio y los cuerpos fructiferos utilizando rojo Congo 0,08 %. El control
positivo fueron 150 pg/mL de B-1,3-D-glucano con 80 % de pureza (Megazyme, Ireland)
y el control negativo, un blanco sin B-glucano. Con una concentracion constante de estas
soluciones, se determino en cada una la longitud de onda en la que se presento el pico
maximo de absorbancia.

Ensayo del efecto de la concentracion de NaOH en el mdximo de absorcion del complejo
rojo Congo-f-1,3-D-glucano. En un ensayo por duplicado con las fracciones NaOH y
KOH extraidas de la mezcla de micelio y cuerpo fructifero, se evaluo la formacién del
complejo B-1,3-D-glucano con rojo Congo a partir del cambio en el maximo de absorcion
visible del color en orden creciente de concentracion de NaOH (rango: 0 a 2,0 M) (Semedo
et al., 2014). Las lecturas de la absorbancia se hicieron con un espectrofotometro UV/
VIS (Thermo Fisher Scientif Multiskan™ GO Microplate) en la longitud de onda en que
presentaron el pico de méaxima absorcion.

Determinacion de la concentracion de p-1,3-D- glucano en el extracto-fraccion
NaOH de P. pulmonarius. Definidos los parametros del método, la concentracion del rojo
Congo, el tiempo de reaccion, la temperatura ambiente y la longitud de onda de maxima
absorbancia (Semedo ef al., 2014), se determiné la curva de calibracion (no se muestra
aqui). Para ello, se pesaron 750 ug (0,75 mg) de B-1,3-D-glucano (Megazyme) con 49 %
de pureza y se disolvieron en 5,0 mL de NaOH 1,0 M para preparar el estandar de 3-1,3-
D-glucano de 150 pg/mL. En tubos de ensayo se agregaron 35, 70, 140, 210, 280 y 350
pL de la solucion estandar para completar un volumen de 350 pL con agua Millipore de
tipo I después de ajustar a pH neutro con HCl y agregar 300 pL de tampdn (50 pL de acido
citrico/didréxido de sodio 0,2 M, pH 7.0, y 20 pg/mL de rojo Congo preparado con el
mismo tampoén). Las absorbancias del complejo de color resultante se hicieron a 505 nm
(Nitschke ez al., 2011). Todas las concentraciones de las soluciones estandar y las muestras
se prepararon por triplicado.
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Preparacion de las muestras. Se agregd tampoén (acido citrico/hidroxido de sodio 0,2
M, pH 7.0) a 22 mL del extracto-fraccion NaOH de P. pulmonarius hasta completar un
volumen de 525 pL. De esta dilucion se extrajeron 350 pL para la reaccion de color,
empleando 300 uL de tampoén (acido citrico/NaOH, 0,2 M, pH 7,0) y 50 uL de solucién
de rojo Congo. Se calcul6 el resultado segun el dato registrado en la curva de calibracion.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La determinacion
de la configuracion anomérica de los monosacaridos se analizo mediante espectroscopia
infrarroja en un interferometro IRAffinity-1S (Shimadzu). Se analizaron las moliendas
de tres fuentes de B-glucanos; estas muestras se maceraron con polvo de KBr de grado
espectrofotometrico y se prensaron en granulos de 1 mm (rango de frecuencia de 4000-
400 cm-1).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y BC. Se utiliz6
un espectrometro Bruker Avance III (9.4 T) de 400 MHz y una sonda de 5 mm. Se
analizaron muestras de hongo molido, mezcla de micelio y cuerpo fructifero y extracto
crudo - fraccion NaOH dializado de P. pulmonarius, y como control se empled un
B-1,3-D-glucano obtenido de levaduras con 80 % de pureza (Megazyme, Ireland). Se
disolvieron aproximadamente 25 mg de cada muestra en 600 uL. de DMSO-d6 (99,8 %)
y sulfoxido de dimetilo-D6 con tetrametilsilano (TMS) 0,03% (Merck). Los analisis se
realizaron a 45 °C. Para los espectros de protones se utilizd la secuencia de pulso zg30
y para los del carbono-13, la zgpg30. Con el TMS se ajusto la escala de desplazamiento
quimico (0,00 d, ppm).

Resultados y discusion
Eficiencia biolégica (EB) del cultivo del hongo P. pulmonarius

Esta se determiné expresando en porcentaje la relacion entre el peso fresco de los hongos
producidos y el peso del sustrato seco, utilizando la ecuacién (1):

Peso de biomasa hiamedo x 100 _

%EB = (1)

Gramos de sustrato
La eficiencia bioldgica de la produccion de biomasa de las setas himedas fue del 60 %,
lo que se considera un valor 6ptimo (Romero et al., 2000; Garcia, 2003; Fernandez, 2004).

Caracterizacion estructural de los f-D-glucanos del extracto crudo obtenido

Contenido de polisacaridos totales. El contenido de azucares totales del extracto crudo de
polisacaridos dializado segun la técnica de fenol sulfurico fue de 1.198 mg en el liofilizado
(peso=7,1 mg) y de 119,89 mg por cada 100 g de hongo molido (peso seco), expresado
como glucosa.

Contenido de B-1,3:1,6-D-glucano en la muestra original. Cabe destacar el contenido
de B-1,3-1,6-D-glucano analizado con el método enzimatico (exo-1,3-B-glucanasa /
B-glicosidasa / amiloglicosidasa / glucosaoxidasa / peroxidasa) de Megazyme, pues
las muestras de polvo molido de micelio y cuerpo fructifero del hongo original dieron
un porcentaje total del 32,5 % (p/p) en la seta y de 17,10 % (p/p) en el micelio. Estos
datos son semejantes a los reportados por otros autores (Ruthes ef al., 2013; Xu et al.,
2017). McCleary & Draga (2016) encontraron que el peso seco del cuerpo fructifero
de los hongos comestibles Pleurotus ostreatus y de P. eringyii fue de de 32,3 % y
37,1 %, respectivamente. Satitmanwiwat et al. (2012) registraron un 30,5 % de contenido
de B-glucanos del polvo de P. sajor-caju y reportaron que en los hongos Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes, Coriolus versicolor, Agaricus bisporus, Flammulina velutipes,
Agaricus blazei Murill, P. ostreatus, Phellinus linteus, Gyrophora esculenta, Auricularia
auricular, Inonotus obliquus y P. eryngii el contenido de B-glucanos determinados con el
kit de Megazyme (Ireland) fluctuo entre el 4,7 y el 46,2 % en peso seco. Por el contrario,
Baeva et al. (2019) encontraron en fracciones extraidas de P. eryngii un contenido de
B-glucanos entre 45 y 60 %.
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Confirmacion de la estructura de triple hélice

Espectro de absorcion UV-vis del complejo 1,3- B-glucano en rojo Congo. La figura 2
muestra la region de maxima absorbancia en los espectros de absorcion de las mezclas
de rojo Congo al 0,08 % con soluciones de B-1,3-1,6-D-glucano, las cuales revelaron un
cambio batocrémico en las longitudes de onda de maxima absorcion (480 a 505 nm), y un
desplazamiento de 25 nm por la interaccion especifica del -1,3-1,6-D-glucano de triple
hélice ramificada de P. pulmonarius, datos similares a los publicados en otros estudios
(Nitschke et al., 2011; Semedo et al., 2014).

Estudio de la estructura conformacional de triple hélice mediante la transicion hélice-
espiral en solucion de NaOH. La figura 3 muestra la evaluacion del efecto de varias
concentraciones de NaOH y KOH (rango de 0 a 2 M) en los espectros de absorcion de los
complejos formados con el rojo Congo y los polisacaridos presentes en el extracto crudo
dializado de B—glucanos extraidos del micelio y el cuerpo fructifero de P. pulmonarius.

En las curvas espectrales del complejo rojo Congo-B-1,3-glucanos, se observaron
los cambios en los maximos de absorcion visibles debidos a las condiciones alcalinas en
concentraciones crecientes, que rompieron los enlaces de hidroégeno intramoleculares e
intermolecuares y las interacciones hidrofébicas estabilizadoras de la union del polisacarido
y la molécula del rojo Congo, lo que revela el cambio transicional de la triple hélice a una
conformacion en espiral.

Se encontrd que la absorcion maxima disminuyd después de la adicion de NaOH
0,5 M y KOH 0,4 M a la reaccion de rojo Congo y 1,3-B-glucanos. Estos resultados son
comparables a los obtenidos por otros investigadores ( Palacios et al., 2012; Semedo et
al., 2014). Mediante este método de reaccion con el rojo Congo se comprobd que los
B-1,3-glucanos triple helicoidales son la forma dominante de los B-glucanos presentes en
el micelio y el hongo P. pulmonarius.

Concentracion de f-1,3-D-glucano del extracto crudo - fraccion NaOH de P.
pulmonarius segun el método de rojo Congo. La cantidad de [-1,3-D-glucano con
triple hélice presente en el extracto crudo — fraccion NaOH lograda con este método

Figura 2. Region del espectro de absorcion UV-vis del complejo rojo Congo-B-1,3-1,6-D-glucano
del hongo P. pulmonarius a la longitud de onda de maxima absorcion. Efecto batocrémico entre el
rojo Congo y las soluciones neutralizadas de B-1,3-1,6-D-glucano de micelio-fraccion-NaOH y de
cuerpo fructifero - fraccion NaOH de la seta comestible Pleurotus pulmonarius *Control negativo: sin
B-Glucano; se reemplazé el volumen de la muestra-fraccion NaOH por agua Millipore de tipo I mas
rojo Congo y se completé con NaOH 1M. **Control positivo: estandar de 3-1,3-D-glucano, 80 % de
pureza, 150 pg/mL (Megazyme, Ireland) en solucion de NaOH 1 M con pH neutro

Fuente: Datos propios
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Figura 3. Demostracion de la conformacion de la triple hélice de los B-1,3-D-glucanos del hongo
Pleurotus pulmonarius con rojo Congo. Accién de la concentracion de NaOH y KOH sobre el
maximo de absorcion del complejo rojo Congo-1,3-B-glucanos. Control negativo: solucion de NaOH
mas rojo Congo sin B-glucano. Control positivo: 1,3-B-glucano extraido de levaduras (Megazyme,
Ireland: 80,0 % p/p de pureza; impurezas < 1 % de a-glucano).

de extraccion y aplicando dialisis para el proceso de purificacion, fue de 6,3 pg en el
liofilizado (peso=7100 pg) y 6,3 mg/100 g de la mezcla de micelio y cuerpo fructifero
(peso seco) del hongo molido. Con este método colorimétrico del rojo Congo, Nitschke et
al. (2011) determinaron la cantidad de B-1,3-D-glucano en diferentes hongos comestibles
y reportaron que variaba de 0,41 a 3,28 g/100 g en micelios y de 1,92 a 12,91 g/100 g en
cuerpos fructiferos (peso seco); entre los hongos se hallaba P. pulmonarius, con 0,25 g en
la fraccion NaOH de un total de 0,41 g/100 g (peso seco). También Semedo et al. (2015)
informaron en su estudio una biomasa de 7,44 x 10! + 4,67 x 102 mg/100 g del contenido
de la fraccion NaOH extraida de la seta P. ostreatus. No obstante, debe tenerse en cuenta
que el contenido de B-1,3-D-glucano puede variar dependiendo del método de extraccion
utilizado, la forma y los nutrientes empleados en el cultivo y la etapa de crecimiento de
la seta durante su recoleccion. Asimismo, estas propiedades quimicas pueden influir en la
biodisponibilidad y, por lo tanto, en la actividad biologica (Palacios et al., 2012).

Confirmacion de la estructura del p-glucano por transformada de Fourier. Los
espectros infrarrojos por FTIR de las fracciones obtenidas se muestran en la figura 4. Se
observan los picos 1.662; 1.409; 1.317;1.246; 1.078; 1.043; 929 y 879 cm’!, caracteristicos
de hongos estudiados por otros autores (Synytsya et al., 2014). Ademas, se reconocen
otros compuestos presentes en la muestra como los grupos amida de proteinas en la banda
comprendida entre el pico 1.662,64 y 1.246 cm™' y los a-D-glucanos en los picos 930; 879;
771y 532,3 cm™ (Synytsya et al., 2014).

En la figura 4A se observa en el espectro de la muestra molida (micelio y cuerpo
fructifero) de P. pulmonarius una banda entre los 2250 y los 2375 cm’!, caracteristica de la
presencia de los enlaces amida (N-H) de las proteinas (Yang ef al., 2012), lo que contrasta
con lo observado en la figura 4B, donde esta no aparece debido al proceso de purificacion
del extracto crudo - fraccion NaOH. En la figura 4A también se observan varios picos en
la region entre los 700 y los 1200 cm™! en los tres espectrogramas de FTIR (hongo molido,
avena y levadura): las bandas intensas superpuestas de las vibraciones de estiramiento
de CO y CC, entre los 950 y los 1200 cm™, corresponden a enlaces betaglicosidicos y
la configuracion piranoide de los polisacaridos; ademas, entre los 500 y los 950 cm™! se
observan otros picos (no sefialados aqui) de diferentes grupos funcionales, como el grupo
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Figura 4. A. Espectro IR de tres fuentes de f-glucanos: seta molida (micelio mas cuerpo fructifero)
de P. pulmonarius, avena (Avena sativa) y levadura (Saccharomyces cerevisiae). B. Espectro IR del
extracto crudo - fraccion NaOH de la seta P. pulmonarius (micelio mas cuerpo fructifero)

hidroxilo del carbono C1 anomérico de la glucosa (los diasteroisomeros alfa y beta), que
confirman la complejidad de la estructura quimica de los polisacaridos de la levadura, la
avena y la seta ( Gutiérrez et al., 1996; Baeva et al., 2019).

En la figura 4B, se observa en el extracto crudo - fraccion NaOH de P. pulmonarius
(micelio + cuerpo fructifero) un pico débil alrededor de los 890 cm ! asignado a los enlaces
anoméricos especificos para B-glucanos, caracteristicos de la estructura de estos polisacari-
dos (Ramirez, 2016; Zhou et al., 2019). Segun Synytsya et al. (2009) y Gutiérrez et al.
(1996), el espectro FTIR muestra varios picos en la region entre los 890 y los 1400 cm-1,
correspondientes a enlaces glicosidicos B (1—3), siendo los de 1020, 1149 y 1374 cm-1
producto de residuos de glucosa (1,3)-di-O- sustituida tipicos de los B-glucanos.

En las figuras 4 A y B, se observa entre los 1630 y los 1660 cm™ un pico fuerte,
caracteristico del enlace O-glicosidico B (1—4) (Amaya & Ardila, 2016). Los grupos
hidroxilos (OH) de los carbohidratos se encuentran a los 3000 a 3500 cm™ del enlace -O-
glicosidico (Wade, 2011; Ramirez, 2016; Du ef al., 2017).

Liu et al. (2011) consideraron que la amplia banda alrededor de los 3.401,32 cm!
era un estiramiento debido al hidroxilo de los polisacaridos, y que la banda débil a los
2.921,86 cm™ mostraba la vibracion de estiramiento de C-H. La absorbancia a los 1.642,09
cm’! indicaba presencia de H,O unida. Asimismo, los autores asignaron a los a-glucanos la
banda cercana a los 843,11 cm'"".
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Los datos obtenidos en el espectro FTIR de la muestra original de polvo molido de seta
y micelio de P. pulmonarius (Figura 4 A) son semejantes a los publicados en otros estudios
del B-1,3-1,6-D-glucano de hongos (Synytsya et al., 2009); Liu et al., 2011; Vetvicka et
al.,2013; Semedo et al., 2014; Lopez et al., 2021).

Andlisis de la resonancia magnética nuclear. En la figura 5 se observan los dos
espectros RMN 'H del polisacarido, tanto del control como el del extracto crudo dializado
— fraccion alcalina de la seta P. pulmonarius, con picos de carbono anomérico a 5,1 y 4,51,
caracteristicos de los enlaces a y B3, respectivamente.

Segun Palacios ef al. (2012), los picos representativos de carbohidratos correspon-
dian a las sefales de protones anoméricos (H1), entre 4,5 y 5,1 ppm de glucosidos, y
las H2, H3, H4, H5 y H6 correspondian a 3,01 - 4,36 ppm del anillo glicosidico. Las
sefiales de desplazamiento del carbono anomérico (C1) del glucosido se atribuyeron a
las 100 — 104 ppm. Los carbonos C2, C4 y C5 del anillo glicosidico se expresaron entre
las 70 y las 80 ppm. Por otro lado, se observa una maxima sefial en el carbono C3 a 87
ppm, lo que puede atribuirse a la presencia de residuos con enlaces 1,3 (Chenghua et
al., 2000); el C6 se observod entre las 60 y 62 ppm. Asi, las relaciones entre protones
y carbonos respaldan las asignaciones propuestas de los atomos H1/C1 (4,51/103,1),
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Figura 5. Resonancia Magnética-RMN'H (400MHz) del Extracto Crudo de polisacaridos del hongo
Pleurotus pulmonarius. A. Extracto crudo de  glucano — fraccion NaOH obtenido de P. pulmonarius
purificado por dialisis. B. Control de 1,3-B-D- glucano, 80 % de pureza (Megazyme, Ireland). Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm.
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Figura 6. Espectro de RMN'C de polisacaridos disueltos en sulfoxido de dimetilo-D6 con TMS
0,03 % a 100 MHz y 45 °C de temperatura. A. Hongo P. pulmonarius molido (mezcla de micelio y
cuerpo fructifero). B. Extracto crudo de 3 glucano — fraccion alcalina obtenido de P. pulmonarius. C.
Control de 1,3-B-D-glucano, 80 % de pureza (Megazyme, Ireland). Los desplazamientos quimicos
se expresan en ppm.

H2/C2 (3,46/73,03), H3/C3 (3,69/87), H4/C4 (3,01/69,8), H5/C5 (3,01/76,32), que
confirman la presencia de la configuracion de los residuos de B-D- gucopiranosilo en
el polisacarido (Ojha et al., 2010). La sefial de desplazamiento de H6/C6 se observo a
3,58/60,87.

Seglin los resultados de la RMN del extracto crudo dializado — fraccion alcalina, el
espectro se correlacion6 adecuadamente con los espectros conocidos para glucanos de
estructura similar (Gorin, 1981; Ruthes et al., 2013). La cadena B(1—3) glicosidica quedo
evidenciada por la aparicion de la sefial correspondiente al C-anomérico a 103,8 ppm,
caracteristica de uniones [, y la sefial a 87,9 y 87,2 ppm caracteristica de C-3, O-sustituido
(Figura 6). La sefal alrededor de las 61 ppm corresponde al C-6 no sustituido tanto en la
cadena central como en el extremo no reductor de las ramificaciones, y la sefial a 72 ppm
corresponde, en cambio, al C-6, O-sustituido, del punto de ramificacion. En la muestra
de hongo molido (mezcla de micelio y cuerpo fructifero) también se evidencian sefiales
similares de desplazamiento H2/C2, H6/C6 de los residuos de B-D-gucopiranosilo y H6/
C6 (3,01/69,8), correspondiente al enlace a (1—6).

Conclusiones

En el estudio se utilizaron métodos de extraccion discontinua, aislamiento, purificacion
y caracterizacion de un extracto crudo de B-(1—3) (1—6)- D-glucano de P. pulmonarius.
Entre los métodos se incluyd el tratamiento con proteinasa K para el mejoramiento
de la pureza del polisacéarido, evitando la presencia de proteinas y logrando un (B-D-
glucano con su conformacion nativa de triple hélice, la cual es crucial para la actividad
inmunomoduladora.

La metodologia utilizada para la extraccion no es novedosa, ya que los recursos tecnologi-
cos fueron limitados, pero si fue fundamental y eficaz porque permitioé confirmar la presen-
cia de B-D-glucano con un elevado porcentaje en el hongo P. pulmonarius.
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La informacion obtenida sobre la implementacion de métodos de cultivos artesanales
con recursos propios de la region y las pruebas para la deteccion y cuantificacion de
betaglucanos pueden servir de base en lineas de investigacion futuras con impacto en la
salud, la nutricion y la economia.
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