Caracterizacion de los extractos metanoélicos de poda de vid y paja de trigo y su
oxidacion por enzimas extracelulares de Lentinula edodes

Rosina Cabrera’, Elisa M. Valenzuela-Soto ', Yolanda Reyes-Vidal '
Martin Esqueda’, Ali Asaff’

'Coordinacion de Ciencia de los Alimentos, *Coordinacién de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal, Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo A.C., Carretera a La Victoria Km 0.6, C.P. 83304, Hermosillo, Sonora, México

Characterization of methanolic extracts of vineyard pruning and wheat straw and
its oxidation by extracellular enzymes from Lentinula edodes

Abstract. Lentinula edodes is a mushroom of commercial interest which can be grown on several
lignocellulosic substrates, such as vineyard pruning and wheat straw. In this study we obtained
methanolic extracts from both of these substrates, and crude enzymatic extract from L. edodes.
The methanolic extracts were analyzed and characterized by thin layer chromatography and
spectrophotometry finding that vineyard pruning extracts contained at least six UV light-active
fractions; the three most polar fractions (R.< 0.5) were easily oxidized by the fungal extract with
or without ABTS intermediary. In contrast, the methanolic extract of wheat straw showed only
three fractions dimly revealed to UV light, which were not oxidized by the enzymatic extract
even using ABTS. The presence of a higher number or subfractions in vineyard pruning
methanolic extract, their possible higher concentration and the easily with which some of them
were transformed by the fungus extracellular enzymes would explain in part because vineyard
pruningis an excellent substrate for mushroom cultivation regarding to other substrates.
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Resumen. Lentinula edodes es un hongo de interés comercial que puede ser cultivado sobre
diversos residuos lignoceluldsicos, como poda de vid y paja de trigo. En el presente trabajo se
obtuvieron los extractos metanélicos de poda de vid y paja de trigo y el extracto enzimatico
crudo de L. edodes. Los extractos metandlicos fueron analizados y caracterizados por
cromatograffa de capa fina y espectrofotometria encontrando que el extracto de poda de vid
contiene al menos 6 fracciones claramente visibles a la luz UV y que las 3 de mayor polaridad
(Ri< 0.5) son facilmente oxidables por el extracto enzimatico del hongo, con o sin el uso del
mediador ABTS. Por su parte, el extracto metanélico de paja de trigo mostré solo tres fracciones
tenuemente reveladas a la luz UV, no oxidables por el extracto enzimatico aun empleando al
mediador ABTS. La presencia en el extracto de poda de vid de un mayor nimero de
subfracciones, su posible mayor concentracién y la facilidad con que algunas de ellas son
transformadas por las enzimas extracelulares del hongo contribuyen a explicar parcialmente
porque la poda de vid es un mejor sustrato para el cultivo de L. edodes que la paja de trigo.
Palabras clave: shiitake, lacasas, residuos agricolas, oxidacion.
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Introduccion

Lentinula edodes (Berk.) Pegler, conocido como shiitake, es
un hongo que pertenece al grupo de los hongos que causan la
pudricion blanca. Su produccion es de gran interés comercial,
pues sus cuerpos fructiferos son comestibles y contienen
sustancias bioactivas con propiedades medicinales (Chang,
1996). Este hongo tiene la capacidad de crecer sobre residuos
lignoceluldsicos, por lo que se cultiva en pajas y salvados de
trigo, cebada, arroz y residuos de algodon con rendimientos
aceptables (Sanchezy Royse, 2001).

También se ha reportado que la poda de vid es un
excelente sustrato para el cultivo de L. edodes, ya que reduce
el tiempo de fructificacion, incrementa la bioconversion del
sustrato (Fragoso et al., 2004; Gaitan-Hernandez et al., 2006)
y aumenta la actividad de sus principales enzimas
ligninoliticas (Harris-Valle et al., 2007). La reduccion en el
tiempo de fructificacion se relaciona con un aumento en la
velocidad especifica de crecimiento en relacion a la obtenida
con pajade trigo (Cabrera, 2010).

El crecimiento de L. edodes sobre material
lignoceluldsico se debe a su capacidad de produccion de
enzimas hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) y oxidativas
(ligninoliticas), que catalizan reacciones de 6xido-reduccion
para degradar los componentes poliméricos en moléculas de
bajo peso molecular, que pueden ser asimiladas como
nutrientes por el organismo (Leatham, 1985). Entre las
enzimas oxidativas que participan directa o indirectamente en
la degradacion de la lignina se encuentran las familias de
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y
lacasa (Kersteny Cullen, 2007).

En afios recientes las lacasas, un tipo de
fenoloxidasas, también han sido utilizadas para la oxidacion
de compuestos no fendlicos mediante la accion de sustancias

co-oxidantes denominadas mediadores (Bourbonnais et al.,

1998). El acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6
sulfonico) (ABTS) es el mediador de lacasa mas estudiado
debido a su alta estabilidad y su conocida quimica redox
(Collins et al., 1998).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar los
extractos metandlicos de poda de vid y paja de trigo a través
de cromatografia de capa fina y espectros de absorcion y
evaluar la oxidacion del material contenido por el complejo

enzimatico extracelular de L. edodes.

Materiales y métodos

Obtencion de los extractos metanoélicos

Se obtuvieron los extractos metandlicos de poda de vid y paja
de trigo por maceracion. Las muestras se trituraron en un
molino mecanico hasta un tamafio de particula homogénea de
0.5 mm, se dejaron reposar en ausencia de luz durante 16 dias
a25°C. Los extractos se concentraron eliminando el solvente
con un rotavapor.

Los extractos se caracterizaron por cromatografia en
capa fina (TLC). Se utiliz6 como fase estacionaria placas de
aluminio (silicagel 60F254), como fase movil la mezcla
cloroformo-metanol-acido férmico (85:15:1) y se reveld con

luz UV (A=260nm).

Microorganismos y medios de cultivo

Se utilizo la cepa IE-105 de Lentinula edodes donada por el
Cepario de Hongos del Instituto de Ecologia, Xalapa,
Veracruz. La cepa se mantuvo en cajas de Petri conteniendo
agar papa dextrosa (PDA), refrigeradas a 4°C. El in6culo se
prepar6 creciendo la cepa durante 16 dias en cajas de Petri
conteniendo glucosa-peptona agar (GPA) a 25°C y cortando
discos de 6 mm de diametro de la periferia con desarrollo
micelial reciente.

Para la obtencidon del extracto enzimatico



extracelular crudo, la cepa se crecio en matraces Erlenmeyer
conteniendo 30 mL de un medio de composicion
quimicamente definida, descrito por Kirk et al. (1976),
conteniendo 2 g de KH,PO,, 0.5 g de MgSO, 7H,0, 0.1 g de
CaCl,, 2 g de NH,\NO, y 5 g de carboximetilcelulosa (CMC),
pH 4.5. Los matraces se inocularon con 6 discos,
manteniéndolos a 25 °C y una agitacion de 150 rpm durante

14 dias.

Obtencion del extracto enzimatico crudo

Primeramente se separ6 el micelio del medio de cultivo por
filtracion con una membrana de nitrocelulosa (0.45 pum). El
filtrado se empled para obtener las proteinas extracelulares
por precipitacion con acetona, manteniendo una relacion de
15 mL de acetona por cada 3 mL de filtrado. El extracto
obtenido se colocod a -20 °C durante 6 h, para después
centrifugara 5000 rpm por 10 min.

El precipitado se resuspendid en un volumen de
solucion amortiguadora de acetato de sodio 50 mM y KC1 10
mM, pH 4.0 y 250 uM de fenil-metil-sulfonil fluoruro como
inhibidor de proteasas que representaba el 1% del volumen
utilizado en la precipitacion. Las muestras se conservaron a
-80 °C hasta su utilizacion para los ensayos de actividad

enzimatica (Harris-Valle ez al., 2007).

Ensayo de actividad de oxidorreductasa

La actividad oxidasa se cuantifico midiendo la oxidacion de
2,2 -azino-bis (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS)
0.3 mM en una solucién de malonato de sodio 5 mM, pH 4.5,
monitoreando la absorbancia a 420 nm en un
espectrofotometro (Ultrospec 4000, Pharmacia) y utilizando
un coeficiente de extincién molar de 36 000 M'cm” (Zhao et

al., 1996).

Interaccion extracto enzimatico/secretoma-extractos
metandlicos (con o0 sin ABTS)

Se obtuvieron espectros de absorcion en un rango de longitud
de onda de 200-900 nm. Las mediciones se hicieron en un
espectrofotometro (Ultrospec 4000, Pharmacia) colocando
40 pL de extracto crudo y 960 puL de mezcla de reaccion
(buffer malonato de sodio 5 mM, pH 4.5; ABTS 0.3 mM,;
extracto metanolico en una concentracion final de 2 mg/mL).

El extracto de poda de vid se solubilizé en acetona-
agua (relacion 3:1 en volumen) y se centrifugé a 8000 rpm
durante 6 min para eliminar la fraccion insoluble y recuperar
laporcion soluble, con la cual se realizaron los ensayos.

Los estudios de interaccion de oxidorreductasas con
las fracciones separadas de los extractos metanolicos por
cromatografia de capa fina fueron realizados directamente
sobre las placas. Para el efecto, las placas eluidas con la fase
movil cloroformo-metanol-acido formico (85:15:1) fueron
secadas hasta eliminar la fase, luego asperjadas con una
solucion de ABTS al 0.2%. De la periferia del inoculo
cultivado en cajas de Petri se cortaron pequefios discos de 6
mm de diametro con desarrollo micelial reciente del hongo y
conteniendo su secretoma. Estos discos fueron puestos a lo
largo de las placas de cromatografia en los lugares que
contenian alguna fraccion del extracto (marcados luego de
revelar con luz UV). Finalmente el sistema fue depositado en
cajas Petri de vidrio, conteniendo algodon hiimedo para evitar
la desecacion de los discos de agar con el hongo, mantenidas a
28°C durante 48 h, al cabo de las cuales se observaron los

cambios de color.

Resultados y discusién

En la Figura 1 se presentan las placas de cromatografia de
capa fina de los extractos metanolicos de paja de trigo (Figura

1A) y poda de vid (Figura 1B). En el caso del extracto de paja
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Figura 1. Placas de cromatografia de capa fina empleando como fase mévil cloroformo:metanol:acido férmico (85:15:1), revelado con luz
UV (A=260 nm). A) del extracto metanodlico de paja de trigo. B) del extracto metanoélico de poda de vid (EMPV). C) placa cromatografica
conteniendo las fracciones de elucion del extracto metandlico de poda de vid (EMPV), ABTS al 0.2%, y discos de agar conteniendo el

secretomay micelio de L. edodes.

de trigo se observaron 3 subfracciones tenuemente reveladas
por luz UV, mientras que el extracto de poda de vid (EMPV)
mostrd la presencia de al menos seis subfracciones de
diferente intensidad. De las fracciones del EMPV, al menos 4
tuvieron R; menores a 0.5 lo que indica, de acuerdo a las fases
utilizadas, que son compuestos polares, posiblemente de
naturaleza acida. Justamente estas subfracciones, que ademas
se observan como las mas abundantes o altamente activas a la
luz UV, promovieron la pigmentacion parda de discos de agar,
conteniendo el secretoma de L. edodes, que fueron
depositados sobre las cromatoplacas luego de su aspersion
con ABTS (Figura 1C). De manera diferente, los discos
depositados sobre las fracciones con R;>0.5, desarrollaron un
color azul caracteristico del radical catiénico ABTS",
indicando que el secretoma unicamente logro la oxidacion del
ABTS. Aunque no se presenta en la Figura 1, la placa
cromatografica del extracto de paja de trigo sometida a una
prueba similar promovid unicamente la pigmentacion azul de

los discos de agar. Existen estudios realizados con hongos de

la pudricion café o moderadamente ligninoliticos, en donde se
ha observado el desarrollo de una pigmentacion café del
sustrato ocasionado por una oxidacion parcial de la lignina
(Martinez et al., 2005).

En la Figura 2 se presentan los espectros de
absorcion caracteristicos de la molécula de ABTS y del
producto de la accion enzimatica del extracto crudo (EEC)
sobre el ABTS. Aunque en esta figura se observa que las
muestras empleadas estuvieron muy concentradas al alcanzar
absorbancias maximas cercanas a las 4 UA, los perfiles del
ABTS y su producto de oxidaciéon ABTS" son idénticos a los
descritos por la literatura (Solis-Oba ef al., 2005). Al no ser
una prueba cuantitativa, no resulta relevante una posible
saturacion del sistema. En el caso de la molécula de ABTS se
observan dos maximos a 320 y 365 nm mientras que en el
producto de oxidacion, estos maximos disminuyen
ligeramente y se generan nuevos picos con maximos a los
410, 650 y 730 nm. Cabe mencionar que estos maximos

corresponden al espectro caracteristico del primer estado de
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Figura 2. Espectros de absorbancia del ABTS 0.3 mM (-----) y su
radical cationico ABTS '(-+-) obtenido por la interaccion del ABTS
y el extracto enzimatico crudo (EEC) de Lentinula edodes.

oxidacién del ABTS, el radical catidonico ABTS, tal como es
reportado por Solis-Oba et al. (2005), con maximos a 414,
646 y 728 nm. Las lacasas son capaces de oxidar compuestos
fenolicos o al ABTS en presencia de O, atmosférico (Youn et
al., 1995). A diferencia de las lacasas, las peroxidasas si bien
pueden oxidar el ABTS, requieren de H,O, como co-sustrato
(Tien y Kirk, 1984), el cual sin embargo, es generado en la
reaccion catalizada por las lacasas. Todos estos aspectos
sugieren que la oxidacion del ABTS puede ser ocasionada por
estos tipos de fenol oxidasas contenidas en el EEC de L.
edodes.

En la Figura 3 se presentan los espectros de
absorcion del extracto metanolico de la podade vid (EMPV)y
de los productos resultantes de la reaccion de dicho extracto
con el radical catidnico ABTS", obtenido previamente
mediante la accion enzimatica del EEC de L. edodes. El
EMPYV mostr6 maximos de absorbancia a los 210, 230, 250,
275,285,310, 330y 350 nm. El espectro de los productos de
reaccion muestra inicamente dos picos maximos (320 y 365
nm) que coinciden con los de la molécula de ABTS (estado
reducido). El cambio del espectro de absorcion del EMPV

luego de la reaccion y la no deteccion de los picos maximos
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Figura 3. Espectros de absorbancia del extracto metanolico de poda
devid (EMPV) (-----) y de los productos de reaccion (--+--) resultantes
delainteraccion del EMPV y el radical catiénicoABTS .

del radical catidonico ABTS™ a 410, 650 y 730 nm indica una
oxidacion de los compuestos contenidos en el EMPV,
provocada por lareduccion del radical cationico ABTS".

Se ha demostrado que la lacasa puede catalizar el
acoplamiento del ABTS con derivados fendlicos en pocos
minutos y que el radical catiénico se encuentra involucrado en
dicho proceso (Matsumura et al., 1986). Apoyando esta
hipotesis, Bourbonnais et al. (1998) demostraron que el
radical cationico ABTS" reacciona eficientemente con
compuestos fenolicos, tales como alcohol vainillinico,
formando radicales vainillil, dicho proceso se encuentra
involucrado en la degradacion de lignina. De acuerdo a esto y
a los cambios observados en los espectros de absorcion de
este estudio, posiblemente en el EMPV se encuentren
presentes compuestos fendlicos que interactian con el radical
catiénico (ABTS"), generandose de esta forma un ciclo de
acoplamiento entre las especies reaccionantes. El modelo
propuesto para la reaccion de las enzimas lacasas sobre
moléculas mediadoras de bajo peso molecular como el ABTS
y laaccion oxidante de suradical se presenta en la Figura 4.

Cuando se afiadio directamente el EEC de L. edodes

sobre el EMPV, el fenomeno descrito fue similar al del
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Figura 4. Modelo de la reaccion entre el ABTS, las enzimas lacasas y compuestos contenidos en el extracto metanélico de poda de vid
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Figura 5. Espectros de absorbancia de los productos de reaccion
resultantes de la interaccion del EMPV y el extracto enzimatico
crudo (EEC) de Lentinula edodes, sin (----) y con adiciéon (-+-)
posterior de ABTS.

sistema anterior en el que se hizo reaccionar el radical
ABTS con el EMPV. En el espectro de los productos de la
reaccion destacaron la disminucion en los maximos de
absorcion del EMPV (210,230,250, 275,285,310,330y 350
nm) y la presencia de dos maximos a 310 y 350 nm, muy
similar a lo observado en la Figura 3. Este hecho sugiere que
los compuestos contenidos en el EMPV pueden ser
directamente oxidados por el EEC, prescindiendo del uso del
mediador ABTS.

No se detectaron diferencias en los espectros de
absorcion cuando a los productos de reaccion se les adiciond
ABTS (Figura 5). Al parecer los picos maximos a 410, 650 y
730 nm del ABTS" no se alcanzan a observar porque se
encuentran traslapados con el espectro de los productos de
oxidaciéon del EMPV. Otra posibilidad es que el ABTS"

continlle reaccionando con compuestos del EMPV

retornando inmediatamente a su forma reducida (ABTS),
carente de dichos picos. La reactividad de la enzima lacasa y
otras oxidorreductasas depende del potencial redox de los
compuestos que pueda utilizar como sustrato, asi se requieren
sustratos con potencial redox alto para que la enzima pueda
iniciar su ciclo catalitico (d' Acunzo et al., 2002). Las
moléculas mediadoras como el ABTS, tienen como funciéon
activar a la enzima iniciando el proceso de oxidacion de los
residuos no fendlicos de la lignina y de grupos fendlicos no
accesibles para la enzima (Bourbonnais et al., 1998). Los
resultados obtenidos en este experimento sugieren que los
compuestos del EMPV, oxidados por el EEC, son compuestos
fenolicos no complejos, de facil acceso a la enzima y de
potencial redox elevado, por lo que no requieren de un
mediador para ser oxidados. Cabe sefialar que estos estudios
se centraron sobre el EMPV como resultado de la primera
prueba de cromatografia de capa fina donde se observo una
cantidad minima de compuestos en el extracto de paja de trigo
y que practicamente éstos no pudieron ser oxidados con el
secretoma de L. edodes, atin con el uso del mediador ABTS.

Los resultados muestran que a diferencia del
extracto metandlico de paja de trigo, el EMPV contiene una
importante cantidad de subfracciones, varias de las cuales
pueden ser oxidadas por las fenol oxidasas excretadas por L.
edodes, sugiriendo que la poda de vid esta formada por un
material que puede ser metabolizado mas facilmente por el
sistema enzimatico del hongo. Los productos de oxidacion
probablemente son empleados como nutrientes por el hongo,
aspecto que explicaria el incremento de su velocidad
especifica de crecimiento, la reduccion del tiempo de

fructificacion y el incremento del rendimiento de conversion



enrelacion a cuando es crecido sobre otros sustratos, tal como

han reportado algunos autores.
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