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Abstract

Resumo

Pocos son los trabajos enfocados en la
produccién biotecnoldgica y el desarrollo de
herramientas analiticas en torno a la Lentinula
edodes, seta comestible con potencial para
el desarrollo de nutracéuticos. Por esto, en
esta investigacion, se estudié la produccion
de biomasa del hongo en el tiempo, mediante
fermentaciéon en estado liquido, y se
seleccionaron las condiciones que permitieron
la obtencién de extractos para la aplicacion
de herramientas para analisis protedmico. Los
métodos de extraccion de proteinas, acido
tricloroacético (TCA) - acetona y TCA - acetona
- fenol, fueron comparados en términos del
rendimiento de extraccion y los perfiles de
separacion usando electroforesis en 1D (SDS-
PAGE) y 2D (IEF-SDS PAGE). Se determiné que
a los 10 dias de crecimiento se obtiene la mayor
produccién de biomasa y proteina total. La
extraccion con TCA - acetona - fenol presentd
un mayor rendimiento, resolucién y nimero de
bandas en la electroforesis 1D. En 2DE, los dos
métodos permitieron la extraccion de proteinas
con puntos isoeléctricos en el rango de pH 3-10,
pero el método TCA - acetona - fenol conllevé
a una extracciéon diferencial, favoreciendo el
rango de masade 33 a 113 kDa. Estos resultados
se constituyen en una primera aplicacion de
técnicas de separacion electroforética para
futuros estudios protedmicos.

Few are the investigations focused on
the biotechnological production and the
development of analytical tools about Lentinula
edodes, an edible mushroom which has a
potential for being used in the development
of nutraceutical products. For this reason,
in this research, the production of biomass
of the mushroom over time by liquid state
fermentation (LSF) was studied. Then, the
conditions that allow obtaining protein extracts
for the application of tools for proteomic
analysis were selected. Trichloroacetic acid
(TCA) - acetone and TCA - acetone - phenol
were the two protein extraction methods
which were compared in terms of extraction
yield and separation profiles in 1D (SDS-
PAGE) and 2D (IEF-SDS PAGE) electrophoresis.
The highest production of biomass and total
protein content was obtained after 10 days of
LSF. Protein extraction with TCA - acetone -
phenol presented the highest yield, resolution
and number of bands in 1D electrophoresis. In
2DE the two methods allowed the extraction
of proteins with isoelectric points in pH 3-10
range but, the TCA - acetone - phenol method
favored a differential extraction of proteins
in the range of 33 to 113 kDa. These results
constitute a first application of electrophoretic
separation techniques for future proteomic
studies.

Lentinula edodes é um cogumelo comestivel
com potencial para o desenvolvimento de
nutracéuticos.  Entretanto, os trabalhos
voltados para a produgdo biotecnolégica e o
desenvolvimento de ferramentas analiticas
que permitem aprofundar sua composi¢ao sio
incipientes. Nesta pesquisa, a producdo de
biomassa do fungo ao longo do tempo por meio
de fermentagdo no estado liquido foi estudada
e as condi¢bes que permitem obter extratos
para a aplicagdo de ferramentas para analise
protedmica foram selecionadas. Os métodos
de extragdo de proteinas usados foram acido
tricloroacético (TCA) - acetona e TCA - acetona
- fenol e comparada em termos de rendimento
de extraccdo e perfis de separacdo utilizando
electroforese 1D (SDS-PAGE) e 2D (IEF-SDS
PAGE). Foi determinado que apé6s 10 dias de
crescimento, a maior producdo de biomassa
e proteina total foi obtida. A extragdo com
TCA - acetona - fenol apresentou maior
rendimento, maior resolucdo e nimero de
bandas em eletroforese 1D. No 2DE os dois
métodos permitiram a extracdo de proteinas
com pontos isoelétricos na faixa de pH 3-10,
mas o método TCA - acetona - fenol levou a
uma extracao diferencial, favorecendo a faixa
de 33 a 113 kDa. Estes resultados constituem
uma primeira aplicacdo de técnicas de
separagao eletroforética para futuros estudos
protedmicos.
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Introduccion

En los tltimos afios se ha presentado un aumento significativo en el consumo
de setas a nivel mundial. Este fenomeno se debe no solo al alto valor
nutricional sustentado en el contenido de proteina, aminoacidos esenciales,
fibra y bajo contenido en grasa [1], sino también a la evidencia cientifica que
corrobora sus propiedades medicinales [2]. Aun cuando, historicamente,
los estudios sobre actividad bioldgica de este grupo de organismos se
han concentrado en los polisacaridos [3], actualmente, se ha demostrado,
usando diferentes metodologias para aislamiento y analisis, que otros
compuestos tienen potencial como farmacos o nutracéuticos. Los efectos
medicinales reportados abarcan desde la accion directa anticancerigena
hasta su utilidad contra enfermedades del sindrome metabdlico (diabetes
mellitus, hipercolesterolemia, hipertension, aterogénesis, hiperglicemia,
obesidad), actividad antimicrobiana y antiviral [4-7], entre otras. Asi
mismo, proteinas o glicoproteinas de muchos macromicetos han permitido
ampliar el panorama respecto a sus aplicaciones en diferentes ambitos
[8]. Por ejemplo, a escala industrial es conocido el caso de enzimas como
o-amilasa, celulasas, lacasas, o proteasas, aisladas de los micromicetos
Aspergillus niger, A. Oryzae, Trichoderma viride o del macromiceto
Trametes versicolor, los cuales presentan amplia aplicacion en la industria
de alimentos, textil, papel, detergentes, produccion de biodiesel, entre otros
[9].

L. edodes es una seta lignolitica [10] que ha sido usada como alimento
o ingrediente de alimentos, debido a que se encuentra dentro del grupo de
setas GRAS (por sus siglas en inglés “generally regarded as safe”). Por
ello, la mayoria de las investigaciones realizadas sobre esta seta se han
centrado en el cultivo tradicional o biotecnoldgico dirigido al aumento de
su produccion [11], siendo pocos los estudios que han profundizado en su
perfil bioactivo. En general, una de las limitantes de la obtencion tradicional
de setas comerciales son los periodos de tiempo requeridos para la cosecha
del cuerpo fructifero; por esto, las alternativas biotecnologicas como la
fermentacion en estado liquido o FEL presentan una serie de ventajas
que incluyen una mayor producciéon de micelio en un espacio menor, con
tiempos mas cortos y menos posibilidades de contaminacién [12]. Sin
embargo, la produccion de biomasa bajo dichas condiciones requiere de
diferentes estudios que permitan confirmar el mantenimiento de su posible
actividad biologica y asi, comprobar su uso en la generacion de alimentos
funcionales.

Estudios recientes han demostrado que las proteinas presentes en
hongos macromicetos pueden tener actividad biologica, como es el caso
de actividad antiproliferativa contra lineas de cancer [13-16]. En dichos
estudios, se han realizado aproximaciones experimentales, las cuales
incluyen el aislamiento de proteinas especificas y la posterior determinacion
de su actividad bioldgica [17], o aproximaciones holisticas, las cuales
buscan dentro del proteoma completo la posible aplicacion terapéutica
[18]. Indistintamente del enfoque, es importante definir los protocolos que
permitan una extraccion de proteinas libres de contaminantes no proteicos
en las etapas iniciales, los cuales puedan interferir en los métodos de
analisis posteriores [19]. La importancia del protocolo de extraccion en un
experimento protedmico se puede resumir en la siguiente declaracion: solo
si se puede extraer y solubilizar una proteina, se tiene la posibilidad de
detectarla e identificarla [20].

Con estas necesidades se han desarrollado un conjunto de metodologias
que permiten obtener extractos proteicos con buena calidad para la
aplicacion de dichas aproximaciones. Dentro de estas se destacan las que
incluyen la precipitacion con acido tricloroacético (TCA) y acetona y la de
TCA - acetona con un paso adicional de separacion con fenol [21-23]. La
separacion electroforética tanto en 1D (SDS-PAGE) como en 2D (IEF-SDS
PAGE) es la técnica de separacion mas aplicada en estudios protedmicos
[24, 25], usandose de manera previa a los analisis de identificacion con
espectrometria de masas. La aplicacion de estas técnicas se ha extendido en
diferentes estudios descriptivos o comparativos, siendo la alternativa mas
extendida para el analisis de perfiles proteicos, debido a su bajo costo [26].

Aunque se ha reportado la aplicacion de estos protocolos en L. edodes
[27] y [28], a la fecha, no se han evaluado algunos parametros de calidad
que permitan definir si dichos métodos experimentales son pertinentes para
el analisis protedmico de micelio de este hongo, obtenido mediante FEL.
Esto es un requisito cuando se pretende evaluar, mediante aproximaciones
holisticas, el potencial del micelio de este organismo para la generacion de
alimentos funcionales.

En la presente investigacion, con el fin de aportar herramientas que
permitan el estudio de diferentes especies fungicas (macro y micromicetos)
de interés industrial, farmacologico o en alimentos, se aborda el analisis
comparativo de dos métodos de extraccion de proteinas tradicionalmente
usados en investigaciones protedmicas, aplicado a material fungico obtenido
de fermentacion en estado liquido (FEL). Para ello, se estudio inicialmente
la cinética de produccion de biomasa de una cepa L. edodes, obtenida
bajo dichas condiciones, y se determiné el rango de tiempo en el cual se
presentd la mayor produccion de biomasa y proteina total. Posteriormente,
se evaluaron en cuanto a su rendimiento total (ug proteina / mg micelio
seco), asi como en la separacion electroforética mediante 1D y 2D los
dos métodos de extraccion propuestos. Las condiciones experimentales
planteadas en este estudio constituyen una herramienta central que permitira
avanzar en el desarrollo guiado de alimentos funcionales a partir de hongos
macromicetos, como es el caso de L. edodes.

Materiales y métodos

Cepa de L. edodes y produccién de micelio

Se trabajo con el micelio de una cepa de Lentinula edodes obtenida de la
empresa Shroom supply, empresa localizada en Estados Unidos, la cual
se encontraba en un medio minimo liquido (formulacién de la empresa
no disponible). El micelio fue activado por fermentacion sumergida
en matraces marca Boeco de 100 mL con 50 mL de un medio liquido
compuesto por papa (extracto de 250 g de papa sabanera en 1000 mL),
glucosa marca Fisher Scientific 20 g/L y extracto de levadura Difco™ 1,6
g/L. Se llevo a 150 rpm y 27 + 1 °C [29] en un shaker de agitacion orbital
marca Electrilab S.A.S. Al término de 15 dias, el micelio obtenido se tomod
como indculo para estudiar la cinética de crecimiento para la produccion de
biomasa y proteina total.

Evaluacion de la cinética de crecimiento

A partir de micelio fresco se adicionaron 300 mg de biomasa a matraces
marca Boeco® de 250 mL, los cuales contenian 100 mL del medio
previamente descrito. Las condiciones de crecimiento (agitacion y
temperatura) se mantuvieron constantes a las empleadas en la obtencion del
in6culo. El micelio fue colectado cada 2 o 3 dias durante 30 dias mediante
filtracion con papel Whatman No. 4, posteriormente, ultracongelado
(-80 °C) y liofilizado en un equipo Labconco Freezone de 2,5 L, para ser
finalmente pesado. Se emplearon tres réplicas biologicas, usando matraces
para cada dia de muestreo, tres matraces independientes. Los resultados se
reportaron como g de biomasa seca por L de medio liquido (g/L).

Determinacion del contenido total de proteina

La biomasa seca, obtenida en cada uno de los dias de muestreo, fue
sometida a analisis elemental (contenido total de C, H, N y O) en un equipo
Microanalizador Thermo FLASH 2000 Organic Elemental Analyzer.
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El contenido total de proteina fue determinado en porcentaje (p/p), aplicando
el factor de correccion previamente reportado para hongos por Chen et al.
[30]. Los resultados se reportaron como mg de proteina / g de micelio seco.

Seleccion del protocolo de extraccion de
proteinas

A partir del micelio del dia en el cual se presentd la mayor produccion
de proteina, se evaluaron dos protocolos de extraccion y se calculd para
cada uno de ellos el rendimiento de la extraccion total (ug proteina / g
micelio seco), usando triplicados bioldgicos en cada caso. Asi mismo, se
determinaron los perfiles proteicos, usando electroforesis en 1D (SDS-
PAGE) y 2D (IEF-SDS PAGE). Los protocolos empleados se describen a
continuacion:

*  Precipitacion con TCA - acetona: en el primer protocolo se usé la
precipitacion con acido tricloroacético (TCA) y acetona reportado
por [21, 31] con algunas modificaciones. El micelio liofilizado se
macer6 con nitrogeno liquido y se tomaron 20 mg del macerado en
un tubo eppendorf de 2 mL. Se adicionaron 500 pL de una solucién
de TCA (J.T. Baker) al 10% (p/v) y ditiotreitol Sigma-Aldrich (DTT)
al 0,07% (p/v) en acetona (J. T. Baker) 80% (v/v). Luego, se sometid
a ultrasonido (Ultrasonic Liquid Processors Vibra-cell Sonics®)
por un de tiempo 10 s, una potencia de 50 W y 60% de amplitud,
repetido tres veces a 4 °C, y se dejo reposar durante 1 min en hielo. El
contenido se mezcld con vortex marca Thermo Scientific y se termind
de llenar el tubo con la solucién de TCA y DTT en acetona para dejarlo
precipitar toda la noche a -20 °C. Seguido de esto, se centrifugd a
16000 g por 5 min a 4 °C en una centrifuga marca HETTICH modelo
MIKRO 220R sin rotor, descartandose el sobrenadante. Se realizaron
dos lavados con acetona 80% (v/v) y un tercer lavado con acetona al
100%, cada uno intercalado con agitacion en vortex, centrifugacion a
16000 g por 5 min a 4 °C y descarte del sobrenadante [32]. El pellet
final se dejo secar a temperatura ambiente y se adiciond una solucion
solubilizadora compuesta por urea 7,0 M Sigma-Aldrich, tiourea 2,0
M Sigma-Aldrich, &cido 3[(3-Cloramidopropil)-dimetilamonio]-
propanosulfonico (CHAPS) 4,0% (p/v), Triton X-100 0,5% (p/v) y
DTT 20 mM, dejando en agitacion constante a 4 °C [33]. Pasado este
tiempo, se centrifugd a 16000 g por 5 min a 4 °C, se trasvasaron los
200 pL en otro tubo de 2 mL y se adicionaron nuevamente 200 pL de
la solucion solubilizadora, repitiendo la agitacion constante por otras
4 h. Nuevamente se centrifugd y el sobrenadante se recuperd y mezclo
con el primero. Los extractos se almacenaron a -20 °C para los analisis
posteriores.

*  Precipitacion TCA - acetona y posterior extraccion con fenol: en
este protocolo, la extraccion con TCA - acetona se complementa con
un paso posterior de extraccion con fenol. El micelio liofilizado se
macerd con nitrogeno liquido y se tomaron 20 mg de biomasa en un
tubo eppendorf de 2 mL. Se adicionaron 1800 uL de una solucion de
TCA al 10% (p/v) en acetona 80% (v/v). Posteriormente, se sometio a
ultrasonido por 10 s, una potencia de 50 Wy 60% de amplitud por tres
veces a 4 °Cy se dejo reposar 1 min en hielo. El contenido se mezclo
en vortex y se centrifugd a 16000 g por 5 min a 4 °C, descartandose
el sobrenadante. Se aplicaron una serie de lavados con soluciones
de acetato de amonio 0,1 M en metanol 80% (v/v) y acetona 80%
(v/v), alternando con agitacion en vortex y centrifugacion a 16000 g
por 5 min a 4 °C, descartando cada vez el sobrenadante. Luego, se
adiciond una solucion de lisis [sucrosa 30% (p/v), SDS 2,0% (p/v),
B-mercaptoetanol 5,0% (p/v)] saturada con fenol PanReac (1:1) [22],
mezclando manualmente con el pellet, utilizando un tubo capilar de
vidrio y después un vortex hasta observar una emulsion. La mezcla
se dejo reposar en hielo por 5 min y se centrifugd en las condiciones
ya descritas para permitir la separacion de la fase acuosa y la fase
fendlica.

Esta ultima mezcla se transfirid a un tubo eppendorf nuevo y se
satur6 con una soluciéon de acetato de amonio 0,1 M en metanol
100% (v/v) para dejarla precipitar toda la noche a -20 °C. Tras este
tiempo, se centrifugd y se descartd el sobrenadante. El pellet se
lavo con soluciones de metanol 100% (v/v) y acetona 80% (v/v),
descartando el sobrenadante y alternando cada vez con agitacion en
vortex y centrifugacion. El pellet se dejo a temperatura ambiente, se
adicionaron 200 pL de la solucion solubilizadora mencionada en el
primer protocolo y se dejo en agitacion a 4 °C por 4 h. Los extractos se
almacenaron a -20 °C para posteriores analisis.

Cuantificacion de proteina en extractos proteicos

La determinacion del rendimiento de la extraccion para los protocolos
evaluados se realizo mediante la aplicacion del método de Bradford
modificado [34], utilizando el reactivo de Bio-Rad®. Para ello, se tomd 1
pL de muestra, 250 pL del reactivo de Bradford y 749 uL de agua ultrapura.
Las muestras se procesaron con réplica técnica, midiendo la absorbancia a
595 nm en un espectrofotdometro Genesys 10S Thermo Scientific, USA, y
utilizando albimina de suero bovino (BSA) como estandar.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Se determinaron los perfiles proteicos de los diferentes extractos utilizando
electroforesis 1D. Para esto, se usaron geles discontinuos de poliacrilamida
en formato de 7 cm, empleando 4,8% para el gel concentrador y 12%
para el gel separador, bajo condiciones reductoras con -mercaptoetanol.
La electroforesis se desarrolld a corriente constante (13 mA para el gel de
concentracion y 18 mA para el gel separador), segtin el protocolo de Bio-
Rad®, en un equipo mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, California.
USA), usando como buffer de corrido Tris base 25 mM, glicina 0,2 M y SDS
0,1% p/v [35]. En cada pozo se colocaron 20 pg de proteina provenientes de
los extractos obtenidos. La asignacion de pesos moleculares se realizé con
los marcadores Prestained SDS-PAGE standards, broad range Bio-Rad®.
La visualizacion se realizé mediante tinciéon con Comassie y con el equipo
Gel Doc™ EZ System de Bio-rad© [32]. La calidad de la separacion se
evaludé mediante el nimero de bandas obtenido en cada replica de cada uno
de los tratamientos ensayados, utilizando el programa Image lab 5.7.1 de
Bio-Rad©.

Electroforesis en dos dimensiones (IEF-SDS
PAGE)

Para el isoelectroenfoque se utilizaron tiras de IPG (Inmovilized pH
Gradient) Biorad® de 7 cm, pH 3 a 10, en el equipo PROTEAN IEF
cell Biorad®. Se usaron volumenes de extracto equivalentes a 200 pg de
proteina para el analisis de los extractos proteicos obtenidos mediante los
dos protocolos propuestos. Para todos los ensayos, el volumen total se
llevo a 195 pL, utilizando buffer de hidratacion (urea 7,0 M, tiourea 2,0
M, CHAPS 4,0%, azul de bromofenol 0,1%, 100 mM DTT y 0,2 % de
anfolitos rango 3-10 Biorad®). Se realiz6 un proceso de hidratacion activa
a 50 V por 16 h. Posteriormente, se us6 un programa para la separacion a
20 °C y un voltaje final de 8000 V (20 000 V-h). La corriente maxima por
tira fue de 50 pA. Al finalizar la separacion, las tiras se dispusieron para el
proceso de equilibrio correspondiente mediante agitacion por 15 min, en
una solucion de Tris-HC1 375 mM, urea 6,0 M, glicerol 20%, SDS 2,0%
y DTT 2,0%, pH 8,8. Posteriormente las tiras se colocan con la solucion
descrita complementada con iodoacetamida al 2,0% otros 15 min. [32].

Rev. Colomb. Quim., vol. 48, no. 3, pp. 3-12, 2019




C. Vega-Oliveros, C. Chegwin-Angarita & H. D. Ardila-Barrantes

Para la segunda dimensién mediante SDS-PAGE se usaron geles de 1
mm de espesor. Se trabaj6 un gel con SDS 0,1%, y para los geles concen-
trador y separador, 4,8 y 12% de acrilamida respectivamente. Se adiciond
buffer de corrido en la formulacion mencionada. La separacion se realizd a
corriente constante de 17 mA en el gel concentrador y 22 mA del gel sep-
arador. La asignacion de pesos moleculares se realizd con los marcadores
Prestained SDS-PAGE standards, broad range Biorad®. La visualizacion
se realizéd mediante tincion con Comassie y con el equipo Gel Doc™ EZ
System de Bio-rad©. La calidad de la separacion se evalué mediante la
comparacion del nimero total de manchas proteicas presentadas y la res-
olucion de su separacion para cada uno de los tratamientos [32], utilizando
el software libre Flicker de Peter Lemkin [36].

Andlisis estadisticos

Para el estudio in vitro de la produccion de biomasa y proteina se siguid
un disefio experimental completamente aleatorizado con tres replicas en
cada tiempo de muestreo, aplicando para el analisis estadistico un ANOVA
unifactorial (p < 0.05). Para la seleccion del método de precipitacion de
proteinas se us6 un disefio de dos variables en un solo nivel. Todos los analisis
se realizaron minimo por triplicado para cada una de las muestras tomadas
en cada variable evaluada. Los resultados se reportaron como el promedio
mas la desviacion estandar. Los datos experimentales se sometieron a un
analisis descriptivo con el programa Excel 2016. Igualmente, se aplicaron
pruebas de comparacion de varianzas con la prueba t (p < 0.05).

Resultados y discusién

Cinética de crecimiento

En la presente investigacion se evaltio en una primera etapa, usando
fermentacion en estado liquido (FEL), la cinética de crecimiento del
hongo L. edodes. El medio de cultivo utilizado contenia principalmente
monosacaridos y polisacaridos de facil absorcion para estimular el
crecimiento y desarrollo hifal [9, 37], junto con el suplemento de vitaminas
y aminodcidos para promover la expresion enzimatica que influye tanto en
la tasa de crecimiento como en la formacion del manto micelial [38]. En
esta técnica de cultivo (FEL) se puede hacer seguimiento y control a los
diferentes factores que determinan la eficiencia de crecimiento, facilitando
el control en la generacion del producto biotecnologico [29, 39, 40, 41, 42].

La determinacion del dia del cultivo, en el cual se da la mayor
produccion de biomasa y del compuesto o grupo de compuestos de interés,
es un paso fundamental en cualquier proceso biotecnoldgico basado
en fermentacion. Como se observa del analisis de la figura 1, la FEL se
desarrolld a lo largo de 30 dias, presentandose un comportamiento diauxico,
es decir, una primera fase estacionaria imperceptible entre los dias 0 al 3
y posteriormente, entre los dias 3 al 10 de la fermentacion, acompanadas
cada una por las correspondientes fases /og hasta el dia 28 del proceso.
Este comportamiento se puede atribuir al empleo de una fuente de carbono
combinada entre glucosa y almidén de papa. Esta condicion le permitio al
hongo tener acceso en la primera parte de la FEL a una fuente de carbono
de absorcion inmediata, lo cual se ha documentado ampliamente a nivel
microbiano [43] y, especificamente, en cepas de macromicetos con fuentes
mixtas tanto de carbono como de nitrébgeno como consecuencia de una
represion catabolica [44]. Al agotarse la glucosa, el hongo se ve enfrentado
a un sustrato mas complejo: un medio liquido que contiene principalmente
almidon, lo cual estaria estimulando la producciéon de biomasa. Esto
concuerda con los reportes en el cultivo de hongos de otros géneros [45],
como se observo para esta cepa en el trabajo de Gonzélez-Marquez et
al., durante el crecimiento de Lentinula en sustratos que tenian diferentes
concentraciones de Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), junto con glucosa y
extracto de levadura [46].
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Figura 1. Cinética de crecimiento de L. edodes y cuantificacion de proteina total.
Las letras indican la agrupacion de los resultados después de aplicar una ANOVA
unifactorial (p < 0,05).

La produccion de micelio al cabo de los 28 dias fue de 0,628 + 0,176 g,
equivalente a un rendimiento de 6,28 g/L. En el trabajo de Osman et al. [47]
se reportan rendimientos cercanos a 5 g/L con dos especies nativas de L.
edodes, usando diferentes medios de cultivo. Por ejemplo, para una de las
cepas, dichos niveles de produccion se obtienen al cabo de 15 dias de FEL
en un medio de formulacion definida (nitrato de sodio - 2 g/L y fructosa
- 15 g/L), mientras que para la segunda cepa, dicho rendimiento se logrd
al cabo de 13 dias de FEL en un medio que contenia fructosa (10 g/L) y
extracto de levadura (5 g/L). Al realizar la comparacién con dicho estudio,
el rendimiento encontrado en la presente investigacion es mayor, a pesar de
que fue necesario un rango de tiempo mas largo (28 dias).

Otros estudios realizados con L. edodes reportan mejores eficiencias
en la produccion de biomasa, también aplicando FEL. Tal es el caso de la
investigacion de Feng et al. [12], quienes optimizaron las condiciones de
pH, fuente de carbono y de nitrégeno, realizando la fermentacion en 10
dias, obteniendo asi rendimientos de hasta 6,88 g/L, al trabajar con glucosa
como Unica fuente de carbono (15,4 g/L), mayor cantidad de extracto de
levadura (5,32 g/L) y un pH de 4,61. En el estudio de Ghada [48] se reporta
una optimizacion de cultivo de tres cepas de L. edodes, con rendimientos de
6,73, 7,20 y 9,18 g/L, realizando la FEL en 14 dias y utilizando 70 g/L de
glucosa, 4 g/L de extracto de levadura y un pH de 6,5. Es importante anotar
que dichas investigaciones estaban dirigidas al aumento de la biomasa,
razon por la cual se hacen formulaciones definidas de los sustratos.

Por otro lado, el presente estudio explordé cémo en un medio de cultivo
liquido, elaborado con la decoccidon de papa como sustrato principal y fuente
de nitrégeno no definida, incide la produccion de biomasa y de proteinas
totales de L. edodes. El analisis del contenido de proteina total para cada
dia de muestreo permitié establecer una relacion entre la productividad
en biomasa y la proteina total. Se evidencid que el contenido maximo de
proteina no tiene diferencias significativas entre las muestras de los dias 10
y 13 (ANOVA y Tukey, p < 0,05). En la publicacion de Wu ef al. [49] se
reporta el analisis del contenido de proteina total en el tiempo en micelio de
L. edodes obtenida por FEL, usando como medio de cultivo liquido papa
dextrosa (PDB). Este medio es similar en formulacion al reportado en el
presente estudio, aunque sin la adicion de extracto de levadura, lo cual
indica menor complejidad del mismo. En dicho trabajo se establecio una
importante variacion del contenido de proteina en el tiempo, después de 15
dias habia una reduccion de su contenido en el micelio del 40 al 36% cuando
se superan los 16 dias de fermentacion, tal y como se presenta en el presente
estudio a los 17 dias (figura 1). A su vez, entre los dias 10 y 15 de la FEL
no se presentaron diferencias estadisticas de la proteina total (p < 0,05),
tal y como se ha reportado en la presente investigacion. La reduccion de la
proteina en micelio vegetativo maduro ya habia sido documentada para el
estudio de fructificaciones en Flamulina velutipes [50], lo cual puede tener
relacion con lo expuesto en el presente estudio a partir de los 17 dias.
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Esto evidencia, finalmente, que el tiempo de crecimiento es un factor
determinante en la cantidad y, muy probablemente, en el tipo de proteinas
presentesenelmicelio. Este fendmeno puedeserconsecuenciadelaformacion
del aglomerado redondo de hifas, conocido como pellet, el cual promueve
la senescencia del micelio hacia el interior, principalmente, por la alta
demanda de O, y el aumento de concentracion de CO,. Este comportamiento
induce que, en el hongo, las proteinas y el nitrogeno organico se desplacen
hacia el micelio nuevo para promover su crecimiento y supervivencia,
a través del intercambio de nutrientes y oxigeno con el medio [51].

Bajo estas consideraciones y en la busqueda de la mayor diversidad
proteica posible, se seleccion6 el dia 10 para la obtencion del micelio
que seria usado en las siguientes fases de la investigacion. A los 10 dias
se tiene un micelio metabolicamente activo, el cual ha superado la fase
estacionaria, pero no presenta una variacion estadistica considerable entre
las réplicas. Por otro lado, desde el punto de vista de la bioprospeccion, no
es economicamente rentable llevar un proceso de cultivo hasta los 28 dias,
tiempo en que se presenta el mayor rendimiento, pero en donde es evidente
que la produccion de proteina es la menor dentro de los tiempos evaluados.

Rendimiento de extraccién de proteina total

En esta fase de la investigacion se evaluaron dos métodos de extraccion y
precipitacion ampliamente empleados en estudios protedmicos, para ello,
se us6 micelio de L. edodes cultivado bajo las condiciones seleccionadas.
Se utilizé micelio con un contenido de proteina total cruda de 289 + 9 mg
de proteina / g micelio seco, lo cual corresponde a un porcentaje proteico
de 28,9 + 0,9% [30] figura 2). Se ha observado que en el cultivo de
macromicetos la presencia o ausencia de una fuente de nitrégeno influye en
el contenido de proteinas del micelio [38], asi como la naturaleza organica
o inorganica de la fuente [10]. Comparado con el contenido reportado en
fructificaciones de L. edodes de Carneiro et al., con un valor de 12,76 %
[52], o de Andrade et al., con valores de 20,7% [53], se observa que el
medio de cultivo usado en el presente estudio presenta valores de contenido
de proteina superiores. Dado que para la determinacion de la cantidad de
proteina total reportada en dichos articulos se usaron fructificaciones de L.
edodes, las cuales tardan en producirse hasta en 100 dias [51], se evidencia
que el proceso biotecnoldgico descrito en esta investigacion permite una
mayor produccion de proteina, lo cual es conveniente, considerando los
tiempos mas bajos de produccion en FEL (10 dias).

El estudio de Wu et al. [49] analiza el contenido de proteina total en
miceliode L. edodes cultivado por FEL en lactosuero y caldo de papa dextrosa
(PDB), reportando concentraciones entre 19 y 40%, respectivamente [49].
Si bien es cierto que estos reportes superan los de la presente investigacion,
es importante recordar que los resultados obtenidos dependen de la cepa
trabajada y de la composicion del medio de cultivo. En este estudio, se
us6 una fuente natural no estandarizada de papa, ademas del extracto
de levadura. Esto sugiere que se requiere profundizar en la busqueda de
sustratos que estimulen una mayor produccion de proteinas dentro de un
proceso de FEL, para de esta manera, lograr una mayor concentracion de
estas en el micelio.

Respecto a la proteina total extraida, los resultados obtenidos para
los métodos de TCA - acetona y TCA - acetona - fenol se muestran en
la figura 2. Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (t =2, p < 0,05). Es asi como con el primer método se extrajo
el 13,6% de las proteinas presentes en el micelio y con el segundo método
el 23,1%.

Se ha reportado para hongos filamentosos que la eficiencia en la
precipitacion de proteinas estd influenciada por la presencia de la pared
celular, la cual es uno de los constituyentes mas abundantes de la masa
celular fingica [20]. Dicho fenémeno se evidencid en esta investigacion
durante el paso final de resolubilizacion de proteinas, ya que fue necesario
realizarlo al menos dos veces para el protocolo de TCA - acetona que no
incluia fenol.

Considerando que esta resolubilizacion se llevo a cabo en los dos
métodos propuestos usando el mismo buffer y que, para el protocolo TCA
- acetona - fenol, fue necesario solo un paso de solubilizacion, se evidencid
el efecto positivo del tratamiento previo con fenol en la eliminacion de
agentes no proteicos y en la extraccion total de proteinas (figura 2). Estos
resultados son acordes con el trabajo realizado por Rasool et al. [54] en
palma datilera (Phoenix dactylifera L.), en donde se determind que entre
cinco protocolos evaluados, aquellos que incluian al fenol permitian una
mayor solubilizacion final de proteinas e incrementaban hasta cuatro
veces la concentracion de las mismas en el extracto. De acuerdo con
los resultados del presente estudio, el método TCA - acetona, aplicado
en micelio de en L. edodes, genera un extracto con contaminantes
no proteicos que afectan la cantidad final de proteina solubilizada.
Esto concuerda con los reportes que recomiendan usar la extraccion
que incluye fenol para matrices con alto contenido de polisacaridos,
como los presentes en la pared celular de hongos macromicetos [22].
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Figura 2. Comparacion del contenido de proteina total versus el rendimiento de los
métodos de extraccion de proteinas evaluadas.

Comparacion de los métodos de extraccion
usando 1 DEy 2DE

Una vez evaluado el efecto de los diferentes métodos para la extraccion
de proteinas, se procedié con el analisis de la composicion de las mismas.
Sin lugar a duda, la electroforesis en 1D (SDS-PAGE) es la técnica mas
usada para este tipo de analisis en una muestra de origen bioldgico. En
la aplicacion de esta técnica para los extractos obtenidos bajo los dos
protocolos de extraccién se observo una mayor resolucion de bandas con
aquel que incluye el paso de extraccion con fenol, con un promedio de
32 bandas en contraste con el método de TCA - acetona, el cual presentd
apenas un promedio de 28 bandas (figura 3). Si bien el protocolo de TCA -
acetona concentra una mayor cantidad de proteinas de bajo peso molecular
(entre 5 y 18 kDa), si se compara con el protocolo que incluye fenol,
este Gltimo muestra una mayor intensidad de las bandas resueltas. Estos
resultados concuerdan con lo obtenido por otros autores, quienes han usado
dicho protocolo para analisis electroforéticos en organismos diferentes [22],
especificamente, en L. edodes, con lo encontrado por Hernandez-Macedo
et al. [27], quien reporta la separacion de un numero abundante de bandas
entre 5y 100 kDa, usando el método TCA - acetona - fenol.

Considerando que la intensidad de las bandas para proteinas con peso
molecular entre 33 y 200 kDa es mayor, usando el método TCA — Acetona
- Fenol (carriles 5, 6 y 7), es probable que las diferencias encontradas
en términos del rendimiento en la extraccion (figura 2) puedan estar
relacionadas con una mayor extraccion de proteinas en dicho rango de
pesos moleculares.

Rev. Colomb. Quim., vol. 48, no. 3, pp. 3-12, 2019




C. Vega-Oliveros, C. Chegwin-Angarita & H. D. Ardila-Barrantes

Por otro lado, es bien sabido que la presencia de contaminantes no
proteicos, como pueden ser oligo y polisacaridos, afectan la movilidad
electroforética por obstruccion de los poros del gel de poliacrilamida o
por la formacion de artefactos con las especies proteicas, causando rayas
horizontales en el gel conocidas como streaking [33]. En los analisis
realizados se evidencio la presencia de este fendmeno en el rango de 5 a
17 kDa para los extractos obtenidos usando el protocolo TCA — Acetona
(figura 3), comprobando la presencia de dichos contaminantes no proteicos
y, por tanto, la necesidad de aplicar el paso de extraccion fenolica para la
obtencion de extractos proteicos a partir de L. edodes.

La electroforesis en 2D permite indagar sobre la complejidad de los
extractos proteicos y la posible presencia de contaminantes que pueden
afectar procesos posteriores de analisis, como es el caso de la espectrometria
de masas [55]. Al analizar extractos del hongo L. edodes, obtenidos con
los dos protocolos propuestos (figura 4), el numero de manchas proteicas
en geles pequefios de acuerdo con el anlisis realizado usando el software
Flicker, se encuentran en el rango de 69 a 76 por gel. Aunque los estudios
en donde se realizan analisis electroforético de proteinas Lentinula edodes,
o en setas en general, aplicando electroforesis 2D no son muy comunes, se
puede comentar que de acuerdo con las dimensiones de los geles usados
en el presente estudio (7 cm x 7 cm), la cantidad de manchas proteicas
encontradas estan dentro de los rangos esperados.
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Figura 3. Electroforesis 1DE para cada réplica biologica y cada tratamiento. Carriles
2, 3 y 4: réplicas bioldgicas del protocolo 1 de extraccion. Carriles 5, 6 y 7: réplicas
bioldgicas del protocolo 2 de extraccion.
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Figura 4. Geles 2DE de 7 cm para muestras obtenidas de los dos métodos de precipitacion, TCA - acetona (izquierda) y TCA -
acetona - fenol (derecha). Se usaron volumenes de extracto equivalentes a 200 pg de proteina.

Valores similares en geles de dicho formato han sido reportados para
micromicetos como Penicillium verrucosum con 85 manchas definidas e
identificadas [56], aunque también se encuentran trabajos con recuentos
mayores como en Rhizopus oryzae con 310 manchas proteicas [57] o en el
estudio de Metarhizium anisopliae con un recuento de 110 [58].

Las manchas proteicas obtenidas de la muestra precipitada con TCA -
acetona, ademas de presentar menor definicion, estaban acompaiadas de
streaking en un 30% de las sefiales detectadas. Este valor contrasta con
lo encontrado con el método TCA - acetona - fenol, en donde apenas el
22% del recuento present6 algin grado de streaking. Tal resultado permitid
concluir que, como habia sido propuesto previamente, el paso adicional de
extraccion con fenol es fundamental para la obtencion de un extracto libre de
contaminantes no proteicos. Considerando su naturaleza quimica, el fenol
interactua con las proteinas a través de puentes de hidrogeno, generando su
desnaturalizacion y facilitando su solubilizacion en fases organicas [22].

Por ello, la extraccion final con este compuesto permite una menor
contaminacion con componentes no proteicos insolubles, como es el caso
de polisacaridos altamente abundantes en la pared celular de hongos. Esto
concuerda con lo previamente observado en otros estudios con plantas
maderosas [59] o en las revisiones publicadas con hongos micromicetos
[60]. Respecto a la separacion de las proteinas en funcion de sus puntos
isoeléctricos (pl), se evidencia que, para los dos protocolos aplicados, esta
es homogénea a lo largo del rango de pH de 3 a 10 (figura 4).

Al respecto, en el trabajo realizado por Liang et al. [61] se estudiaron
proteinas con efecto citotoxico y antiproliferativo en el extracto acuoso
de la seta Agrocybe aegerita, trabajando con un extracto parcialmente
purificado en el que se favorecieron la presencia de proteinas acidas con
pl menores a 5.
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En relacion con la seta en estudio, en el trabajo de Tang et al. [28], en
donde se comparo la expresion de proteinas en micelio de Lentinula edodes
obtenido en cultivo tradicional pero con incidencia o no de luz directa, se
determino una distribucion de las manchas a lo largo del gradiente de pH de
3 a 10, tal como se presentd en esta investigacion. El estudio de Hernandez-
Macedo, también con L. edodes, reportd 16 manchas proteicas definidas
con diferencias asociadas al objeto de su investigacion [27], evaluando un
rango de p/ entre 4,6 a 8,0. Estos reportes evidencian la amplia variedad
en los pls para las proteinas de interés bioldgico presentes en hongos intra
e interespecie y, por tanto, la necesidad de mantener un rango amplio de
pH como el propuesto en el presente estudio para L. edodes; mas aun si se
pretende en proximas investigaciones aplicar aproximaciones holisticas que
busquen proteinas con una posible aplicacion terapéutica.

Por otro lado, se evidencié que con el método TCA - acetona - fenol,
las manchas se concentran principalmente en el rango de pesos moleculares
entre 26,9 y 113,2 kDa, lo cual coincide con lo encontrado previamente
usando IDE y confirma la extraccion diferencial de proteinas durante la
aplicacion de los dos métodos evaluados. De acuerdo con los diversos
reportes que se tienen hasta la fecha, en estos rangos de pesos moleculares,
se presentan proteinas de origen fingico que pueden presentar actividad
bioldgica de particular interés para la comunidad cientifica [13, 61-65].
Este es el caso de una lectina con dos subunidades homologas de 32 kDa
aislada de Pholiota adiposa, la cual presentd capacidad de hemaglutinacion
y efecto antiproliferativo de las lineas tumorales HepG2 y MCEF, asi como
inhibicion de la transcriptasa reversa de la linea VIH-1 [13]. En la seta
Paxillus involutus se encontrd, igualmente, una lectina tetramérica de
28 kDa con estabilidad de hemaglutinacion [62], la cual adicionalmente
presenta actividad anti-fitoviral contra el virus del mosaico del tabaco —
TMYV. También, se han reportado glicoproteinas en Hypsizygus marmoreus,
conformadas por 10 subunidades cada una de 52 kDa (522 kDa en peso
molecular total), las cuales demostraron capacidad para la inhibicion del
crecimiento de la linea celular de leucemia U937 [63] o la presencia de
la glicoproteina GFG-3a de 88 kDa, obtenida de Grifola frondosa, la cual
induce a la apoptosis en la linea celular de cancer gastrico SGC-7901 y
muestra, ademas, arresto del ciclo celular en la fase S [64, 65].

Conclusiones

En la presente investigacion se evidencid que la produccion de biomasa
durante el cultivo del hongo macromiceto L. edodes, usando una
fermentacion en estado liquido o FEL, es un proceso que sigue una cinética
de tipo diauxico, presentando la mayor producciéon de proteina a los 10
dias post inoculacion. Se determind que para la obtencion de un extracto
con la calidad suficiente para la aplicacion de analisis protedmicos, a
partir de micelio obtenido bajo dichas condiciones biotecnologicas, se
debe recurrir al procedimiento que incluye la precipitacion con acido
tricloroacético (TCA) - acetona - fenol, de acuerdo con los resultados
obtenidos de rendimiento de extraccion y resolucion de separacion
por electroforesis en 1D y 2D. Finalmente, se establecido que, bajo las
condiciones de extracciébn y precipitacion seleccionadas, se obtienen
extractos, los cuales contienen proteinas que se encuentran en rangos de
pesos moleculares, y pls reportados para proteinas con actividad bioldgica
en este tipo de organismos. El desarrollo de herramientas de analisis para
proteinas y metabolitos en hongos macromicetos permitira un avance mas
rapido en el desarrollo bioguiado de alimentos con propiedades funcionales.
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