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Resumen

Los compuestos bioactivos de fuentes naturales, resultan atractivos para la industria
biomédicofarmacéutica por sus aplicaciones inmunonutricionales. Los hongos comestibles-medicinales
constituyen una fuente escasamente explorada por su potencial prebiético, aunque sus polisacaridos
son muy valorados en el estudio de tratamientos para las inmunodeficiencias. El objetivo fue
caracterizar, mediante Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), bioderivados de
Pleurotus ostreatus (CCEBI-3024). Se obtuvieron bioderivados, a partir de la biomasa del micelio y de
cuerpos fructiferos, segun procedimientos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI). Se
caracteriz6 por FT-IR y con el programa Spartan 08 se realizé6 la modelacién predictiva de un
polisacarido tipico encontrado en hongos. El extracto (ECf-P) y el extracto de polvo (EBSCf-P) de
cuerpos fructiferos revelaron espectros similares con sefales de grupos funcionales que sugieren la
presencia de polisacaridos. El extracto (EMP) y extracto de polvo (EBSM-P) de micelio, igualmente,
mostraron sefales similares para este tipo de biomolécula. Este estudio no resulta concluyente, pero
indica la presencia de grupos funcionales de interés y constituye el precedente para la confirmacién de
la presencia de estructuras con potencial prebidtico.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, Inmunonutricién, Prebidticos, Polisacaridos, Espectroscopia
Infrarroja

Study using Infrared Spectroscopy of bioderivatives of Pleurotus ostreatus (CCEBI-3024)
Summary

Bioactive compounds from natural sources are attractive to the biomedical-pharmaceutical industry for
their immunonutritional applications. Edible-medicinal mushrooms constitute a source, scarcely explored
for their prebiotic potential, although their polysaccharides are highly valued in the study of treatments for
immunodeficiencies. The objective was to characterize, by means of Infrared Spectroscopy (FT-IR),
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bioderivatives of Pleurotus ostreatus (CCEBI-3024). Bioderivatives were obtained from the wet biomass
of mycelium and from fruiting bodies, according to the procedures at the Study Center for Industrial
Biotechnology (CEBI) and were characterized by FT-IR spectroscopy. The extract (ECf-P) and the
powder extract (EBSCf-P) of fruiting bodies revealed similar spectra with signals indicating the presence
of glucantype polysaccharides. The extract (EM-P) and the powder extract (EBSM-P) of mycelium,
likewise, resulted with similar signals for this type of biomolecule. This study is not conclusive, but it
indicates the presence of functional groups of interest and constitutes a precedent for the confirmation of
their prebiotic potential.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Immunonutrition, Prebiotics, Polysaccharides, Infrared Spectroscopy
Introduccion

En los ultimos afos, debido a los cambios significativos hacia estilos de vida mas saludable,
especialmente durante la pandemia de COVID-19, estan en aumento las practicas dietéticas de
personas y consumidores que optan por suplementos que mejoran la inmunidad, y por alimentos
funcionales y nutracéuticos a base de hongos [1].

Las biomoléculas de los hongos han atraido la atencién de investigadores de todo el mundo debido a
sus atributos saludables comprobados [2]. Los hongos estan dotados de actividades antioxidantes,
antimicrobianas, anticancerigenas, prebioticas, antidiabéticas y antiinflamatorias, manteniendo un gran
potencial terapéutico y un amplio espectro de aplicaciones clinicas. Se ha informado una amplia gama
de compuestos bioactivos que incluyen polisacaridos, complejos proteinas-polisacaridos, péptidos y
proteinas, terpenoides y compuestos fendlicos en diversos grupos de hongos [1]. Los polisacaridos son
polimeros naturales que estan presentes, ampliamente, en plantas, animales y microorganismos. Sus
propiedades fisico-quimicas, quimicas y bioldgicas dependen de la estructura [3]. Los polisacaridos son
macromoléculas naturales constituidas por una cadena lineal o ramificada de enlaces glucosidicos de
mas de 10 monosacaridos, cuyo rango de masa molecular va de decenas de miles a millones de Dalton

[4].

La investigacion, tanto de la estructura como de los efectos fisioldgicos de los polisacaridos, recibe cada
vez mas atencion. La estructura primaria, por ejemplo, la composicion, el patrén de enlaces y la
secuencia de los monosacaridos, pueden tener un impacto significativo en la bioactividad. Estudios
previos han demostrado que los polisacaridos juegan un papel vital en la vida de los organismos vivos.
Por ejemplo, los polisacaridos de hongos comestibles y medicinales tienen aplicaciéon potencial como
modificadores de la respuesta bioldgica (BRM, por sus siglas en inglés) [2].

Las especies de Pleurotus se han utilizado como medicinales desde hace mucho tiempo, ya que
contienen diversos compuestos con propiedades farmacoldgicas y nutracéuticas beneficiosas. Tales
sustancias son lectinas con actividades inmunomoduladoras, antiproliferativas y antitumorales;
compuestos fendlicos con actividad antioxidante; y polisacaridos (polisacaropéptidos y glicoproteinas)
con actividades inmunopotenciadoras y anticancerigenas [4].

Los B-glucanos son una familia de polisacaridos con estructura quimica heterogénea [5]. Se sabe que
los betaglucanos son polimeros de glucosa que muestran, generalmente, efectos positivos en la salud
humana. Estos se encuentran en bacterias, hongos, levaduras y plantas [6].

Se cree que la estructura primaria, el grado de ramificacion, el peso molecular y la solubilidad, asi como
la carga de los polimeros, influyen en la actividad bioldgica. Varias bioactividades fundamentales, se
informan en la literatura y se describen para aplicaciones futuras. Especialmente los efectos
inmunomoduladores son de interés y se anuncian en numerosos productos complementarios
alimentarios que contienen -glucanos o extractos que contienen (3-glucanos, de algas, levaduras y
hongos [6].



Muy pocas investigaciones se han centrado en polisacaridos complejos, de cadena larga, no digeribles
con potencial como nuevos prebidticos. Los beta-glucanos que existen como polisacaridos no digeribles,
derivados de diferentes fuentes de alimentos, han demostrado no solo efectos que promueven la salud,
sino también el potencial como fuente novedosa de prebioticos [7]. Los prebidticos fueron definidos por
Gibson y Roberfroid (1995) [8] como ‘“ingredientes alimentarios no digeribles que afectan
beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un
numero limitado de bacterias en el colon”. Recientemente, los carbohidratos bioactivos, complejos de
cadena larga (polisacaridos) de cereales, hongos, hierbas y raices, estan ganando atencién como
nuevas alternativas prebiodticas [7].

La Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), es una técnica de analisis quimico
cualitativo que permite identificar los grupos funcionales de los compuestos organicos, donde la muestra
es sometida a irradiacion infrarroja con la herramienta de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Esta
permite el anadlisis de la muestra sin ser sometida a tratamientos previos, lo cual favorece que no se
incorpore ninguna sustancia que interfiera en los resultados [9].

Teniendo en cuenta los planteamientos anteriores, el objetivo de este trabajo fue caracterizar, mediante
FT-IR, la composicion de cuatro bioderivados de la seta comestible-medicinal Pleurotus ostreatus, con
vistas a evaluar su potencial como prebiético para futuras aplicaciones inmunonutricionales.

Materiales y Métodos
Material biolégico y métodos de obtencién de la biomasa de P. ostreatus y sus bioderivados.

Se utilizé la cepa de P. ostreatus (CCEBI-3024) de la Coleccion de Cultivos Microbianos del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI). Para la obtencion de los bioderivados del micelio y cuerpos
fructiferos, se partié de la biomasa producida por dos métodos de cultivos: la fermentaciéon en estado
solido (FES) y la fermentacién sumergida o liquida (FS). Segun los procedimientos generales
establecidos en el CEBI (Universidad de Oriente) para la obtenciéon de preparados inmunocéuticos a
partir de P. ostreatus con el empleo de la FES y la FS [10].

Cuerpos fructiferos de P. ostreatus:

Los cuerpos fructiferos se obtuvieron en la planta de produccion de setas comestibles del CEBI. El ciclo
productivo se desarrollé bajo condiciones de cultivo sanitarias, por la tecnologia de fermentacion en
estado sélido (FES), sobre sustrato pulpa de café [11].

Micelio de P. ostreatus:

Se usaron placas Petri, con un crecimiento micelial total, del cuarto de colonizacién y cultivo del CEBI.
Para el cultivo en FS, se tom6 una porcion del micelio de las placas y se inocul6 a frascos de cultivo
conteniendo medio extracto de levadura, los cuales se incubaron a 22 °C con agitaciéon (120 rpm) en
zaranda (HDL, China) durante 10 dias. La biomasa obtenida fue separada del medio de cultivo por
filtracion, lavada con agua destilada estéril, escurrida y pesada en balanza digital (Scout Pro, SPUt23,
China) [12].

Extractos hidrosolubles de cuerpos fructiferos (ECf-P) y Micelio (EM-P):

Los extractos hidrosolubles fueron obtenidos segun los procedimientos descritos por Llauradé et al.
(2021) [13] y Lebeque et al. (2022) [12].

Extractos hidrosolubles de la Biomasa seca y pulverizada de cuerpos fructiferos (EBSCf-P):

Una vez cosechados, los cuerpos fructiferos se fragmentaron en trozos pequefos e incubaron en estufa
durante 24 h a 45°C para lograr su secado, y a continuacion se realiz6 el molinado de los mismos
(Retsch, GM 200, Alemania) [10,14]. El polvo resultante se conservd en bolsas de plastico.



Posteriormente, se obtuvo una fraccion acuosa a partir de 2,5 g de polvo resuspendidos en 25 mL de
agua y en tubos Falcon de volumen 50 mL, sumergidos en bafio termostatico a 100°C durante 6 horas.
El resultado fue centrifugado en centrifuga (HealForce®, Neofuge 15, China) a 5500 rpm x 1h x 20°C. Se
separd el sobrenadante y se repitid (5 veces) el proceso de extraccién a partir del precipitado y se
colectaron y mezclaron todos los sobrenadantes. La mezcla se centrifugo, liofilizé y conservo en tubo de
plastico, protegido de la luz y la humedad hasta su utilizacion.

Extractos hidrosolubles de la Biomasa seca y pulverizada del micelio (EBSM-P):

La biomasa micelial también se procesé segun el mismo procedimiento descrito para la biomasa de
cuerpos fructiferos (BCf-P), hasta obtener el liofilizado.

Caracterizacién por espectroscopia infrarroja.

Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR) de las 4 muestras de P. ostreatus (extracto
hidrosoluble EM-P y extracto hidrosoluble de biomasa seca pulverizada EBSM-P; extracto hidrosoluble
ECf-P y extracto hidrosoluble del polvo seco EBSCf-P), tanto de cuerpos fructiferos como de micelio,
fueron obtenidos a través de un espectrofotometro JASCO 4000 (Japén) con Reflectancia Total
Atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). La data espectral fue procesada con el programa Spectra
Manager JASCO (Japédn). La prediccion aproximada de los espectros IR fue realizada mediante el
programa Spartan 08 [15].

Resultados y Discusién
Obtencion de los bioderivados de P. ostreatus.

Los extractos hidrosolubles del micelio (EM-P) y cuerpos fructiferos (ECf-P) de P. ostreatus (CCEBI-
3024) utilizados en este estudio, fueron obtenidos a partir de la biomasa humeda (figura 1 a y b), de
cada fase de crecimiento de la seta y liofilizados para su conservacion. Los mismos, exhibieron la
calidad requerida de acuerdo con los procedimientos de obtencion establecidos y en correspondencia
con los resultados informados por Lebeque et al. (2022) [12] lo que permitié disponer del material
adecuado para los estudios realizados.

(b)

Figura 1: Biomasa himeda de P. ostreatus (CCEBI-3024) obtenida por FES y FS. (a): cuerpos fructiferos. (b): masa
micelial.

En el caso de los pulverizados de biomasa seca, igualmente se corresponden con materiales con
caracteristicas organolépticas aceptables para la especie. Resultados similares son presentados por
Lebeque et al. (2018) [14] en un polvo de cuerpos fructiferos de P. ostreatus (figura 2, a y b). Asi mismo,
los extractos obtenidos a partir de los polvos (EBSCf-P y EBSM-P) fueron adecuados para los estudios
realizados.



(b)

Figura 2: Biomasa seca de P. ostreatus (CCEBI-3024). (a): cuerpos fructiferos secos. (b): biomasa seca pulverizada
de cuerpos fructiferos.

Exploracién espectroscépica de extractos hidrosolubles y biomasas secas pulverizadas de P. ostreatus.

Se registraron los espectros FT-IR de 4 muestras de P. ostreatus (CCEBI-3024) (pulverizados secos y
extractos hidrosolubles), tanto de cuerpos fructiferos como del micelio, caracteristicos para los
gruposfuncionales de los metabolitos presentes en los bioderivados. Los espectros de los bioderivados
del micelio se muestran a continuacion en la figura 3 (a y b):
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Figura 3: Espectros FT/IR obtenidos para bioderivados del micelio de P. ostreatus (CCEBI-3024). (a): extracto
hidrosoluble EM-P y (b): extracto hidrosoluble de pulverizado EBSM-P.

En estas primeras muestras fue posible notar gran similitud entre los espectros de extracto EM-P y
extracto hidrosoluble de polvo seco EBSM-P, en cuanto a posicién, forma e intensidad de las bandas.
Esto hace pensar en composiciones quimicas semejantes en ambas muestras. Se pudieron hallar

sefales centradas en 3248 y 3182 cm-1 para extracto y 3267 cm™ para extracto de polvo,
correspondientes a vibraciones de grupos OH, que abundan en polisacaridos, beta glucanos y
monosacaridos.

También en 2932 cm™’ para extracto y 2923 cm™?! para extracto de polvo, es posible notar una banda

correspondiente a grupos CH alifaticos. Entre 1000 y 1300 cm’' se distinguen varias bandas que pueden
asociarse, entre otras posibilidades, a vibraciones C-O, muy comunes en polisacaridos [16]. Sin

embargo, destacan otras sefales distintivas como 1627 cm’’ (en EM-P) y 1633 cm’’ (en EBSM-P), que



pueden asociarse a la presencia de grupos carbonilo, de varios tipos de metabolitos, pero en especial de
azucares reductores [16]. Resulta interesante ver algunas bandas que pueden asociarse a la presencia
de anillos aromaticos, pero que suelen confundirse con vibraciones de doblaje de carbonos alifaticos con
sus respectivos hidrégenos. Las tablas siguientes (tabla I, a y b), muestran un resumen de las
principales sefiales encontradas en ambos espectros.

@ Extracto hidrosoluble EM-P Asignacion.
Posicion Intensidad y forma
3248.50 Ancha y fuerte OH (vibracién de valencia, ancha).
Ocluida en la

3182.93 anterior Csp2-H (indica insaturaciones)
2932.23 Media Cspa-H
2871.49 Media Csps-H
1627.63 Intensa C=0, coincide con vibraciones C=N y COO-
1453.10 Media Doblaje de Csps-H, C—=C aromatico, COO-
1400.07 Media Doblaje de Csps-H, C—=C aromatico, COO-
1374.03 Media C-O de acido carboxilico, ésteres,
1331.61 Media anhidridos, lactonas, alcoholes, etc. Zona de
1226.50 Media muchas sefiales y poco distinguibles, pero
1077.05- Media sospecha de muchas vibraciones C-O,
1020.16 tipicas en polisacaridos.

990.26-928.56 Media Vibraciones fuera del plano de grupos OH

889.02-867.81 Media Vibraciones fuera del plano de grupos CH

(b)

Extracto de Biomasa seca EBSM-P Asignacion.
Posicion Intensidad y forma
3267.50 Ancha y fuerte OH (vibracion de valencia, ancha).
2923.56 Media Csps-H
2867.63 Media Csps-H
1633.41 Intensa C=0, coincide con vibraciones C=N y COO-
1541.81 Media Doblaje de Csp3-H, C--C aromatico
1401.03 Media Doblaje de Csps-H, C--C aromatico, COO-
1237.11 Media Vibraciones C-O

1029.8 Intensa Vibraciones C-O

Tabla I: Principales sefiales de los espectros IR del extracto hidrosoluble y del extracto del polvo seco del micelio de
P. ostreatus (CCEBI-3024) [16]

En el caso de los cuerpos frutiferos, sucede de manera semejante. Los espectros de ambas muestras
(ECfP y EBSCf-P) tienen grandes semejanzas en cuanto a forma y posicion de las sefales, lo que hace
sospechar acerca de composiciones quimicas similares, al menos cualitativamente (figura 4, a y b). El
analisis resulta muy parecido al anterior, pues las posiciones de las bandas son semejantes a lo
observado con el micelio.
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Figura 4: Espectros FT/IR obtenidos para bioderivados de cuerpos fructiferos de P. ostreatus (CCEBI-3024) (a):
extracto hidrosoluble ECf-P y (b) extracto del polvo seco EBSCf-P.

La tabla Il (a y b), muestra un resumen de las principales sefiales encontradas en los espectros
obtenidos para bioderivados extracto ECf-P y extracto de polvo seco EBSCf-P de cuerpos fructiferos de
P. ostreatus (CCEBI-3024).



()

Extracto hidrosoluble ECf-P
Posicion Intensidad y forma Asignacion.
3252.36 Ancha y fuerte OH (vibracién de valencia, ancha).
2937.06 Media Csp3-H
2869.56 Media Csp3-H
1623.77 Intensa C=0, coincide con vibraciones C=N y COO-
1403.92 Media Daoblaje de Csps-H, C--C aromatico, COO-
1311.36 Media OH acidos (doblaje en el plano)
1148.40 Debil CH (doblaje en el plano)
1020.16 Intensa Cc-0
770.42 Débil CH (doblaje fuera del plano)
(b)
Extracto de la Biomasa seca EBSCf-P
Posicion Intensidad y forma Asignacion.
3271.64 Ancha y fuerte OH (vibracion de valencia, ancha).
2916.81 Media Csps-H
1611.23 Intensa C=0, coincide con vibraciones C=N y COO-
1311.36 Media OH &cidos (doblaje en el plano)
1148.40 Débil CH (doblaje en el plano)
1020.16 Intensa C-O
770.42 Débil CH (doblaje fuera del plano)

Tabla II: Principales sefiales de los espectros IR del extracto hidrosoluble y del extracto de la biomasa seca
pulverizada de cuerpos fructiferos de P. ostreatus (CCEBI-3024) [16].

En esencia, estos espectros de Pleurotus muestran la presencia de grupos funcionales, comunmente
presentes en polisacaridos, glicésidos, azucares reductores, entre otros, descritos en la bibliografia [16].
Esto no esta en contradiccion con otras fuentes, que indican que los polisacaridos tienden a ser los
metabolitos mas detectados en esta clase de hongos [18]. Una revisién bibliografica sobre espectros
FTIR de polisacaridos y B-glucanos, indican grandes similitudes con los espectros obtenidos en esta
investigacion [19]. De la misma manera, estudios recientes muestran que las sefiales mas distintivas de
polisacaridos de esta naturaleza, son las relacionadas con los grupos hidroxilos y agrupaciones
carbonooxigeno [3,20] (tabla IIl). Por lo que las principales asignaciones citadas son: picos alrededor de

3400 cm™! debido a la presencia de modos de vibracion de valencia de grupos hidroxilo; las senales
alrededor de 2929-2936 cm™', ciertamente indican la presencia de articulaciones de carbonos sp3 con H
de azucares. Las bandas entre 1200 y 1500 cm™! se deben, fundamentalmente, a agrupaciones C-O-H.

Asi mismo la banda de 1040 cm™' se corresponde a vibraciones de valencia tipo C-O-C.

Principales Gonzaga, Cheng, Yang, Micelio Cuerpo fructifero
vibraciones 2013 2017 2020 Extracto Polvo | Extracto Polvo
118/ 13/ 19/
v OH 3411 3267 3400 3248 3267 3252 3272
v CH 2929 2931 2935 2932 2923 2937 2917
v COO- 1650 1639 1640 1627 1633 1623 1611
v COO- 1406 1414 1408 1400 1401 1403 -
v C-O-C 1149 1144 - - - 1148 1148
v CO 1028 1007 1048 1070-1020 | 1030 1020 1020




Tabla lll: Comparacion de senales de espectros IR reportadas en la literatura, para crudos de polisacaridos
extraidos de hongos, con las obtenidas para P. ostreatus (CCEBI-3024) en este estudio.

Prediccién del espectro IR de un polisacarido tipico de hongos.

Por otro lado, las herramientas computacionales ofrecen un apoyo importante, no solo para conocer las
disposiciones espaciales de los atomos, sino también para predecir espectros, en especial, infrarrojos.
Se modeld un polisacarido tipico encontrado en hongos y levaduras, el cual contiene unidades de
glucosa unidas por las posiciones 1,3 y con ramificaciones en la posicion 1,6 [21] (Figura 5).

HO CH,0H
HO
0
HO
/O
HOH,C HoC HOH,C
HO O HO O, HO S
Lo 0 0 od_
a OH OH oH _|q

Figura 5: Estructura de -(1,3)-(1,6)-glucano de hongos y levaduras.[20]

Se utilizé el programa Spartan 08, realizando una pre-optimizacion de la estructura, mediante la
determinacion de su energia minima y calculando el espectro IR con un método semi-empirico AM1. El
resultado se muestra en la figura 6, donde se observa un espectro con sefales coincidentes con las
experimentales. De esta manera, es posible comprobar que las dos sefales distintivas que aparecen

tanto en la prediccion como en lo experimental, se corresponden con vibraciones OH (3470 y 3430 cm'1)

y carbonos sp3 con hidrégenos (3000-2980 cm'1). El resto de las bandas se corresponden con
vibraciones de valencia de agrupaciones C-O-C o C-O de las uniones entre sacaridos (ver Figura 5) y de
doblaje en el plano y fuera del plano de osciladores como CH, OH, COH, entre otras.
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Figura 6: Espectros IR de la estructura de un [3-(1,3)-(1,6)-glucano fungico, calculados mediante el programa
Spartan 08, en su versioén para Windows, a través de un método semiempirico AM1.

pejernoTe)

A partir de la modelacion, se puede inferir que las sefiales encontradas experimentalmente, en extractos
de biomasas del micelio y cuerpos fructiferos de P. ostreatus (CCEBI-3024), se corresponden con la
presencia de carbohidratos encontrados en bioderivados similares de la especie [12,13]. Y tedricamente,
podrian contener polisacaridos de tipo B-(1,3)-(1,6)-glucano, similar a lo reportado por Lebeque et al.
(2018) [14]. Sin embargo, se conoce la existencia también de otros metabolitos, tales como fenoles [14],
asi como, triterpenos, quinonas y flavonoides [10] en P. ostreatus (CCEBI-3024) y polifenoles y terpenos
en otras especies de Pleurotus [22] cuyas sefiales, probablemente, aparecen en los espectros
experimentales.



Conclusiones

Este estudio mediante espectroscopia FT-IR de extractos hidrosolubles y extractos hidrosolubles de
polvos secos de la seta comestible-medicinal P. ostreatus, sugiere la presencia de polisacaridos,
probablemente con forma de -(1,3)-(1,6)-glucanos, entre otros metabolitos y en correspondencia con lo
que plantea la bibliografia. Destaca la similitud observada entre espectros de extracto hidrosoluble y
extracto de polvo seco de cuerpos fructiferos y de micelio. Por lo que es probable, encontrar el mismo
tipo de estructuras para ambas formas de biopreparados.

El estudio espectroscopico por FT-IR, es indicativo de la presencia de grupos funcionales
correspondientes a este tipo de compuestos en los bioderivados estudiados, soportado en este caso, por
un estudio de prediccién basado en modelaciéon molecular.

Los resultados constituyen el precedente para la futura confirmacién de estructuras quimicas presentes
en estos bioderivados con potencial prebiodtico, por técnicas analiticas mas potentes como la
espectrometriade masas y la resonancia magnética nuclear, combinadas o no con métodos eficientes de
fraccionamiento de macromoléculas.
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