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RESUMEN

RESUMEN

Los hongos comestibles han sido muy apreciados desde la antigiiedad por su valor
culinario, nutricional y medicinal. Sus caracteristicos sabor y aroma han hecho de ellos un
elemento muy valorado en la cocina tradicional y moderna. Nutricionalmente hablando
constituyen una buena fuente de proteinas y de fibra alimentaria, ademds de poseer un bajo
contenido en grasas y de ser una buena fuente de vitaminas, minerales y compuestos
antioxidantes. Entre sus propiedades medicinales es interesante destacar su capacidad

antitumoral, antioxidante, inmunomoduladora y antiinflamatoria.

Por tanto los hongos son una fuente importante de compuestos medicinales. Unos de
los compuestos con actividad biolégica mds abundantes y estudiados en hongos son los
polisacaridos, y concretamente el grupo de los B-glucanos. Entre sus actividades bioactivas
destacan principalmente la antioxidante, antitumoral e inmunomoduladora, las cuales parecen

estar fuertemente influenciada por sus caracteristicas quimicas y conformacionales.

Los hongos frescos son productos perecederos con una vida media muy limitada, por lo
gue es fundamental el uso de tratamientos de conservacién adecuados como la liofilizacidn. El
caracteristico olor a hongo comprende una serie de compuestos organicos volatiles (COVs),
entre los que destacan los compuestos derivados de 8 carbonos como los alcoholes 1-octen-3-
ol y 3-octanol, y las cetonas 1-octen-3-ona y 3-octanona. Los COVs de hongos, aparte de ser
responsables de su apreciado olor y sabor, poseen un importante papel en los ecosistemas
naturales, actuando como sefiales intra- e intercelulares. Son también de gran utilidad en
guimiotaxonomia y como agentes de biocontrol gracias a sus propiedades fungicidas y

antimicrobianas.

Asi, en esta tesis se han extraido y caracterizado polisacaridos de cuatro especies de
hongos silvestres comestibles (Boletus edulis, Lactarius deliciosus, Cantharellus cibarius y
Calocybe gambosa) recolectadas todas en la provincia de Soria. Para la obtencién de los
polisacaridos se realizaron tres extracciones acuosas consecutivas, a temperatura ambiente, a
100°C y en medio basico a 100°C. La pureza y tamafio molecular se estudid mediante
cromatografia de exclusion molecular (HPSEC), mientras que la composicidn en azlcares y el
tipo de enlaces presentes en la cadena fueron dilucidados mediante cromatografia de gases y
espectrometria de masas (GC-MS). La conformacion estructural en triple hélice se determind
mediante la unién especifica con el colorante Rojo-Congo. En funcién del tipo de extraccién y de

la especie de hongo analizada se obtuvieron diferentes polisacaridos, en su mayoria glucanos
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ademas de varios glucomananos y un complejo polisacarido-proteina, todos ellos con algun
grado de ramificacién y diferentes tamafos moleculares. La mayor parte de los polisacaridos

extraidos presentaron conformacidn terciaria en triple hélice.

Por otro lado, se ha estudiado el perfil de COVs de seis especies de hongos
comestibles (Boletus edulis, Lactarius deliciosus, Calocybe gambosa, Hygrophorus marzuolus,
Cantharellus cibarius y Pleurotus ostreatus) todas recolectadas en la provincia de Soria, excepto
P. ostreatus que fue adquirida en un supermercado local. Se ha estudiado igualmente el cambio
sufrido en el perfil de COVs tras el tratamiento de liofilizacion. Las sustancias volatiles presentes
en las muestras fueron evaluadas mediante la técnica espacio de cabeza estatico (Static Head-
Space, HS) combinada con cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS). Este
anadlisis nos permitid la identificacion tentativa de 46 compuestos, incluyendo alcoholes,
cetonas, aldehidos, compuestos heterociclicos e hidrocarburos, entre otros. Se observé que el
perfil de COVs variaba enormemente de una especie de hongo a otra. Como era de esperar, tras
el proceso de liofilizacion se encontraron cambios significativos en el perfil de COVs,
detectandose en todos los casos un aumento en la proporcién de aldehidos y en general una

disminucién en el contenido de alcoholes, cetonas y compuestos heterociclicos.
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ABSTRACT

Since ancient times, edible mushrooms have been highly appreciated for their culinary
value. Their characteristic taste and odour made them a greatly valued component in traditional
and modern cooking. Nutritionally speaking, they are a good source of proteins and dietary fibre,
they have a high fat content and they are a great vitamins, minerals and antioxidant compounds
source. Among their medicinal properties, it is interesting to emphasize their antitumor,

antioxidant, immunomodulatory and anti-inflammatory capacity.

Mushrooms are therefore an important source of medicinal compounds. One of the
most abundant compounds with biological activity in mushrooms, and among the most studied
ones, are polysaccharides, and specifically the B-glucans group. Among their bioactive activities,
antioxidant, antitumoral and immunomodulatory ones stand out most. They seem to be deeply

influenced by their chemical and conformational characteristics.

Fresh mushrooms are perishable products with a very limited lifetime, and that’s why
the application of proper conservation processes as lyophilization is crucial. The distinct
mushroom odour includes several volatile organic compounds (VOCs), among which 8-carbon
derived compounds stand out, like alcohols 1-Octen-3-ol and 3-Octanol, and ketones 1-Octen-
3-ona and 3-Octanona. Mushrooms VOCs, besides being responsible for their appreciated odour
and taste, play an important role in natural ecosystems, acting as intra- and intercellular
signalling. They are of great utility in chemotaxonomy too, and as biocontrol agents thanks to

their fungicide and antimicrobial properties.

Thus, in this thesis, we have extracted and characterized polysaccharides from four
species of edible wild mushrooms (Boletus edulis, Lactarius deliciosus, Cantharellus cibarius and
Calocybe gambosa), all of them harvested in the province of Soria, Spain. For the extraction of
polysaccharides, three consecutive aqueous extractions were carried out, at ambient
temperature, at 100°C and at 100°C in alkaline solution. Molecular purity and size were analyzed
through High Pressure Size Exclusion Chromatography (HPSEC), while sugar composition and the
type of bond present in the chain were elucidated through Gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). Triple-helix structural conformation was determined through Congo red
dye specific binding. Depending on the extraction type and the analyzed mushroom species,
different polysaccharides were obtained, most of them glucans, as well as several glucomannans

and one polysaccharide-protein complex, all of them with some degree of branching and
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different molecular sizes. Most extracted polysaccharides showed triple-helix tertiary

conformation.

On the other hand, we analysed the VOCs profiles of six edible mushroom
species (Boletus edulis, Lactarius deliciosus, Calocybe gambosa, Hygrophorus marzuolus,
Cantharellus cibarius and Pleurotus ostreatus), all of them harvested in the province of Soria,
except for P. ostreatus, acquired in a local supermarket. We also analyzed the change that VOCs
profile underwent after lyophilization process. Volatile compounds present in the samples were
evaluated through Static Head-Space technique (HS), combined with Gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). This analysis allowed us to the tentative identification of 46 compounds,
including alcohols, ketones, aldehydes, heterocyclic compounds and hydrocarbons, among
others. A huge variation in the VOCs profile from a mushroom species to another was observed.
As expected, after lyophilization process significant changes in the VOCs profile were found, an
increase of the aldehydes’ proportion was detected in all instances, as well as an overall

reduction of alcohol, ketone and heterocyclic compounds’ content.
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1. INTRODUCCION

Las evidencias fdsiles ponen de manifiesto que los hongos han estado presentes en
nuestro planeta desde hace al menos 300 millones de afios. Probablemente ya en la prehistoria
los humanos recolectaban setas silvestres como fuente de alimento y posiblemente con
propdsitos medicinales. Civilizaciones como la griega, egipcia, romana, china y mexicana ya
apreciaban los hongos como productos gourmet, probablemente conocian sobre su valor
terapéutico y las usaban frecuentemente en ceremonias religiosas [1]. El importante papel de
los hongos en la historia ya quedé evidenciado en la Biblia, donde la trufa del desierto o Terfezia

arnenari, es descrita como “el pan del cielo” o “el mana de los israelies [2].

En los dltimos afios los hongos han suscitado un enorme interés, no sélo por su
caracteristico sabor y aroma tan apreciados en la cocina, sino también por sus cualidades
nutricionales y por ser una importante fuente de compuestos biolégicamente activos con gran
valor medicinal [3]. La actividad de los hongos es ademas esencial en el correcto funcionamiento
de los ecosistemas, siendo los responsables, junto con las bacterias, de la descomposicién de
toda la materia orgdnica. Su asociacién con las raices vegetales, formando micorrizas, es muchas
veces imprescindibles para la supervivencia de determinadas plantas en ecosistemas naturales

[4].

2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS HONGOS

Los hongos constituyen un Reino independiente del animal y el vegetal, el Reino Fungi.
Son organismos cosmopolitas, eucariéticos, normalmente plurinucleados y se reproducen por
esporas. Su nutricion es heterdtrofa y se alimentan de forma caracteristica por absorcidn,
mediante la liberacién de enzimas digestivas al exterior y posterior absorcién de los productos
de digestion. Aunque no son organismos fotosintéticos, en muchas ocasiones necesitan la luz

para la produccién del cuerpo fructifero o seta.

Como seta podemos definir a “aquellos hongos macroscdépicos con un cuerpo fructifero
productor de esporas que puede encontrase bien sobre la tierra (epigeo) o bajo tierra (hipogeo),
y que es lo suficientemente grande como para poder ser observado a simple vista y recolectado
amano” [5]. Se ha estimado que existen mas de 1.5 millones de especies de hongos de los cuales
se conoce aproximadamente el 1% [6]. Dentro de este enorme nlmero se calcula que hay unas
140.000 especies de “setas”, de las cuales sdlo se conoce un 10%. Dentro de este 10% se
considera que sélo un 50% tienen cierto grado de comestibilidad, de las cuales mas de 2.000 son

seguras y 700 poseen compuestos con propiedades bioactivas significativas [7].
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La parte vegetativa del hongo o talo suele ser filamentosa, formada por hifas
microscopicas cuyo conjunto recibe el nombre de micelio. Las hifas pueden ser septadas (con
tabiques internos) o cenobidticas (carecen de ellos) y estan recubiertas de una pared celular
compuesta fundamentalmente por quitina, ademas de componentes como la celulosa y otros
polisacaridos. A lo que llamamos seta o carpdforo es en realidad el cuerpo fructifero del hongo,
formado como resultado del crecimiento diferenciado y del entrelazamiento de las hifas, junto
con una rapida expansiéon debida a la gran absorcidon de agua. Las setas pueden ser tanto
epigeas, creciendo en superficie, o hipdgeas, se desarrollan bajo tierra como es el caso de las
trufas. En la naturaleza las setas tienen la principal funcidn de producir, madurar y diseminar las
esporas formadas mediante reproduccion sexual, con el fin de asegurar la supervivencia del
hongo a largo plazo. Su reproduccion puede ser también asexual, la cual, aunque no proporciona
variabilidad genética, es mucho mas rdpida y la mas habitual en hongos, aunque con frecuencia
alternan ciclos sexuales y asexuales (FIGURA 1) [4]. Las setas pueden presentar una gran
diversidad de formas, tamafios, colores y texturas. Pueden variar desde hongos microscépicos
unicelulares hasta micelios como el de la especie Armillaria que ocupa un area de mas de 12 ha

en Norteamérica [4].

6. Micelio secundario
dicariotico

5. Somatogamia
7. Cuerpo fructifero o
seta

1. Basidios con
basidiosporas
hapliodes

/ 2. Basidiosporas
4. Hifas compatibles 3. Micelio primario

monocariotico

FIGURA 1. Ciclo de desarrollo tipico de un Basidiomicete. El ciclo comienza con la germinaciéon de las
esporas haploides o basidiosporas (1 y 2) para dar lugar a un micelio primario monocariético (un solo
nucleo por célula) (3). Tras esta fase se produce la somatogamia o fusidn de hifas compatibles (4 y 5) y se
obtiene un micelio secundario dicaridtico (dos nucleos por célula) (6), que da lugar a los cuerpos

fructiferos o setas (7) [4].
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2.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS SETAS

A partir del micelio secundario subterrdneo se forma la seta, la cual puede adoptar
formas muy diversas: globosas, coraliformes, claviformes, en copa, etc. La estructura de las setas

es un elemento taxondmico muy importante a la hora de su clasificacion (FIGURA 2).

Sombrero

7

Tipos de sombrero:
1. Esférico

2. Hemisférico

3. Convexo

4. Mamelonado

5. Campanulado

) 2 6.Flexuoso
Himenoforo

Tipos de himenéforo:
1. Tubos

2. Ldminas

3. Paas

Formas de insercién de las ldminas:
1. Libres

2. Con collar

3. Sublibres

4. Adnadas

5. Decurrentes

6. Escotadas

Formas de pie:
1. Bulboso

2. Ventrudo
3. Fusiforme
4. Cilindrico
5. Radicante

Superficie del pie:
A. Fibriloso

B. Escamoso

C. Reticulado

FIGURA 2. Ejemplo de caracteristicas morfoldgicas de las setas de importancia taxondmica [4].

Sombrero ]

SN Escamas

—* Cuticula

Himendéforo 5
Laminas

FIGURA 3. Partes principales de un seta tipica [4]
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Las partes basicas de una seta tipica son el sombrero; el himendforo y el pie. El sombreo
puede estar cubierto de escamas, restos de un velo general, debajo de la cuales se encuentra la
cuticula. El himendéforo es la parte encargada de sostener el himeneo o parte fértil portadora de
esporas, y finalmente el pie que sirve de sostén. El pie puede llevar un anillo, restos del velo

parcial, y también puede presentar una volva o restos del velo general (FIGURA 3) [4].

2.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LAS SETAS

El estudio de la estructura microscdépica de las setas es parte fundamental en micologia,
imprescindible para una correcta determinacién de las especies. Las estructuras microscopicas

con mayor significado taxondmico son (FIGURA 4) [4]:

Las hifas, son la unidad estructural de la mayoria de hongos, en particular de los hongos
filamentosos y aparecen generalmente divididas por tabiques transversales llamados

septos. El conjunto de hifas recibe el nombre de micelio

e La cuticula o pellis constituye la capa superficial del cuerpo fructifero. Su disposicion,

propiedades y forma constituyen caracteristicas taxondmicas muy importantes.

e La trama o contexto constituye la porcién interna del carpéforo y puede presentar

diferencias en su estructura de gran significado taxonémico.

e Lasascassonsacos en el interior de los cuales se desarrollan las esporas de origen sexual
en la divisién Ascomycota. Su forma puede ser variable y pueden presentar, segun la

especie, distinto niUmero de esporas.

e Los basidios son células himeniales de la divisidn Basidiomycota, donde se desarrollan
las esporas de origen sexual, generalmente cuatro. Estas esporas son exdgenas y

permanecen unidas al basidio por los esterigmas.

e Los cistidios son células terminales estériles de hifas que se colocan en el himeneo, en
la superficie del cuerpo fructifero o, en ocasiones, en la trama de los basidiocarpos y

presentan una morfologia muy variada.

e Las esporas son las unidades de propagacion sexual de los hongos, que al germinar en
las condiciones adecuadas originan el micelio. Presentan diferentes formas, tamanios,
colores y ornamentaciones dependiendo de la especie, siendo muy importantes a nivel

taxondmico.
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Division ascomycota Division Basidiomycota

I Cuticula

/—-.'*-/,‘-;‘\3 W
722
127 W),

Basidios

Esporas

FIGURA 4, Caracteristicas microscopicas de las setas. Imagen:

http://www.photomazza.com/?Fungi&lang=es. © Maria Tullii.

2.3. FORMAS DE VIDA DE LOS HONGOS

Los hongos en general se dividen en tres grupos en funcidn de sus preferencias de nicho-

sustrato: simbiontes, saprdfitos y parasitos.

La simbiosis es una relacidn que se establece entre dos organismos vivos en la cual

ambos obtienen beneficio. Los hongos simbiontes se dividen en liquenizados y micorrizados.

Los hongos liquenizados forman asociaciones simbidticas con algas y se comportan como
unidades estructurales y funcionales independientes. Los hongos micorricicos establecen
asociaciones simbidticas con las raices cortas de plantas formando micorrizas, término acufiado
por primera vez por Frank en 1885 [8] para definir la asociacién de mutuo beneficio entre las
hifas de un hongo v las raices de una planta. Esta asociacién es de gran importancia en los
ecosistemas forestales, debido al papel que desempefian en su mantenimiento. Se estima que
entre el 85% y el 95% de las especies de plantas vasculares forman micorrizas, de las cuales tan
solo del 3-5% forman asociaciones del tipo ectomicorricico, muy importantes en el mundo
forestal. Los hongos formadores de ectomicorrizas se encuentran principalmente entre las
divisiones Basidiomycota (Amanita sp, Boletus sp., Lactarius sp., Cantharellus sp, Hygrophorus
sp, etc) y Ascomycota (Tuber sp, etc), e incluyen a las especies mds comunes y de mayor valor
econdmico en nuestros bosques. Estos hongos favorecen principalmente la captacién de fosforo
y nitrogeno por parte de la planta, la cual transfiere al hongo carbohidratos generados en la

fotosintesis [4].

11
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Los hongos sapréfitos se nutren de sustancias producidas por la descomposicidn de la

materia orgdnica muerta, en cuyo proceso se asimila el carbono, el hidrégeno y el oxigeno, y se
libera nitrégeno, fésforo, potasio y azufre entre otros elementos. Estan involucrados, junto con
las bacterias, en el reciclaje de la materia organica muerta. La proporcion de hongos saprofitos
productores de carpdforos es relativamente baja, aunque existen especies de gran importancia
econdmica como el champifién (Agaricus bisporus), la seta de ostra (Pleurotus ostreatus) o el

Shiitake (Lentinula edodes), |las cuales son cultivadas de forma industrial [4].

Los hongos parasitos se caracterizan por vivir en diferentes huéspedes, a los que

provocan dafios mas o menos graves (hongos patdgenos como Armillaria mellea) o incluso la

muerte [4].

2.4. CLASIFICACION Y BREVE DESCRIPCION DE LOS HONGOS SOMETIDOS A ESTUDIO

Los hongos constituyen un grupo polifilético, compuesto por linajes de organismos no

emparentados entre si, agrupandose en tres reinos diferentes (FIGURA) [9]:

e Reino Protozoa. No presentan pared celular y se alimentan por fagocitosis. Incluye los

llamados “mohos mucilaginosos”.

e Reino Chromista. Organismos descendientes de algas que han perdido la clorofila. En
general sus paredes celulares no presentan quitina ni glucanos, sino que estan

compuestas por celulosa.

e Reino Fungi. Hongos verdaderos, presentan pared celular de quitina y glucanos. Estan

mas emparentados con los animales que con las plantas. Se distinguen cuatro divisiones:

o Division Chytridiomycota: Presenta esporas flageladas e incluye muchos

hongos acuaticos.

o Division Zygomycota. Presenta hifas no tabicadas o cenociticas. Hongos tan

frecuentes como es el moho negro del pan.

o Divisién Ascomycota. Grupo con mayor nimero de especies, algunas con gran
valor comercial como las trufas, las colmenillas o las criadillas de tierra. Poseen
hifas septadas y forman esporas sexuales en unas células llamadas ascas,
normalmente agrupadas en cuerpos fructiferos conocidos como ascocarpos,

carpoéforos o setas.

12
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o Divisién Basidiomycota. Hongos de mayor complejidad morfoldgica. Presentan
hifas septadas. Reproduccidn sexual principalmente mediante somatogamia,
por fusion de hifas compatibles. Se caracterizan por formar basidiosporas
dentro de unas células especializadas llamadas basidios, agrupadas en cuerpos

de fructificacién denominados basidiocarpos, carpdforos o setas.

HONGOS
Reino Protozoa Reino Chromista Reino Fungi
(fﬂj’; //‘,\E;\\ (“Hongos verdaderos”)
Ny ‘i |
J | | | |
D) Chytridiomycota Zygomycota Ascomycota Basidiomycota
O : fﬁ};'é
- oy g p
; J "\: : AN 7:': f(‘,g‘{{(}v : = @

.

FIGURA 5. Clasificacion taxondmica de los hongos. Es un grupo polifilético agrupado en tres reinos

diferentes de organismos no emparentados entre si.

Los criterios taxondmicos y de orden utilizados en este trabajo siguen la nomenclatura
utilizada por los autores Cannon y cols. en 2007 [10]; Kirk y cols. 2008 [11] y Hibbet y cols.
2007[12].
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Boletus edulis Bull Miguel, Hongo
Familia Boletaceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero hemisférico de 10-20 cm de diametro, convexo-extendido en la madurez.

Cuticula de color pardo-ocraceo, lisa, ligeramente viscosa en tiempo hiimedo. Margen excedente.
Los tubos son de color blanquecino, mas tarde amarillentos y finalmente verde-oliva, son
separables con facilidad del sombrero y no llegan al pie (libres).

El pie es ventrudo al principio, después cilindrico, de color blanco-crema, y reticulado en la parte
superior.

La carne es blanca, rosa bajo la cuticula e inmutable al corte.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son lisas, fusiformes, de 14-18 x 4-6 um, y presenta una esporada ocre-olivacea.
Habitat y ecologia:

Hongo micorricico.

Fructifica desde finales de verano hasta final del otofio, bajo frondosas o coniferas.

Prefiere suelos acidos y suele crecer en grupos de varios ejemplares mas o menos dispersos.

Observaciones:

Excelente comestible, de olor y sabor agradables.
Tiene un sabor bien definido, dulce como el de

las avellanas.

Imagen: http://www.gloriamar.es/seta-boletus-edulis/

FIGURA 6. Breve descripcion macroscopica y microscopica de la especie Boletus edulis [13].
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Lactarius deliciosus (L.) Gray Niscalo, nicalo, rovellon
Familia Russulaceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero de 6-10 cm de diametro, plano-convexo a infundibuliforme. Margen incurvado.
Cuticula lisa, de color anaranjado, zonada, con maculas mas oscuras de color verdoso y no
separable.

Laminas adnadas a decurrentes, anaranjadas y con manchas verdosas

El pie de 4-6 x 1-2 cm, cilindrico, escrobiculado, anaranjado y con maculas verdosas.

La carne es blanquecina, se torna enseguida de color zanahoria al corte y finalmente a

tonalidades verdosas.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son amiloides, con verrugas unidas en crestas y reticuladas, de 7,5-9 x 6-7 um.

Esporada blanco-cremosa.

Habitat y ecologia:

Hongo micorricico.
Especie tipica de coniferas, aparece de forma masiva en otofo y principios del invierno en

pinares, preferentemente jovenes, gregariamente o en grupos, y en ocasiones muy numerosos.

Observaciones:

Esta especie es un buen comestible.
Se caracteriza por su latex anaranjado y sabor

ligeramente acre y dulzdn.

Imagen: http://eduboletaires.blogspot.com.es/

FIGURA 7. Breve descripcion macroscopica y microscopica de la especie Lactarius deliciosus [13].
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Calocbe gambosa (Fr.) Donk Perrochico, lansardn.
Familia Tricholomataceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero hemisférico, posteriormente convexo-aplanado, de 5-14 cm de didmetro.
Cuticula seca, separable de la carne, de color blanco o crema —ocraceo.

Las laminas son blanquecinas, apretadas y escotadas.

El pie es cilindrico, ligeramente bulboso en la base, blanco, de 3-6 x- 1-3 cm.

La carne es blanca, con olor y sabor harinoso.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son elipsoidales, de 5-6-x-4-3 um, hialinas, lisas, no amiloides.

Esporada blanca.

Habitat y ecologia:

Especie que fructifica en primavera en suelos humificados, himedos y no contaminados.

Es una especie praticola y fructifica formando grandes corros de brujas. Aparece bajo espinos,

endrinos y otros arbustos.

Observaciones:

Excelente comestible. De consistencia algo dura,
y sabor especialmente farinoso, con un regusto

un poco amargo.

Imagen: http://eurofunghi.pt/web/

FIGURA 8. Breve descripcion macroscopica y microscépica de la especie Calocybe gambosa [13].
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Hygrophorus marzuolus (Fr.) Bres. Seta de marzo, marzuelo
Familia Hygrophoraceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero de convexo a plano, de 4-10 cm de diametro.

Cuticula lisa, no viscosa, de color blanquecino al principio, mas tarde gris-negruzco. Margen de
incurvado a plano.

Presenta laminas subdecurrentes, espaciadas, blancas al principio y mas tarde grisaceas con
lamélulas.

El pie Cilindrico, de 3-5 x 2-4 cm, blanquecino, posteriormente grisaceo.

La carne es blanca o grisacea.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son elipsoidales, lisas, hialinas, de 6-8,5 x 4-5 um, no amiloides.

Esporada blanca.

Habitat y ecologia:

Hongo micorricico.
Fructifica en bosque de coniferas y raramente en frondosas, con predileccion por suelos

siliceos. Su época de aparicion es el invierno y principios de la primavera, algo poco usual en

micologia.

Observaciones:

Excelente comestible, de textura agradable, olor

poco destacable y sabor suave y dulce.

Imagen: http://www.alamedadelvalle.es/

FIGURA 9. Breve descripciéon macroscopica y microscépica de la especie Hygrophorus marzuolus [13].
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Cantharellus cibarius (Pers.) Fr. Rebozuelo
Familia Cantharellaceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero De 3-9 cm de didmetro, convexo-aplanado, mas tarde infundibiliforme. Margen
ondulado e incurvado.

Cuticula de color amarillo-anaranjado, lisa y seca.

El himendforo esta formado por pliegues longitudinales gruesos, anastomosados, decurrentes,
del mismo color que el sombrero.

El pie es corto, adelgazandose hacia la base, de 2-6 x 1-2 cm, liso, del mismo color que el resto
del carpoforo.

La carne es amarillenta.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son elipsoidales, de 9-10 x 5-6 um, hialinas, lisas, gutuladas.

Esporada amarilla.

Habitat y ecologia:

Hongo micorricico.
Fructifica en bosques de coniferas y frondosas, normalmente en veranos lluviosos, aunque

también es frecuente encontrarlas en el otofo.

Observaciones:

Excelente comestible, de sabor afrutado y en ocasiones

un poco amargo.

Imagen: http://setas-hongos.blogspot.com.es/

FIGURA 10. Breve descripcién macroscépica y microscopica de la especie Cantharellus cibarius [13].
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Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. Seta de chopo
Familia Pleurotaceae

Caracteristicas macroscopicas:

Sombrero de 5-15 cm de didametro, en forma de ostra. Margen incurvado.
Cuticula lisa, brillante, de color variable, marron-grisaceo o gris oscuro.
Laminas muy decurrentes, apretadas, blanco-cremosas y con lamélulas.
El pie es excéntrico, muy corto, de 3-7 x 1-2 cm y blanquecino.

La carne es blanca.

Caracteristicas microscopicas:

Las esporas son cilindricas, de 8-12 x 3-4 um, hialinas, lisas, no amiloides.

Esporada blanquecina.

Habitat y ecologia:

Especie saprofita.

Fructifican sobre madera o restos lefosos, generalmente de frondosas, de forma gregaria e

incluso cespitosa sobre los arboles que llevan tiempo caidos. Se encuentran a finales de verano

y durante el otono.

Observaciones:

Excelente comestible. Presentan un olor y sabor

agradables.

Imagen:
http://www.mykoweb.com/CAF/species/Pleurotus_ostrea
tus.html

FIGURA 11. Breve descripcién macroscdpica y microscopica de la especie Pleurotus ostreatus [13].
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3. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS HONGOS COMESTIBLES EN CASTILLA Y LEON.

La mayoria de especies de setas estdn asociadas al otofio, verano y primavera,
estacionalidad que limitaba su consumo sélo a ciertas épocas del afio. Esta limitacidn fue salvada
gracias a la aparicion del cultivo de hongos para consumo humano hacia el afio 600 en China,
con el cultivo en troncos de madera de la especie Auricularia auricularia. Pero el mayor avance
dentro de este sector se dio en Francia, sobre el afio 1600, con el cultivo sobre material de
compostaje de la especie Agaricus bisporus o champiiidn [14]. En las uUltimas décadas se ha
incrementado enormemente el consumo y la produccién de setas cultivables a nivel mundial,
en especial el cultivo de A. bisporus (champifidn), P. ostreatus (seta de ostra) y L. edodes
(Shiitake). El champifién es la especie mas cultivada y consumida en Europa, y su produccion,

junto con la de otras setas, ha aumentado en Espafia un 40% desde el afio 2007 al 2013 [15].

A parte de las setas cultivadas, la recoleccién de especies de hongos silvestres también
ha aumentado enormemente. En Espana en lo ultimos afios se han empezado a recolectar
muchas variedades de setas que antes no se consumian. La aparicién de gran nimero de
estudios [16, 17], iniciativas como la creacion de un sello de garantia de calidad y la aparicidn de
proyectos como la red internacional Mycosilva, ponen de manifiesto este creciente interés y
aficién de los consumidores en la recoleccion y comercializacion de setas silvestres, dandole una
importancia econdmica que hasta hoy no tenia. Este aumento en la recoleccién, no siempre
responsable, ha llevado a la necesidad de controlar la masiva afluencia en nuestros bosques,
tanto a nivel de micoturismo como a nivel comercial y econdmico, con la finalidad de conservar

y explotar las fuentes naturales y ecosistemas micolédgicos de una forma sostenible.

Algunas regiones como Castilla y Ledn y en particular la provincia de Soria, son
actualmente territorio de referencia en produccién micoldgica, tanto por la calidad como por la
cantidad del producto que procede de sus montes. Castilla y Ledn ha sabido aprovechar esta
gran rigueza micoldgica mediante la creacidn de la marca de garantia de calidad Setas de Castilla
y Leon (FIGURA 12), el primer sello de calidad para este tipo de producto que se conoce en todo
el mundo. La comercializacidn a través de este sello contribuye a la creacion de un mercado mas
estable, racional y transparente y sirve como herramienta de desarrollo para los territorios
productores, en su mayoria zonas rurales deprimidas (http://www.micocyl.es/marca-de-

garantia-setas-de-castilla-y-leon).
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FIGURA 12. Marca de garantia de calidad Setas de Castilla y Ledn.

Por otro lado, el proyecto Micosylva (http://www.micosylva.com/content/proyecto-
micosylva-0) es una red Europea de parques micoldgicos formada por un conjunto de bosques
representativos de territorios europeos de especial relevancia en recursos micoldgicos (FIGURA
13), donde se pretende dar a conocer a la sociedad la importancia ecolégica de los hongos para
la salud del bosque, y la necesidad de una gestién que garantice la persistencia del recurso y
mejore las actividades econdmicas generadas por la recoleccidn de las setas, su comercializacion

y el micoturismo.

Québec (CA)

FIGURA 13. Mapa de territorios participantes en la Red europea Micosylva. Imagen:

http://www.micosylva.com/

Un buen ejemplo regional de estos territorios de gran relevancia micolégica es el Parque
Micoldgico de Pinar Grande en Soria (FIGURA 14), con mds de 12.500 hectdareas de bosque limpio
y accesible, el cual posee una riqueza micoldgica estimada de mas de 200 Toneladas anuales de
hongos comestibles. Estos bosques proporcionan importantes rentas a muchas familias de la
zona desde los afos 60. En los ultimos tiempos el considerable aumento del nimero de
recolectores aficionados y con fines comerciales en Pinar Grande, ha hecho necesaria una

regularizacidn a través de permisos que garanticen una recoleccién respetuosa y responsable.
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FIGURA 14. Triptico del parque Micoldgico de Pinar Grande en Soria. Imagen: http://www.micosylva.com/

Aunque el nimero de especies de hongos comestibles recolectadas en estas zonas es
elevado, los géneros de mayor popularidad, de mayor importancia econédmica y que mayor valor
alcanzan en el mercado en Castillay Ledn, son Boletus sp (B. edulis), Cantharellus sp (C. cibarius),

L. deliciosus, P. ostreatus, C. gambosay P. eryngii.

4. PROPIEDADES DE LOS HONGOS

4.1. INTRODUCCION

En oriente los hongos han sido utilizados tradicionalmente desde la antigliedad tanto
para su consumo como para uso medicinal. Sin embargo en Europa el consumo de hongos
comestibles no se ha visto incrementado hasta hace relativamente poco, siendo su consumo
escaso y esporadico en muchos paises como Espafia. En las ultimas décadas el mejor
conocimiento del valor nutricional y funcional de los hongos ha contribuido enormemente a este

aumento en su consumo.

Lo que primero nos llama la atencién de los hongos comestibles son sus magnificas

cualidades organolépticas. Su sabor, textura y su olor caracteristicos los hacen muy apreciados
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y versatiles en la cocina. Su inconfundible sabor, conocido como umami o delicioso en japonés,
se considera actualmente como el quinto sabor, junto con el dulce, el salado el 4cido y el amargo.
El umami se ha relacionado con alimentos ricos en glutamato monosddico. Existen estudios que
demuestran que la ingesta de glutamato en las comidas incrementa la secrecién de jugos
digestivos e insulina, mejorando asi la digestién [18, 19]. También se ha demostrado que el
glutamato libre juega un papel beneficioso en la regulacion de las funciones gastrointestinales,
con lo que podria utilizarse para el tratamiento de enfermedades gastricas tales como dispepsia
o gastritis [20]. Ademas es de gran ayuda en la reduccién de la ingesta de sal en las comidas,
entre un 30% y un 40%, ya que ademas de mantener la palatabilidad del alimento, disminuye el

porcentaje de sal necesaria y asi el riesgo de hipertensidn y de enfermedades coronarias [18].

Desde un punto de vista nutricional las setas son alimentos muy valiosos. Constituyen
una buena fuente de proteinas y fibra alimentaria, y contienen un bajo contenido en grasas y
energia, por lo que son un excelente elemento para la elaboracidon de dietas equilibradas,
hipocaldricas y antihipertensivas. Ademas, son una buena fuente de vitaminas, minerales y
compuestos antioxidantes como los fenoles [21, 22]. Como muestra la FIGURA 15, el indice
nutricional de algunas setas, indice basado en el contenido relativo de aminoacidos esenciales
el cual nos muestra de una forma intuitiva la calidad proteica del alimento, es ligeramente

inferior al de la carne y comparable al de la leche y algunas legumbres.
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FIGURA 15. Comparacién del indice nutricional de diferentes alimentos con el indice nutricional de hongos

comestibles [23].

Desde un punto de vista medicinal, aunque los hongos han sido utilizados con este fin
desde la antigliedad en paises como China, es en los ultimos tiempos cuando se ha empezado a
conocer el gran nimero de compuestos bioldgicamente activos que presentan. Muchos de estos

compuestos, aislados a partir de hongos comestibles y no comestibles, han mostrado

23



INTRODUCCION GENERAL

prometedoras propiedades inmunomoduladoras, antitumorales, cardiovasculares, antivirales,
antibacterianas, hepatoprotectoras y antidiabéticas, entre otras. En particular los polisacaridos,
y en especial los bien conocidos B-glucanos, han demostrado ser capaces de modular la

respuesta inmune en animales y humanos e inhibir el crecimiento de ciertos tumores [24, 25].

Por tanto los hongos son una valiosa fuente de nutrientes y compuestos bioactivos. Sus
potenciales efectos beneficiosos sobre la salud humana los hacen ser grandes candidatos para
ser considerados como “alimentos funcionales”, entendiéndose como tales aquellos “alimentos
que ademds de actuar como nutrientes, pueden influir de forma especifica y positiva sobre
ciertas funciones biolégicas, mejorando nuestro estado general de salud y/o reduciendo el

riesgo de padecer ciertas enfermedades” [26].

4.2. PROPIEDADES NUTRICIONALES

El consumo de hongos se ha incrementado gracias a sus magnificas cualidades
nutricionales, como son su alto contenido en proteinas, bajo contenido en grasas saturadas y
presencia de acidos grasos insaturados. En la TABLA 1 se muestra un resumen bibliografico de
la composicidon en macronutrientes, humedad y energia (Analisis proximal) de las diferentes
especies analizadas. Se observa cémo el contenido en nutrientes varia enormemente entre
especies e incluso dentro de la misma, debido a diferencias en la composicion del suelo,

condiciones ambientales, condiciones de recoleccidn, tratamiento, conservacion, etc.

TABLA 1. Composicién proximal de las seis especies de hongos comestibles estudiadas.

Especie Humedad® Cenizas® Proteinas®> Grasa’® Carbohidratos? Energia3 Fibra? Ref.

B. edulis 89,2 5,3-7,1 17,2-36,9 2,5-4,6 64,3-71,2 3,6-4,0 - [21, 27]
L. deliciosus 90,1 7,2-14,3 17,9-20,0 0,8-6,5 60,3-64,6 3,7 - [28, 29]
C. gambosa 90,9 7,9-13,9 15,5-47,2 0,8-1,3 42,7-69,8 3,3-3,8 - [21, 30]
Hygrophorus sp 80,7 10,6 1,3 6,6 57,7 -- 23 [31]

C. cibarius 92,4 6,4-12,1 30,9-69,1 1,5-4,5 14,3-56,3 3,6-3,8 - [21, 29, 32]
P. ostreatus 95,0-91,3 7,6-8,1 13,2-42,0 0,5-5,0 37,0-75,1 3,7 24-31  [29, 33-35]

!Datos expresados como g/100 g de peso fresco
ZDatos expresados como g/100 g de peso seco
3Datos expresados como Kcal/g de peso seco.
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4.2.1. Humedad, cenizas y aporte energético

Las hongos frescos contienen un alto porcentaje de humedad (85-95%) dependiendo
enormemente de la época de recogida y de las condiciones ambientales [36]. El aporte
energético de los hongos es en general bajo, entre 3,0-4,3 Kcal/g de materia seca, por lo que a
menudo las setas son incluidas en las formulaciones de dietas hipocaldricas. El contenido en
cenizas varia aproximadamente entre un 5,3-12,2 g/100 g de peso seco dependiendo de la

especie (TABLA 1) [21].

4.2.2. Contenido en proteinas

El contenido proteico en hongos oscila aproximadamente entre un 1-69 % por g de
materia seca (TABLA 1). El contenido en proteinas de los hongos comestibles se encuentra entre
los niveles de proteinas de la carne y el de otros alimentos como la leche [36, 37].La
digestibilidad de estas proteinas es bastante buena [38], similar a la de las proteinas de

legumbres [39], pero por debajo de la digestibilidad de las proteinas de la carne [40].

Las proteinas de hongos son ricas en aminoacidos esenciales como lIsoleucina (lle),
Leucina (Leu), Lisina (Lys), Metionina (Met), fenilalanina Phe), Treonina (Thr), Triptéfano (Trp) y
Valina (Val) (TABLA 2) [22]. Para la mayoria de especies los aminodcidos esenciales mas
abundantes son la Lisina y la Treonina, mientras que los de menor concentracion son el
triptéfano y la metionina [41]. Esta composicién en aminodcidos es comparable a la proteina
animal, por lo que resulta interesante su introduccion en la dieta con la idea de contrarrestar el
alto consumo de alimentos proteicos de origen animal en los paises desarrollados, los cuales

suelen ir acompanados de gran cantidad de grasa [42].

TABLA 2. Proporcion de aminoacidos esenciales (mg/g peso seco) en algunas especies de hongos

comestibles [33].

Aminoécidos! B. edulis C. gambosa C. cibarius P. ostreatus
lle 0,12 nd? nd nd

Leu 0,47 0,45 0,21 0,02
Lys 5,46 4,19 5,74 4,65
Met 0,74 1,01 0,41 0,12
Phe 0,19 0,08 0,06 0,09
Thr 9,14 5,71 8,98 6,99
Trp 0,03 0,09 0,02 0,01
val 1,41 1,27 1,34 1,21

1IIe, L-Isoleucina; Leu, L-Leucina; Lys, L-Lisina; Met, L-Metionina; Phe, L-Fenilalanina; Thr, L-Treonina; Trp, L-
Triptofano; Val, L-Valina.
No detectado
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4.2.3. Contenido en grasas

Poseen un bajo contenido en grasas, siempre menor del 10% por gramo de materia seca,
dependiendo de la especie [34, 43] y en su mayoria se trata de acidos grasos insaturados (60-80
%) (TABLA 3). En general los acidos grasos mas abundantes en hongos son los insaturados acido
oleico (C18:1 A19c) y linoleico (C18:2 A9c, 12c), seguidos de los acidos grasos saturados
palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0), aunque su contenido varia enormemente en funcién de
factores ambientales, segun la especie, y sobre todo segun el tipo de sustrato y condiciones de
crecimiento [44]. A parte de los mencionados, hay especies particularmente ricas en otro tipo
de acidos grasos, como es el caso de C. cibarius, que presenta un elevado porcentaje del acido

graso insaturado gadoleico (C20:1) (TABLA 3).

TABLA 3. Composicidn en acidos grasos (%) de algunas especies de hongos comestibles.

Acidos grasos B. edulis L. deliciosus C. gambosa C. cibarius P. ostreatus
C14:0. Acido miristico 0,15-0,18 0,17-0,48 0,40 0,09-0,13 0,66
€16:0. Acido palmitico 9,84-10,03 5,4-12,08 13,57-15,16 7,19-13,08 12,4
C16:1.Acido palmitoleico 0,53-2,01 0,18-0,92 0,65-0,88 0,2-0,49 0,46
C18:0. Acido estedrico 2,75 25,33-51,29 2,14-3,24 3,34-6,49 3,71
C18:1. Acido oleico 36,1-39,72 12,51-41,26 18,1-32,54 8,13-10,78 10,36
C18:2. Acido linoleico 42,2-44,32 17,06-23,19 43,88-57,75 50,01-53,59 65,29
C18:3. Acido linolénico 0,07-0,17 0,26-0,41 0,45-0,93 0,08-0,1 0,03
€20:0. Acido araquiddnico  0,34-0,44 0,18-0,44 0,33-0,47 0,18-0,31 0,13
€20:1. Acido gadoleico 0,49-0,68 0,03-0,1 0,13 11,48-27,98 0,11
Ref [21, 45] [28, 46, 47] [21, 30] [21, 32] [48]

El 4cido linoleico, ademds de ser un acido graso esencial para el ser humano, posee gran
importancia en la sintesis de los compuestos organicos volatiles responsables del caracteristico
olor a seta fresca: los compuestos de ocho carbonos 1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-octen-3-onay 3-

octanona [49].

4.2.4. Contenido en Vitaminas

Los hongos son considerados una buena fuente de vitaminas, sobre todo tiamina (B1)
riboflavina (B,), niacina (Bs) y folatos (Bs). También presentan trazas de vitamina C, D, E, B1, y B-

carotenos (precursor de la vitamina A) [50].

Los hongos son el Unico alimento no animal que contiene vitamina D. Este compuesto
no estd presente como tal en los hongos, sino en forma de su precursor, el ergosterol,

encontrandose normalmente a niveles bastante elevados (400-600 mg/100 g de materia seca)
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[51]. La vitamina D tiene un papel fundamental en el mantenimiento de drganos y sistemas,
regulando los niveles de calcio y fésforo en sangre. Contribuye por tanto a la formaciéon y
mineralizacion ésea, siendo esencial para el desarrollo del esqueleto, ademas de tener un papel

fundamental en la funcién renal, muscular, cardiaca e inmunolégica [52].

4.2.5. Contenido en minerales

Los hongos son buena fuente de micronutrientes. Su contenido variaentreel 6y el 11%
sobre materia seca segun la especie. Especies como P. ostreatus, L. edodes y P. eryngii son unas

de las mas ricas en minerales (6,90%, 5,85% y 8,60% respectivamente)[18].

Principalmente se detectan potasio, fdsforo y magnesio ademas de cantidades variables
de calcio, cobre, hierro y zinc [36, 50]. Algunos de los hongos cultivados mas comunes, como A.
bisporus, P. ostreatus y L. edodes, son especialmente ricos en potasio, y una buena fuente de
fésforo, magnesio, cincy cobre [53]. Otras especies como B. edulis son ricas en selenio de forma

natural, elemento importante en la nutricién y metabolismo humanos [54].

4.2.6. Contenido en carbohidratos y fibra alimentaria

Los carbohidratos constituyen el elemento mayoritario en hongos comestibles (entre 35
y 70 g/ 100 g de materia seca), y pueden clasificarse en hidratos de carbono digeribles o no
digeribles [37]. Los carbohidratos digeribles mas abundantes en hongos son el manitol [30], la
glucosa [55] y el glucégeno [37]. Los no digeribles se encuentran en mayor proporcién que los
anteriores, e incluyen oligosacdridos como la trealosa y polisacaridos como la quitina, B-
glucanos, mananos y otros heteropolisacaridos. Algunos estudios comparativos entre especies,
muestran a la seta L. edodes o shiitake como la mas rica en carbohidratos (17,62 g/100 g de
materia seca) y azlcares simples, frente a otras especies como el champifién o A. bisporus (5,98

g/100 g de materia seca) [56].

El contenido de los hongos en fibra alimentaria varia en funcién de la especie, las
condiciones de crecimiento, tratamiento, etc, al igual que el resto de nutrientes. Los hongos son
una buena fuente de fibra dietética (4,5-54,5 g/ 100 g de masa seca), conteniendo mas cantidad
de fibra insoluble (2,28-8,99 g/100 g de porcidén comestible) que de la soluble (0,32-2,20 g/100
g de porcion comestible) [57]. Los conocidos B-glucanos son la fibra alimentaria mas abundante

en la mayoria de hongos comestibles (13-84% de la fibra dietética total) [42].
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Este contenido en hidratos de carbono complejos y fibra hacen que los hongos
presenten un indice glucémico bajo (1G=15), siendo su digestion vy la liberacién de azlcares en
sangre mas lenta. Estos alimentos de bajo IG son muy recomendables para personas diabéticas

ya que suponen un menor aumento de la glucemia postprandial [18].

4.3. PROPIEDADES MEDICINALES

A parte de por sus excelentes caracteristicas nutricionales y organolépticas, los hongos
han adquirido gran relevancia en los ultimos afios por sus destacables propiedades medicinales.
Sin duda son una gran fuente sin explorar de nuevos y potentes productos bioactivos, incluyendo
polisacaridos, proteinas, compuestos fendlicos y triterpenos, a los que se les atribuyen
interesantes propiedades, entre las que cabe destacar su capacidad antitumoral,

inmunomoduladora, antioxidante e hipoglucémica.

4.3.1. Compuestos de hongos con propiedades bioactivas

4.3.1.1. Polisacdridos

De entre todos los compuestos bioactivos presentes en hongos, los polisacaridos son los
mds abundantes, y derivan en su mayor parte de la Divisién Basidiomicota. En las ultimas
décadas gran numero de trabajos ponen de manifiesto el potencial bioactivo de estas moléculas,
destacando principalmente por su actividad antioxidante [58-60], antitumoral [61, 62] e

inmunomoduladora [63-66].

Los polisacdridos de hongos se presentan en una gran variabilidad estructural y
funcional. Pueden encontrarse como homopolimeros, principalmente de glucosa;
heteropolimeros; o formando complejos con elementos de la célula como proteinas o
polifenoles; pueden presentar diferente estructura anomérica (a, B, o mezcla a-B) o distintos
enlaces de cadena, siendo los mas comunes (1->3), (1->6) o (1->4). Estas moléculas pueden ser
lineales o ramificadas y presentar cadenas laterales mas o menos numerosas y de mayor o
menor longitud [67]. Toda esta diversidad de elementos y sus infinitas combinaciones hacen de
los polisacaridos una impresionante fuente de informacidn celular, mucho mas compleja y con

mas posibilidades que la propia informacidn genética [7, 67].

La mayoria de polisacaridos de hongos con actividad bioactiva parecen estar
relacionados con la pared celular [68] y pertenecen en su mayoria al extenso y conocido grupo

de los B-glucanos, los cuales suelen presentar una estructura comun que consiste en una cadena
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principal con enlaces B-(1->3) y ramificaciones en posicién 0-6 [69-72], las cuales parecen ser
imprescindibles para su actividad antitumoral [73-75]. Dos ejemplos bien conocidos son los
polisacaridos medicinales Lentinan, derivado de L. edodes, y Schizophyllan, de Schizophylla

commune (FIGURA 16).

El Lentinan es uno de los B-glucanos mas utilizados en la industria farmacéutica, con
probada actividad antitumoral e inmunomoduladora [76]. Estd compuesto por una cadena
principal de residuos de B-(1->3)-D-glucosa, con la presencia de enlaces en posicidon 0-6, y un
tamafio molecular estimado de 500 Kda [7, 77]. El Schizophyllan [7, 78] es un polisacarido
extracelular con una estructura quimica muy similar al lentinan. Estd constituido por una cadena
lineal de residuos de B-(1->3)-D-glucosa con ramificaciones laterales en posicion 0-6 al igual que
el anterior. Presenta un peso molecular aproximado de 100-200 Kda y en solucidn acuosa
adquiere una conformacién terciaria en triple hélice. Estos dos polisacdridos presentan una
demostrada actividad inmunomoduladora y ambos han sido comercializado como agentes
terapéuticos en el tratamiento contra el cdncer en paises como Japdn [7, 76-78]. La gran ventaja
del estos productos con respecto a otras drogas antitumorales sintéticas es su inocuidad, siendo
medicamentos antitumorales seguros, con minimos efectos secundarios [7, 79], ya que actuan
como inmunomoduladores no especificos activando el sistema inmune del propio organismo sin

causar una inactivacion directa del tumor [80].

H HO

FIGURA 16. Estructura quimica (izquierda) y cuerpos fructiferos (derecha) de los polisacaridos bioactivos

Lentinan de L. edodes (a) y Schizophyllan de Schizophylla commune (b) [81].
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Otro conocido polisacarido con actividad inmunomoduladora es el Grifolan, aislado a
partir del hongo Grifola frondosa. Se trata también de un polimero formado por unidades de -
(1->3)-D-glucosa y ramificaciones laterales en posicién O-6 [82, 83]. La popular seta P. ostreatus,
al igual que otras especies de este género, sintetizan B-glucanos biolégicamente activos como
el Pleuran, un insoluble B-(1,3/1,6)-D-glucano, candidato para el desarrollo de prometedores

compuestos nutracéuticos [84-86].

4.3.1.2. Complejos polisacdrido-proteina

En los ultimos afios se ha podido demostrar la existencia de numerosos complejos
polisacarido-proteina con actividad antioxidante [87, 88], antitumoral e inmunomoduladora [89,
90], extraidos a partir de gran variedad de especies de Basidiomicetes. Un ejemplo de ello son
los complejos polisacarido-proteina PSK o krestin [91], un B-glucano con enlaces (1-3), (1->4)
y (1->6); y PSP [92], ambos aislados a partir de la seta Coriolus versicolor, y ampliamente
comercializados en paises como Japén y China como agentes inmunomoduladores y

anticancerigenos [82].

Otro ejemplo de complejo polisacarido-proteina con actividad bioldgica es la
biomolécula PPC, aislado por Kim y cols. en 2006 a partir del hongo Phellinus linteus [93] el cual
presenta un importante efecto inmunoestimulador. Este complejo estd formado por una
porcion polisacaridica (73% del polimero) de unidades de D-glucosa y D-manosa, y una parte
proteica que supone un 16% del conjunto. Otros trabajos como el realizado por Gonzaga y cols.
en 2005 y 2009 en la especie Agaricus blazei Murill [94, 95], demostraron la presencia de un
complejo polisacarido-proteina con una potente actividad antitumoral. Dicho complejo estaba
formado por una parte proteica, aproximadamente un 25,3% de la molécula, y una parte
polisacaridica, aproximadamente un 37%, constituida principalmente por unidades de D-glucosa

unidas por enlaces B-(1-6) y a-(1->4).

4.3.1.3. Otros compuestos bioactivos

A parte de los mencionados polisacaridos, los hongos presentan otros compuestos

bioactivos de menor peso molecular, como terpenos y compuestos fendlicos.

Dentro del grupo de los terpenos se han podido identificar una serie de triterpenos,
aislado a partir de Ganoderma lucidum, algunos de los cuales presentan actividad antiviral frente
al Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo | (VIH-1) y contra el virus del herpes tipo 1 [96, 97].

Otros compuestos como los caracteristicos sesquiterpenos aislados a partir de especies
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pertenecientes al género Lactarius, parecen presentar, entre otras, una significativa actividad

antimicrobiana [98].

Los compuestos fendlicos se caracterizan por su fuerte actividad antioxidante,
demostrada en numerosos trabajos, principalmente in vitro, a partir de extractos acuosos y
metandlicos de hongos comestibles [99-103]. También existen estudios que demuestran la
actividad antimicrobiana de extractos metandlicos obtenidos a partir de diferentes especies del

género Lactarius [98, 104].

4.3.2. Propiedades medicinales de los hongos

4.3.2.1. Actividad antitumoral e inmunomoduladora

Los hongos son una enorme fuente de compuestos bioactivos con actividad
anticancerigena. Los principales componente de hongos con actividad antitumoral e
inmunomoduladora son los polisacdridos, aislados a partir de gran variedad de basidomicetes

(TABLA 4) [7, 24, 105, 106].

Al contrario que otras drogas anticancerigenas tradicionales, los polisacaridos producen
un efecto antitumoral indirecto mediante la activacién de las respuestas inmunes humoral y
celular del organismo, actuando asi como modificadores de la respuesta biolégica (MRBs), sin
causar efectos dafiinos al organismo [80]. El mecanismo de actuacion involucra en primer lugar
numerosos receptores de membrana de células del sistema inmune, como la dectina-1,
receptores de tipo toll (TLRs), receptor del complemento 3 (CR3), lactosil ceramida (LacCer) y
receptores scavengers [107, 108]. Esta interaccion da lugar a la activacién de multitud de vias
de sefializacién celulares que acaban en una respuesta inmune efectiva y que envuelve a células
inmunes como macrdfagos, monocitos, células dendriticas, células “natural killer” (NK) y
neutrdfilos, estimulando a su vez la liberacion de citoquinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) y numerosas interleucinas (IL's) que promueven la diferenciacion de células T, células B

y la activacidon de vias alternativas del complemento (FIGURA 17) [73, 81, 109, 110].

31



INTRODUCCION GENERAL

TABLA 4. Polisacaridos de hongos comestibles con propiedades antitumorales e inmunomoduladoras.

Especie Estructura T.m. Actividad bioldgica Ref
Lactarius deliciosus Gray ~ (1-6),(1->2)-a-manoxilano 11 Actividad antitumoral en ratones. [62]

. Actividad antinociceptiva y anti-
Lactarius Rufus (1->3), (1->6)-B-glucano 110 inflamatoria. [111]
Boletus speciosus Forst (1>4), (1>6)-a- 13,3 Fuerte actividad antioxidante. [58]

Manogalactano
Boletus edulis (16), (1>3), (1>2)-a- 113 Actividad inmunomoduladora. [63]
glucoramnogalactano
Complejo polisacarido-
Ganoderma lucidum proteina: 100 Actividad inmunomoduladora. [112]
(1->4), (1->6), (1->2)-B-glucano
Complejo polisacarido- Actividad inmunomoduladora.
Tricholoma matsutake proteina: 360 Modula la actividad del factor [90].
(1->4), (1->6), (1->2)-a-glucano TGF-B1 in vitro.
. S Actividad antitumoral frente
Complejo polisacarido- .
. . . , sarcoma 180 mediante la
Agaricus blazei Murill proteina: -- L, . . [95]
activacion de la inmunidad
a-(1->4), B-(1->6)-glucano
celular.
. Actividad antitumoral frente
Lentinus edodes (1->3), (1>4)-B-glucano 642 sarcoma 180 en ratones BALB/C. [113]
Sarcodon aspratus (1->6)-a-glucano 670 Actividad inmunomoduladora. [114]
. L Actividad antioxidante,
Complejo polisacarido- antitumoral e hipoglucemiante
Pleurotus abalonus proteina: 1,6 . . Pog ' [88]
(1>4), B-glucano Actividad anti HIV-Reverso
ad transcriptasa.
Pleurotus ostreatus (16), (1>2)-0-Galacto-B- 24 Actividad inmunomoduladora. [115]
glucano
. Actividad antitumoral mediante
Pleurotus florida blue (16)-B-Glucano 202 la activacion de la inmunidad [116]

variant

(1->3), (1>4)-B-glucano

celular.

32



INTRODUCCION GENERAL

B-Glucano
> 4
Dectina-1 2

NS

Scavenger

iC3 MIP2
PKC

Dectina-1
l Dectina-1 l Dectina-1 ‘ LacCer
TLR TLR 7 CR3
_ A SIGNR1 «1 Scavenger
.‘ ’ ( SIGN.Rl

§ 3 Dectina-1

. / TLR o

) N i \ Neutréfilo

onocito

Macréfago

2 2 Célula dendritica
Citoquinas

(TNFa, IL-2,
IL-10, IL-12)

| O
™~ D o .|

Células

“Natural Killer” Ecligast
l l Y
Lisis de células Inmunidad Humoral Inmunidad Celular Fagocitosis
diana de
I I células diana
Inmunidad Adaptativa Inmunidad Innata

FIGURA 17. Mecanismo de accién de un B-glucanos como modulador del sistema inmune [110].

Estas propiedades bioactivas de los polisacdridos dependen fuertemente de su
composicion quimica, estructura y conformacién, como se discutird mas extensamente en el

apartado 4.3.3 de esta seccion.

4.3.2.2. Actividad antimicrobiana

Los hongos, al igual que otros organismos y plantas, producen sustancias
antibacterianas y antifungicas como mecanismo de defensa ante el ataque de bacterias,

levaduras, etc. A partir de ellos se han podido aislar diferentes compuestos con actividad
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antimicrobiana ensayados in vitro e in vivo [25], eficaces para combatir infecciones bacterianas

y fungicas.

Ensayos como el de Hearst y cols. en 2009 [117], han demostrado el gran potencial
antimicrobiano de extractos acuosos obtenidos a partir de especies tan consumidas como L.
edodes y P. ostreatus. Otros estudios realizados con extractos de las especies L. deliciosus,
Sarcodon imbricatusy Tricholoma portentosum, han demostrado una gran capacidad inhibitoria
del crecimiento de bacterias patdgenas como Bacillus cereusy B. subtilis, y de hongos patégenos

como Candida albicans y Cryptococcus neoformans [104].

4.3.2.3. Actividad antiviral

La capacidad antiviral de hongos se ha descrito en especies como G. lucidum, la cual
produce sustancias, entre las que destacan varios triterpenos, con una importante actividad
antiviral frente al VIH-I [96]. Otras moléculas de mayor peso molecular, como las lectinas
aisladas a partir de la especie A. bisporus, también mostraron una potente accién frente a este

virus [118].

4.3.2.4. Efecto hipocolesterolémico, hipoglucémico y prebiotico

La mayoria de polisacaridos de hongos descritos anteriormente no son digeribles en el
tracto intestinal humano, por lo que podriamos decir que actian como una buena fuente de
fibra dietética prebidtica, ademas de reducir la tasa de glucosa y de colesterol en sangre [81,

119].

Existen ensayos en ratas diabéticas que muestran una disminucidn significativa en los
niveles de glucosa y colesterol sanguineos, ademds de una mejor sensibilidad a la insulina, tras
la introduccién de la seta P. eryngii en su dieta [120]. Igualmente extractos acuosos de P.
pulmonaris y de P. citrinopileatus han demostrado poseer poder antidiabético en ratas [121,

122].

Otros glucanos aislados a partir de los hongos A. sylvaticus, L. edodes, G. lucidum,
Hericium erinaceus y P. abalonus, entre otros, han mostrado tener la capacidad de reducir el

nivel de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre en animales y humanos [25, 88, 119, 123].
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4.3.2.5. Efecto antioxidante

La capacidad antioxidante de determinados alimentos esta cobrando gran importancia
a la hora de combatir el estrés oxidativo. El metabolismo celular en su normal funcionamiento
produce especies reactivas de oxigeno, conocidas como “radicales libres”. Cuando el organismo
no es capaz de eliminar de forma natural estos compuestos, es cuando se produce el llamado

estrés oxidativo, relacionado con la aparicion de enfermedades graves como el cancer.

Los hongos comestibles son una excelente fuente de compuestos con capacidad
antioxidante como los fenoles, flavonoides, tocoferoles (vitamina E), acido ascorbico (vitamina
C) y polisacaridos, entre otros. La cantidad y el perfil de éstos compuestos es variable en funcidn

de la especie analizada [28, 32, 124].

En la especie A. bisporus se han identificados gran nimero de compuestos fendlicos con
actividad antioxidante, entre los que predominan la tirosina, el catecol, acidos fendlicos y el
acido vanilico [125]. Los polisacaridos de hongos también contribuyen en la defensa frente al
estrés oxidativo mediante la potenciacion de los sistemas de defensa del organismo. Trabajos
recientes muestran la existencia de polisacdridos extraidos a partir de especies como B. edulis y

B. aereus con una importante actividad oxidativa [126-129].

4.3.3. Relacion entre estructura y actividad bioldgica de los polisacdridos de hongos

A pesar de que los trabajos sobre polisacdridos de hongos son cada vez mas numerosos,
la informacién existente respecto a cuales son los motivos estructurales implicados en su
actividad bioldgica y en qué medida contribuyen a ella es contradictoria [82]. Los estudios
cientificos realizados hasta el momento relacionan esta actividad con ciertas caracteristicas
qguimicas y estructurales del polisacarido, como el tipo de azulcar constituyente, el tamano
molecular, la presencia de ramificaciones y el grado de ramificacién, la longitud de las cadenas

laterales, el tipo de enlace, etc [61, 130, 131].

Como ya se menciond, podemos afirmar que en su mayoria son biomoléculas
pertenecientes al grupo de los B-glucanos, y que suelen presentar una estructura comun con
enlaces B-(1-3) y ramificaciones en posiciéon 0O-6 [61, 69-72], las cuales parecen ser
imprescindibles para su actividad antitumoral [73-75]. A parte de los bien conocidos B-(1->3)-
(1->6)-glucanos, en las Ultimas décadas se han aislado y descrito gran cantidad de polisacaridos

bioldgicamente activos con diferente composicién quimica y estructural [58, 59, 62, 63, 67, 132].
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La conformacion en triple hélice de los polisacaridos parece jugar un papel fundamental
en su actividad inmunomoduladora [73, 133]. También se ha observado que el grado de
ramificacidn y el tamafio molecular influyen, aunque en menor proporcién [131]. Estudios como
el de Andrade de Pires y cols. [61] y Bae y cols. [134] en 2013, ponen de manifiesto la relacién
entre el grado de ramificacidn del polisacdrido y su actividad inmunomoduladora, observandose
una actividad significativamente mayor en glicanos con un grado de ramificacién del 30%. Zhang
y cols.en 2005 [135] y Chen y cols. en 2009 [136] estudiaron la influencia de la conformacién en
triple hélice y el tamafio molecular sobre la actividad antitumoral. Observaron una disminucién
significativa de la actividad en el caso de polisacaridos desnaturalizados tras haber perdido su
estructura terciaria en triple hélice, lo que ponia de manifiesto la enorme importancia de esta
configuracién. También se observé que un aumento en el tamafio molecular del polisacarido
resultaba en un incremento significativo de la actividad antitumoral del mismo. A este respecto,
numerosos trabajos han demostrado que, tanto moléculas de pequefio tamafio como moléculas
excesivamente grandes, disminuyen drdsticamente su actividad antitumoral, viéndose
favorecida ésta en presencia de polisacaridos con un tamafio dentro del rango de 10-40 x10* Da

[7, 73, 135].

Aunque el mecanismo de accidn de los polisacdridos de hongos es aun desconocido, si
sabemos que el primer paso en la actividad inmunomoduladora y antitumoral de los
polisacaridos es su interaccién con los receptores celulares. La afinidad de los polisacaridos por
estos receptores también estd fuertemente influenciada por su naturaleza quimica, peso

molecular y estructura terciaria [68, 131].

5. COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES DE HONGOS COMESTIBLES

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son un gran grupo de compuestos quimicos
basados en el carbono con un peso molecular inferior a 300 g/mol, se evaporan facilmente a
temperatura y a presién ambiental y son capaces de difundir a través del aire y el suelo [137].
Los hongos, al igual que la mayoria de organismos, liberan un gran espectro de COVs derivados
de su metabolismo primario y secundario. El estudio de los COVs ha estado muy limitado hasta
hace poco por la metodologia y tecnologia existentes. Es en las ultimas décadas, con el
desarrollo de la cromatografia de gases y la espectrometria de masas (GC-MS), que se consigue
un enorme avance en la “ciencia de la separacidn”. Esta es una tecnologia con gran capacidad
de separacion y una enorme sensibilidad de deteccidn, que se ha convertido en el método de

eleccion en el estudio de los COVs [138, 139].

36



INTRODUCCION GENERAL

Sus excelentes propiedades sensoriales hacen de los hongos comestibles un ingrediente
valioso y muy apreciado en la alta cocina. Hasta el momento se han descrito mdas de 250
compuestos responsables del aroma de setas. Su caracteristico sabor y olor es debido a una
compleja mezcla de COVs con diferentes caracteristicas fisicas y quimicas, incluyendo alcoholes,
aldehidos, compuestos aromaticos, ésteres, furanos, cetonas, terpenos y compuestos

sulfurados.

TABLA 5. Principales compuestos orgdnicos volatiles presentes en algunas especies de hongos

comestibles, estructura quimica e impresién olfativa.

Compuesto Estructura Impresidn olfativa Especie Ref.
Tipico aroma a seta Polyporus sulfureus [140]
1-octen-3-ol .
OH fresca Tricholoma matsutake [141]
Olor a seta, nueces, T. matsusake [141]
3-octanol o
oH graso Calocybe indica [142]
s P. sulfureus [140]
Intenso olor a seta,
1-octen-3-ona I - T. matsutake [141)
i metalico o
Calocybe indica [142]
T. matsutake [141]
~ Olor a seta, a hierba, P. ostreatus [143]
3-octanona || o o
citrico y frutal C. indica [142]
A. bisporus, P. florida [144]
Olor a naranja, graso P. ostreatus [143]
Octanal -
y meloso C. indica [142]
A. bisporus, P. florida 144
2-octenal Olor frutal, fresco P 7 B [144]
P. abalonus, P. eryngii [145]
. Olor afrutado, a A.bisporus [146]
3-metilbutanal 3
almendras y malta P. eryngii [145]
T. matsutake 141
Olor acre, a hierba o [141]
Hexanal C. indica [142]
cortada .
B. edulis, P. ostreatus [147]
. H Olor a judias verdes, .
2-pentil-furano . P. eryngii, P. abalone [145]
— mantequilla
T. matsutake [141]
. Olor a almendras,
Benzaldehido ) P. ostreatus [143]
suave y especiado )
0 B. edulis, P. ostreatus [147]
Benceneacetaldehido Olor floral, a hierba T. matsutake [141]
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Generalmente el aroma a setas no esta formado por una tnica molécula, sino que es el
resultado de una mezcla caracteristica de compuestos. Sin embargo a veces la nota de olor mas
importante y caracteristico de cada hongo puede venir dada por un Unico compuesto (TABLA 5),
como por ejemplo el alcohol 1-octen-3-ol, responsable del tipico aroma dulce, la cetona 3-

octanona que aporta notas frutales y el benzil alcohol, responsable del aroma a almendras.

Los metabolitos secundarios volatiles de 8 carbonos presentes en la gran mayoria de
hongos (1-octen-3-ol, 1-octen-3-ona, 3-octanona y 3-octanol, entre otros), son la clave del tipico
aroma a seta fresca, constituyendo entre el 44% al 97 % del total de la fraccidn volatil [49]. El
alcohol alifatico 1-octen-3-ol junto con la cetona 2-octen-3-ona, son los compuestos C8 que mas
contribuyen a este tipico aroma y a su caracteristico sabor [141, 144]. Numerosos mecanismos
han sido propuestos como via de sintesis de los compuestos C8. Se ha podido demostrar que su
origen biosintético, y en particular el del alcohol 1-octen-3-ol, es la oxidacién y ruptura de los

acidos grasos linoleico y linolénico en presencia de enzimas lipoxigenasas [49, 148, 149].

Otros grupos responsables del aroma de setas y trufas son las moléculas volatiles con
grupos fenoles, responsables del tipico olor a almendras. Entre los mds comunes se encuentran
el benzaldehido y el benzil alcohol, presentes en gran nimero de setas como B. edulis,
Craterellus cornucopioides o P. ostreatus. Se cree que estos compuestos son metabolitos
secundarios derivados de la L-fenilalanina [148]. El grupo de los terpenos comprende un amplio
rango de compuestos orgdnicos. Pequefias cantidades de monoterpenos han sido detectadas
como constituyentes volatiles en algunas especies de hongos entre los que se encuentran el a-
pinene, camphene, limonene y linalool. En general estos terpenos volatiles son los compuestos
responsables del aroma floral, citrico y dulce de las setas [150]. Ciertas especies de hongos
presentan compuestos volatiles caracteristicos de la especie, como el lanthionin, una molécula
sulfurada presente en L. edodes; y los compuestos 2-metilpropanol, 2-metilubutanol, 2-butanol,

2-butanone, 2-metilbutanal, sulfides y derivados caracteristicos del género Tuber.

Los COVs de hongos presentan un importante papel en los ecosistemas naturales. Las
oxilipinas o compuestos derivados de la peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados
como el 4cido linoleico y linolénico, estan envueltas en la regulacidn de la respuesta ambiental
y el desarrollo de hongos, plantas y animales, actuando como seiial intra- e intercelular. Las
oxilipinas mas estudiadas en hongos son el 1-octen-3-ol y sus andlogos 3-octanol y 3-octanona,

y son las encargadas de inducir la esporulaciéon y la conidiacién [151].
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FIGURA 18. Ruta metabdlica propuesta por Tressl y cols. en 1980 [152] para la sintesis de los compuestos
organicos volatiles derivados de ocho carbonos o compuestos C8. Esquema modificado tomado de

Combet y cols. 2006 [49].

La variabilidad en el perfil de COVs entre especies es muy alta, y puede ser atribuida a
multiples factores, incluyendo genotipo, estado de desarrollo del hongo y las condiciones de
crecimiento. Esta variabilidad permite que los COVs puedan ser considerados como
biomarcadores para la identificacion de determinadas especies y de los distintos estadios de
crecimiento [153]. El estudio de los COVs es una herramienta importante en quimiotaxonomia,
la cual se basa en las diferencias cualitativas y cuantitativas de los perfiles de COVs emitidos por
las diferentes especies. Estas diferencias sirven como marcadores para la determinacion de los

distintos grupos taxondmicos fungicos de una forma poco invasiva. Recientemente, grupos
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como el de Miller y cols. en 2013 [154], mediante el andlisis de los COVs producidos por
diferentes especies, han conseguido predecir con una probabilidad de entre el 90-99% el grupo

ecoldgico al que pertenecen: ectomicorricicos, patégenos o saprofitos.

Segun el estudio realizado por Bertran-Garcia y cols. en 1997 [155], los compuestos C8
aislados a partir de la especie P. ostreatus, exhibieron una fuerte actividad antibacteriana frente
a Bacillus subtilus, B. cereus, Escherichia coliy Salmonella typhimurium. Otros estudios muestran
su gran utilidad en la deteccion de patégenos de plantas [156, 157] y de potenciales patdgenos
humanos como el Aspergillus fumigatus causante de la aspergilosis [158]. También es destacable
el uso de hongos, en especial el género Trichoderma, como agentes de biocontrol. Este hongo
produce un gran numero de COVs como pironas, sesquiterpenos, etc, y otros metabolitos
secundarios no volatiles con gran actividad antibidtica. Esto, junto con su capacidad para

parasitar y matar otros hongos, le hace ser un exitoso biofungicida [159, 160].
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JUSTIFICACION

En las ultimas décadas la demanda de hongos comestibles, tanto cultivables como
silvestres, ha experimentado un gran aumento debido a su sabor y textura Unicas, ademas de
por su gran valor nutricional y por ser una importante fuente de compuestos biolégicamente
activos y funcionales. Nutricionalmente hablando constituyen una buena fuente de proteinas y
de fibra alimentaria, poseen un bajo contenido en grasas y son una buena fuente de vitaminas,
minerales y compuestos antioxidantes. Entre sus propiedades funcionales destacan su actividad
antitumoral, inmunomoduladora y antiinflamatoria, asociadas mayormente a su contenido en
polisacaridos y complejos polisacdrido-proteina. Igualmente los hongos comestibles son
enormemente apreciados por su contenido en compuestos organicos volatiles (COVs) de gran
interés comercial y cientifico. Ademdas de presentar funciones bioldgicas y farmacoldgicas
interesantes, los COVs de hongos son de potencial importancia como marcadores taxonémicos

y factores fundamentales en la evaluacién de la calidad de productos alimentarios.

El creciente interés comercial y farmacolégico de los hongos comestibles en general, y
la notable escasez de estudios referentes a las especies silvestres y cultivables incluidas en este
trabajo (Boletus edulis, Lactarius deliciosus, Calocybe Gambosa, Hygrophorus marzuolus,
Cantharellus cibarius y Pleurotus ostreatus), justifican el esfuerzo realizado en la busqueda de
nuevos compuestos potencialmente bioactivos y funcionales, en especial polisacaridos, y en el
estudio y comparacion de los COVs presentes, con gran importancia taxondmica y de alto valor

en las industrias alimentaria y del perfume.

OBJETIVOS

Por todo esto los dos objetivos generales de este trabajo fueron la extraccién vy
caracterizacién de polisacaridos y el estudio del perfil de COVs en hongos comestibles.
Para alcanzar cada uno de los objetivos principales planteados, se propusieron los
siguientes objetivos especificos:
1. Extraccién de polisacaridos a partir de cuatro especies de hongos silvestres comestibles,

B. edulis, L. deliciosus, C. cibarius y Calocybe Gambosa:

a. Obtencién de polisacadridos bajo distintas condiciones de extraccion: en agua

fria (25C), caliente (100C) y alcalina (NaOH 1M)

b. Caracterizacidn quimica y conformacional de los polisacaridos obtenidos para

cada una de las setas estudiadas.
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1.

Estudio del perfil de COVs en seis especies de hongos comestibles, B. edulis, L. deliciosus,

C. Gambosa, H. marzuolus, C. cibarius y P. ostreatus:

a. Elandlisis del perfil de COVs de las seis especies de setas estudiadas en su estado

fresco inicial y tras el proceso de liofilizacién.

b. Estudio del efecto del proceso de liofilizacidn sobre el contenido en compuestos

organicos volatiles.

c. Determinacion de las diferencias en el perfil de COVs entre muestras frescas y

liofilizadas.
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Aislamiento y extraccion de polisacaridos de hongos comestibles
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CAPITULO I: AISLAMIENTOS Y EXTRACCION DE POLISACARIDOS DE SETAS COMESTIBLES

MATERIALES Y METODOS
1. MATERIAL BIOLOGICO Y REACTIVOS

Para el presente trabajo se utilizaron los cuerpos fructificantes de cuatro especies
comestibles de Basidiomicetes. Todas ellas fueron especies silvestres recolectadas en la

provincia de Soria entre los afios 2009 y 2011 (TABLA 1) (FIGURA 1).

Todas las muestras, a su llegada al laboratorio, fueron lavadas con agua destilada,
troceadas y congeladas a -80°C para su posterior liofilizacidn (TelstarCryodos 80). Las muestras
liofilizadas fueron homogeneizadas en un molinillo M20 (IKA Werke) hasta obtener un tamafio
de particula inferior a 500 um. Estos hongos pulverizados se almacenaron al vacio en bolsas de

plastico (Tecnotrip) a 4°C para su posterior analisis.

TABLA 1. Clasificacion taxondmica de las especies de hongos estudiadas. Todos los géneros pertenecen a

la divisién Basidiomicota.

Familia Género Especie Nombres comunes Procedencia

Boletaceae Boletus edulis Miguel Recolectada, Soria
Hongo

Russulaceae Lactarius deliciosus Niscalo Recolectada, Soria
Nicalo
Rovelldon

Cantharellaceae Cantharellus cibarius Rebozuelo Recolectada, Soria

Setas de haya
Tricholomataceae  Calocybe gambosa Lansarén Recolectada, Soria
Mansardn

Perrochico

El agua utilizada fue tratada en un sistema de purificacién de agua ultrapura Milli-Q
(Advantage A10, Millipore). Los patrones D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-ribosa, D-xilosa;
los patrones dextrano T-6, T-40, T-70, T-100, T-500 y T-2000; la enzima Pronasa E producida por
Streptomycesgriseus y los polisacaridos utilizados como patrones conformacionales, laminarin
producida por Laminaria digitata y Curdlan producida por Alcaligenes faecalis, fueron

adquiridos en Sigma Chemical Co. El resto de quimicos usados fueron todos de calidad analitica.
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Chantarellus cibarius ' Calocybe gambosa

FIGURA 1. Imagenes de las cuatro especies de hongos estudiados.

2. METODO DE EXTRACCION DE POLISACARIDOS A PARTIR DE HONGOS COMESTIBLES

La composicién quimica y estructura de los polisacaridos presentes en hongos es tan
diversa que es dificil definir un protocolo universal para su extraccién y analisis. Caracteristicas
como su peso molecular, el grado de ramificacion, la presencia de grupos ionizables, el tipo de
enlace glicosidico presente y la homogeneidad de la unidad estructural, junto con las
caracteristicas de la matriz que los rodea, afectan fuertemente a su extraccion y solubilidad
[161]. Los métodos de extraccidn mas comunes en la extraccion de polisacaridos de setas son
las extracciones en medio acuoso a diferentes temperaturas o en soluciones alcalinas. Esta
también muy extendido el tratamiento inicial de la muestra con solventes organicos como
etanol, acetona, metanol o cloroformo, lo que no sélo elimina las moléculas de bajo tamafo
molecular o los compuestos polares como lipidos, fenoles y terpenos, sino que ademas facilita
la completa separacidn de los polisacaridos de otros componentes presentes en la pared celular

[69, 162].

Para este trabajo, las muestras fueron sometidas a una extraccion metandlica inicial,
con el fin de eliminar compuestos fendlicos, acidos grasos, monosacaridos, aminodcidos y otras
moléculas de bajo peso molecular que pudieran estar presentes en las muestras. Para ello,
aproximadamente 3 g de seta liofilizada y pulverizada fueron extraidos en metanol (MeOH) (5
ml MeOH/g de seta liofilizada) a una temperatura de 60°C, en reflujo y continua agitacion
durante 24 h. La suspension resultante se centrifugd a 15.000 rpm, durante 30 min a 4°Cy se
reservd el sobrenadante. El residuo se volvié a extraer dos veces mas con MeOH, y los
sobrenadantes obtenidos se unieron al anterior. Se obtuvo asi un residuo 1 (FIGURA 2), sobre el

que se siguié trabajando, y un extracto rico en polifenoles.
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Tras esta primera extracciéon metandlica, se realizaron tres extracciones sucesivas
utilizando como disolventes agua a diferentes temperaturas (extraccion de polisacaridos
solubles en agua) y una solucién alcalina de NaOH 1 M (10 ml/g de polvo de seta), capaz de
romper enlaces de hidrégeno inter- e intra-moleculares, permitiendo asi la liberacién al medio

y extraccion de polisacaridos no solubles en agua (FIGURA 2).

La primera extraccién, sobre el residuo 1, se realizé en agua destilada a temperatura
ambiente (25° C), seguida de una segunda extraccion, sobre el residuo 2, en agua destilada a
100° C. La ultima extraccion, sobre el residuo 3, se realizé con una solucién alcalina de NaOH 1
M a una temperatura de 100° C. Todas las extracciones se mantuvieron durante 24 h en
agitacién y reflujo. Las suspensiones resultantes fueron centrifugadas a 20.000 rpm a 4°C
durante 30 min. Los sobrenadantes se reservaron y los residuos obtenidos se volvieron a
resuspender dos veces en el disolvente inicial con el fin de extraer todo el material soluble en
las distintas condiciones. Se centrifugaron nuevamente y los sobrenadantes obtenidos se

unieron a los anteriores obteniéndose los sobrenadantes FRIO, CALIENTE y ALCALINO.

A los sobrenadantes FRIO, CALIENTE Y ALCALINO se les afiadié acido tricloroacético (Tri-
Chloroacetic Acid, TCA) a una concentracion final del 20% (p/v) con el objetivo de precipitar y
eliminar las proteinas libres presentes. Tras centrifugar y descartar los precipitados se
neutralizaron los sobrenadantes a pH 7.0 con una solucién acuosa de NaOH (1M). Se les afiadio
NaCl al 1% (p/v) y seguidamente se precipitaron los polisacaridos con etanol 96% (2:1, v/v)
durante 24 h a 4°C. El precipitado se recogié por centrifugacion (14.000 rpm, 20 min) y fue lavado
y clarificado primero con etanol al 96% y finalmente con acetona. De cada uno de los
sobrenadantes se obtuvieron las tres fracciones correspondientes: FRIA (FF), CALIENTE (FC) y
ALCALINA (FA), que fueron congeladas y liofilizadas. Para su analisis posterior fueron finamente
molidas en un mortero de marmol y almacenadas a 4°C. Todas las extracciones se realizaron por

triplicado con el fin de calcular sus rendimientos. Todo este proceso se detalla en la FIGURA 2.
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POLVO LIOFILIZADO DE SETAS (APROX. 3G)

MeOH, 80°C, 24 h
15.000 rpm, 47C, 20 min

Extracto rico en Polifenoles

Residuo 1

H,0, 25°C, 24 h
20.000 rpm, 4°C, 30 min

Residuo 2

Sobrenadante FRIO <€

TCA 20% (p/v)
20.000 rpm, 4°C, 30 min v

2xH,0

Neutralizar

NaClL 1% {p/v)

FtOH 2:1 {w/v), 4°C, 24h \
14.000 rpm, 4°C, 20 min

T

EtOH {wv)

H,0, 100°C, 24 h
20.000 rpm, 47C, 30 min

Acetona (viv) W

Liofilizar
A4

FRACCION FRIA (FF)

Sobrenadante CALIENTE <

TCA 20% (p/v)
20,000 rpm, 47C, 30 min v

Neutralizar

Residuo 3
2xH.0
NoOH 1M, 100°C, 24 h

20.000 rom, 4°C, 30 min

NaCl 1% (p/v)
EtOH 2:1 {v/v), 4°C, 24h N
14.000 rpm, 4°C, 20 min

EtOH fufv)
Acetona (v/v) W

Liofilizar l

| FRACCION CALIENTE (FC)

=

Sobrenadante ALCALINO €

TCA 20% {p/v)

20.000 rpm, 4°C, 30 min NP

Neutralizar

Natl 1% (p/w)

EtOH 2:1 (u/v), 4°C. 24h \
14.000 rpm, 47C, 20 min

EtOH (v/v)

Acetona (u/v) N

Liofilizar

T

v

Residuo 4

2 x NoOH

FRACCION ALCALINA (FA)

FIGURA 2. Diagrama esquematico de la extraccidon y fraccionamiento de los polisacaridos.
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3. HIDROLISIS ENZIMATICA DE GLICOPROTEINAS

Con el fin de purificar mas las fracciones obtenidas, se eliminaron las proteinas que
pudieran estar unidas de forma covalente a los polisacaridos. Para ello se trataron
enzimaticamente con una proteasa tipo XIV o Pronasa E, una mezcla de enzimas proteoliticas
muy inespecificas producida por Streptomyces griseus, adecuadas para una digestidén extensa o

total de proteinas.

Las distintas fracciones (FF, FC, FA) fueron disueltas en tampdn fosfato sddico, pH 7.5,
durante 24h y se mantuvieron en agitacidon a 50°C, para asi asegurar su total solubilizacién. Las
condiciones de temperatura, tiempo, pH y concentracion enzima/substrato utilizadas fueron las
siguientes: 50° C, 24 h, pH de 7,5y 3,5 U (unidades) de pronasa E por cada 10 mg de polisacérido.
Transcurrido este tiempo se inactivd la enzima aumentando la temperatura a 100°C durante al
menos 15 min. La suspensién resultante se centrifugd a 15.000 rpm, durante 20 min a 25°Cy se
descarté el precipitado de proteinas. El sobrenadante clarificado fue precipitado con etanol (2:1,

v/v) durante 24 h a 4°C.
4. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La determinacion de proteinas se realizd siguiendo el método desarrollado por Bradford
en 1976 [163]. Esta determinacion se basa en la unidn directa del colorante Coomassie Blue G-
250 a la estructura terciaria de las proteinas y péptidos en solucién (especialmente arginina)
(FIGURA 3). El colorante al unirse a la proteina cambia de color rojizo a azulado y su maximo de
absorcién en el espectro UV-visible cambia de 465 nm a 595 nm. Este cambio es proporcional a

la concentracion de proteinas en la muestra [163].

CHg 702 3 CoMs
2Hs : - H*
'5ﬁ°) H,C—N 4 \\} o= n \)= N*— CH? YA
= \—/ | =/ \:{ Complejo
NaO3S A s0;  Proteina-colorante

NH Abs. ... =595 nm

OC:H

Coomassie Blue G-250
Abs. ... =465 nm

FIGURA 3. Diagrama esquematico de la reaccién del colorante Coomassie Blue G-250 para la

determinacién de proteinas.
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Se prepararon soluciones por triplicado de cada una de las fracciones a analizar con
aproximadamente 2 mg de muestra/ml. El método utilizado se adaptd a placas de 96 pocillos.
Para ello se afladieron 40 ul de cada solucidn problema a los pocillo y se mezclaron con 160 ul
del reactivo de Bradford diluido 1:3,5. Se dejé desarrollar el color un minimo de 5 min a
temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 595 nm en un lector de placas Fluostar Omega
(BMG LabTech). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. La representacion de las
distintas concentraciones del patréon utilizado, albumina de suero bovino (Bovine Serum
Albumine, BSA) (ug/ml), frente a los datos de Absorbancia (nm), permitié obtener la siguiente
recta de calibrado (FIGURA 4). Los datos finales fueron expresados como el porcentaje total de
proteinas presente en la fraccién, calculado mediante la ecuacién: % Proteinas totales=

Concentracién de Proteinas (mg/ml) / Volumen de Muestra (mg/ml) x 100.

2,0 -
15 -
B
£
[~
G 1,0 -
<
=1
K-
P
(w)
wy
£
< 05 c Protei (ug/ml) Absorbancia — 0,1925
onc. rrotemnas m, =
Hg 0,0081
¢ R2=0,9975
0,0 . . . .
0 50 100 150 200

Concentracidn BSA (ug/ml)

FIGURA 4. Recta de calibrado para la determinacion de proteinas, con albimina de suero bovina (BSA)

como patron.
5. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

Los hidratos de carbono son particularmente sensibles a acidos fuertes y a altas
temperaturas. En estas condiciones se forman derivados del furano que, al condensarse consigo
mismos y con otros compuestos fendlicos, dan lugar a complejos de color naranja muy estables
gue presentan un maximo de absorcién a 490 nm para hexosas y a 480 nm para pentosas en el
espectro UV-visible. El color desarrollado es proporcional a la concentracion de azicares y da un
valor aproximado de la concentracidn total de carbohidratos en la muestra objeto de estudio

[164].

Para la determinacion de los carbohidratos totales en las fracciones obtenidas en este

trabajo, se ha seguido el método de Dubois y cols. [165] con algunas modificaciones [166].
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Se prepararon soluciones acuosas de las distintas fracciones con una concentracién final
de 1 mg de fraccion/ml. Para asegurarnos de su total solubilizacién las soluciones se agitaron
durante 24 h a 40°C. A partir de estas soluciones se prepararon diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8,
1:16y 1:32) de las cuales se tomaron 200 ul que fueron transferidos a tubos de ensayo de vidrio.
Seguidamente se afiadieron 200 pl de una solucién de fenol al 5%. Rapidamente (1-3 segundos)
y directamente sobre la superficie de la muestra, se afiadié 1 ml de acido sulfurico al 96%. Se
agité la mezcla vigorosamente y se dejé enfriar hasta que se desarrolld el color. Se transfirieron
200 pl a una placa de 96 pocillos y se midié la absorbancia maxima a 490 nm en un lector de
placas Fluostar Omega (BMG LabTech) (FIGURA 5). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

\ Q FLUOstar Omega

i

FIGURA 5. Lector de placas Fluostar Omega (BMG LabTech) utilizado para la lectura de absorbancia en el

espectro UV en la determinacion de proteinas y carbohidratos totales.

La recta de calibrado se realizé con glucosa como patrén. La representacion de las
distintas concentraciones del patrén de glucosa (mg/ml), frente a los datos de Absorbancia (nm),
nos permitié obtener la recta de calibrado mostrada en la FIGURA 6. Los datos finales fueron
expresados como el porcentaje total de carbohidratos presente en la fraccidn, calculado
mediante la ecuacidn: % Carbohidratos totales= Carbohidratos Totales (mg/ml) / Volumen de

Muestra (mg/ml) x 100.
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FIGURA 6. Recta de calibrado para la determinacién de carbohidratos totales, con glucosa como patrén.
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6. DETERMINACION DEL TAMANO MOLECULAR
6.1. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION (HPSEC)

Una de las técnicas mas populares en la determinacién del tamafio molecular de
polimeros es la cromatografia de exclusion molecular de alta resolucion (High Performance Size
Exclusion Chromatography, HPSEC).Es una técnica de cromatografia liquida basada en la
separacion de moléculas en funcidn de su tamafio y su volumen hidrodinamico en disolucién. La
muestra se hace circular a través de una fase estacionaria que actia a modo de tamiz y que
consiste en un lecho de particulas porosas con un tamafo de poro estrechamente controlado.
Las moléculas de mayor peso molecular no pueden penetrar en los poros y eluyen de la columna
en primer lugar, seguidas por las moléculas de menor tamafio que si penetran y recorren
caminos mucho mas largos, siendo el tiempo de retencion inversamente proporcional al peso
molecular del polimero (FIGURA 7).El detector mas utilizado para la deteccidn de carbohidratos
es el detector de indice de Refraccién (Refraction Index Detector, RID). La cromatografia de
exclusién molecular de alta resolucion acoplada a un detector de indice de refraccion (HPSEC-
RID), juega un papel importante en la separacién de proteinas y otras macromoléculas de interés
biolégico como los polisacaridos, proporcionando un método de separacién y aislamiento

sumamente rapido, simple y poco agresivo[167].
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FIGURA 7. Diagrama esquematico del modelo de separacién en cromatografia de exclusion molecular. Las

Flujo

<

moléculas de mayor tamafio son mas rapidas en su desplazamiento a través de la columna [167].

54



CAPITULO I: AISLAMIENTOS Y EXTRACCION DE POLISACARIDOS DE SETAS COMESTIBLES

6.2. DETERMINACION DEL TAMARNO MOLECULAR

El tamafio molecular estimado para las fracciones FF, FC y FA, fue determinado
mediante cromatografia de exclusion molecular de alta resolucién acoplada a un detector de
indice de refraccion (HPSEC-RID). Para ello en primer lugar se resuspendieron unos 2 mg de cada
fraccion (FF, FCy FA) en 1 ml de agua destilada que se mantuvieron durante 24h en agitacién a
50°C para asegurar su total solubilizacién. Fueron filtrados a través de filtros de membrana de
nylon de 0,45 um para eliminar cualquier resto insoluble. Todas las fracciones se analizaron
antes y después de ser hidrolizadas con Pronasa E (ver punto 3), con el fin de observar posibles

cambios en el tamano molecular que pudieran indicar la presencia de glicoproteinas.

El analisis cromatografico se realizd en un sistema HPLC Alliance® 2695 (Waters)

acoplado a un detector de indice de refraccién Alliance® 2414 (Waters) (FIGURA 8).

FIGURA 8. Equipo HPLC-RID empleado en el analisis del tamafio molecular de las distintas fracciones

obtenidas.

Todos los eluyentes fueron filtrados y desgasificacion durante 10-15 minutos en bafio
de ultrasonidos EImaTranssonic “TI-H-55" antes del analisis. Para estabilizar la temperatura del
detector y obtener una linea base estable, se fijo la temperatura y se mantuvo el flujo de fase
movil durante al menos 10 horas antes de la inyeccién. Las condiciones de trabajo se indican en

la TABLA 2.
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TABLA 2. Condiciones cromatograficas utilizadas en el cromatdgrafo HPSEC-RID para el analisis del tamario

molecular de las distintas fracciones.

Columna

Eluyente

Temperatura de la columna
Temperatura del detector
Velocidad de flujo

Volumen de inyeccion

Tiempo de registro

Ultrahydrogel Linear (Waters) (7,8 x 300 mm)
Limite de exclusiéon molecular : 7x10° Da
NaNOs 0,1 M con NaNs al 0,03%.

25°C

30°C

0,2 ml/min

20 ul

90 min

El calibrado de la columna se realizé con patrones dextrano T-6, T-40, T-70, T-100, T-500

y T-2000, de pesos moleculares 6.000 Da, 40.000 Da, 70.000 Da, 100.000 Da, 500.000 Da y

2.000.000 Da, respectivamente. Los pesos moleculares aproximados se obtuvieron por

comparacion de los tiempos de retencién de los polisacaridos problema con los de los dextrano

comerciales de peso molecular conocido. Todas las determinaciones fueron realizadas por

triplicado. La recta de calibrado obtenida, en la que se representan los tiempos de retencion (7R,

min) obtenidos para los patrones de tamafio molecular conocido, frente al log10 del tamafio

molecular (Log10Tm), se muestra en la FIGURA 9.

Log 10 Tm

Log10 Tm = —0,1783xTR + 8,7865
R?=0,9857

30

35

40 45
TR (min)

FIGURA 9. Recta de calibrado de la columna Ultrahydrogel Linear (Waters), obtenida en las condiciones

descritas en la TABLA 2 con los patrones dextranos de peso molecular conocido.
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7. IDENTIFICACION DE MONOMEROS DE LA CADENA POLISACARIDICA

7.1. HIDROLISIS ACIDA

Los enlaces glicosidicos presentes en la cadena polisacaridica son susceptibles de ser
rotos en presencia de acidos fuertes y alta temperatura. No todos los tipos de enlaces se rompen
al mismo tiempo ni en la misma proporcién, por lo que el tiempo de hidrdlisis debe ser el
suficiente para romper todos los enlaces sin degradar los mondmeros resultantes. El acido mas
usado para este fin es el acido trifluoroacético (Trifluoroacetic acid, TFA), practico gracias a su

volatilidad pudiendo ser eliminado facilmente tras la hidrélisis [164].

Aproximadamente 5 mg de las distintas fracciones fueron hidrolizados con 0,5 ml de TFA
al 99%. La reaccidn se realizd en autoclave a 120°C durante 60 min [168]. Se evaporé el acido

restante bajo corriente de nitrégeno hasta su total sequedad.

7.2. DERIVATIZACION DE MONOSACARIDOS A ACETATOS DE ALDITOL

Los productos derivados de la hidrdlisis de polisacaridos son sustancias no volatiles que
deben ser derivatizados para su posterior andlisis por Cromatografia de Gases (Gas
Chromatography, GC). Para ello son reducidos a alditoles y seguidamente acetilados para dar los

acetatos de alditol correspondientes, compuestos volatiles aptos para su analisis por GC.

Para la obtencidn de los acetatos de alditol a partir de las fracciones hidrolizadas, se

siguié el método desarrollado por Blakeney y cols. [169].

Las diferentes fracciones anteriormente hidrolizadas y desecadas son reducidas a
alditoles mediante la adiccion de 100 ul de agua destilada, 20 pl de amoniaco 15 M, y 1 ml de
borohidruro de sodio (NaBH,) 0,5 M disuelto en Dimetilsulféxido (DMSO). Se incubd la reaccion
durante 90 min a 40°C con agitacién constante. El exceso de NaBH, se eliminé afiadiendo 100 pl
de acido acético 18 M. Los alditoles obtenidos fueron convertidos en sus correspondientes
acetatos de alditol mediante su tratamiento con 200 pul del catalizador 1-metilimidazol y 2 ml del
agente acetilante, anhidrido acético a 25°C durante 10 min y en continua agitacidon. Para eliminar

el exceso de anhidrido acético se afiadié1 ml de agua destilada.

Para la extraccion de los acetatos de alditol resultantes se afiadié 1 ml de cloroformo y
se agitd vigorosamente durante 15 min. Se dejo reposar para permitir la separacion de las
distintas fases, centrifugando si fuera necesario, y se recuperd la fase cloroférmica inferior. Se

realizaron dos lavados de la fase cloroférmica con agua destilada, agitando y dejando separar

57



MATERIALES Y METODOS

las fases para volver a recuperar la fase cloroféormica. Se retiré todo resto de agua al afiadir
sulfato de magnesio anhidro y se filtrd por gravedad en papel de celulosa. Se elimind el
cloroformo bajo corriente de nitrégeno hasta su total sequedad y se redisolvié de nuevo en

MeOH de calidad analitica para su posterior analisis.
7.3. CROMATOGRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a un detector de espectrometria de masas (GC-MS),
es una potente técnica instrumental capaz de separar mezclas en sus componentes individuales,
identificarlos y proporcionar informacién cuantitativa y cualitativa sobre sus cantidades relativas
y sus estructuras quimicas. Es un método de eleccidon en la separacion, identificacién vy

cuantificacion de acetatos de alditol y acetatos de alditol parcialmente metilados (AAPMs) [170].

Los acetatos de alditol obtenidos anteriormente (Ver punto 7.2) fueron separados en un
equipo de cromatografia de gases de la casa Perkin EImer, modelo Clarus 500, equipado con una
columna capilar Elite 5MS (60 m x 0,25 mm; 0,25 um, Perkin Elmer) (FIGURA 10). El gas portador
fue helio con un flujo constante de 1 ml/min (25 psi) en modo splitless. La temperatura del
inyector se mantuvo a 280°C. Los componentes de la muestra se separaron mediante un
programa de temperatura que comienza isotérmicamente a 40°C mantenido durante 10 min,
para subir a razén de 12°C/min hasta los 70°C; seguidamente se subié a razén de 6°C/min hasta

los 240°C, temperatura que se mantuvo durante 10 min.

La identificacién y cuantificacion de los acetatos de alditol se realiz6 mediante un
detector de masas de la casa Perkin ElImer, modelo Clarus 560, acoplado al cromatdgrafo de
gases (FIGURA 10). La ionizacidn se llevé a cabo por impacto electrénico (Electronimpact, El). La
temperatura de la fuente de iones fue de 220°C y se trabajé con un potencial de ionizacidn de
70 eV. El tiempo total de anadlisis fue de 47 min. El procesado de los datos se realizd con el
programa TurboMass versién 5.4.2. La identificacidn de los picos se realizé por similitud con los
espectros de masas recogidos en la libreria del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST) y mediante comparacion con los tiempos de retencidon y espectros de masas de los
patrones en el caso de que éstos estuvieran disponibles. La cuantificacidn se realizé atendiendo
al drea de los picos en los cromatogramas obtenidos por GC-MS. Todos los analisis fueron

realizados por triplicado.
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FIGURA 10. Equipo GC-MS empleado en el analisis de la estructura y enlaces de las fracciones.

8. ANALISIS ESTRUCTURAL

8.1. ANALISIS DE METILACION

Para la metilacidn de las distintas fracciones se utilizd el método introducido por

Ciucanu y Kerek en 1984 [171], con algunas adaptaciones [172].

Un requisito para la reacciéon de metilacién es que los polisacaridos estén bien
solubilizados en DMSO, para asi evitar una metilacién incompleta y una conclusion errénea
sobre su estructura. Para ello se disolvieron unos 10 mg de cada fraccién polisacaridica en DMSO
y se dejaron en agitacién durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiadieron 50 mg de NaOH
previamente desecado[173] y se disolvieron durante 1 h en un bafio de ultrasonidos ELMA “X-
Tra 30H”. Seguidamente se afiadieron 0,5 ml ioduro de metilo, proveedor de grupos metilo, y se

agité en frio durante 30 min. Se paré la reaccién al afiadir 1 ml de agua destilada.

Para la extraccion de los polisacaridos metilados se afadio 1 ml de cloroformo y se agitd
vigorosamente durante 15 min. Se dejo reposar permitiendo la separacién de las distintas fases,
centrifugando si fuera necesario, y se recuperé la fase cloroférmica inferior. Se realizaron dos
lavados de la fase cloroférmica con agua destilada, agitando y dejando separar las fases para
volver a recuperar la fase cloroférmica. Se retiré todo resto de agua al aiadir sulfato de
magnesio anhidro y se filtré por gravedad en papel de celulosa. Se eliminé el cloroformo bajo

corriente de nitrégeno hasta su total sequedad.
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Las muestras metiladas fueron hidrolizadas con 0,5 ml de TFA, en autoclave a 120°C
durante 60 min. Los restos de acido fueron eliminados bajo corriente de nitrégeno. Los
mondmeros parcialmente metilados obtenidos tras la hidrdlisis fueron reducidos a acetatos de

alditol mediante el método de Blakeney y cols., descrito anteriormente en el punto 7.2 [169].

Los AAPMs obtenidos fueron extraidos con 1 ml de cloroformo y agitando
vigorosamente durante 15 min. Se dejo reposar para permitir la separacidn de las distintas fases,
centrifugando si fuera necesario, y se recuperd la fase cloroférmica inferior. Se realizaron dos
lavados de la fase cloroférmica con agua destilada, agitando y dejando separar las fases para
volver a recuperar la fase cloroférmica. Se retird todo resto de agua al afiadir sulfato de
magnesio anhidro y se filtré por gravedad en papel de celulosa. Se elimind el cloroformo bajo
corriente de nitrédgeno hasta su total sequedad y se redisolvio de nuevo en MeOH calidad

analitica para su posterior analisis.
8.2. CROMATOGRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS)

Los AAPMs obtenidos, fueron separados en un equipo de cromatografia de gases de la
casa Perkin Elmer, modelo Clarus 500, acoplado a un detector de masas de la casa Perkin Elmer,
modelo Clarus 560, y equipado con una columna capilar Elite 5MS (60 m x 0,25 mm; 0,25 um,
Perkin Elmer). Las condiciones de trabajo del cromatdgrafo de gases y del espectrémetro de

masas son las descritas anteriormente para la deteccién de acetatos de alditol.

La identificacién de los picos se realizé por similitud con los espectros de masas
recogidos en la libreria del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) y mediante
comparacién con los tiempos de retencion de los patrones en el caso de que éstos estuvieran
disponibles. La cuantificacion se realizd atendiendo al area de los picos en los cromatogramas

obtenidos por GC-MS. Todos los analisis fueron realizados por triplicado.
El grado de ramificacion (GR) se calculd segun la siguiente formula [134, 174]:
Grado de ramificacion (GR)= (NT + NR) / (NT + NR + NL)

Donde NT, NR y NL se corresponden con el porcentaje relativo de residuos terminales,

puntos de ramificacidn y residuos lineales de la cadena, respectivamente.
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8.3. CONFORMACION ESTRUCTURAL EN TRIPLE HELICE (ROJO CONGO)

El Rojo Congo (disodium 4-amino-3-[[4-[4-[(1-amino-4-sulfonatonaphthalen-2-
yl)diazenyl]phenyl] phenylldiazenyllnaphthalene-1-sulfonate) (FIGURA 11) es un colorante
diazoico ampliamente utilizado en la industria textil y con aplicaciones, entre otras, en
bioquimica e histologia para tefiir preparaciones microscépicas, especialmente citoplasma y

eritrocitos y como test diagndstico en la amiloidosis [175].

7\
P O
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FIGURA 11. Estructura quimica del colorante Rojo Congo.

El rojo congo es también utilizado ampliamente en el estudio de la estructura
conformacional de polisacaridos [176, 177]. Tiene la capacidad de unirse de forma especifica a
polisacaridos con conformacién en triple hélice, formando complejos que presentan una
desviacion en la longitud de onda de absorcién maxima (Amax) con respecto a la del rojo congo

libre en solucién acuosa (FIGURA 12) [178].

Rojo congo

1,6 - —--— Rojo Conco + Curdlan

Absorbancia

O T T T
360 410 460 510 560 610
A (nm)

FIGURA 12. Espectro de absorcidon de rojo congo en presencia y ausencia del polisacarido con estructura
en triple hélice Curdlan. Se observa una desviacion en la Amax para el complejo Rojo Congo+Curdlan con

respecto al colorante libre.
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Los polisacaridos al perder la conformacidn en triple-hélice, ya sea en ambiente alcalino
[176, 179] o disuelto en DMSO [180], dejan de formar complejos con el colorante y la Amax
apenas se desvia de los valores iniciales del rojo congo libre. Existe relacién entre la
concentraciéon de NaOH de la solucion y la desviacién de la Amax observada, pudiéndose ver el
rango de concentracidn en el que se produce la transicién conformacional, el polisacarido pierde

su conformacién en triple hélice y deja de formar complejo con el Rojo Congo (FIGURA 13).[176].

El comportamiento conformacional de las distintas fracciones polisacaridicas en
solucidn se determind mediante un analisis de transicién desde la conformacién en triple hélice
a hélice simple siguiendo el método descrito por Ogawa en 1972 [178] modificado para nuestras

muestras.

Como patrones conformacionales de triple hélice se utilizaron los glucanos comerciales

laminarin y curdlan, y un patrén dextrano de 40 KDa como control de cadena sencilla aleatoria.

550 —— Rojo Congo
---8-- Rojo Congo +Dextrano T40
./'j\'ﬁ'f*---.. — & — Rojo Congo + Laminarin
<10 — — #— - Rojo Congo + Curdlan

Amax (nm)
g

490

480

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Concentracion NaOH (M)

FIGURA 13. Longitud de onda de absorcién maxima (Amax) del colorante rojo congo a 25°C a diferentes
concentraciones de NaOH, en presencia de patrones polisacaridicos con estructura en triple hélice

(laminarin, Curdlan) y estructura de cadena simple aleatoria (Dextrano T-40).

En la FIGURA 13 se pueden observar diferentes comportamientos de los patrones
polisacaridicos frente a un aumento de la concentracién de NaOH. Para Curdlan y Laminarin se
ve una disminucidn considerable en la Amax a concentraciones de NaOH superiores a 0,05 M y
0,2 M respectivamente, lo que indicaria la disociacion del complejo rojo congo-polisacarido y
por tanto una disrupcién de la estructura en triple hélice. Por el contrario, el patrén lineal

dextrano T40 no forma complejo con el colorante por lo que no presenta desviacidén en su Amax.
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Se prepararon soluciones de las distintas fracciones conteniendo 1 mg/ml de muestra.
Se afiadid una solucién acuosa de rojo congo a las soluciones polisacaridicas para obtener una
concentracioén final de 80 uM del colorante. Se midié el espectro de absorcion visible entre 220-
680 nm y se determinaron las Amax para cada fraccién en un lector de placas Fluostar Omega
(BMG LabTech). Los polisacaridos que presentan conformacién ordenada en triple-hélice
forman complejos con el rojo congo los cuales son evidenciados por una desviacion en la Amax.
Para determinar el punto de transicion de conformacién ordenada en triple-hélice a cadena
sencilla, se midié la Amax de soluciones de rojo congo en presencia de los polisacdridos
problema y polisacdridos control a diferentes concentraciones de NaOH (0,001 M; 0,05 M; 0,1

M; 0,2 M; 0,3 My 0,5 M). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

9. DETERMINACION DE COMPLEJOS POLISACARIDO-PROTEINA MEDIANTE SDS-PAGE

9.1. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La electroforesis es un método en el cual moléculas cargadas son separadas mediante
la aplicacidn de un campo eléctrico. Durante el proceso de electroforesis, la movilidad de las
biomoléculas dependera, entre otros factores, de su carga, peso molecular y estructura
tridimensional. Bajo la influencia del voltaje aplicado, las diferentes moléculas presentes en la
muestra se moveran a través de una matriz a diferentes velocidades, siendo asi separadas en el
proceso. Esta matriz puede estar formada por distintos materiales como papel, acetato de
celulosa, geles de agarosa o geles de poliacrilamida. La electroforesis en geles de poliacrilamida
(polyacrilamide gel electrophoresis, PAGE) es uno de los métodos mas usados en la purificacion,
analisis y caracterizacion de proteinas. Es un método facil, rdpido y econdmico capaz de detectar
hasta 1 ug de proteina. Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion del
mondmero de acrilamida (CH,=CH-CO-NH;) y del mondmero entrecruzador N,N’-metilen-bis-
acrilamida (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,). La polimerizacidn se inicia por la liberacién de
radicales libres a partir del persulfato de amonio (PSA) por la accién del catalizador N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (FIGURA 14).El tamafio de poro del gel y por tanto su rango de
separacion viene determinada por la proporcion de acrilamida + bisacrilamida (T %), siendo
menor el poro cuanto mayor sea este porcentaje. La mayoria de proteinas se separan bien en

un rango del 5-12% [181].
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Metilen-bis-acrilamida
H
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Polimerizacién TEMED PSA
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FIGURA 14. Reaccidn de polimerizacion de la acrilamida

La detecciéon de proteinas y glicoproteinas se realiza mayoritariamente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en presencia de sodio
dodecil sulfato o SDS (SDS-PAGE), donde la separacion de las biomoléculas viene determinada
exclusivamente por su masa molecular y por el tamafio de poro del gel [182].El SDS es un
detergente anidnico fuerte que desnaturaliza las proteinas y rompe las interacciones no-
covalentes con otras moléculas. Interacciona con la mayoria de proteinas en una proporcién fija
de 1,4 g de SDS por g de proteina. Se forma un complejo SDS-proteina con una carga neta
negativa y uniforme que enmascara la carga de la proteina. Estos complejos presentan la misma
forma y relacién carga/masa, por lo que la separacidon ocurrird de acuerdo a sus masas
moleculares y gracias al efecto tamiz molecular impuesto por los poros del gel de poliacrilamida
[181]. Para asegurar la desnaturalizacion de las proteinas se utilizan también agentes reductores

como el B-mercaptoetanol, que rompe los enlaces disulfuro (S-S) que pudieran existir.

En el caso de glicoproteinas, se observa un comportamiento anémalo en electroforesis

SDS-PAGE de estos complejos polisacarido-proteina, principalmente debido a [183, 184]:

e La porcién de carbohidratos de la molécula puede ser muy elevada (mas del 90%), por
tanto la cantidad de SDS unido no es constante, ya que este detergente se une

prioritariamente a proteinas. Esto da lugar a un descenso en la relacion carga/masa,
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reduciéndose asi la movilidad de la glicoproteina durante la electroforesis que se
comportard como si tuviera un peso molecular mayor, pudiéndose sobrestimar su

tamafio hasta en un 30%.

e Las cadenas laterales de los carbohidratos pueden interaccionar de forma inespecifica
con componentes del gel de electroforesis, perturbando su migracién durante la
electroforesis, dando lugar a la dispersidn de las bandas que resultan ser mas anchas de

lo habitual.

Esto complica el proceso y resulta complicado determinar y predecir el comportamiento

de complejos polisacarido-proteinas en electroforesis.

Para la electroforesis SDS-PAGE se utilizd un sistema de electroforesis vertical Mini-

Protean Il (Bio-Rad) siguiendo el método descrito por Laemmli en 1970 [185].

El tamafio de poro del gel de poliacrilamida se ajusté en funcién del tamafio de las
muestras. El gel separador se preparoé al 7,5 % (p/v) de poliacrilamida en tampon Tris-HCL 0,375
M, pH 8,8; SDS 0,1 % (p/v); persulfato amdnico 0,05 % (p/v) y TEMED 0,075 % (p/v). El gel
concentrador se prepard al 5% (p/v) de poliacrilamida en tampdn Tris-HCL 0,12 M, pH 6,8; SDS
0,1 % (p/v); persulfato amonico 0,1 % (p/v) y TEMED 0,1 % (p/v). Como tampdn de electroforesis
se utilizd Tris-HCL 25 mM, pH 8,3; Glicerol 192 mM y SDS 0,1 % (p/v).

Se utilizaron aproximadamente 2 pg/ul y 30 pg/ul de muestra para la deteccién de
polisacaridos y proteinas respectivamente. Fueron solubilizadas en tampdén de muestras
Laemmli para SDS-PAGE de Bio-Rad (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS 2%,; glicerol 25%; 2-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,001%). Inmediatamente antes de la electroforesis
las muestras se incubaron a 100°C durante 5 min. El volumen de muestra aplicado por pocillo

fue de 15 pl.

La electroforesis se realizd a temperatura ambiente aplicando una diferencia de
potencial constante de 100 V durante 110 min, empledndose una fuente de alimentacion

PowerPac™ Basic (Bio-Rad).

No se utilizaron patrones glicoproteicos de tamano molecular durante el andlisis de
electroforesis debido a las dificultades para elegir un patrén con un comportamiento

cromatografico equivalente a los polisacédridos problema. El Unico objetivo con este

65



MATERIALES Y METODOS

experimento fue poner de manifiesto la presencia o ausencia de complejos polisacarido-

proteina en nuestras fracciones.
9.2. DETECCION DE PROTEINAS Y COMPLEJOS POLISACARIDO-PROTEINA EN GELES SDS-PAGE

Para detectar la presencia de glicoproteinas en los geles de poliacrilamida se realizaron
en paralelo tinciones especificas para proteinas (Tincidn con Coomassie Brilliant Blue R-250) y

polisacaridos (Reaccién del Acido peryddico-Reactivo de Schiff).
9.2.1.Deteccion de proteinas con Coomassie Brilliant Blue R-250

El colorante mas utilizado para proteinas en SDS-PAGE es al Azul de Coomassie,
Coomassie Brilliant Blue R-250. Es un colorante trifenilmetano disulfonado que tifie las bandas
de proteinas de color azul brillante. Es una tincién simple con baja sensibilidad, detectando hasta

0,2-0,6 pg de proteina por banda [186].

Se utilizd una solucion acuosa de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,26 % (p/v); metanol
45,4 % (v/v) y acido acético 9,2 % (v/v). La incubacién de los geles fue de aproximadamente 30
min, con agitacién constante. El destefiido de los geles se realizé con una soluciéon acuosa de
metanol 20% (v/v) y acido acético 7,5 % (v/v), siendo renovada frecuentemente hasta que los

geles quedaron con un fondo transparente (unas 4 horas aproximadamente).

El andlisis de las bandas proteicas se realizé con un densitémetro GS800 (Bio-Rad) y el

software QuantityOne (Bio-Rad).
9.2.2.Deteccidn de polisacdridos mediante la reaccién del Acido peryddico-Reactivo de Schiff

Muchas de las técnicas utilizadas en la deteccidn de glicoproteinas en geles de
poliacrilamida estan basadas en la reaccién del Acido peryéddico-Reactivo de Schiff o PAS
(Periodic Acid Schiff). El acido periddico oxida los grupos 1,2-glicol de los azucares dando origen
a grupos aldehidos que reaccionan con el reactivo de Schiff produciendo un complejo de color

purpura.

Para evidenciar la presencia de glicoproteinas en nuestros geles se utilizo la reaccion de

PAS siguiendo el método descrito por Van-Seuningen y Davril en 1992 [187].

Todos los pasos detallados a continuacién se realizaron en un bafio de agua en continua
agitacién. En primer lugar se tratd con una solucién de fijacién de acido tricloroacético 20 %

(p/v), seguido de un lavado con agua destilada. Tras eliminar los restos de acido tricloroacético,
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los carbohidratos fueron oxidados con una solucién de acido peryddico 0,7 % (v/v) y acido
acético 5 % (v/v) en completa oscuridad. Se lavo el exceso de acido peryddico varias veces con
agua destilada y se revelaron las bandas de glicoproteina con el reactivo de Schiff en oscuridad.
Se lavé con una solucién de disulfito potasico 5 % (p/v) y acido acético 5 % (v/v), y por ultimo se
realizaron varios lavados con una solucidon de metanol 5 % (v/v) y acido acético 7,5 % (v/v) y otro
con una solucidon de metanol 50 % (v/v) y acido acético 30 % (v/v), seguido de un paso de
rehidratacidn del gel con una solucién de glicerol 5 % (v/v) y acido acético 10 % (v/v). Estos
ultimos pasos se realizaron a una temperatura de 50°C (TABLA 3). El analisis de las bandas de
glicoproteinas se realizé con un densitdmetro GS800 (Bio-Rad) y el software QuantityOne (Bio-

Rad).

TABLA 3. Tincién mediante la reaccién del Acido peryédico-Reactivo de Schiff o PAS.

Reactivos Tiempo (min) Temperatura (°C)
Acido Tricloroacético 20%. 5 20°C
Agua destilada 5 20°C
Acido peryddico 0,7% + Acidoacético 5% 10 20°C
Agua destilada 2 20°C
Agua destilada 2 20°C
Rectivo de Schiff 10 20°C
Disulfito potdsico 5% + Acidoacético 5%. 5 20°C
MeOH 5% + dcidoacético 7,5%. 10 50°C
MeOH 5% + dcidoacético 7,5%. 5 50°C
MeOH 50% + dcidoacético 30%. 10 50°C
MeOH 50% + dcidoacético 30%. 5 50°C
MeOH 50% + dcidoacético 30%. 2 50°C
Glicerol 5% + dcidoacético 10%. 10 50°C

10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico se utilizd el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).
Los datos fueron expresados como media + desviacion estandar de tres, cuatro o seis analisis,

dependiendo del estudio realizado.

En todos los casos, los valores de las medias fueron analizados por el test de Student
para comprobar la existencia de diferencias significativas entre las fracciones tratadas y no

tratadas con Pronasa E y las diferencias en el comportamiento de congo red en presencia de los
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distintos polisacaridos obtenidos. Se realizd este analisis para cada una de las especies

estudiadas.

En la comparacion de resultados entre las distintas fracciones y las diferentes especies
de hongos estudiadas, los valores obtenidos fueron analizados usando el analisis de la varianza
de una via (ANOVA). Cuando el ANOVA detecté diferencias significativas entre los valores, las

medias fueron comparadas usando el test de Tukey HSD (p<0,05).
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RESULTADOS

1. RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES

Tras someter las muestras de setas al protocolo anteriormente descrito, los

rendimientos de extraccidn fueron calculados mediante la siguiente férmula:

Rendimiento (%)= [A/Aq] x 100,

donde A es el peso seco de la fraccidon polisacaridica obtenida y Ages el peso seco de la

muestra inicial utilizada. Los valores calculados se muestran en la TABLA 1.

TABLA 1. Comparacion de los rendimientos de extraccion obtenidos en las distintas fracciones, fria (FF),

caliente (FC) y alcalina (FA), para cada una de las cuatro especies de hongos comestibles analizadas.

Rendimiento (%)

Especies analizadas FF FC FA

B. edulis 2,80+0,76a,A 3,20+0,823,A 2,90+0,17a,C
L. deliciosus 1,10+ 0,14b,BC 1,90+0,12b,B 4,60 +0,853,B
C. cibarius 1,03 +0,03b,C 0,80 +0,01b,C 9,49 £0,673,A
C. gambosa 2,03+0,11b,AB 1,37 £ 0,03c,BC 5,18 + 0,20a,B

Resultados expresados como media + desviacidn estandar, n=3.
Misma letra mindscula en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).
Misma letra mayuscula en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

Como era de esperar en este tipo de extracciones, los valores de rendimiento obtenidos
fueron bajos, inferiores al 10% [126]. En el caso de B. edulis los rendimientos de extraccidn se
mantuvieron constantes en las tres fracciones, con un valor aproximado del 3%. En general los
rendimientos obtenidos en las fracciones FF y FC fueron significativamente inferiores al resto,
con valores comprendidos entre el 0,8% en la FC de C. cibarius y el 2,03% en la FF de C. gambosa.
Sin embargo, en las fracciones alcalinas se observd un significativo aumento del rendimiento de
extraccion, siendo mas llamativo en el caso de C. cibarius con un valor cercano al 10%. Esta
variacion en el rendimiento podria deberse a las diferencias quimicas y estructurales de los

polisacaridos obtenidos y a las distintas condiciones de extraccidn utilizadas.

2. PROTEINAS TOTALES EN LOS EXTRACTOS

El contenido en proteinas totales de las fracciones obtenidas fue determinado mediante

el método desarrollado por Bradford en 1976 [163]. Los datos son mostrados en la TABLA 2.
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TABLA 2. Comparacion del contenido en proteinas obtenido en las distintas fracciones, fria (FF), caliente

(FC) y alcalina (FA), para cada una de las cuatro especies de hongos comestibles analizadas.

Proteinas totales (%)

Especies analizadas FF FC FA

B. edulis 1,97 £0,34a3,A 1,71+0,343,C 2,10 £ 0,03a,B
L. deliciosus 0,07 +0,00c,C 1,57 £0,153,C 0,71 +£0,03b,D
C. cibarius 1,05+ 0,05¢,B 3,52+0,11b,A 5,03+0,433,A
C. gambosa 0,88 +0,01c,B 2,43 +0,133,B 1,39+ 0,09b,C

Resultados expresados como media + desviacidn estandar, n=3.
Misma letra minuscula en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).
Misma letra mayuscula en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

En general el contenido en proteinas es bajo (aproximadamente el 2%), siendo
practicamente cero en el caso de la FF de L. deliciosus (0,07%). Por otro lado, las fracciones FCy
FA correspondientes a la especie C. cibarius presentan un contenido proteico significativamente

superior al del resto.

La naturaleza de este contenido proteico serd estudiada mas adelante con el fin de
determinar si estas proteinas estan formando parte de complejos polisacarido-proteina o si se

trata de restos de proteinas libres no eliminadas en el proceso de purificacion.

3. CARBOHIDRATOS TOTALES

El porcentaje de carbohidratos totales obtenido para cada fracciéon, determinado

mediante el método Fenol-Sulfurico [165, 166], se indica en la TABLA 3.

TABLA 3. Comparacién del porcentaje de carbohidratos totales obtenido en las distintas fracciones, fria

(FF), caliente (FC) y alcalina (FA), para cada una de las cuatro especies de hongos comestibles analizadas.

Carbohidratos totales (%)

Especies analizadas

FF

FC

FA

B. edulis
L. deliciosus
C. cibarius

C. gambosa

90,73 £2,37b,A
85,24 +1,87b,B
55,64 + 1,52¢,D
66,10 + 2,03b,C

97,48 +1,353,A
94,07 +3,72a,A
64,10+ 1,31b,B
61,96 + 1,26b,B

86,33 +1,54c,A
85,16 + 0,30b,A
74,73 + 2,66a,B
83,07 + 2,36a,A

Resultados expresados como media + desviacidn estandar, n=3.
Misma letra minuscula en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).
Misma letra mayuscula en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).
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Los porcentajes de carbohidratos totales obtenidos para la mayoria de fracciones supera
el 80%, a excepcidn de las tres fracciones de C. cibarius, con valores del 55,64% para FF, 64,10%
para FCy 74,73% para FA, y las fracciones FFy FC de C. gambosa, con unos valores del 66,10% y

61,96% respectivamente.

4. TAMANO MOLECULAR

La determinacidn del tamafio molecular se realizé mediante cromatografia de exclusiéon
molecular de alta resolucién acoplada a un detector de indice de refraccién (HPSEC-RID). Se
analizaron todas las fracciones tanto hidrolizadas como no hidrolizadas con Pronasa E. En cada
caso se indica la existencia o no de diferencias significativas en tiempos de retencion y/o perfil

cromatografico tras el tratamiento de hidrdlisis.

La denominacidn de las fracciones en los resultados presentados a continuacion se hara
mediante: dos letras correspondientes a las iniciales de la especie (ej. B. edulis: Be.), seguidas de
dos letras correspondientes a la fraccién (FF, FC y FA), y un nidmero romano en caso de la

presencia de mas de un pico.

4.1. Boletus edulis

Los cromatogramas obtenidos para las fracciones BeFF y BeFC de B. edulis no mostraron
diferencias significativas tras la hidrdlisis con Pronasa E, manteniéndose los tiempos de

retencion y el nimero de picos en ambos casos (FIGURA 1).

Los resultados muestran la presencia de un Unico pico en ambas fracciones (FIGURA 2),
el cual aparece a un tiempo de retencidn aproximado de 33,8 min y con tamafio molecular
estimado de 560 KDa (TABLA 4). Como se puede observar no existen diferencias significativas
entre las fracciones BeFF y BeFC en cuanto a tiempo de retencidn y tamafio molecular, por lo

gue podria tratarse del mismo polisacarido.
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FIGURA 1. Cromatogramas de exclusién molecular correspondientes a las fracciones FF (A) y FC (B) de B.

edulis antes (BeFF y BeFC) y después (BeFFP y BeFCP) de la hidrdlisis con Pronasa E.
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FIGURA2. Cromatograma de exclusion molecular correspondiente las fracciones BeFF y BeFC de B. edulis.

En la fraccidn alcalina BeFA se obtuvieron dos picos solapados (BeFA-I y BeFA-II) a unos
tiempos de retencion de 34,13 min y 39,44 min respetivamente. En este caso si se observo un

cambio significativo tras la hidrélisis con la proteasa.

Como se muestra en la FIGURA 3, existe una inversidon evidente en las areas relativas de
los picos BeFA-Iy BeFA-Il antes y después de la hidrdlisis con Pronasa E. Esta inversidn indicaria

la presencia de un complejo polisacarido-proteina, BeFA-I, cuya porcidn polisacaridica, BeFA-II,
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se ve liberada tras la hidrélisis con Pronasa E, lo cual se confirmara posteriormente mediante

electroforesis SDS-PAGE.

Los tamafos moleculares estimados para BeFA-I y BeFA-Il fueron de 503 y 57 KDa

respectivamente.
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FIGURA 3. Comparacion de los cromatogramas de exclusién molecular correspondientes a la fraccion

alcalina de B. edulis antes (BeFA) y después de la hidroélisis con Pronasa E (BeFAP).

TABLA 4. Tamafios moleculares estimados para las distintas fracciones de B. edulis (BeFF, BeFCy BeFA).

Fraccidn TR T. mol.?
BefF 33,86 561 +13,52a
BeFC 33,85 564 +7,77a
BeFA-I 34,13 503 £ 8,89b
BeFA-Il 39,44 57 +1,04c

lTiempo de retencidon (min)

2Tamafio molecular (KDa)

Datos expresados como media * desviacion estandar, n=6.

Misma letra en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre
valores (p<0,05).

4.2. Lactarius deliciosus

No se observaron diferencias significativas para ninguna de las tres fracciones de L.
deliciosus tras la hidrélisis con Pronasa E, manteniéndose los tiempos de retencion y el nimero

de picos en todos los casos (LdFF, LdFCy LdFA) (FIGURA 4).

En las fracciones LdFF y LdFC se observd un Unico pico a un tiempo de retencion

aproximado de 33,98 min (FIGURA 5-A), y un tamafio molecular estimado de 534 kDa.
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Minutos

FIGURA 4. Cromatogramas de exclusion molecular correspondientes a las fracciones FF (A), FC (B) y FA (C)

de L. deliciosus antes (LdFF, LdFCy LdFA) y después (LdFFP, LdFCP y LdFAP) de la hidrdlisis con Pronasa E.

En la fraccidn LdFA se obtuvieron dos picos solapados (LdFA-I y LdFA-Il) (FIGURA 5-B),
los cuales eluyeron a unos tiempos de retencién aproximados de 33,98 y 38,92 min, y
presentaron unos tamafios moleculares estimados de 534y 70 kDa, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas en cuanto a tiempo de retencidn y tamaifo molecular
entre el pico LdFA-I de la fraccién LdFA y los obtenidos en las fracciones LdFF y LdFC, lo que

podria indicar que se trata del mismo polisacdrido extraido en las tres fracciones (TABLA 5).
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FIGURA 5. Cromatogramas de exclusion molecular correspondientes a las fracciones LdFF y LdFC de L.
deliciosus en el que se observa un Unico pico a un tiempo de retencidn de 33,98 min (A); y la Fraccion LdFA
de L. deliciosus, en la que aparecen dos picos, LdFA-I y LdFA-II (B), a unos tiempos de retencion de 33,98

y 38,92 min respectivamente.

TABLA 5. Tamafios moleculares estimados para las distintas fracciones de L. deliciosus.

Fraccion TR 7. mof®

LdFF 33,98 534 +1,39a
LdFC 33,98 534 +1,13a
LdFA-1 33,98 534 +2,30a
LdFA-II 38,92 70+0,21b

1Tiempo de retencién (min)

2Tamafio molecular (KDa)

Datos expresados como media * desviacion estandar, n=6.

Misma letra en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre
valores (p<0,05).
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4.3. Cantharellus cibarius

Para ninguna de las tres fracciones de C. cibarius (CcFF, CcFC y CcFA) se observaron
diferencias significativas tras la hidrdlisis con Pronasa E, manteniéndose los tiempos de

retencién y el nimero de picos en todos los casos (FIGURA 6).

Se obtuvo un Unico pico para cada una de las fracciones analizadas, FF, FCy FA (FIGURA
7), eluyendo a unos tiempos de retencién en cada caso de 35,22, 37,52 y 40,60 min, y
presentando unos tamafios moleculares estimados de 731, 571 y 35 kDa respectivamente

(TABLA 6).

28 30 3Minutos 34 36 38

Mv

My

FIGURA 6. Cromatogramas de exclusiéon molecular correspondientes a las fracciones FF (A), FC (B) y FA (C)

de C. cibarius antes (CcFF, CcFCy CcFA) y después (CcFFP, CcFCP y CcFAP) de la hidrdlisis con Pronasa E.
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wy

FIGURA 7. Cromatogramas de exclusion molecular correspondientes a las fracciones CcFF, CcFCy CcFA de
C. cibarius en los que se observa un Unico pico principal a los tiempos de retencion de 35,22, 37,52 y 40,60

min respectivamente.

TABLA 6. Tamafios moleculares estimados para las distintas fracciones de C. cibarius

Fraccion TR T. mol?

CcFF 35,22 731+3,13a
CcFC 37,52 571+6,52b
CcFA 40,60 35+0,19¢

1Tiempo de retencidon (min).
2Tamafio molecular (KDa).

Datos expresados como media * desviacion estandar, n=6.
Misma letra en la misma columna significa que no existen diferencias significativas entre

valores (p<0,05).

4.4. Calocybe gambosa

En este caso sélo se obtuvieron datos concluyentes para la fraccién alcalina CgFA. No se
observaron diferencias significativas tras la hidrélisis con Pronasa E, manteniéndose los tiempos

de retencidn y el nimero de picos antes y después de la protedlisis (FIGURA 8).

Minutos

FIGURA 8. Cromatogramas de exclusion molecular correspondientes a la fraccion FA de C. Gambosa antes

(CgFA) y después (CgFAP) de la hidrélisis con Pronasa E.
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Como se puede observar en el cromatograma (FIGURA 8), se obtuvo un Unico pico a un

tiempo de retencién de 44,04 min y un tamafio molecular estimado de 44 + 0,44 kDa.

4.5. COMPARACION DE LOS TAMANOS MOLECULARES ENTRE ESPECIES

En la siguiente grafica (FIGURA 9) se muestra una comparativa de los tamafios moleculares
estimados para los polisacaridos detectados en las fracciones FF, FCy FA de las cuatro especies

de setas comestibles analizadas.

Como se puede observar en la figura, los polimeros detectados en las fracciones FFy FC
presentan un tamafio molecular elevado, alrededor de 500 KDa, a excepcion del polisacdrido
obtenido en la fraccion FF de C. cibarius, el cual presenté un tamafio molecular de 731 KDa,
significativamente superior al estimado para el resto. En el caso de C. gambosa no se obtuvieron

resultados concluyentes para las fracciones FFy FC.

Los polisacaridos detectados en todas las fracciones alcalinas, presentaron tamafios

moleculares significativamente inferiores a los aislados en las fracciones FFy FC (FIGURA 10).
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FIGURA 9. Comparacién del tamafio molecular estimado para los polisacaridos obtenidos en las cuatro
especies de setas comestibles estudiadas. Los valores medios con diferente letra son estadisticamente

diferentes (p<0,05).
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5. MONOMEROS CONSTITUYENTES DE LA CADENA POLISACARIDICA

Tras la hidrdlisis de las distintas fracciones con TFA y su posterior derivatizacion a
acetatos de alditol mediante el método desarrollado por Blakeney y cols. en 1987 [169], los
monosacaridos presentes fueron determinados mediante GC-MS. Se analizaron tanto las
fracciones hidrolizadas con Pronasa E como las no hidrolizadas. En ninguno de los casos se

encontraron diferencias significativas tras el tratamiento de hidrélisis.

Los polisacaridos obtenidos en las tres fracciones de B. edulis y L. deliciosus estan
constituidos mayoritariamente por residuos de glucosa, detectdndose también pequenas
cantidades de ribosa, xilosa, manosa y galactosa, en las proporciones indicadas en la TABLA 7.
Los cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol obtenidos se muestran en la

FIGURA 10.

TABLA 7. Porcentaje de los monosacaridos obtenidos tras hidrdlisis de las distintas fracciones,

determinados como acetatos de alditol mediante GC-MS.

Area (%)
Fracciones Ribosa Xilosa Manosa Glucosa Galactosa
B. edulis
BeFF 0,8910,21c 1,6%0,76bc 1,07+0,23c 93,26%1,46a 3,18+1,46b
BeFC 0,91+0,26b 0,99+0,34b 1,00£0,15b 96,28+0,48a 0,83+0,43b
BeFA 0,74+0,19b 0,93+0,18b 1,06+0,37b 95,26+1,35a 2,01+0,81b
L. deliciosus
LdFF 2,08+0,35c 1,53+0,69c 3,16+0,33b 89,54+0,80a 3,68+0,41b
LdEC 1,90+0,27c 1,18+0,26¢ 1,68+0,19c¢ 91,19+0,80a 4,06+0,29b
LdFA 2,10+0,24c 1,15+0,21d 1,89+0,38c 91,9240,23a 2,93+0,43b
C. cibarius
CcFF nd'c ndc 75,36%3,17a 22,54+2,20b 2,10+1,09¢
CcFC 5,47+0,85c¢ 3,01+0,61d 46,8310,72a 41,51+1,36b 3,18+0,25d
CcFA ndc ndc 12,33+1,45b 87,67+1,45a ndc
C. gambosa
CgFA ndd ndd 2,11+0,43c 94,21+0,86a 3,68+0,66b

'nd: No detectado
Datos expresados como media + desviacidén estandar, n=4.
Misma letra (a, b, ¢, d) en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

En todas las fracciones de C. cibarius se detectaron principalmente residuos de manosa
y glucosa. El mondmero mayoritario en la fraccion CcFF fue la manosa junto con glucosa y una
pequefia cantidad de galactosa en una proporcidn 3,34:1,00:0,09 respectivamente. La fraccion

CcFC estad constituida mayoritariamente por residuos de manosa y glucosa y pequenas
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cantidades de ribosa, xilosa y galactosa siguiendo una proporcién 1,13:1,00:0,13:0,07:0,08,
mientras que en la fraccidn CcFA se detectaron Unicamente residuos de manosa y glucosa en
proporcién 0,14:1,00 (TABLA 7). Los cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol

obtenidos se muestran en la FIGURA 11.

El Unico polisacadrido obtenido para C. gambosa en la fraccidon alcalina CgFA, estd
constituido de forma mayoritaria por glucosa, presentando pequeiias cantidades de manosa y
galactosa siguiendo la proporcion 1,00:0,02:0,04 (TABLA 7). Los cromatogramas

correspondientes a los acetatos de alditol obtenidos se muestran en la FIGURA 11.
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FIGURA 10. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol obtenidos tras la hidrdlisis de las
distintas fracciones polisacaridicas de B. edulis (A) y L.deliciosus (B), analizadas por GC-MS.
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Cantharellus cibarius
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FIGURA 11. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol obtenidos tras la hidrdlisis de las
distintas fracciones polisacaridicas de C. cibarius (A) y C. gambosa (B), analizadas por GC-MS.
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6. ANALISIS ESTRUCTURAL

6.1. DETERMINACION DE ENLACES Y RAMIFICACIONES MEDIANTE ANALISIS DE METILACION

El andlisis estructural de las distintas fracciones polisacaridicas se realizd, mediante GC-
MS, tras la obtencién de los acetatos de alditol parcialmente metilados correspondientes. Se
analizaron tanto las fracciones hidrolizadas con Pronasa E como las no hidrolizadas. No se
encontraron diferencias significativas tras el tratamiento de hidrdlisis con la proteasa, salvo en

el caso de la fraccion BeFA de B. edulis.

6.1.1. Boletus edulis

No se observaron diferencias significativas en los resultados obtenidos para las
fracciones BeFFy BeFC (TABLA 8). Los cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol
parcialmente metilados obtenidos para estas fracciones se muestran en la FIGURA 12. En ambos
casos los resultados indicaron la presencia de residuos terminales, 2,3,4,6-Mes-Glucosa;
residuos pertenecientes a la cadena principal, 2,3,6-Mes-Glucosa; y residuos correspondientes
a puntos de ramificacidn, 2,3-Me,-Glucosa, en un ratio cercano a 1:7:1. De acuerdo con estos
datos los polisacdridos obtenidos en las fracciones BeFF y BeFC estarian formados por residuos

terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->4)-Glucosa y (1->4,6)-Glucosa.

TABLA 8. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados en las fracciones BeFF y BeFC de B. edulis mediante

GC-MS.

AAPMs! TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace
BeFF BeFC

2,346-MesGlc 3827  11,45a  11,49a 101,117,129, 87, 161, 145 Gle(1>  (Terminal)

2,3,6-Mes-Glc 4023  7586a  75,74a 117,113,101,99,129  -4)-Gle-(1->  (Cadena)

2,3-Me-Glc 42,15 12,692  12,77a 117,85,99,101, 127 —54,6)-Gle-(1> _ (Puntode

ramificacion)

1 Acetatos de alditol parcialmente metilados, detectados mediante GC-MS.
2Tiempo de retencion (min).

Misma letra en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).
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FIGURA 12. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS

de las fracciones BeFF y BeFC obtenidas a partir del hongo comestible B. edulis.

Como se puede ven en los cromatogramas mostrados en la FIGURA 13, en el caso de la
fraccidn BeFA se observé una metilacion totalmente deficiente antes de la hidrdlisis con Pronasa
E (BeFA), mientras que los resultados de metilacién fueron muy satisfactorios después del
tratamiento con la proteasa (BeFAP) (FIGURA 13). Esto encajaria con la existencia de un
complejo polisacarido-proteina en la fraccion, donde la presencia de la proteina antes de la

hidrdlisis impediria una metilacion eficiente del residuo polisacaridico.
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FIGURA 13. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS

de la fraccién alcalina de B. edulis antes (BeFA) y después de la hidrdlisis con Pronasa E (BeFAP).
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Tras la hidrdlisis de la fraccion BeFA con Pronasa E y obtencidn de los acetatos de alditol
parcialmente metilados correspondientes, el analisis mediante GC-MS (TABLA 9) indicé la
liberacidon de residuos terminales 2,3,4,6-Mes-Glucosa, residuos 2,3,4-Mes-Glucosa y puntos de
ramificacion 2,4-Me»-Glucosa en una proporcion aproximada 1:7:1. Se dedujo que el
polisacarido aislado estaba formado por unidades terminales de glucosa Glc-(1->, residuos

(1->6)-Glucosa y (1->3,6)-Glucosa.

TABLA 9. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados en la fraccion BeFA de B. edulis mediante GC-MS.

AAPMsia TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace
2346-MesGlc 3827 11,10 101, 117, 129, 87, 161, 145 Gle-(1>  (Terminal)
2,3,4-Mes-Glc 4084 77,62 101, 117, 129, 99, 87, 161, 189, 173 56)-Gle-(1>  (Cadena)
2,4-Me,-Glc 42,53 11,28 117,129, 87,101, 189, 159 53,6)-Gle-(1-> _ (Funtode

ramificacion)

Lacetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.

2Tiempo de retencién (min).

En general el analisis de metilacién de las fracciones de B. edulis revela un ratio
aproximado de 1,00 entre residuos terminales de glucosa Glc-(1-> y puntos de ramificacion

—3,6)-Glc-(1->.
6.1.2. Lactarius deliciosus

No se observaron diferencias significativas en los resultados obtenidos para las

fracciones LdFF y LdFC de L. deliciosus (FIGURA 14) (TABLA 10).
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FIGURA 14. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS

de las fracciones FF y FC obtenidas a partir del hongo comestible L. deliciosus.
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En ambos casos el analisis de metilacién dio como resultado tres acetatos de alditol

parcialmente metilados, 2,3,4,6-Mes-Glucosa, 2,3,6-Mes-Glucosa y 2,3-Me,-Glucosa en una

proporcién cercana a 1:7:1. Esto nos indica que el polisacarido extraido en ambas fracciones

esta constituido por residuos terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->4)-Glucosa y (1->4,6)-

Glucosa.

El ratio entre residuos terminales Glc-(1- y puntos de ramificacion 24,6)-Glc-(1->) en

ambas fracciones fue aproximadamente de 1,00.

TABLA 10. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS en las fracciones LdFF y LdFC de

L. deliciosus.
AAPMsT TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace
LdFF LdFC
2,3,4,6-Mes-Glc 37,31 10,67a 10,55a 101, 117, 129, 87, 161, 145 Gle-(1- (Terminal)
2,3,6-Mes-Glc 39,31  77,06a 77,28a 117,113,101, 99,129  —>4)-Glc-(1-> (Cadena)
2,3-Mey-Glc 41,14  12,28a  12,17a 117,85,99,101, 127 >4,6)-Gle-(1> _ (Puntode

ramificacion)

Lacetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.

2Tiempo de retencion (min).

Misma letra en la misma fila significa que no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

En el caso de la fraccion LdFA encontramos una mezcla de residuos de acetatos de alditol

parcialmente metilados bastante heterogénea. Con el analisis en conjunto de todos estos

fragmentos no se llegd a ningun resultado concluyente (TABLA 11).

TABLA 11. Mezcla heterogénea de acetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS en la

fraccion LdFA de L. deliciosus.

AAPMs! TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace
2,3,4,6-MesGlc 37,31 27,47 101, 117, 129, 87, 161, 145 Gle-(1-> (Terminal)
2,4,6-Mes-Glc 38,99 3,95 117, 129, 101, 161, 87 >3)-Gle-(1-> (Cadena)
2,3,6-Mes-Glc 39,31 41,99 117, 113, 101, 99, 129 >4)-Gle-(1-> (Cadena)
2,3,4-Mes-Glc 39,58 12,61 101,117,129, 99, 161, 189, 173 >6)-Gle-(1-> (Cadena)
2,3-Mex-Glc 41,14 5,90 117,85,99,101,127  4,6)-Gle-(1-> mf;‘é’; tc‘,’o‘:j
2,4-Mez-Glc 41,27 8,10 117,129,101, 189,159 ->3,6)-Glc-(1-> (Punto de

ramificacion)

acetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.

2Tiempo de retencién (min).

Sin embargo, analizando los fragmentos parcialmente metilados por separado (TABLA

12), se observé que los residuos 2,3,6-Mes-Glucosa y 2,3-Me;-Glucosa, seguian la misma

proporcién 7:1 que la obtenida para estos fragmentos en las fracciones LdFF y LdFC. Esto

encajaria con los resultados obtenidos en el andlisis de cromatografia de exclusién molecular,
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en el que se observaron dos picos correspondientes a polisacaridos diferentes (FIGURA 5): LdFA-
1, con el mismo tamafio molecular que los glucanos detectados en las fracciones LdFF y LdFC; y
LdFA-II, de tamafo molecular significativamente inferior al anterior (TABLA 5). Los datos
obtenidos en el analisis de metilacién confirman por tanto la presencia de restos del mismo
polisacarido en las tres fracciones, LdFF y LdFC y LdFA (pico LdFA-I), ademas de la presencia de

un nuevo polisacarido de glucosa altamente ramificado en LdFA (pico LdFA-II) (FIGURA 15).

El total de residuos terminales Glc-(1-> detectados en LdFA (TABLA 11) se corresponde
con la suma de los residuos terminales liberados por los dos polisacaridos detectados en la
fraccion, LdFA-Iy LdFA-II, por lo que no se pudo determinar el porcentaje de residuos terminales

correspondiente a cada pico (TABLA 11).

El resto de fragmentos parcialmente metilados detectados en LdFA, 2,4,6-Mes-Glucosa,
2,3,4-Mes-Glucosa y 2,4-Me,-Glucosa, aparecen en una proporcion aproximada 1:3:2 y
formarian parte del nuevo polisacarido extraido en esta fraccion, LdFA-Il (TABLA 12). Estos datos
indican la presencia de residuos terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->6)-glucosa, (1->3)-

glucosay (1->3,6)-glucosa en la estructura principal de LdFA-II (FIGURA 15).

1007 Lactarius deliciosus 1) LdFA-1

2) LdFA-IT
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FIGURA 15. Cromatograma correspondiente a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS
de la fraccion LdFA de L. deliciosus. 1) Fragmentos parcialmente metilados correspondientes al polisacérido LdFA-/; 2)

Fragmentos parcialmente metilados correspondientes al polisacarido LdFA-II.

Por tanto en la fraccidn alcalina se encontraron restos de dos polisacaridos. El primero,
LdFA-I, se corresponderia con el extraido en las fracciones LdFF y LdFC, y el segundo, LdFA-II,

seria un nuevo polisacdrido de glucosa altamente ramificado.
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TABLA 12. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados en la fraccidon LdFA de L. deliciosus mediante GC-

MS correspondientes a los polisacaridos LdFA-I y LdFA-II.

AAPMs® TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace

LdFA-I  LdFA-II

2,4,6-Mes-Glc 38,99 nd®> 16,08 117,129, 101, 161, 87  —>3)-Gle-(1-> (Cadena)
236-MesGlc 3931 87,65  nd 117,113,101, 99, 129  —>4)-Gle-(1-> (Cadena)
2,3,4-Mes-Glc 39,58 nd 51,18 101,117,129 99, 161,189,173  —>6)-Gle-(1-> (Cadena)

(Punto de
2,3-Me;-Glc 41,14 12,35  nd 117,85,99,101,127 54,6)-Gle-(1> -t O
2,4-Me»Glc 41,27 nd 32,73 117, 129, 101, 189, 159 ->3,6)-Glc-(1-> (Punto de

ramificacion)

acetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.
2Tiempo de retencion (min).

3nd: No detectado.

6.1.3. Cantharellus cibarius

Los resultados del analisis de metilacion obtenidos para la especie C. cibarius confirman
la presencia de tres polisacdridos de manosa y glucosa diferentes en cada fracciéon (TABLA 13)
Los cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados

obtenidos para estas fracciones se muestran en la FIGURA 16.

En la fraccién CcFF, los resultados del analisis de metilacion revelan la presencia de los
fragmentos parcialmente metilados 2,3,4,6-Mes-Glucosa, 2,3,6-Mes-Glucosa, 2,3,4-Mes-
Manosay 2,4-Me,-Manosa en proporcién 1:1:9:1 (TABLA 13). Estos datos indicarian la presencia
de residuos terminales de glucosa Glc-(1->, (1->6)-Manosa, residuos de (1->3,6)-Manosa y un

pequefio porcentaje de residuos (1->4)-Glucosa en la estructura principal del polisacarido.

TABLA 13. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados en las fracciones CcFF, CcFCy CcFA de C. cibarius
mediante GC-MS.

AAPMs! TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace

CcFF CcFC  CcFA

2,3,4,6-Mes-Glc 3839 85 44 78 101, 117, 129, 87, 161, 145 Glec-(1- (Terminal)
2,4,6-Mes-Man 40,09 nd? nd 9,6 117,129, 101, 161, 87 -3)-Man-(1-> (Cadena)
2,3,6-Mes-Glc 40,26 10,5 44,6 15,5 117,113, 101, 99, 129 —4)-Glc-(1-> (Cadena)

2,3,4-Mes-Glc 40,73 nd nd 53,2 101,117,129, 99, 161, 189, 173 —6)-Glc-(1-> (Cadena)
2,3,4-Mes-Man 40,76 72,6 46,3 nd 101, 117, 129, 99, 161, 189, 173 -6)-Man-(1-> (Cadena)

2,3-Me»-Glc 4218 nd 47 13,9 117, 85,99, 101, 127  -4,6)-Gle-(1> _(Funtode
ramificacion)
(Punto de

24-MerMan 4262 84 nd  nd 117, 129, 101, 189, 159 -3,6)-Man-(1->

ramificacion)

acetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.
2Tiempo de retencién (min).

3nd: No detectado.
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Los resultados del andlisis de metilacién obtenidos para la fraccion CcFC revelan la
presencia de los fragmentos 2,3,4,6-Mes-Glucosa, 2,3,6-Mes-Glucosa, 2,3,4-Mes-Manosa y 2,3-
Me»-Glucosa en proporcién 1:10:10:1 (TABLA 13). Estos resultados indican la presencia de
residuos terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->4)-Glucosa, (1->6)-Manosa y (1->4,6)-

Glucosa como componentes principales del polisacarido extraido.

Como resultado de los anadlisis de metilacién de la fracciéon CcFA, se obtuvieron cinco
fragmentos mayoritarios, 2,3,4,6-Mes-Glucosa, 2,4,6-Ms-Manosa, 2,3,6-Mes-Glucosa, 2,3,4-
Mes-Glucosa y 2,3-Me,-Glucosa con un ratio cercano a 1:1:2:7:2 (TABLA 13). Estos resultados
indican la presencia de residuos terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->3)-Manosa, (1->4)-
Glucosa, (1->6)-Glucosa y (1-4,6)-Glucosa, como componentes principales de la estructura del

polisacarido.

Como se observa en los resultados obtenidos tras el analisis de metilacion de CcFFy CcFC

(TABLA 13), el ratio entre los residuos terminales y puntos de ramificacion es aproximadamente

de 1.00. En la fraccidon CcFA se observa un ratio inferior de 0,56, lo que podria ser debido a una
mala metilacion.
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FIGURA 16. Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS

de las fracciones CcFF, CcFC y CcFA obtenidas a partir del hongo comestible C. cibarius.
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6.1.4. Calocybe gambosa

El analisis de metilacién realizado mediante GC-MS de la fraccién CgFA de C. gambosa,
Unica fraccion para la que se obtuvieron resultados concluyentes, produjo cuatro acetatos de
alditol parcialmente metilados, 2,3,4,6-Mes-Glucosa, 2,3,4-Ms-Glucosa, 2,4-Me>-Glucosa y 2,3-

Me»-Glucosa en un ratio aproximado de 1:7:0,5:0,5 (TABLA 14) (FIGURA 17).

TABLA 14. Acetatos de alditol parcialmente metilados detectados en la fraccion CgFA de C. gagmbosa mediante GC-

MS.

AAPMS? TR? % Area Fragmentos de masas (m/z) Tipo de enlace

2,3,4,6-Me,-Glc 37,20 10,8 101, 117, 129, 87, 161, 145 Gle-(1-> (Terminal)
2,3,4-Mes-Glc 39,50 77,5 101, 117, 99, 129, 87, 161,189 —6)-D-Gle-(1-> (Cadena)
2,4-Mex-Glc 41,01 4,7 117, 129, 101, 189, 159 3,6)-Glc-(1-> mm(;,.‘é'; 27075
2,3-Me,-Glc 41,11 7,0 117, 85, 99, 101, 127 54,6)-Glc-(1> (Punto de

ramificacion)

Lacetatos de alditol parcialmente metilados detectados mediante GC-MS.

2Tiempo de retencion (min).
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FIGURA 17. Cromatograma correspondiente a los acetatos de alditol parcialmente metilados analizados por GC-MS

de la fraccién CgFA obtenida a partir del hongo comestible Calocybe gambosa.

Estos resultados indican que se trata de un polisacdrido formado por unidades
terminales de glucosa Glc-(1->, residuos (1->6)-Glucosa, (1-3,6)-Glucosa y (1->4,6)-Glucosa. El

ratio entre los residuos terminales y puntos de ramificacién es aproximadamente de 1,00.
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6.2. DETERMINACION DE LA CONFORMACION TRIPLE HELICE CON ROJO CONGO

El comportamiento de los complejos formados por las distintas fracciones con el
colorante Rojo Congo fue evaluado a partir del cambio en la longitud de onda de absorcién

maxima (Amax) del colorante a varias concentraciones de NaOH.

6.2.1. Boletus edulis

Como muestra la FIGURA 18, los valores de Amax para Rojo Congo varian mucho en

presencia de las fracciones BeFF, BeFCy BeFA de B. edulis (TABLA 15).

TABLA 15. Desviacidon en la Amax de Rojo Congo y los complejos formados con las distintas fracciones de

B. edulis (BeFF, BeFCy BeFA).

Compuesto/Complejos Amax (nm)* Desplazamiento (nm)
Rojo Congo 490 -

Rojo Congo + BeFF 503 13%*

Rojo Congo + BeFC 504 14%*

Rojo Congo + BeFA 512 2

"Amax media a una concentracién de NaOH 0,05 M. n=6.
** La diferencia con respecto a la Amax de rojo congo es significativa al nivel 0,01.

1w A 14 nm > B 22nm
> <>
’f"\‘\\ - N\
kY / E
/ N ; \
1,0 1,0 .
a5 a
o S
05 0,5
Rojo Congo A )
------- Rojo Congo + BeFF RO{O Congo
— — — Rojo Congo + BeFC — -« — Rojo Congo + BeFA
0,0 0,0
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Afnm) Afnm)

FIGURA 18. Espectro de absorcién de Rojo Congo (control), y los complejos de Rojo Congo con las fracciones BeFFy

BeFC (A) y con la fraccidn BeFA (B) de B. edulis, a una concentracién de NaOH 0,05 M.

Como se observa en la FIGURA 19, no existen diferencias significativas en el
comportamiento de las fracciones BeFF y BeFC en presencia del colorante rojo congo. La Amax
del colorante se ve desplazada en un principio hasta 510 nm y disminuye gradualmente hasta

alcanzar un valor cercano al de Rojo Congo libre (482 nm) a una concentracion de NaOH 0,5 M.
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Esto indica que ambas fracciones presentan conformacion en triple hélice, la cual se ve destruida
a concentraciones de NaOH superiores a 0,2 M, lo que indica que existe una transicidn

conformacional (FIGURA 19).
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FIGURA 19. Longitud de onda de absorcién maxima de Rojo Congo en presencia de las fracciones BeFF, BeFCy BeFA

de B. edulis, a concentraciones crecientes de una solucidn de hidréxido sddico.

El comportamiento del complejo Rojo Congo-BeFA es muy similar al anterior. En un
principio la Amax se ve ampliamente incrementada hasta los 514 nm, para a continuaciéon
disminuir gradualmente hasta alcanzar los 489 nm, valor que se mantiene a concentraciones de
NaOH superiores a 0,3 M. Esto indica que el polisacarido presente en esta fraccidon también
presenta conformacion en triple hélice, la cual es destruida a concentraciones de NaOH

superiores a 0,2 M (FIGURA 19).
6.2.2. Lactarius deliciosus

Como muestra la FIGURA 20, los valores de Amax para Rojo Congo varian

significativamente en presencia de las fracciones LdFF, LdFCy LdFA de L. deliciosus (TABLA16).

TABLA 16. Desviacidon en la Amax de Rojo Congo y los complejos formados con las distintas fracciones de

L. deliciosus (LdFF, LdFCy LdFA).

Compuesto/Complejos Amax (nm)* Desplazamiento (nm)
Rojo Congo 490 -

Rojo Congo + LdFF 497 T**

Rojo Congo + LdFC 498 gx*

Rojo Congo + LdFA 514 24%*

1Amax media a una concentracién de NaOH 0,05 M. n=6.

** La diferencia con respecto a la Amax de rojo congo es significativa al nivel 0,01.
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FIGURA 20. Espectro de absorcién de Rojo Congo (control), y los complejos de Rojo Congo con las fracciones LdFF y

LdFC (A) y con la fraccion LdFA (B) de L. deliciosus, a una concentracion de NaOH 0,05 M.

Como se observa en la FIGURA 21, no existen diferencias significativas en el
comportamiento de las fracciones LdFF y LdFC en presencia del colorante rojo congo. A baja
concentracién de NaOH la Amax del colorante aumenta hasta un valor maximo de 507 nm. A
concentraciones de NaOH superior a 0,2 M la Amax disminuye hasta alcanzar un valor cercano
al de Rojo Congo libre (482 nm). Esto nos indica que ambas fracciones presentan conformacion

en triple hélice, la cual es destruida a concentraciones de NaOH superiores a 0,2 M (FIGURA 21).
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FIGURA 21. Longitud de onda de absorcién maxima de Rojo Congo en presencia de las fracciones LdFF, LdFCy

LdFA de L.deliciosus a concentraciones crecientes de una solucion de hidréxido sédico.
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En el caso de la fraccion alcalina LdFA, a una concentracion de NaOH 0.001 M, la Amax
de Rojo Congo se desplaza hasta un valor maximo de 521 nm y disminuye hasta mantenerse
practicamente estable a 506 nm, incluso a concentraciones de NaOH superiores a0,3 M. Como
indican los resultados de cromatografia de exclusién molecular y de metilacidon obtenidos, en
esta fraccidn se observa la presencia de restos del polisacarido extraido en las fracciones LdFFy
LdFC, ademas de un nuevo polisacdrido de glucosa altamente ramificado. Se ve como el
comportamiento del rojo congo en presencia de la fraccién LdFA es significativamente diferente
a su comportamiento en presencia de las fracciones LdFF y LdFC, lo que sugeriria que el
desplazamiento de la Amax de Rojo Congo con LdFA podria ser debido en su mayor parte al
nuevo polisacarido detectado en esta fraccion (LdFA-Il) y que éste adoptaria una conformacion
en triple hélice altamente ordenada, que se mantiene estable incluso bajo fuertes condiciones

alcalinas (FIGURA 21).

6.2.3. Cantharellus cibarius

Como muestra la FIGURA 22, los valores de Amax para Rojo Congo varian en presencia
de las fracciones CcFF y CcFA de C. cibarius (TABLA17), mientras que en el caso de CcFC no se

observa una desviacion significativa de los valores de Amax.

TABLA 17. Desviacidn en la Amax de Rojo Congo y los complejos formados con las distintas fracciones de

C. cibarius, CcFF, CcFCy CcFA.

Compuesto/Complejos Amax (nm)* Desplazamiento (nm)
Rojo Congo 490 --

Rojo Congo + CcFF 498 8**

Rojo Congo + CcFC 490 o™

Rojo Congo + CcFA 507 17**

IAmax media a una concentracién de NaOH 0,05 M. n=6
** La diferencia con respecto a la Amax de rojo congo es significativa al nivel 0,01.

" La diferencia con respecto a la Amax de rojo congo fue no significativa.
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FIGURA 22. Espectro de absorcién de Rojo Congo (control), y los complejos de Rojo Congo con las fracciones CcFF (A),

CcFC (B) y CcFA (B) de C. cibarius, a una concentracion de NaOH 0,05 M.

La Amax del colorante tras su unidn con la fraccion CcFF se mantiene constante en un

valor maximo aproximado de 498 nm. El comportamiento del complejo formado por Rojo Congo

con la fraccion CcFA es similar al comportamiento del colorante en presencia de la fraccién CcFF,

manteniéndose la Amax practicamente constante a unos 510 nm incluso a altas concentraciones
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de NaOH (FIGURA 23). De estos resultados se puede deducir que los polisacaridos presentes en

ambas fracciones presentan una estructura en triple hélice estable incluso bajo fuertes

condiciones alcalinas.
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FIGURA 23. Longitud de onda de absorcién maxima de Rojo Congo en presencia de las fracciones CcFF, CcFCy

CcFA de C. cibarius a concentraciones crecientes de una solucién de hidréxido sédico.

En el caso del complejo formado por Rojo Congo con la fraccién CcFC no se observa

desviacion significativa de la Amax, por lo que se puede deducir que este polisacarido no

presenta una conformacion en triple hélice en solucion acuosa (FIGURA 23).

6.2.4. Calocybe gambosa

Como muestra la FIGURA 24, los valores de Amax para Rojo Congo varian

significativamente en presencia de la fraccion CgFA de C. gambosa (TABLA 18).

TABLA 18. Desviacion en la Amax de Rojo Congo y el complejo formado con la fraccién CgFA de C.

gambosa.
Compuesto/Complejos Amax (nm)* Desplazamiento (nm)
Rojo Congo 490 --
Rojo Congo + CgFA 518 28**

"Amax media a una concentracién de NaOH 0,05 M. n=6

** La diferencia con respecto a la Amax de rojo congo es significativa al nivel 0,01.
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FIGURA 24. Espectro de absorcion de Rojo Congo (control), y el complejo de Rojo Congo con la fraccién CgFA de C.

gambosa a una concentracion de NaOH 0,05 M.

La Amax del complejo de Rojo Congo con la fraccién CgFA aumenta hasta un valor
maximo de aproximadamente 520 nm, valor que se mantiene constante incluso a
concentraciones elevadas de NaOH (FIGURA 25). Esto sugiere que este polisacarido presenta
una conformacion en triple hélice altamente ordenada, que se mantiene estable incluso bajo

fuertes condiciones alcalinas.
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FIGURA 25. Longitud de onda de absorcién maxima de Rojo Congo en presencia de la fraccion CgFA de C. gambosa

a concentraciones crecientes de una solucidn de hidréxido sddico.
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7. DETERMINACION DE COMPLEJOS POLISACARIDO-PROTEINA

En los ultimos anos los polisacaridos de setas han llamado enormemente la atencién de
la comunidad cientifica gracias a su prometedora actividad bioldgica y funcional. Se ha podido
demostrar la existencia de numerosos complejos polisacdrido-proteina con actividad
antioxidante [87, 88], antitumoral e inmunomoduladora [89, 90], extraidos a partir de gran
variedad de especies de Basidiomicetes. Un ejemplo de ello son los complejos polisacarido-
proteina PSK [91] y PSP [92], ambos aislados a partir de la seta Coriolus versicolor, y ampliamente
comercializados en paises como Japén y China como agentes inmunomoduladores y

anticancerigenos [82].

Aparte de los extensamente estudiados PSK y PSP, existen ejemplos mas recientes como
el del complejo polisacarido-proteina PPC aislado por Kim y cols. en 2006 a partir de Phellinus
linteus [93], el cual presenta un importante efecto inmunoestimulador. La porcién polisacaridica
de esta molécula estd formada principalmente por unidades de D-glucosa y D-manosa y
representa un 73% del polimero. La parte proteica supone un 16%, predominando los
aminodacidos acidos prolina y aspartico. Otros trabajos como el realizado por Gonzaga y cols. en
2005 y 2009 en la especie Agaricus blazei Murill [94, 95], demostraron también la presencia de
un complejo polisacarido-proteina con una potente actividad antitumoral. Dicho complejo
estaba formado por una parte proteica, aproximadamente un 25,3% de la molécula, y una parte
polisacaridica, aproximadamente un 37%, constituida principalmente por unidades de D-glucosa

unidas por enlaces B-(1->6) y a-(1->4).

En este trabajo se observaron indicios de la presencia de complejos polisacarido-
proteina en algunas de las fracciones analizadas. Se detectaron pequefios porcentajes de
proteina en todas las fracciones, siendo el contenido en CcFC (3,52%) y CcFA (5,03%) de C.
cibarius significativamente superior al obtenido en el resto (TABLA 2). A pesar de la presencia de
proteinas en todas las fracciones, Unicamente la fraccién BeFA de B. edulis presenté resultados
positivos en el analisis electroforético SDS-PAGE (Punto 7.1), lo que indica que el contenido en
proteinas presente en el resto se corresponde con restos de proteinas libres que no fueron
eliminados durante los procesos de extraccion y purificacién. Como se indica en el siguiente
apartado, en la fraccion alcalina BeFA de B. edulis se observaron ademas cambios significativos
en los resultados de cromatografia de exclusion molecular y en el analisis de metilacion tras la

hidrélisis con Pronasa E.
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7.1. COMPLEJO POLISACARIDO-PROTEINA DETECTADO EN BeFA DE B. EDULIS.

Como se indicd anteriormente, se encontraron indicios de la presencia de un complejo
polisacarido-proteina en la fraccion BeFA de B. edulis. A parte del contenido en proteinas
detectado (2,10%), se encontraron diferencias significativas en el anadlisis por cromatografia de
exclusién molecular, observandose una llamativa inversidn en el drea de los picos BeFA-I y BeFA-
Il tras la hidrdlisis con Pronasa E (FIGURA-3, Punto 4.1). Esto se explicaria gracias a la eliminacion
de la parte proteica, unida covalentemente a la fraccién polisacaridica, tras la accién de la
proteasa. Se podria deducir que el pico BeFA-I se corresponde con el complejo polisacarido-
proteina (con un tamafio molecular de 563 KDa), y el pico BeFA-I/ con la parte polisacaridica libre
(con un tamafio molecular de 57 KDa), y que por tanto el area de este ultimo pico se ve

incrementada por la eliminacién de la proteina tras la hidrdlisis con Pronasa E.

Igualmente se pudo observar una mejora en la eficiencia de metilacion después del
tratamiento con la proteasa. La presencia de la proteina antes de la hidrélisis podria impedir el

acceso de los reactivos a la parte polisacaridica y por tanto su correcta metilacién.

Con el fin de demostrar la existencia de este complejo polisacarido-proteina en BeFA se
llevé a cabo un andlisis electroforético SDS-PAGE, realizado bajo las condiciones sefialadas
anteriormente (Materiales y Métodos, Punto 9.2.) y siguiendo el método descrito por Laemmli
en 1970 [185]. Para poner de manifiesto la presencia de glicoproteinas en los geles de
poliacrilamida se realizaron tinciones en paralelo especificas para proteinas (Tincién con
Coomassie Brilliant Blue R-250) y para polisacaridos (Reaccién del Acido periédico-Reactivo de
Schiff). En ambos casos se obtuvo una unica banda de color azul al tefiir con Coomassie Brilliant
Blue, especifico para proteinas, y de color rosa al tefiir el gel mediante la reaccién del Acido

periddico-Reactivo de Schiff (PAS), especifico para carbohidratos (FIGURA 26).
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FIGURA 26. Perfil SDS-PAGE del complejo polisacarido-proteina obtenido en la fracciéon alcalina BeFA de
B. edulis, en el que se observa una Unica banda (A) de color azul al tefiirse con Coomassie Brilliant Blue
especifico para proteinas y (B) de color rosa al tefiirse mediante la reaccién del Acido periddico-Reactivo

de Schiff (PAS) especifico para carbohidratos.

El resultado obtenido en el andlisis mediante SDS-PAGE, junto con los indicios
mencionados anteriormente, confirmaria la presencia de un complejo polisacarido-proteina en

esta fraccion.
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DISCUSION
1. DISCUSION GENERAL

Las setas son altamente apreciadas como alimento por su sabor y textura Unicas,
ademas de ser reconocidas como fuente importante de compuestos biolégicamente activos.
Unos de los compuestos con actividad biolégica mas abundantes y estudiados en setas son los
polisacaridos. Estos se presentan en una gran variabilidad estructural y funcional, pudiendo
encontrarse como homopolimeros, principalmente de glucosa; heteropolimeros; o formando
complejos con elementos de la célula como proteinas o polifenoles [67]. Pueden presentar
diferencias en su estructura anomérica (a, B, o mezcla a-B) o en el tipo de enlaces presentes en
la cadena, siendo los mas comunes (1-3), (1->6) y (1->4) [67]. Pueden ser ademas lineales o
ramificados, con cadenas laterales mas o menos numerosas y de mas o menos longitud [67].
Toda esta diversidad de elementos y sus infinitas combinaciones hacen de los polisacaridos una
impresionante fuente de informacién celular, mucho mas compleja y con mas posibilidades que
la propia informaciéon genética. Hoy en dia se ha podido demostrar el enorme potencial
funcional y farmacoldgico de estos polisacaridos, extraidos a partir de una gran variedad de

Basidiomicetes [7, 67].

En las udltimas décadas gran nimero de trabajos han puesto de manifiesto la enorme
variedad de funciones bioldgicas presentadas por los polisacaridos de setas, destacando su
actividad antioxidante [58-60], antitumoral [61, 62], inmunomoduladora [63-66],
antinociceptiva y anti-inflamatoria [111, 188]. Sin embargo sélo unos pocos polisacdridos son
utilizados actualmente en la clinica diaria [79, 189]. Dentro de los mas conocidos estan el
lentinan [76], derivado de Lentinus edodes; schizophyllan [78], de Schizophylla commune; o los
complejos polisacarido-proteina PSK [91] y PSP [92], de Coriolus versicolor. La gran ventaja de
estos productos con respecto a otras drogas antitumorales sintéticas es su inocuidad, siendo
medicamentos antitumorales seguros, con minimos efectos secundarios [7, 79], ya que actuan
como inmunomoduladores no especificos activando el sistema inmune del propio organismo sin

causar una inactivacion directa del tumor [80].

A pesar de que los trabajos sobre polisacaridos de setas son cada vez mas numerosos,
poco se sabe sobre los mecanismos de accién que envuelven su actividad bioldgica y la relacion
con su composicién quimica y conformacién estructural [82]. Se ha visto que esta actividad
podria estar relacionada con ciertas caracteristicas del polisacarido, como su tamafio molecular,

la presencia de ramificaciones, la longitud de las cadenas laterales, el tipo de enlace, etc [61,
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130, 131], pero es complicado determinar qué estructuras o caracteristicas contribuyen y en qué

medida a la actividad de estas moléculas.

La mayoria de polisacaridos con actividad funcional pertenecen al grupo de los B-
glucanos, y su estructura mas comun consiste en una cadena principal con enlaces B-(1->3) y
ramificaciones en posicion 0-6 [61, 69-72], las cuales parecen ser imprescindibles para su
actividad antitumoral [73-75]. A parte de los bien conocidos B-(1->3)-(1->6)-glucanos, en las
ultimas décadas se han aislado y descrito gran cantidad de polisacaridos bioldgicamente activos

con diferente composicidon quimica y estructural [58, 59, 62, 63, 67, 132].

La conformacion en triple hélice parece jugar un papel fundamental en la actividad
bioldgica de los polisacdridos [73, 133], junto con el grado de ramificacién y el tamafo
molecular, aunque en menor proporcion [131]. El primer paso en la actividad
inmunomoduladora y antitumoral de los polisacaridos es su interaccién con los receptores
celulares, la cual parece estar fuertemente influenciada por su naturaleza quimica y estructura
terciaria [131]. Estudios como el de Andrade de Pires y cols. [61] y Bae y cols. [134] en 2013,
ponen de manifiesto la relacion entre el grado de ramificacion del polisacdrido y su actividad
inmunomoduladora, observandose una actividad significativamente mayor en glicanos con un
grado de ramificacion del 30%. Zhang y cols. en 2005 [135] y Chen y cols. en 2009 [136]
estudiaron la influencia de la conformacion en triple hélice y el tamafio molecular sobre la
actividad antitumoral, observandose un incremento de esta actividad junto con el aumento del
peso molecular. También observaron y una disminucion significativa de la actividad antitumoral
en el caso de polisacaridos desnaturalizados tras haber perdido su estructura terciaria en triple
hélice. Por otro lado numerosos trabajos han demostrado que, tanto moléculas de pequefio
tamafio como moléculas excesivamente grandes, disminuyen drasticamente su actividad
antitumoral y que ésta se ve favorecida en presencia de polisacaridos con un tamafio dentro del

rango de 10-40 x10* Da [7, 73, 135].

Se encontraron pocos estudios acerca de polisacaridos extraidos a partir de las cuatro
setas que ocupan este trabajo, B. edulis, L. deliciosus, C. cibarius y C, gambosa. Dentro del poco
material existente, B. edulis y L. deliciosus son las dos especies mas presentes en la bibliografia
[62, 63, 129, 190-192]. Se observa como en general poseen una gran capacidad antioxidante
[126, 129, 191, 193] y una importante actividad antitumoral e inmunomoduladora [63, 65, 132,
193, 194].
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Para el presente trabajo se realizaron tres extracciones consecutivas con agua a
temperatura ambiente, agua a 100°C y una solucién acuosa de NaOH 1M a 100°C, lograndose la
extraccion de diferentes fracciones en distintas proporciones. Como era de esperar, los
rendimientos de extraccidn fueron bastante bajos [126], inferiores al 10% en todos los casos,
aunque también se observé un esperado aumento del rendimiento en la mayoria de fracciones
alcalinas [195] (TABLA 1, Resultados). Esta diferencia en los rendimientos de extraccién puede
ser debida a diferencias en la naturaleza y estructura de los polisacaridos aislados y a las
diferentes condiciones de extraccion utilizadas (temperatura, pH, tiempo de extraccién) [87,

126].

El porcentaje de proteinas totales obtenido es bajo para la mayoria de fracciones y
Unicamente en BeFA de B. edulis se observé la presencia de un complejo polisacarido-proteina.
Los restos proteicos detectados en el resto de fracciones se corresponderian con proteinas libres

no eliminadas en el proceso de extraccion y purificacion.

En general los porcentajes de carbohidratos totales obtenidos son elevados,
aproximadamente del 90%, excepto en las fracciones FFy FC de C. cibarius y C. gambosa, donde

se observé un valor significativamente inferior, alrededor de un 60% (TABLA 19).

Los tamaios moleculares estimados para los polisacaridos aislados en las fracciones FF
y FC de las especies estudiadas son muy elevados, del orden de 500 KDa, a excepcién del
polisacarido aislado en la fraccidn CcFF de C. cibarius, el cual presenté un tamafio de 731 KDa,
significativamente superior al resto. Por el contrario los tamafios moleculares de los
polisacaridos obtenidos en las fracciones alcalinas son significativamente inferiores, no
superando los 70 KDa (TABLA 1). Esta diversidad de tamafios podria deberse a diferencias en la
localizacién del polisacarido en la célula, o a la degradacidn de los polisacaridos durante el
proceso de extraccion debido a las altas temperaturas, altos tiempos de extraccion o ambientes

alcalinos utilizados [126].

En todas fracciones se obtuvieron homopolisacaridos de glucosa, excepto en la especie
C. cibarius, en la que se detectaron heteropolisacaridos de manosa y glucosa en las tres
fracciones, FF, FCy FA de. Todos sin excepcion presentaron cadenas laterales, con un grado de
ramificacion medio del 20%, a excepcidn de Ld-Il en L. deliciosus, con un grado de ramificacion
superior al 60%, y Cc-ll en C. cibarius, con un grado de ramificacidn inferior, del 9,12% (TABLA

19).
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Tabla 19. Tabla resumen de los diferentes polisacaridos extraidos

Especie Polisacarido c.T.! T. mol.? Azucares Estructura GR3 Conformacidn
B. edulis
Be-I 94,11 563 Glucosa Residuos (1->4)-Glucosa y (1->4,6)-Glucosa 24,20 Triple hélice
Be-Il* 86,33 503 Glucosa Residuos (1-6)-Glucosa y (1->3,6)-Glucosa 22,38 Triple hélice
L. deliciosus
Ld-1 89,66 534 Glucosa Residuos (1->4)-Glucosa y (1-4,6)-Glucosa 22,83 Triple hélice
Ld-ll 85,16 70 Glucosa Residuos (1-6)-Glucosa, (1-3)-Glucosa y (1-3,6)- 65,47 Triple hélice
Glucosa
C. cibarius
Cc-l 55,64 731 Manosa, Glucosa Residuos (1->4)-Glucosa, (1->6)-Manosa y (1-3,6)- 16,86 Triple hélice
Manosa
Cc-ll 64,10 571 Manosa, Glucosa Residuos (1->4)-Glucosa, (1->6)-Manosa y (1->4,6)- 9,12 -
Glucosa
Cc-lll 74,73 35 Manosa, Glucosa Residuos (1->3)-Manosa, (1->4)-Glucosa, (1->6)-Glucosa 21,71 Triple hélice
y (1->4,6)-Glucosa
C. gambosa
Cg-l 83,07 44 Glucosa Residuos (1->6)-Glucosa, (1-3,6)-Glucosa y (1->4,6)- 22,51 Triple hélice

Glucosa

! Carbohidratos totales (%)

2 Tamafio molecular (KDa).

3 Grado de ramificacién (%).

4 Complejo polisacarido-proteina.
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2. Boletus edulis.

Existe poca bibliografia referente a polisacdridos extraidos a partir del género Boletus
[128] y menos concretamente acerca de la especie comestible B. edulis [126, 129, 190, 191]. Son
aun mas escasos los trabajos centrados en la caracterizacién estructural o conformacional de
estos polisacaridos [58, 63, 196, 197] y en ningln caso los descritos se asemejan a los aislados

en este trabajo de investigacion.

No se encontraron diferencias significativas en los resultados obtenidos para las
fracciones BeFF y BeFC (TABLA 19). Se dedujo por tanto que se trataba de la misma molécula,
Be-I, con un peso molecular estimado de 563 KDa y un porcentaje aproximado de carbohidratos
totales del 95%. Se trata de un polisacarido compuesto exclusivamente por residuos de glucosa
unidos por enlaces (1->4) y ramificaciones en posiciéon O-6 formadas por residuos terminales de
glucosa. Los puntos de ramificacion podrian estar distribuidos aproximadamente cada 8
residuos de la cadena principal. El polisacarido presenta un grado de ramificacion aproximado
del 24,20%. El comportamiento de Be-I en presencia de Rojo Congo indicé una estructura

terciaria en triple hélice, la cual se vid destruida a concentraciones de NaOH superiores a 0,2M.

Los datos obtenidos en este trabajo no fueron suficientes para deducir con exactitud la
estructura del polisacérido aislado (distribucién de los diferentes enlaces, posicién de las
ramificaciones a lo largo de la cadena, etc), existiendo multiples posibilidades para la estructura
de Be-I. Una posible opcidn podria ser similar a la determinada para el polisacérido aislado por
Liy cols. en 2013 a partir de Coprinus comatus [198]. Se trata de un a-D-Glucano con una cadena
principal formada por unidades de (1->4)-a-D-Glucopiranosa y ramificaciones en posiciéon O-6
cada 8 residuos de la cadena. Las cadenas laterales estaban formadas por unidades de (1->6)-a-
D-Glucopiranosa-(1->6)-a-D-Glucopiranosa (FIGURA 27). Chen y cols. en su trabajo con la
especie Pleurotus tuber regium en 2014 [74], aisl6 un B-glucano con un alto grado de
ramificacidn, con una estructura principal que podria ser similar a la presentada por Be-l. La
cadena principal de este polisacarido estaba formada por unidades de (1->4)-B-D-Glucopiranosa
y ramificaciones en posicién 0-6 constituidas por residuos terminales de B-D-Glucopiranosa,
ademas de cadenas laterales en O-6 formadas por unidades de (1->6)-B-D-Glucopiranosa-
(1->6)-B-D-Glucopiranosa y oligémeros de tres unidades (1->3)-pB-D-Glucopiranosa-(1->3)-B-D-
Glucopiranosa-(1-»3)-B-D-Glucopiranosa, con puntos de ramificacion a su vez en 0-6 de

residuos de a-D-Glucopiranosa (FIGURA 27).
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FIGURA 27. Polisacaridos caracterizados por Li y cols.. en 2013 [198](A) y Chen y cols. en 2014 [74](B),

cuyas estructuras principales podrian asemejarse al polisacarido Be-/ aislado a partir de B. edulis.

Los datos obtenidos para la fraccion BeFA demuestran la presencia de un complejo
polisacarido-proteina, Be-Il, constituido por una porcién polisacaridica de aproximadamente el
86,3 % y una porcién proteica del 2,1 %. El tamafo molecular estimado para el complejo Be-ll
es de 503 kDa, y de 57 KDa para la parte polisacaridica libre. El polisacdrido esta formado
mayoritariamente por unidades de glucosa unidas por enlaces (1-6) y ramificaciones en
posicion O-3 formadas por residuos terminales de glucosa. Estos puntos de ramificacién podrian
estar distribuidos aproximadamente cada 8 residuos de la cadena principal. El polisacarido
presenta un grado de ramificacion aproximado del 22,38%. Al igual que Be-l, el complejo
polisacaridos-proteina Be-Il presentd una estructura terciaria en triple hélice, la cual se perdia a

concentraciones de NaOH superiores a 0,2 M (TABLA 19).

Al igual que para Be-l, los datos obtenidos no fueron suficientes para deducir con
exactitud la estructura del polisacarido (distribucidn de los diferentes enlaces, posicién de las
ramificaciones a lo largo de la cadena, etc), existiendo multiples posibilidades que expliquen la
estructura de Be-ll. Este podria ser similar al aislado en otras especies de setas, como el
caracterizado por Dong y cols. en 2002 [199] en la especie Agaricus blazei Murr, el cual presenta
una cadena principal de unidades de (1->6)-Glucopiranosa con ramificaciones en O-3 cada 3
residuos de la cadena principal, y cadenas laterales formadas por unidades de (1->3)-
glucopiranosa-(1->3)-glucopiranosa (FIGURA 28). Han y cols. en 2013 [65] aislé un complejo

polisacarido-proteina a partir de la especie C. cibarius con una estructura que podria asemejarse
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a la presentada por Be-ll. Este complejo esta formado por una fraccién polisacaridica compuesta
por residuos de glucosa unidos por enlaces (1->6) y ramificaciones en posicién O-3. En este

trabajo no se determind la estructura del polisacarido de una forma mas detallada.

36} D-Glop-{ 1 —+6)-B-0-Glo-{ 1+6}f-n-Gleg-{1—
3
t

1
P o-Glep-(1—=3)- [}-0-Glep

FIGURA 28. Polisacarido caracterizado por Dong y cols. en 2002 [199], cuya estructura principal podria

asemejarse al polisacdrido Be-Il aislado a partir de B. edulis.
3. Lactarius deliciosus.

Existen pocos estudios referentes a la caracterizacién de polisacdridos extraidos a partir
del género Lactarius [59, 61, 111, 200] y aun menos de la especie comestible L. deliciosus [62].
Ninguno de los polisacaridos descritos para este género guarda similitud con los obtenidos en

este trabajo.

Los polisacéridos extraidos en las fracciones LdFF, LdFCy LdFA (LdFA-I) no presentaron
diferencias significativas en cuanto a peso molecular y andlisis de metilacién (TABLA 19). Se
dedujo por tanto que se trataba del mismo polisacdrido, Ld-I, presente en todas las fracciones.
Segun los resultados obtenidos, Ld-I es un polisacarido de glucosa con un peso molecular
estimando de 534 kDa y un contenido total en carbohidratos del 89,66%. Segun el andlisis de
metilacion, la molécula esta constituida por residuos de glucosa unidos por enlaces (1->4) con
ramificaciones en posicién O-6 formadas por residuos terminales de glucosa. Estos puntos de
ramificacidon podrian estar distribuidos aproximadamente cada 8 residuos de la cadena principal.
El polisacdrido presenta un grado de ramificaciéon aproximado del 22,83%. El comportamiento
del complejo Rojo Congo con el polisacarido indicé que Ld-I presentaba una estructura en triple

hélice, la cual se vié destruida a concentraciones de NaOH superiores a 0,2 M

Ld-I presenta una composicién quimica y estructural similar a la de Be-I de B. edulis.
Ambos polisacaridos fueron aislados en las extracciones fria (FF) y caliente (FC), aunque Ld-I
también fue detectado en la fraccidn alcalina. La aparicion de Ld-I en las tres fracciones indicaria
que las extracciones en agua fria y caliente no fueron suficientes para obtener la totalidad de

dicho glucano, y que fue extraido completamente tras el tratamiento en ambiente alcalino.

En funcién de los resultados obtenidos se dedujo que el segundo polisacdrido extraido

en la fraccion LdFA (LdFA-I), al que se denomind Ld-Il, es un homopolisacarido de glucosa con
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un tamafo molecular aproximado de 70 kDa. El andlisis de metilacién indicd la presencia
principal de residuos de glucosa unidos por enlaces (1->6), y (1>3) en menor proporcion,
ademads de residuos (1->3,6)-Glucosa correspondientes a puntos de ramificacion. Estas
ramificaciones podrian encontrarse en posicion O-3 y/o 0O-6 de residuos de (1->6)-glucosa y/o
(1->3)-glucosa. El polisacarido presenta un grado de ramificacidn elevado, de aproximadamente
el 65%. Del comportamiento en presencia del colorante Rojo Congo se dedujo que Ld-ll
presentaba una estructura en triple hélice altamente ordenada, la cual se mantenia estable

incluso bajo fuertes condiciones alcalinas.

Los datos obtenidos en este trabajo no fueron suficientes para deducir con exactitud la
estructura del polisacarido aislado (distribucion de los diferentes enlaces, posicién de las
ramificaciones a lo largo de la cadena, etc). Ld-ll podria estar por tanto estructurado de
diferentes maneras. Una opcidon posible seria la presencia de una cadena principal formada
mayoritariamente por residuos de glucosa unidos por enlaces (1-6), y puntos de ramificacion
en posicidon 0-3. Los enlaces (1->3) detectados podrian estar formando parte de las cadenas
laterales. Esta opcidén seria similar a la estructura descrita para los polisacdridos caracterizados
por Dongy cols. en 2002 en Agaricus blazei Murr [199] y por Maity y cols. en 2014 en Entoloma
lividoalbum [60]. En ambos casos la cadena principal estaba formada por residuos de (1->6)-B-
D-Glucopiranosa con puntos de ramificacién en posicidn O-3. Las cadenas laterales estaban
formadas por oligdmeros de diferentes longitudes constituidos por residuos (1->3)-B-D-

Glucopiranosa (FIGURA 29).

A —56)-B-p-Glep-(1-6)-B-p-Glep-(1-6)-B-D-Glep-(1—
3

t
1
B-p-Glep-(1-3)- B-p-Glep

B —6)-B-D-Glcp-(1-6)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1—>
3
T
1)-B-D-Glep-(3«[1)-B-D-Glep-(3]¢-1)-B-D-Glep

FIGURA 29. Polisacdridos caracterizados por Dong y cols. en 2002 [199] (A) y Maity y cols. en 2014 [60]

(B), cuyas estructuras principales podrian asemejarse al polisacarido Ld-/l aislado a partir de L. deliciosus.

Otra opcidn posible para la estructura de Ld-Il podria ser una similar a la obtenida para
los polisacéaridos aislados por Roy y cols. en 2009 [64] y Ojha y cols. en 2010 [201] a partir de

Pleurotus florida, variedad Assam Florida. En ambos casos las cadenas principales estaban
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formadas por unidades de glucosa enlazadas en (1->6) y (1->3) alternadas a lo largo de la cadena
principal, y presentaban puntos de ramificacion en posicion O-6 de residuos (1->3)-glucosa

formados por unidades terminales de glucosa (FIGURA 30).

A 3)-0-D-Glep-(1—-3)-B-D-Glep-(1— 3)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1—
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B - 3)-0-D-Glep-(1-3)-B-D-Glep-(1— 6)-B-D-Glep-(1—
6
T
1
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FIGURA 30. Polisacaridos caracterizados por Roy y cols. en 2009 [64] (A) y Ojha y cols. en 2010 [201] (B),

cuyas estructuras principales podrian asemejarse al polisacarido Ld-Il aislado a partir de L. deliciosus.

4, Cantharellus cibarius

Practicamente no existen trabajos dedicados al estudio de este género, y en particular

acerca de la especie comestible C. cibarius [65, 192, 202].

En las tres fracciones de C. cibarius se detectaron heteropolisacdridos de manosa y

glucosa con diferente proporciones de azlcares y distintos tipos de enlaces.

Segun los resultados obtenidos el polisacdrido detectado en la fraccion fria, Cc-1, es un
heteropolisacdrido de manosa y glucosa con un peso molecular estimado de 731 KDa y un
porcentaje de carbohidratos totales del 55,64 %. Los datos de metilacién indicaron la presencia
principal de unidades de manosa unidas por enlaces (1->6) y ramificaciones en posicion O-3,
formadas por residuos terminales de glucosa. También se detectd un pequefio porcentaje de
residuos de (1->4)-Glucosa, los cuales podrian estar formando parte de la cadena principal o de
las cadenas laterales del glucomanano. El polisacadrido presentd un grado de ramificacion
aproximado del 16,86%. De su comportamiento en presencia del colorante Rojo Congo se
dedujo que Cc-I presentaba una estructura terciaria en triple hélice altamente ordenada, que se

mantenia estable incluso bajo fuertes condiciones alcalinas.

El polisacarido aislado en la fraccion CcFC, Cc-ll, al igual que Cc-I, es un
heteropolisacdrido de manosa y glucosa con un tamafio molecular aproximado de 571 KDa,
significativamente inferior al del polisacarido anterior, y un porcentaje de carbohidratos totales

del 64.10 %. Este glucomanano esta constituido principalmente por residuos de glucosa unidos
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por enlaces (1->4) y residuos de manosa unidos por enlaces (1-6) en proporcién 1:1. Cc-ll
también presentd un pequeno porcentaje de ramificaciones en posicién O-6 de residuos de
(1->4)-Glucosa, constituidas por unidades terminales de glucosa. El polisacarido presentd un
grado de ramificacién bajo de aproximadamente el 9,12%. De su comportamiento en presencia

del colorante Rojo Congo se dedujo que Cc-ll no presentaba estructura terciaria en triple hélice.

Los datos obtenidos no fueron suficientes para deducir con exactitud la estructura de
los polisacaridos aislados (distribucién de los diferentes enlaces, posicidon de las ramificaciones
a lo largo de la cadena, etc). Tanto Cc-I como Cc-ll podrian estar configurados de muy diversas
maneras. En el caso del glucomanano Cc-I, una opcién para su estructura podria ser una cadena
principal de unidades de manosa enlazadas en (1->6), con puntos de ramificacidon en posicion
0-3 formados por unidades de glucosa. Los residuos (1-4)-Glucosa detectados podrian estar
formando parte de la cadena principal, o bien podrian formar parte de las cadenas laterales.
Una posible opcién para la estructura principal del glucomanano Cc-ll, podria ser una cadena
formada por unidades de glucosa enlazadas en (1->4) y residuos de manosa unidos por enlaces
(1->6), con la presencia de puntos de ramificacion en O-6 de residuos de (1->4)-Glucosa
formadas por unidades terminales de glucosa. Otra de las multiples opciones posibles podria ser
una cadena de glucosa con enlaces (1->4) y ramificaciones en posicion 0-6, constituidas por

largas cadenas laterales formadas por residuos de (1->6)-Manosa.

La estructura principal de los polisacaridos Cc-I y Cc-ll caracterizados en este trabajo
podrian ser similares a las descritas por Roy y cols. y Ghosh y cols. en 2008, aunque con ciertas
variaciones en la composicién de azucares y tipo de enlaces. Roy y cols. en 2008 [203] aislé un
heteropolisacdrido en la especie Pleurotus sajor-caju, variedad Black Japan, formado por
unidades de D-Glucosa y D-galactosa en proporcidn 3:1. Este glucogalactano estaba constituido
por una cadena principal formada por residuos de (1->6)-a-D-glucopiranosa y (1->4)-B-D-
glucopiranosa, con ramificaciones en posicion 0-6 de residuos de (1->4)-B-D-glucopiranosa y
formadas por unidades de a-D-Galactopiranosa (FIGURA 31). El polisacarido aislado por Ghosh
y cols. 2008 en Volvariella displasia [204], estaba constituido por unidades de D-glucosa, D-
manosa y D-galactosa en proporcion 3:1:1. La cadena principal estaba formada por residuos
(1->6)-a-D-manopiranosa,  (1->4)-a-D-glucopiranosa y  (1->4)-B-D-glucopiranosa, vy
ramificaciones en posicion 0-2 y 0-6 de residuos de (1->4)-B-D-glucopiranosa, formadas por

unidades de B-D-glucopiranosa y a-D-galactopiranosa, respectivamente (FIGURA 31).
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FIGURA 31. Polisacaridos caracterizados por Roy y cols. [203] (A) y Ghosh y cols. [204] en 2008 (B), cuyas

estructuras principales podrian asemejarse a los polisacaridos Cc-I'y Cc-ll aislados a partir de C. cibarius.

Por ultimo, Cc-lll, el polisacdrido aislado en la fraccién alcalina, presenta un tamano
molecular aproximado de 35 KDa y un porcentaje de carbohidratos totales del 74,73%. Este
glucomanano estd constituido mayoritariamente por residuos de glucosa unidos por enlaces
(1->6) y (1>4), y por un pequefio porcentaje de residuos de manosa enlazados en (1->3).
Ademas presenta residuos de (1->4,6)-Glucosa, correspondientes a puntos de ramificacion.
Estas ramificaciones podrian encontrarse en posicién 0O-4 y/o O-6 de residuos de (1->6)-Glucosa
y/o (1->4)-Glucosa. El polisacérido presenta un grado de ramificacion aproximadamente del
21,71%. De su comportamiento en presencia del colorante Rojo Congo, se dedujo que Cc-lll
presentaba estructura terciaria en triple hélice altamente ordenada, la cual se mantenia estable

incluso bajo fuertes condiciones alcalinas.

Igualmente los datos obtenidos no fueron suficientes para deducir con exactitud la
estructura del polisacarido aislado (distribucion de los diferentes enlaces, posicién de las
ramificaciones a lo largo de la cadena, etc). El polisacarido Cc-lll podria estar estructurado por
tanto de diferentes maneras. Una posible opcidn para la cadena seria similar a la estructura del
B-glucano aislado por Samanta y cols. 2013 en Macrolepiota dolichaula [66], cuya cadena
principal estaba formada por unidades de D-Glucosa unidas por enlaces B-(1->6), con
ramificaciones en O-3 formadas por un oligdmero de tres unidades, B-D-Glucopiranosa-(1->4)-
B-D-Glucopiranosa-(1->3)-B-D-glucopiranosa, unido a residuos (1->6)-B-D-glucopiranosa de la
cadena principal (FIGURA 32). Otra posible opcién podria ser similar a la estructura de los
polisacdridos caracterizados por Bhunia y cols. en 2010 en Lentinus squarrosulus (Mont.) Singer

[205] y Mandal y cols. en 2011 en Calocybe indica variedad APK2 [132]. Ambos son polisacaridos
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de glucosa, galactosa y fucosa, con enlaces (1-6), (1-3) y (1->4) alternados en la cadena

principal, y puntos de ramificacion en posicién O-4 y 0-6 (FIGURA 32).
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FIGURA 32. Polisacéridos caracterizados por Samanta y cols. en 2013 (A [66]), Bhunia y cols. en 2010

[205] (B)y Mandal y cols. en 2011 [132] (C), cuyas estructuras principales podrian asemejarse al

polisacarido Cc-lll aislado a partir de C. cibarius.
5. Calocybe gambosa

Los trabajos existentes acerca del género Calocybe son escasos [132, 193, 206, 207], y
ninguno de los polisacaridos descritos presentan estructuras similares al polisacérido obtenido
en este trabajo. No se conocen estudios referentes a polisacaridos aislados a partir de la especie

comestible C. gambosa.

Los datos obtenidos para la fraccién CgFA, indican la presencia de un polisacarido de
glucosa, Cg-I, con un tamafio molecular estimado de 44 KDa y un porcentaje de carbohidratos
totales del 83,07%. Este glucano esta formado por residuos de glucosa unidos por enlaces (1->6)
y puntos de ramificacién en O-3 y O-4 de unidades de (1->6)-glucosa. Los puntos de ramificacion
podrian estar distribuidos aproximadamente cada 7 residuos de la cadena principal. El
polisacarido presenta un grado de ramificacidon aproximado del 22,51%. De su comportamiento
en presencia del colorante Rojo Congo se dedujo que Cg-I presentaba estructura terciaria en
triple hélice altamente ordenada, la cual se mantenia estable incluso bajo fuertes condiciones

alcalinas.
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En la bibliografia consultada no se encontraron trabajos de polisacaridos que

presentaran una estructura similar a la de Cg-I.

Resumiendo, en este trabajo se consiguid la extraccién y caracterizacion de 8
polisacaridos a partir de cuatro especies de setas comestibles, B. edulis, L. deliciosus, C- cibarius
y C. gambosa. En la mayoria de los casos se traté de polisacdridos de glucosa, o
heteropolisacdridos de glucosa y manosa, con diferencias en la proporcién de azlcares, tipos de
enlace (principalmente (1->3), (1-4) y (1->6)) y grados de ramificacién (del 9,12% en Cc-l, al
65,47% en Ld-l).

A partir de los andlisis realizados se pudo obtener una idea general de la composicién
guimica, estructura y conformacién de los polisacdridos aislados. Para un conocimiento mas
detallado de la estructura y conformacion de estos polisacaridos seria necesario el desarrollo de
analisis quimicos mas exhaustivos y la realizacién de ensayos biolégicos especificos con el fin de

determinar su potencial funcional y farmacoldgico.
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CONCLUSIONES

1. En cuanto a la extraccion se obtuvieron diversos polisacdridos con distinta composicién
quimica, estructura y conformacion en las cuatro especies de hongos estudiados y para las

diferentes condiciones de extraccidn realizadas.

2. El porcentaje de carbohidratos totales obtenido fue aproximadamente del 90% en la

mayoria de los casos.

3. El tamaio molecular de los polisacaridos extraidos en las fracciones fria y caliente es
elevado, del orden de los 500 KDa. El polisacarido de mayor tamafio molecular, 731 KDa, es
el polimero Cc-1, obtenido en la fraccién fria de la especie Cantharellus cibarius. Los tamafios
moleculares determinados para los polisacaridos aislados en las fracciones alcalinas son

significativamente inferiores, no superando los 70 KDa.

4. En las especies Boletus edulis, Lactarius deliciosus y Calocybe gambosa se obtuvieron en
todos los casos homopolimeros de glucosa. En la especie Cantharellus cibarius los tres
polisacaridos extraidos se correspondieron con heteropolimeros de manosa y glucosa en

distintas proporciones.

5. Todos los polisacdridos obtenidos, sin excepcidn, presentaron cadenas laterales con un
grado de ramificacion medio del 20%. El glucano Ld-ll de Lactarius deliciosus presento el
porcentaje de ramificacién mds elevado, aproximadamente del 65%; mientras que el
glucomanano Cc-ll de Calocybe gambosa presentd un grado de ramificacion

significativamente inferior, alrededor del 9 %.

6. En cuanto a la conformacidn, todos los polisacaridos presentaron una estructura terciaria
en triple hélice, excepto el glucomanano Cc-ll de Cantharellus cibarius. Los polisacaridos Ld-
Il de Lactarius deliciosus, Cc-1'y Cc-lll de Cantharellus cibarius y Cg-I de Calocybe gambosa,
presentaron una estructura terciaria altamente ordenada, estable incluso bajo fuertes

condiciones alcalinas (NaOH 0,5 M).

7. Elanalisis de metilacion de los polisacaridos extraidos reveld la presencia de diferentes tipos

de enlace:

a. Los glucanos Be-I de Boletus edulis, Ld-I Lactarius deliciosus y Cc-ll de Cantharellus

cibarius, presentaron enlaces (1->4) y (1->6) en diferentes proporciones.
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b. Los glucanos Be-ll y Ld-ll, de Boletus edulis y Lactarius deliciosus respectivamente,

presentaron enlaces (1-6) y (1->3) en diferentes proporciones.

c. Los glucomananos Cc-1 y Cc-lll de Cantharellus cibarius, y €g-l de Calocybe gambosa,

presentaron distintas proporciones de enlaces (1->4) (1-23) y (1-6).

8. El andlisis del glucano Be-Il de Boletus edulis mediante electroforesis SDS-PAGE determind

que se trataba de un complejo polisacarido-proteina.
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CAPITULO I1: PERFIL DE COMPUESTOS VOLATILES PRESENTES EN HONGOS

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

Para el presente trabajo se utilizaron los cuerpos fructificantes de seis especies
comestibles de Basidiomicetes. Todas ellas son especies silvestres recolectadas en la provincia
de Soria entre los afios 2009 y 2011, excepto la especie cultivada Pleurotus ostreatus, adquirida

en supermercados locales durante las mismas fechas (TABLA 1) (FIGURA 1).

TABLA 1. Clasificaciéon taxondmica de las especies de hongos estudiados. Todos los géneros estudiados

pertenecen a la divisidn Basidiomicota.

Familia Género Especie Nombres comunes Procedencia

Boletaceae Boletus edulis Miguel Recolectada, Soria
Hongo

Russulaceae Lactarius deliciosus Niscalo Recolectada, Soria
Nicalo
Rovellén

Tricholomataceae Calocybe gambosa Lansarén Recolectada, Soria
Mansarén
Perrochico

Hygrophoraceae Hygrophorus marzuolus Marzuelo Recolectada, Soria
Seta de marzo

Cantharellaceae Cantharellus cibarius Rebozuelo Recolectada, Soria
Setas de haya

Pleurotaceae Pleurotus Ostreatus Seta de chopo Cultivada
Seta de paca

Todas las muestras, a su llegada al laboratorio, fueron lavadas con agua destilada y
cuidadosamente secadas y troceadas en cubos de aproximadamente 0,5 cm?. Se tomaron
aproximadamente 2 g de muestra fresca para su inmediato anlisis, con el fin de obtener el perfil
de compuestos organicos volatiles en estas condiciones. El resto fue congelado a -20°C durante
48 h para su posterior liofilizacidn (TelstarCryodos 80), tras lo cual fueron homogeneizadas en
un molinillo M20 (IKA Werke) hasta obtener un tamafio de particula inferior a 500 um. Los
hongos pulverizados se almacenaron al vacio en bolsas de plastico (Tecnotrip) a 4°C para su
posterior analisis, con el fin de obtener el perfil de compuestos organicos volatiles en estas

condiciones.
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Calocybe gambosa Hygophorus marzuolus Pleurotus ostreatus

FIGURA 1. Imagenes de las setas estudiadas.

2. EXTRACCION Y ANALISIS DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES POR ESPACIO DE
CABEZA ESTATICA Y CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS

La cromatografia de gases por inyeccion de espacio de cabeza estdtica (Headspace-Gas
chromatography, HS-GC) constituye actualmente una de las técnicas de referencia para el
analisis de compuestos organicos volatiles (COVs) en matrices complejas. En este método, la
muestra original, ya sea soélida o liquida, se introduce en un vial dejando un espacio libre en la
parte superior (espacio de cabeza o Headspace, HS). En primer lugar, y durante un tiempo
determinado, el vial y la muestra se mantienen en condiciones de temperatura controlada para
permitir el paso de los COVs de la fase sdlida a la fase gaseosa del vial hasta que alcanzar un

equilibrio entre volatiles unidos a la matriz del alimento y aquellos presentes en la fase gaseosa

e

(FIGURA 2) [208].

[ BN ° ®
[ ° Fase gaseosa o espacio de cabeza
eoje
Equifl I.
¥
. . . . s , -
® o ° Matriz sélida o liquida

FIGURA 2. Formacion del equilibrio estatico en un vial de muestra para analisis por espacio de cabeza.

Tras alcanzar un equilibrio entre fases, se toma un volumen determinado de la fase
gaseosa o espacio de cabeza, alicuota que es transferida a un cromatdgrafo de gases equipado

con una columna de separacién adecuada (FIGURA 3)[208].
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coL D
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FIGURA 3. Principios de la cromatografia de gases por inyeccidn de espacio de cabeza estatico (HS-GC).
(A) Fase de equilibrado de la muestra y (B) transferencia de una alicuota de la fase gaseosa al cromatdgrafo
de gases. GP= Gas portador, V= Vial de muestra, TM= Termostato, COL= Columna del cromatdgrafo de

gases, D= Detector [208].

El perfil de compuestos volatiles fue analizado mediante un muestreador de espacio de
cabeza Turbomatrix 16 Headspace (Perkin Elmer) acoplado a un cromatografo de gases con un
espectrometro de masas como detector (GC-MS). Se introdujeron aproximadamente 2 g de
muestra en viales de 4 ml, los cuales que fueron cerrados herméticamente y sometidos a 120°C
durante 60 minutos en el interior del muestreador, permitiendo asi la liberacién de los
compuestos organicos volatiles hacia el espacio de cabeza del vial. Tras alcanzar un equilibrio

entre fases, una alicuota de la muestra fue transferida al cromatdgrafo de gases.

La separacion de los compuestos volatiles se llevo a cabo mediante cromatografia de
gases en un equipo de la casa Perkin Elmer, modelo Clarus 500, equipado con una columna
capilar Elite 5MS (60 m x 0,25 mm; 0,25 um, Perkin ElImer) (FIGURA 10). El gas portador fue helio
con un flujo constante de 1 ml/min (25 psi) en modo splitless. La temperatura del inyector se
mantuvo a 240°C. Los componentes de la muestra se separaron mediante un programa de
temperatura que comienza isotérmicamente a 40°C mantenido durante 5 min, para subir a
razon de 20°C/min hasta los 70°C; seguidamente se subid a razén de 10°C/min hasta los 140°C,
y para terminar se elevd hasta los 250°C a razén de 5°C/min, temperatura que se mantuvo
durante 2 min. La temperatura del programa fue elegida para permitir la separacién de los
distintos compuestos: los altamente volatiles eluyen a temperaturas superiores a 70°C y los

menos volatiles a temperaturas mas elevadas.
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La identificacién y cuantificacion de los compuestos organicos volatiles se realizd
mediante un detector de masas de la casa Perkin Elmer, modelo Clarus 560, acoplado al
cromatdgrafo de gases. La ionizacion se llevd a cabo por impacto electrénico (Electronimpact,
El). La temperatura de la fuente de iones fue de 220°Cy se trabajé con un potencial de ionizacion
de 70 eV. El tiempo total de analisis fue de 37,5 min. El procesado de los datos se realizé con el
programa TurboMass versidn 5.4.2. La identificacidn de los picos se realizé por similitud con los
espectros de masas recogidos en la libreria del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST) y mediante comparacidon con los tiempos de retencién y espectros de masas de las
referencias bibliograficas consultadas. La cuantificacion se realizé atendiendo al drea de los picos

en los cromatogramas obtenidos por GC-MS. Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico se utilizé el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).
Los datos fueron expresados como media + desviacién estandar de tres analisis y muestras

independientes.

En el caso de los resultados obtenidos para las muestras frescas y muestras liofilizadas,
los valores de las medias fueron analizados por el test de Student para comprobar la existencia
de diferencias significativas entre tratamientos. Se realizd este analisis para cada una de las

especies estudiadas.

En la comparacion de resultados entre las distintas especies sometidas a los distintos
tratamientos, los valores obtenidos fueron analizados usando el analisis de la varianza de una
via (ANOVA). Cuando el ANOVA detectd diferencias significativas entre los valores, las medias

fueron comparadas usando el test de Tukey HSD (p<0,05).
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RESULTADQOS Y DISCUSION

1. GENERAL

Las setas son hongos comestibles muy populares apreciados por su caracteristico sabor
y aroma asi como por su gran valor nutricional y funcional [21]. Las setas frescas son productos
perecederos con una vida media muy limitada, sufriendo tras su recoleccidn numerosos cambios
fisiolégicos y morfoldgicos que las hacen inaceptables para su consumo. Las setas son también
utilizadas como materia prima en la investigacion y desarrollo de alimentos funcionales,
produccién de aromas, etc [7, 137]. Para ello es fundamental garantizar la estabilidad del

producto extendiendo su vida media mediante tratamientos de conservacién adecuados.

El método mas popular de conservacién en setas es la desecacion, destacando procesos
de secado como el tradicional por calor, por conveccion forzada, por infrarrojos, por microondas
o liofilizacién, entre otros [209]. A pesar de su alto coste econdmico y tiempo requerido, la
liofilizacidon es uno de los métodos de conservacién mas indicados en investigacién por su
excelente capacidad para preservar la calidad del alimento, manteniendo la forma y una buena
capacidad de rehidratacion del producto final liofilizado [210]. Por contra la liofilizacién tiene un
gran inconveniente, la variacidn del perfil de COVs presentes en el alimento durante el proceso,
debido a la pérdida parcial de sustancias altamente volatiles y a la formacién de nuevos

compuestos como resultado de diversas reacciones quimicas y enzimaticas [142, 211, 212].

Los compuestos volatiles responsables del aroma y sabor caracteristicos de setas han
sido bien estudiados y documentados [144, 145, 213-215]. El tipico aroma a setas frescas
comprende una mezcla de COVs incluyendo alcoholes, cetonas, aldehidos, compuestos de
azufre, compuestos heterociclicos, terpenos, acidos y ésteres e hidrocarburos, entre los que
destacan una serie de compuestos derivados de 8 carbonos como principales responsables, 1-
octen-3-ol, 1-octen-3-ona, 3-octanona y 3-octanol entre otros [49, 216]. En particular el alcohol

Ill

insaturado 1-octen-3-ol, descrito como el “alcohol de setas”, es considerado como el mayor
contribuyente del olor a setas [141, 144]. Se ha podido demostrar que el origen biosintético de
éstos compuestos C8, y en particular del alcohol 1-octen-3-ol, es la oxidacion de los acidos grasos
linoleico y linolénico en presencia de enzimas lipoxigenasas [49, 149]. Tras el proceso de
liofilizacidn se produce la pérdida de alguno de éstos compuestos y la aparicién de otros de
nueva sintesis como los aldehidos 2-metilpropanal, 3-metilbutanal y 2-metilbutanal, productos

tipicos de la reaccion de Maillard, y responsables del aroma caracteristico a seta desecada [138,

217, 218].
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En el presente trabajo se ha analizado la influencia del proceso de liofilizacidn en el perfil
de compuestos organicos volatiles de seis especies de setas comestibles, cinco especies
silvestres, B. edulis, L. deliciosus, C. gambosa, H. marzuolus y C. cibarius, y una especie cultivadas,
P. ostreatus. Las sustancias volatiles presentes en las muestras fueron evaluadas mediante la

técnica HS estatico combinada con GC-MS.

Este andlisis nos permitié la identificacién tentativa de un total de 46 compuestos,
incluyendo 4 alcoholes, 10 cetonas, 15 aldehidos, 1 compuesto de azufre, 7 compuestos
heterociclicos, 5 hidrocarburos, 2 acidos y ésteres y 2 terpenos (TABLA 1). El nimero de COVs
identificados en cada especie varia ampliamente, desde sdlo 24 compuestos detectados en P.
ostreatus hasta un total de 35 en C. cibarius. En todas las especies se observé un aumento en el
numero de compuestos detectados tras la liofilizacion, como es el caso de C. gambosa, que pasa
de 14 compuestos en muestras frescas a 28 en las liofilizadas; o el caso de H. marzuolus, especie
en la que el nimero de COVs identificados varié de 21 en muestras frescas, a 30 compuestos
tras la liofilizacion. Este aumento podria ser debido a la formacién de nuevos compuestos
durante el proceso de desecado como resultado de diversas reacciones quimicas y enzimaticas

[49, 149].

Como se puede observar en la TABLA 2, el porcentaje correspondiente a cada familia de
compuestos varia considerablemente de una especie a otra. Como era de esperar tras el proceso
de liofilizacion también se observaron cambios significativos en los porcentajes relativos
correspondientes a cada familia de compuestos, detectandose en todos los casos un aumento
en la proporcion de aldehidos, y en general una disminucién en el contenido de alcoholes,
cetonas y compuestos heterociclicos. La proporcidn de compuestos de azufre aumenta en las
especies silvestres B. edulis e H. marzuolus tras la liofilizacidn, mientras que disminuye
significativamente en la especie cultivada C. cibarius. El porcentaje de hidrocarburos detectado
en las especies silvestres B. edulis y L. deliciosus disminuye, mientras que en C. cibarius se
mantiene sin cambios y aumenta significativamente en C. gambosa e H. marzuolus. Se observd
un aumento significativo del contenido en terpenos en las especies C. cibarius y C. gambosa y
una disminucidn, hasta el punto de no ser detectados, en L. deliciosus, sin embargo el contenido

en acidos y ésteres no sufrié cambios significativos tras el tratamiento de liofilizacion.
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TABLA 1. Perfil de compuestos volatiles de seis especies de setas comestibles, expresado como concentracion relativa (%) + desviacion estandar.
3

Muestras frescas Muestras liofilizadas?

No.l Compuestos TR? B. edulis L. deliciosus C. gambosa  H. marzuolus C. cibarius P. ostreatus B. edulis L. deliciosus C.gambosa  H. marzuolus C. cibarius P. ostreatus
Alcoholes

1 1-Pentanol 7,62 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0,41+0,07a nd nd

2 1-Octen-3-ol 12,03 | 39,18+4,48b° 32,83t5,17c 12,31%2,63e  46,98+0,42a 29,584,16c  41,29+1,22ab | 43,51%1,15ab 1,77+0,00f 2,54+0,04f 2,85+0,20f 20,68+0,20d 6,37+0,12f

3 3-Octanol 12,42 nd nd nd nd nd 14,11+2,79b nd nd 1,15+0,09¢ 0,28+0,09¢ 1,2340,12c 17,61+1,17a

4 2-Nonen-1-ol 13,66 1,82+0,52a 1,38+0,32b nd 0,610,14cd 0,71+0,24c nd nd nd nd 0,18+0,02de nd nd
Cetonas

5 2-Pentanona 5,13 nd nd nd nd 1,4610,24b nd nd nd nd nd 5,441+0,37a nd

6 3-Hexen-2-ona 9,20 nd nd nd nd 0,70+0,36b nd nd nd nd nd 1,150,07a nd

7 2-Heptanona 10,24 0,42+0,13c nd nd 0,26+0,06d nd 0,41+0,14c 0,14+0,01de 0,71+0,01a 0,50+0,02bc 0,69+0,04a 0,58+0,03ab 0,23+0,02d

8 1-Octen-3-ona 11,93 1,94+0,49a 0,52+0,04b 1,76+0,73a 1,86%0,60a 0,86+0,36b 0,86%0,18b trb® nd trb trb trb nd

9 3-Octanona 12,08 | 3,95+0,13de  2,90+0,52def 20,73%2,84a 4,95+0,68d 1,64+0,24efg 11,61+1,54b nd 0,9810,01fg 2,62+0,02def  2,62+0,11def  4,19+0,14de 7,94+0,24c

10 &-lactona 13,35 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0,69+0,05b 1,16+0,05a nd

11 2-Nonanona 14,14 nd nd nd nd nd nd nd 0,23+0,02a nd nd nd nd

12 2-Decanona 15,99 nd nd nd nd nd nd 0,68+0,04a trb nd 0,10+0,00b nd nd

13 3-Decen-2-ona 16,93 nd nd nd nd nd nd 0,17+0,01a nd nd nd nd nd

14 2-Undecanona 17,89 2,61+0,20a nd nd 0,45+0,14b 0,55+0,10b 0,37+0,19bc trd nd 0,15+0,01cd 0,33+0,03bc nd nd
Aldehidos

15 2-Metilpropanal 3,80 3,18+1,28ef  2,15+0,77efg  5,89+0,35d 3,57+1,10e 1,42+0,11g 1,62+0,09fg 12,90+0,44c 18,26+0,06a 19,36+0,47a 19,7340,51a 15,18+0,63b 15,35+0,36b

16 Butanal 4,14 1,71iOe,58bcd 1,90+0,97bcd 1'27i2'20Cd 2,79+0,80bc 5,86+1,72a 0,38+0,04de nd 0,72+0,09de 1,66i0e,41bcd 1,23+0,10cde 3,40£0,19b 0,44%0,04de

17 3-Metilbutanal 5,07 9,15+3,26e 13,5142,52d  22,02%1,34c 7,37+0,22e 2,31+0,71f 6,33+0,84e 22,12+0,22c 50,4610,29a 32,35+0,76b 34,4210,38b 19,03+0,50c 31,2610,14b

18 2-Metilbutanal 5,26 2,29+1,03gh  2,32+0,98gh 7,79+1,02f 2,58+0,47g 0,85+0,22h 1,79+0,16gh 15,02+#0,36d  15,73+0,66cd  24,68+0,64a 20,01%0,25b 10,00+0,01e 17,00+0,73c

19  Pentanal 594 | 0,89:0,30cde  1,030,54cd 0'7112’11“1 0,56+0,24cde  4,40£0,73a  1,26:0,25c | 0,10:0,0le  1,28:0,10c  0,29:0,02de  2,37t0,23b  2,32¢0,19b  0,20£0,01de

20 3-Metilpentanal 6,86 13,20+2,95a 15,64+4,20a  2,51+0,43bc  12,16%2,84a 3,91+0,58bc 5,28+1,33b 0,26+0,01c nd nd nd nd nd

21 2-Metilpentanal 7,05 1,81+0,38d 1,06x0,21ef  0,66%0,19fg  0,80+0,33efg 3,11+0,26b 0,74+0,16fg 0,36+0,00g 0,62+0,05fg 1,24+0,04e 2,65+0,10c 3,96+0,07a 0,41+0,01g

22 Hexanal 8,21 3,83+1,11cd  11,504#2,43b  2,60+0,27de  3,84+1,33cd 24,3940,81a 6,49+1,45c 0,33+0,02e 4,30+0,08cd 0,48+0,02e 5,46+0,28c 4,56%0,24cd 0,72+0,07e

23 2-Metil-2-Hexenal 9,91 nd nd 6,161+1,27a 1,91+0,40b nd nd 0,19+0,03c 0,15+0,05¢c 0,94+0,02c nd nd 0,23+0,07c

24 Heptanal 10,49 0,75+0,26¢ 0,65+0,33c 5,80+0,62a 0,79+0,22c 1,43+0,50b 0,38+0,06¢ 0,39+0,00c 0,24+0,03c 0,15+0,04c 0,32+0,03c 0,62+0,05¢ 0,12+0,03c

25 Benzaldehido 11,77 0,96+0,29a 0,42+0,20bc nd 0,68+0,18ab 0,44+0,12bc  0,35+0,06bcd | 0,12+0,04cd 0,28+0,02cd 0,28+0,05¢cd 0,69+0,03ab 0,33%0,11cd 0,15+0,08cd

26 Octanal 12,51 | 0,34+0,08cde  0,64+0,16bc nd nd 0,86+0,37b 1,75+0,12a nd 0,13+0,02de nd 0,23+0,07de 0,41+0,02cd 0,30+0,06de

27 Ssnce"eacem'dehi 13,37 | 0,38£0,06bc  0,77+0,26a nd 0,87+0,41a nd nd nd 0,17:0,04bc  0,25:0,04bc  0,50£0,12ab nd 0,140,04bc

28 2-octenal 13,57 nd nd nd 1,15t0,18a  0,48£0,13b nd nd nd nd nd nd nd
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Tabla 1. Continuacién

Muestras frescas3 Muestras liofilizadas?
Nol Compuestos TR2 B. edulis L. deliciosus C. gambosa  H. marzuolus C. cibarius P. ostreatus B. edulis L. deliciosus C. gambosa  H. marzuolus C. cibarius P. ostreatus
29 Nonanal 14,36 1,08+0,13a 0,85+0,42ab  0,93+0,29ab nd 1,2840,33a 0,52+0,09bc nd 0,30+0,05cd  0,18+0,01cd nd 0,29+0,02cd nd

Compuestos de azufre
30 Dimetil disulfuro 6,90 nd nd 3,81+1,29a nd nd nd 0,86+0,16b nd trb nd trb nd

Compuestos heterociclicos

31 Metilpirazina 9,00 nd nd nd nd nd nd 0,19+0,02b nd nd 1,47+0,13a 0,20+0,02b nd

32 2,5-dimetilpirazina 10,86 nd nd nd nd nd nd 0,63+0,09b nd tre 1,25+0,04a 0,40+0,02c 0,30+0,05d

33 Etilpirazina 10,94 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,28+0,06b 0,50+0,01a nd nd

34 2-Pentil-furano 12,21 10,16+1,12a 3,38+1,16bc 8,63+0,60a 9,79+1,73a 4,55+0,22b 4,4611,14b 0,43+0,08d 2,27+0,05cd 3,01+0,18bc 0,64+0,04d 1,9740,16cd 0,26+0,02d

35 ;:E;;Ii-:;metll 12,59 nd nd nd nd nd nd 0,67+0,12b 0,27+0,05d 0,36+0,04cd 1,58+0,11a 0,51+0,07bc  0,54+0,20bc

36 ZEti-3-meti 12,61 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 3,46%0,12a nd nd
pirazina

37 ;f;;'i':és'd'me“' 13,97 nd nd nd nd nd nd 0,59+0,04b nd nd 1,960,042  0,25:0,03d  0,4430,12¢
Hidrocarburos

38 1,3-Octadieno 8,71 0,1940,08bc 1,16+0,54a 0,49+0,10b nd nd nd trbc 0,13+0,04bc  0,27+0,03bc nd nd nd

39 FER2metlL3- oy 00 | g1550,01c nd 0,37:0,07a nd nd nd nd nd 0,30+0,05b nd nd nd
Hexadieno

40 Undecano 14,24 nd 1,75+0,73a 0,42+0,15b nd nd nd nd 0,28+0,02b 0,19+0,01b 0,18+0,04b 0,14+0,00b nd

41 Tridecano 16,06 nd nd nd nd nd nd trc 0,27+0,03a 0,30+0,03a 0,11+0,00a 0,14+0,02a nd

42 Hexadecano 17,96 nd nd nd nd nd nd trd 0,22+0,04b 0,35+0,03a 0,17+0,01c 0,17+0,02c nd

Acidos y ésteres
Acido octanoico

43 L 14,67 nd nd 0,39+0,05a nd nd nd nd nd 0,32+0,03b nd nd nd
metil éster

44 AC.Id,O decanoico 19,86 nd trb nd nd nd nd nd 0,14+0,06a nd nd nd nd
etil éster
Terpenos

45 Ox'fj°‘de 24,01 nd 3,54+1,47a nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Cariofileno

46 linalool 14,46 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,19+0,04b 1,06+0,03a nd nd

1 No.: Numero de compuestos observados en el perfil de GC-MS.

27R.: Tiempo de retencion (min) determinado en una columna capilar Elite 5SMS (60 m x 0,25 mm; 0,25 pum, Perkin Elmer).

3 Concentracion relativa de los compuestos organicos volatiles detectados en muestras frescas, expresado en porcentajes + desviacion estandar.

4 Concentracion relativa de los compuestos organicos volatiles detectados en muestras liofilizadas, expresado en porcentajes + desviacion estandar.
5 Misma letra en la misma linea: no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

Str: trazas, concentracion relativa del compuesto <0,10%
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CAPITULO II: PERFIL DE COMPUESTOS VOLATILES PRESENTES EN HONGOS

Tabla 2. Concentracidn relativa (%) de los principales grupos de compuestos organicos volatiles identificados en muestras frescas y liofilizadas de las seis especies de setas analizadas.

Alcoholes Cetonas Aldehidos Compuestos de azufre Compuestos heterociclicos Hidrocarburos Acidos y ésteres Terpenos
Muestras frescas®
B. edulis 41,01+4,94¢3 8,92+0,65¢ 39,56+4,99f nd 10,16+1,12ab 0,35+0,07cd nd nd
L. deliciosus 34,21+4,87d 3,42+0,47efg 52,4615,55e nd 3,38+1,16cde 2,91+0,70a trd? 3,54+1,47a
C. gambosa 12,31+2,63f 22,49+3,12a 55,41+2,27de nd 9,79+1,73ab nd nd nd
H. marzuolus 47,59+0,45b 7,51+1,01cd 40,35+0,57f nd 4,55+0,22c nd nd nd
C. cibarius 30,28+4,03d 5,21+0,67de 50,3942,09e 3,81+1,29a 8,63+0,60b 1,2810,20b 0,39+0,05a nd
P. ostreatus 55,40+1,69a 13,25+1,31b 26,89+1,87g nd 4,46%1,14cd nd nd nd
Muestras liofilizadas?
B. edulis 43,51+1,15bc 1,1410,11g 51,7940,84e 0,86+0,16b 2,3210,24de 0,19+0,02d nd nd
L. deliciosus 1,77+0,00g 2,0040,02fg 92,64+0,29a nd 2,54+0,09cde 0,9040,13bc 0,14+0,06c nd
C. gambosa 3,69+0,06g 3,30+0,02efg 81,6910,12b nd 10,85+0,06a 0,47+0,05cd nd 1,0610,03b
H. marzuolus 3,7240,30g 4,52+0,21ef 87,92+0,70a trb 3,3310,20cde 0,4510,04cd nd nd
C. cibarius 21,9140,09e 12,58+0,49b 59,97+0,63d trb 3,73+0,20cd 1,40+0,10b 0,32+0,03b 0,19+0,04b
P. ostreatus 23,98+1,27e 8,1610,21c 66,32+1,41c nd 1,54+0,27e nd nd nd

1 Concentracién relativa de los compuestos organicos volatiles detectados en muestras frescas, expresado en porcentajes + desviacion estandar.

2 Concentracion relativa de los compuestos organicos volatiles detectados en muestras liofilizadas, expresado en porcentajes + desviacion estandar.

3 Misma letra en la misma columna: no existen diferencias significativas entre valores (p<0,05).

4 tr: trazas, concentracion relativa del compuesto <0,10%
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RESULTADOS Y DISCUSION

2. POR FAMILIAS
2.1. ALCOHOLES

Dentro de la familia de los alcoholes se identificaron un total de 4 compuestos: 1-

pentanol, 1-oct