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“Da tu primer paso con fe, No es necesario que veas toda la escalera
completa, solo da tu primer paso”.

Martin Luther King



El Gran Viaje

¢Quién sera, en un futuro no lejano, el Cristobal Colon
de algin planeta?

¢Quién lograra, con maquina potente sondear el océano
del éter, y llevarnos de la mano alli donde llegaran
solamente los osados ensuefos del poeta?

Espiritus a quienes las edades en su fluir robusto
mostraron ya la clave portentosa de lo Bello y lo Justo,
¢Cudl seré la cosecha de verdades que deis al hombre,
tras el viaje augusto?

¢Con qué nueva luz escrutaré el arcano?

iOh la esencial revelacion completa que fije un nuevo
molde al barro humano!

Amado Nervo
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e RESUMEN

La produccion de setas comestibles en Espafia, destinadas al consumo en fresco
o0 en forma de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la produccion mundial,
estimada para el afio 2017 en 10.317.092 Tm. Este gran volumen de producto
genera entre el 25 y el 30% de subproductos, constituido fundamentalmente por
tallos y setas no comercializables, que o no se usan o mal usan, dando lugar al
sistema denominado sistema lineal que se basa en la extraccion de materia
prima, la produccion de bienes, el consumo y la generacion de residuos, y como
consecuencia de ello la destruccién/contaminacion del medioambiente, es por
ello que actualmente se esta intentando cambiar este sistema de produccion y
consumo, adaptandolo al nuevo sistema de economia circular, el cual esta
enfocado hacia un sistema regenerativo desde su disefio, para mantener el valor
de los recursos (materiales, agua, suelo y energia), de los productos y limitando
los insumos de materias primas y energia, evitando, en lo posible, al maximo, la
acumulacién de residuos y sus impactos negativos sobre el medioambiente, el

climay la salud humana.

Por lo que en el presente trabajo nos hemos centrado en la revaloracion de
los subproductos provenientes de la industria de setas y hongos comestibles,
concretamente del champifion (Agaricus bisporus) como materia prima
valorizable para la obtencién de productos de alto valor para varias industrias:
medico-farmacéutica, alimentaria, cosmética, quimica, agronémica, etc., y
contribuir a la mejora y proteccion del medioambiente, a través de un sistema de

economia circular.



La industria de las setas y hongos comestibles, generan tres tipos de
subproductos: i) el compost agotado, ii) los tallos y piezas no comercializables,
y iii) el liquido de escaldado en el caso de las conservas. En el presente trabajo
nos hemos centrado en la revalorizacién de los dos ultimos: tallos y elementos
no comercializables, y liquido de escaldado. Tanto los tallos como el liquido de
escaldado, debido a su composicién [23-32% p.s., en proteinas, 65-72%, p.s., en
carbohidratos, y diversas sustancias beneficiosas para la salud como
ergotioneina, ergosterol (precursor de la vitamina-D2), péptidos antioxidantes,
etc.], pueden constituir unas excelentes fuentes de partida para la obtencion de
diferentes productos potencialmente utilizables en la industria medico-
farmacéutica y alimentaria como nutracéuticos, en la industria cosmética como
nutricosméticos o en agronomia como biofertilizantes, e incluso pueden
constituir una excelente fuente para fines biotecnoldgicos, tales como fuente de
fermentacion para la produccién de quitinasas, o fuente de partida para la
obtencion de nano-quitina, siempre y cuando se desarrollen los procesos

adecuados.

Por lo que los objetivos del presente trabajo han sido:

1. Preparacion y caracterizacion de diferentes hidrolizados de las proteinas

presentes en los subproductos del champifion.

2. Disefio general de procesos biotecnologicos encaminados a la

revalorizacion de subproductos derivados de la industria agroalimentaria.

3. Preparacion de hidrolizados proteicos de la harina de tallos de champifién.



4. Caracterizacion de los hidrolizados proteicos.
- Caracterizacion electroforética
- Caracterizacion cromatografica

- Composicion aminoacidica

o

Estudio de las actividades biologicas

Actividad Antioxidante (Industria Nutracéutica)

Actividad Antidiabética (Industria Nutracéutica)

Inhibicion de la actividad tirosinasa (Industria Alimentaria

o

Aplicaciones

— En la industria agronémica (como biofertilizante).

Para utilizar estos subproductos de una manera efectiva, es necesario, en
una primera etapa estabilizarlos en una forma facilmente almacenable y segura,
por lo que los tallos y piezas no comercializables de champifion se ha
estabilizado preparando una harina de tallo de champifién (HTCH), mediante el
secado con aire caliente (50 °C) y molino para obtener un polvo fino al que
hemos almacenado en bolsas de plastico herméticamente cerradas, a 18 - 20 °C
en almacén, permaneciendo de esta manera estable al menos durante un afio. El
liquido de escaldado que representa un gran volumen, del orden de los 10.000
litros al dia para una planta de tamafio pequefio/medio, y que habitualmente se
vierte directamente a la red o a balsas para depuracion, debido al elevado
volumen es necesario reducirlo, lo que se logra mediante su concentracién al
vacio y a temperatura entre 65-70 °C, o mejor aun mediante 0osmosis inversa
para evitar, en lo posible, la formacion de productos de Amadori, obteniéndose
un liquido de escaldado concentrado unas 10 veces (LE10X) donde los



componentes estan concentrados y es facilmente almacenable a 4 °C, en camara
fria, durante al menos 3 meses. Una vez estabilizados estos subproductos se ha

procedido a la obtencion de productos de alto valor afiadido como:

La obtencion de hidrolizados a partir de la HTCH para ello se prepararon
mediante hidrdlisis enzimatica EI 10% de HTCH resuspendido en agua y se ha
hidrolizado en un pH-stat con control de pH, temperatura y agitacion, utilizando
una relacion de E/S de 0.3%, con cuatro enzimas diferentes: Alcalase®,
Flavourzyme®, Papaina y Bioprotease LA-450, obteniendo hidrolizados, que
debido a su composicién ricos en aminoacidos, oligopéptidos y péptidos
potencialmente utilizables como biofertilizantes en agronomia, o como
nutracéuticos en alimentacion o en cosmética. Las endoenzimas, procedentes de
Bacillus licheniformis: Alcalase® y Bioprotease LA-450, son las que mayor
cantidad de producto solubilizan, 41,7+3.0% y 46,3+3,6%, respectivamente,
mientras que la Papaina y la Flavourzyme®, mezcla predominante de
exoproteasas bacterianas, presentan un rendimiento solubilizador mas bajo,
26,3+2,3% y 23,0+1,7%, respectivamente. Con el fin de incrementar, en lo
posible, el grado de hidrolisis, y por tanto la cantidad de material solubilizado se
procedio a la realizacion de hidrélisis secuenciales, utilizando primero una
endoproteasa y seguidamente una exoproteasa. Las hidrdlisis secuenciales
realizadas han sido las siguientes dos combinaciones: ‘“Alcalase® +
Flavourzyme®” y “Bioprotease LA-450 + Flavourzyme®”, 79,6%2,9% vy
81,4+3,3%, respectivamente.

Para obtener informacion mas detallada sobre la distribucion del tamafio de
las proteinas, péptidos, oligopéptidos y aminoacidos presentes en los

hidrolizados, se procedio a su estudio por cromatografia de exclusion molecular



en una columna Superdex™peptide 10/300 GL, que tiene un rango de
resolucion de 7000 a 100 kDa, los mayores porcentajes de dipéptidos y
aminoacidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos mediante
hidrolisis secuencial con Alcalase®+Flavourzyme® y
Bioproteasa+Flavourzyme®, 42,13% - 37,94% respectivamente.

El analisis aminoacidico muestra el contenido de los diferentes aminoacidos
presentes en el hidrolizado obteniéndose que los mayores contenidos en AAH
estan presentes en HPTCHiass0, mientras que la mayor concentracion de
AASCP y AASCN se obtienen en HPTCHa-r, el mayor contenido de AAA se
obtiene en HPTCHa y el mayor contenido de AAEs se encuentra en
HPTCH_aaso0.

Estos resultados también muestran que la capacidad secuestradora del radical
ABTS"" por los HPTCH depende del tipo de proteasa utilizado para la obtencién
de los hidrolizados en las hidrolisis simples, obteniéndose la mayor capacidad
secuestradora (menor ECsp) cuando se utiliza la exoproteasa Flavourzyme®
(ECso = 0,13+0,02 mg/mL), y cuando se utiliza en combinacion de las
endoproteasas Alcalase® y Bioproteasa L450 (0,15+0,05 y 0,14+0,04,
respectivamente), no observandose diferencias estadisticamente significativas

para ninguna de las dos combinaciones estudiadas.

Estos resultados, al igual que para el radical ABTS™, también muestran que
la capacidad secuestradora del radical DPPH" de los HPTCH depende del tipo de
proteasa utilizado en las hidrolisis simples, obteniéndose la mayor capacidad
secuestradora (menor ECsp) en el caso de utilizar la exoproteasa Flavourzyme®
(ECso = 0,33+£0,02 mg/mL). En el caso de las hidrolisis secuenciales, al igual

que anteriormente, no se observan diferencias estadisticamente significativas



para ninguna de las dos combinaciones de endoproteasa + exoproteasa
estudiadas, obteniéndose valor de ECso, 0,47+0,05 y 0,44+0,06 g/mL para
HPTCHa+r Yy HPTCHya4s0+F, muy similares al obtenido para la hidrélisis simple

con la endoproteasa.

Los HPTCH muestran una ligera actividad inhibidora de las dos hidrolasas,
puede reducir eficazmente la absorcion de glucosa e inhibiendo el aumento de la
concentracion de glucosa sanguinea postprandial, como actividad antidiabética.
No observandose diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
HPTCH y el HTCHw20. Si bien, estas inhibiciones son significativamente muy
inferiores a la observada para el control positivo (Acarbosa). Por lo que se puede
concluir que los HPTCH no presentan ventaja alguna a la hora de intentar
reducir los niveles postprandiales de glucosa. Nuestros resultados son contrarios
a los reportados por otros autores que si encuentran una inhibicion apreciable de
estas hidrolasas utilizando hidrolizados de otros hongos comestibles
enriquecidos en selenio, por lo que la mejora de la actividad antidiabética de los
hidrolizados de las proteinas de hongos enriquecidos en selenio podria atribuirse
a la incorporacién de selenio en los péptidos integrantes de los hidrolizados y a
posibles cambios conformacionales de estos inducidos por el selenio, que
favoreceria la interaccion con la a-glucosidasa y la a-amilasa limitando su

accion.

La inhibicion de la actividad tirosinasa por los diferentes HPTCH, el
HTCHn2o y un control positivo (acido ascérbico). Todos los HPTCH inhiben
claramente la actividad tirosinasa de una manera dosis dependiente, dentro del
rango 0,5-3,0 mg/mL. Esta inhibicion es mayor, estadisticamente significativa

p<0,05, que la presentada por el HTCHH20, pero claramente menor que el



control positivo. A pesar de ello, a concentraciones del orden de 1,5 g/mL y

mayores la inhibicion es del orden del 40%.

Los HPTCH, debido a las actividades bioldgicas descritas serian claramente
aplicables como nutracéuticas o complementos nutricionales en el tratamiento
de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, y en la industria alimentaria
en la prevencion de la oxidacion de los alimentos evitando su deterioro y/o
pardeamiento, estos hidrolizados, debido a su composicion, también podrian

encontrar aplicacién en la agronomia moderna como biofertilizantes.

Una vez realizados estos ensayos de germinacion se puede concluir que él
LE al igual que los hidrolizados de la HTCH pueden ser utilizados como
biofertilizantes. Pero al hacer la comparacion entre estos dos, observamos que él
LE preparado a concentraciones entre 5y 10% es la mejor opcion debido a que
requiere de menos procesos y por lo tanto el costo es menor. Luego, teniendo en
cuenta que estamos trabajando con un subproducto, esta seria una buena manera
para su valorizacion, produciendo un producto de alto valor afiadido, y

contribuyendo al mantenimiento del medioambiente.
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1. INTRODUCCION

1.1 Historia de los Hongos comestibles

Los Hongos se definen como organismos vivos que se reproducen por
esporas, con cuerpos fructiferos visibles que crecen en una variedad de
ecosistemas y de gran importancia dentro del mantenimiento del medioambiente
(Miles y Chang, 1997; Garcia y Sanchez, 2009). Desde hace miles de afios los
seres humanos han utilizado los hongos como alimento y como medicina debido
a las propiedades beneficiosas para la salud, de algunos de ellos (Calonge,
2011). Esto sigue siendo vigente hoy en dia, donde los hongos ademas de seguir
siendo utilizados como alimento, se contemplan como fuente de productos
naturales tanto para la obtencion de productos beneficiosos para la salud como

de aplicacion industrial (cosmética, agronomia, etc.) (Boa, 2005).

Actualmente se han descrito unas 80.000 especies de hongos, pero se
estima que su existencia sea del orden de 1,5 millones (Hawksworth, 2001). De
estas 80.000 especies se considera que unas 2000 son aptas para el consumo
humano, y debido a sus propiedades unas 700 son de interés para la industria

farmacéutica (Chang y Wasser, 2012).

En cuanto a la constatacion del uso de los hongos por el hombre, diferentes
expediciones arqueoldgicas han permitido encontrar restos de hongos dentro de
la ropa del hombre primitivo, corroborando de esta manera que nuestros
antepasados ya hacian uso de antibioticos naturales que se obtenian de los
hongos (Capasso, 1999; Campos y Arregui, 2014). En zonas inhdspitas del
planeta han sido encontrados un sin nimero de petroglifos que datan de miles de

afios de antigliedad, donde se puede observar figuras antropomorfas junto a
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formas de hongos (ver Figura-1.1) (Wasson, 1957).

kr 41

Figura I.1 Petroglifos hallados en las orillas del rio Pegtymel (Rusia). Los
alucindgenos en el mito. Relatos sobre el origen de las plantas psicoactivas
(Tomado de Samorini y Zanarini, 2001).

En Grecia también se han encontrado restos de la presencia de hongos asi
como de sus usos. Asi Teofrasto en su famoso escrito “Sistema Naturae” da a
conocer una clasificacién de las plantas basada en propiedades médicas, que
define a los hongos como plantas que no poseen raices, hojas, flores y frutos.
Mientras que Dioscérides Anazarbeo médico, farmaco6logo y botéanico, propone
una clasificacion entre “Fungi esculenti” y “Fungi perniciosi” (Gonzalez, 2002;
Quer y Davit, 1962). Sin embargo, es en la época de Roma cuando se empieza
a conocer los hongos, a como utilizarlos y a la vez a como consumirlos, debido a
que era muy comun que los esclavos realizaran tareas de recoleccion de hongos
por su exquisito sabor (Edwards, 1984). Plinio el Viejo considerado uno de los
cientificos naturalistas mas prestigiosos de la época, en uno de sus escritos
(Historia natural, libros XI1-XVI), da a conocer como distinguir hongos
comestibles de hongos venenosos. Por otro lado en el norte de Europa,
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diferentes tribus hacian uso de hongos alucindgenos para sus ritos religiosos y

fiestas (Fericgla y col., 2000; Samorini y Zanarini, 2001).

En la edad media las creencias populares y conocimientos de origen griego
y romano fueron quedando atras, mucho méas con el paso al Renacimiento,
donde la creacion de la imprenta y los nuevos enfoques en el campo de la
ciencia, permitieron el progreso y difusion de mayores conocimientos sobre los
hongos. Asi Johannes Franciscus Van Sterbeeck (1630-1693) sacerdote,
botanico y boticario aleméan, public6 su obra denominada "Theatrum fungurum®”,
cuyo fin era la identificacidn de variedades comestibles de hongos (Mehrotra y
Aneja, 1990). Fray Bernardino de Sahagin en su obra “Los Codices
Matritenses” detalla la historia general de las cosas de la Nueva Espafa
(México) y de acuerdo a fragmentos del Popol Vuh y el Chilam Balam se sabe
que en la cultura mesoamericana prehispanica los hongos eran considerados
alimento de dioses y reyes, probablemente por su caracter alucingeno, debido a
que esa era la forma en que ellos creian que lograban comunicarse con sus
divinidades (Tudela, 1952).

Figura 1.2 Escultura de barro en forma de hongo de origen precolombino
(Lowi, 1974).

13



Carlos Linneo (1753), cientifico, naturalista, botanico y zodlogo sueco
clasifico a los seres vivos, de acuerdo al nivel jerarquico segin su género,
especie, y las agrupo en familias, estas en clases y las clases en Reinos, y creo
un Reino especifico para los hongos, que posteriormente Whittaker lo
denominaria “Reino fungi”. Durante el siglo XVII los hongos, pasaron de ser un
alimento basico para los pobres a un alimento consumido por la nobleza. Anton
van Leeuwenhoek, al perfeccionar la fabricacion del microscopio, y al realizar
varias observaciones, permitieron el conocimiento de los hongos microscopicos
y el desarrollo de un estudio sistematico. Durante los siglos XVIII y XIX la
Micologia es considerada disciplina cientifica dedicada al estudio de los hongos,
apareciendo sistemas de clasificacion, clasificando los hongos en:
Basidiomycetos y Ascomycetos. Se logra identificar las esporas y definirlas. En
1801 Christiaan Hendrik Persoon botanico y micologo sudafricano considerado
el padre de la “micologia sistematica” en su publicacion “Synopsis Methodica
Fungorum” agrupa a los hongos por géneros, es por ésto que fue considerado
como el libro de oro de su tiempo (Mehrotra y Aneja, 1990). Elias Magnus
Fries (1794-1878) micologo y botanico sueco, autor de varias publicaciones de
las que destacan Systema mycologicum y Elenchus fungorum (1818-1828).
Gracias a dichas publicaciones se le reconoce como el padre fundador de la
taxonomia moderna de los hongos, siendo el primero en describir para su
clasificacion, el color de las esporas, junto al tipo de himendforo: laminas,
poros, pliegues y aguijones como principales caracteristicas taxondmicas.
Magnus Fries llego a caracterizar alrededor de 2700 especies, por ello, y en su
honor, a la hora de nombrar un hongo, éste suele iniciarse con las dos primeras
letras de su apellido, “Fr” seguidas del nombre del género y especie (Deacon,
1990).
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En el afio 1969 Robert Harding Whittaker clasifico a los seres vivos en
cinco reinos y a los hongos dentro del “Reino fungi”. Enminentes mic6logos
clasifican a especies mediante conceptos de toxicidad y eliminan creencias
populares erréneas que permitian identificar un hongo comestible de un no
comestible. Es a partir de aqui cuando comienza el estudio de principios activos

provenientes de hongos con fines medicinales e industriales (Deacon, 1990).

1.2 Cultivo de Hongos comestibles

El cultivo de algunos hongos comestibles, viene desde aproximadamente 2
mil afios atras, se cree que fue en China donde se realizan los primeros cultivos
de hongos (Boa, 2005).

Los hongos se distinguen por poseer un cuerpo fructifero lo suficientemente
grande para ser visto a simple vista y ser recolectado a mano. La mayoria de
hongos pertenecen a la clase Basidiomycetes, es decir hongos que producen
basidiosporas, mientras que otros hongos son pertenecientes a la clase

Ascomycetes es decir que poseen ascosporas (Chang y Miles, 1992).

Dentro de los hongos comestibles mas populares tenemos Agaricus
bisporus (A. bisporus), Pleurotus ostreatus (P. ostreatus), (ver Figura-1.3),
siendo A. bisporus (Champifion) el mas ampliamente cultivado alrededor del
mundo. A. bisporus representa del orden del 40% de la produccion y consumo
mundial de hongos y setas comestibles. Representando un negocio importante y
de gran interés comercial, debido a su textura, sabor, aroma, valores
nutricionales y Ultimamente efectos saludables tanto preventivos como curativos
(Aguilera, 2003; McGee, 2018; Chang, 2005).
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Figura 1.3 a) Agaricus bisporus; b) Pleurotus ostreatus.

El botanico inglés Mordecai Cubitt Cooke describié por primera vez a A.
bisporus como una variedad de Agaricus campestris, posteriormente el
mic6logo Danés Jakob Emanuel Lange en 1926 la denomind Psalliota hortensis
var. bispora (Lange, 1926). Schéffer y Mgller 1939 la consideraron como una

especie denominandola Psalliota bispora (Schéffer y Magller, 1939).

En 1946 el género Psalliota fue renombrado como Agaricus, hasta hoy, en
que es conocido como A. bisporus nombrado asi por Emil Imbach (Cappelli,

1984). Con lo que la clasificacion de Agaricus bisporus es como sigue:

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota

Clase: Agaricomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden: Agaricales

Familia: Agaricaceae

Género: Agaricus

Especie: Agaricus bisporus (Lange, 1926; Imbach, 1946).
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En cuanto a las actividades metabolicas A. bisporus (champifion) éstas son
diferentes de las de los vegetales superiores, no puede realizar la fotosintesis
como las plantas ya que A. bisporus carece de clorofila, y al ser un organismo
saprofito necesita nutrirse de un medio adecuado, denominado genéricamente
compost (Vedder, 1996; Basso, 1980).

Como se observa en la Figura-1.4, en la morfologia de A. bisporus podemos
distinguir 4 partes principales, el sombrero, el estipite, los filamentos y el

micelio.

El sombrero o pileo es la parte redondeada, en forma de globo y carnosa del
hongo. Este puede llegar a medir de 1,6 a 15 centimetros de ancho/diametro. El
himenio o filamentos, en hongos del género Agaricus bisporus, se encuentra
desde la parte inferior del sombrero, otros autores también lo denominan
laminillas. Estas laminillas en un principio son de color rosado que con el paso
del tiempo se tornan de color pardo e incluso algunas veces de color negro. El
pie o estipete es la parte en forma cilindrica que sostiene al sombrero, es liso,
blanco y se encuentra unido tanto al micelio como a los filamentos. EI micelio
es la parte adentrada en el sustrato o compost, conformada por un sistema de
hilos y ramificaciones capaces de producir el hongo en condiciones Optimas
(Atkins, 1964; Chang, 2008).
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Figura 1.4 Diferentes partes del hongo.

En el desarrollo de A. bisporus pueden observarse varias etapas: etapa

juvenil o de primordio, etapa adulta y etapa senescente.

En la etapa juvenil o de primordio, el sombrero se encuentra cerrado y las
laminillas no son visibles, es la etapa preferida para su comercializacion en
forma de conserva o salmuera, ya sea entero o laminado. En la etapa adulta el
sombrero esta abierto y las laminillas son visibles, estos hongos tras ser
troceado, posteriormente son sometidos a un tratamiento de deshidratacion para
su comercializacion. Y finalmente en la etapa senescente el hongo ha alcanzado
su mayor punto de maduracion, el sombrero estd completamente abierto y las
laminillas también, perdiendo su caracteristica fisica y su valor comercial
(Donoso, 1989).

El champifion al ser un organismo heterétrofo y a la vez saprofito, necesita

de medio de crecimiento adecuado. A este medio se le denomina sustrato o
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compost, que estd formado por diferentes materias primas mezcladas,
humectadas y fermentadas, que tiene como finalidad lograr extraer el maximo
de nutrientes, entre éstos carbohidratos, proteinas, y minerales que van a ser
utilizados por el champifion para su desarrollo. Dicho sustrato necesita poseer
ciertas condiciones, asi debe contener una humedad entre el 62 y el 68% durante
su crecimiento, ya que esto influye directamente sobre la aireacion del sustrato,
y la mayor parte de la humedad del champifion es proveniente del agua
contenido en el sustrato (Lopez Contini, 1990; Toovey, 1963; Vedder, 1978),
el pH debe ser ligeramente bésico, entre 7 y 8. Otra condicion es la temperatura,
ya que ésta permitird el 6ptimo crecimiento y por tanto un mejor rendimiento.
Se considera que la temperatura adecuada para el desarrollo del champifion se
encuentra en el intervalo de 22 a 30 °C, si la temperatura supera los 35 °C se

detiene el desarrollo (Vedder, 1978).

A. bisporus (Champifién) se encuentra entre los hongos comestibles méas
populares en el mundo, se cultiva en mas de 70 paises, ya que son
considerados altamente nutritivos. Conteniendo minerales, vitaminas, fibra,
gran cantidad de proteina y entre el 5-15% de materia seca. Ademas son bajos
en calorias debido a que contienen carbohidratos digeribles y una baja cantidad
de grasa (Mattila y col., 2002).
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Tabla 1.1 Composicion basica de Agaricus bisporus (Tomado de Reis y col.,

2012)
Componente Contenido
Humedad 90 - 93%
Materia seca 7-10%
Cenizas 8,5-9,7%
Proteina 21,1-32,5%
Carbohidratos 65,4 -74,0%
Grasa cruda 2,2-3,5%
Fibra 17,5-23,1%
Ergotioneina 0,20 - 0,31 mg/g
Polifenoles 3,7 -4,1 mglg
Ergosterol 4,3 -6,4 mgllg

El analisis de la composicion basica de A. bisporus indica un alto contenido
de proteinas (21,1 - 32,5%, p.s.), alto contenido de carbohidratos (65,4 - 74%,
p.s.), bajo contenido de grasa (2,2 - 3,5%, p.s.), alto contenido de fibra cruda
(17,5 - 23,1%, p.s.), y humedad (90 - 93% p.s.). Ademas, A. bisporus es rico en
otros componentes beneficiosos para la salud, como ergotioneina, ergosterol
(pre-vitamina-D2), polifenoles, vitaminas y minerales (Barros y col., 2008;

Cremades y col., 2012; Cremades y col., 2015).

Debido al alto contenido de proteinas, el champifion es un buen sustrato
para la preparacion de concentrados y aislados proteicos, que podrian
representar una alternativa eficiente para la sustitucion de proteinas animales en
la dieta del hombre y en la alimentacion animal (Salas y Drager, 1981), pero

debido a que las proteinas de A. bisporus, y otros hongos, estan, en su mayoria,
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unidas a hidratos de carbono, su solubilidad y digestibilidad es baja (Lebeque y
col., 2018). Por ello su solubilizacién podria contribuir a una mejora de la
calidad y funcionabilidad de estas proteinas. Asi, su hidrdlisis, obteniendo
hidrolizados proteicos, mejoraria significativamente su solubilidad vy
digestibilidad.

Por otro lado, estos hidrolizados debido a su alto contenido proteico
(péptidos y aminodacidos) constituyen un producto de gran interés, no solo
nutricional si no también industrial (médico-farmacéutica, cosmética y

agronémica).

En cuanto a los componentes beneficiosos para la salud, objeto del interés
de la industria médico-farmacéutica cabe sefialar, que se han descrito la
presencia de componentes en A. bisporus con propiedades antimicrobiana,
antitumoral, anticancerigeno, antioxidante, antiinflamatoria,
hipocolesterolémicas,  antidiabéticas,  inmunosupresoras,  antialérgicas,
antivirales y hepatoprotectoras, lo que podria ser de interés para tratar diferentes
enfermedades cronicas, como el céancer, la diabetes, enfermedades hepaticas,
etc. (Ozcelik y Peksen, 2007; Xu y col., 2012).

Es por todo esto que el cultivo de A. bisporus (champifion) es muy
importante si se quiere aprovechar todas sus ventajas y riquezas nutricionales-
culinarias, medicinales y funcionales, que a su vez pueden ser explotadas por un
nimero importante de industrias, como quimico-farmacéuticas, medico-
farmacéuticas, cosméticas, agricolas y ambientales (Chang y Buswell, 1996;

Gopalakrishnan y col., 2003).
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El cultivo de champifion en general ha experimentado una evolucién desde
sus inicios hasta el dia de hoy, es por eso necesario, aunque solo sea de manera
breve, precisar los distintos procesos para su produccion. EI champifion se
cultivd por primera vez de casualidad y se hace mencion a unos franceses
quienes vieron que los champifiones crecian sobre el estiércol acumulado donde
se vertian residuos de otras especies de hongos silvestres y el agua con la que se
lavaban estos (Steineck, 1972; Vedder, 1978). El cultivo al principio siempre
fue al aire libre, pero a finales del siglo XVIII se los realizaba en bodegas y
minas donde se pudo obtener mejores resultados. Poco a poco se fue
extendiendo el cultivo del champifién desde Paris a otras ciudades de Francia y
América (Atkins, 1964). Se dice que el micelio del hongo probablemente se
obtuvo de caminos y pastizales con estiércol de caballo, pero este champifion en
un principio era capaz de propagar enfermedades debido a que el compost no era
tratado adecuadamente y podia contener otro tipo de bacterias (Quintard, 1977;
Lopez Contini, 1990). Posteriormente se logré obtener cultivos puros libres de
microorganismos, a partir de tejidos y esporas del hongo, que luego se
multiplicaria en estiércol esterilizado obteniendo de esta forma una manera

exitosa de cultivo de champifion (Fernandez, 2005).

1.2.1 Diferentes sistemas de cultivo

Actualmente el cultivo de champifion estd completamente mecanizado y
automatizado. Desarrollandose el proceso en grandes naves que contienen
diversas camaras con control de temperatura, humedad, aireacion, niveles de
COy, y asepsia, cuyos parametros varian segun la etapa de desarrollo del
champifién (siembra, desarrollo miceliar, fructificaciéon y cosecha). Si bien cada

gran fabricante mantiene en secreto las condiciones exactas de su cultivo y

22



composicion del compost, basicamente el cultivo de champifidn se lleva a cabo
de acuerdo con alguno de los tres sistemas de cultivo siguientes: francés,

holandés o americano.

- Sistema francés

A este sistema se lo conoce como sistema de bolsa plastica, es el mas
utilizado debido a que es mas practico y no requiere de tanta inversion (Fletcher
y col., 1991). Con este tipo de sistema la produccién del champifion disminuye
debido al espacio existente entre una bolsa y otra, pero a pesar de ello se obtiene
mayor cantidad de cosecha ya que existe méas cantidad de compost en cada bolsa
lo que es beneficioso para el desarrollo del champifion (Salas y Drager, 1981).
Ademas las bolsas son desechadas una vez realizada la cosecha, lo que
significaria un ahorro en el tiempo y costo que se destina para la desinfeccién
del lugar de produccién (Quintard, 1977).

- Sistema holandés

Este sistema fue creado en Holanda, pais que actualmente tiene la mejor
tecnologia para la produccion de champifién, este sistema es conocido como
sistema de bandejas (Fernandez, 2005). En este sistema las bandejas son
armadas al momento de realizar la siembra, luego de la cosecha estas son
vaciadas y desinfectadas al igual que el lugar donde se realiz6 el cultivo
(Toovey, 1987).

- Sistema americano

Este sistema es utilizado cominmente en Estados Unidos, también se lo
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conoce como “sistema de camas” la caracteristica principal de este sistema es el
empleo de un tipo de base de cama de madera invertida donde se coloca el
compost. El peso promedio de cada cama va entre los 250 y 280 kilogramos, por
lo que es necesaria la utilizacion de montacargas para el transporte hasta el
cuarto de produccion (Fernandez, 2005).

Si bien, actualmente el cultivo del champifidn se realiza de manera hibrida,
utilizando los mejores procedimientos de cada sistema, guardando cada

productor como secreto de fabricacion sus modificaciones.

1.2.2 Cultivo del champiinén

El cultivo y explotacion de A. bisporus comprende varias fases, tal y como
se muestra resumidamente en la Figura-1.5.

Obtencién de micelio Preparaci6n del - Fase-I ‘I 7yl0dias  70-80°C l
(Semilla) comeost [ Fase-11 |mmb |3y 7 dias  50-60°C |

pH (6.5 - 8.0)

“ - 1 Kg de semilla/100 Kgs de compost

Manejo

Figura 1.5 Fases del proceso de produccién de A. bisporus (champifion).
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- Obtencion de micelio (semilla)

Para llevar a cabo la produccion de champifiones lo primero que
necesitamos es tener el micelio apropiado. Por ello el primer paso lo constituye
la obtencion de micelio puro. Una vez logrado el cultivo puro del hongo, se le
replica en semillas esterilizadas (generalmente sorgo o trigo) (Khanna, 2003).
Brevemente, los granos se hierven durante unos veinte minutos (1 Kgen 1,5 L
de agua), se escurren y mezclan con CaCOs y yeso (35 g y 13 ¢
respectivamente por cada Kg de grano cocido), se ponen en frascosde 162 Ly
se esterilizan en autoclave (121 °C, 20 min). Una vez frios, en cabina de flujo
laminar, se inoculan estérilmente con micelio puro y se incuban a unos 25 °C
hasta que todo el contenido del frasco se ha invadido por el mismo. Para
mantener los granos separados se agitan con frecuencia los frascos (diariamente,
p. €].). El micelio asi crecido o semilla se puede mantener a 4 °C, durante 1 6 2

meses.

- Preparacion del compost

Una vez que se dispone de la semilla, es necesario disponer de un medio de
cultivo adecuado, el compost. La obtencion de este sustrato o medio adecuado
es una de las fases mé&s criticas en la produccion de champifion.
Tradicionalmente se prepara a partir de paja de trigo y estiércol de caballo, pero
se pueden usar también otros residuos, generalmente, agroindustriales
(Colmenares-Cruz y col., 2017). Debido al bajo contenido en N de estos
sustratos lignocelulosicos, se agrega un suplemento rico en N con el fin de
alcanzar unos niveles del 2 al 2,5% de nitrogeno. Ademéas como la paja de trigo,
y otros medios lignocelul6sicos, son deficientes en potasio (K) se afiade KCI o

K2SO4. Para mejorar la textura final del compost y evitar la compactacion se
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afiade yeso que contribuye a mantener el pH (6,5 - 8,0) (Beyer, 2017).

El objetivo del compostado o compostaje es la transformacion selectiva
de un sustrato no especifico en uno altamente selectivo conveniente para la
proliferacion o desarrollo de A. bisporus y otros agaricos. El proceso se divide

en dos fases:

La Fase-l1 del compostaje tiene lugar al aire libre, o bajo un
techo/cobertizo para protegerlo de la lluvia, en largas pilas de aproximadamente
un metro de alto y dos de ancho. Durante esta fase que dura entre 7 y 10 dias, se
produce la termogénesis microbiana alcanzando una temperatura interna de 70 -
80 °C. Las condiciones aerébicas se mantienen volteando el compost a
intervalos regulares. La importancia de esta primera fase es lograr que el
sustrato sea inadecuado para el crecimiento de mohos que podrian afectar a la
produccion del champifién (Beyer, 2017). La cantidad de agua afiadida debe ser
tal que humedezca el material en compostaje, pero que no escurra liquido al

tomarlo en la mano (Toovey, 1987).

La Fase-1l del compostaje ocurre dentro de un recinto techado. El
compost es colocado en cajones, en capas de 15 a 20 cm de altura, y se apilan
dejando huecos entre ellos para permitir el paso y liberacion de los gases.
Durante esta fase continta la actividad microbiana, alcanzandose temperaturas
de 50 - 60 °C, con una adecuada ventilacion. Esta fase dura de 3 a 7 dias, y
durante ella se producen nutrientes por la actividad microbiana, especialmente
proteinas, y se eliminan los restos de amonio y/o aminas producidos durante la
primera fase (Beyer, 2017). Durante el compostado se pasteuriza el interior del

compost matando esporas fungicas, &caros, insectos, y nematodos. La
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temperatura del compost en la segunda fase no debe pasar de los 60 °C (Toovey,
1987).

- Siembra del inéculo (inoculacion)

Una vez disponible la semilla y preparado el compost, el siguiente paso es
la siembra o inoculacion del mismo. Para ello una vez crecido el micelio sobre
granos esterilizados, éstos se mezclan con el compost (1 Kg de semilla/100 Kg
de compost) (Beyer, 2017) y se dejan desarrollar, como seguidamente

describiremos.

- Produccion

Durante el primer periodo o periodo de crecimiento invasivo el micelio del
in6culo invade el compost, la temperatura de las cadmaras de cultivo se
mantienen a 21 - 28 °C. Cuando el micelio coloniza todo el sustrato, tras unos 10
- 12 dias, éste se cubre con una capa delgada de turba (tierra de cobertura) sin
esterilizar mezclada con tiza (pH 7 - 8) para evitar la desecacion (Beyer, 2017) y
la temperatura ambiente se reduce a 18 °C. Cuando aparecen los primeros
botones de A. bisporus, se baja a 15 °C. La humedad del ambiente se mantiene
por encima del 70% (Toovey, 1987). Las bacterias de la turba liberan iones
ferrosos esenciales para el desarrollo de los basidiomicetos (Beyer, 2017).
Durante el periodo de crecimiento/desarrollo del micelio se requiere una buena
aireacion de la camara de cultivo (de 1 a 2 veces por dia), pero tras la adicion de
la tierra de cobertura (turba) la aireacion ha de ser mucho mayor (de 2 a 3 veces
por hora), para evitar la concentracion de COz, ya que una concentracion de CO-
del 1% provoca la deformacién de los champifiones (Toovey, 1987). Para que la

aireacion sea eficiente, el aire ha de pasar sobre las bateas de cultivo a una
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velocidad de 100 - 250 mm?®/min.

Ademas el micelio que esta creciendo produce metabolitos volétiles tales
como etanol, aldehido acético, acetato de etilo y dioxido de carbono (Beyer,
2017). Para mantener la humedad se riega con frecuencia mediante un rociado

de niebla sin empapar la tierra de cobertura.

Los primeros basidiomas o cuerpos fructiferos se recogen a los 15 - 25 dias
después de la adicion de la tierra de cobertura. La produccion depende de
numerosos factores y oscila de 5 a 8 Kg por m? y la conversion bioldgica es del
orden de 50 Kg de champifiones frescos por 100 Kg de paja seca
(Colmenares-Cruz y col., 2017). El periodo de cosecha es de unas seis
semanas, al final del cual se vacian las bandejas o bateas y el compost usado
(compost agotado) se desecha destruyéndose o utilizdndose como abono en el
campo (Toovey, 1987). Sin embargo, actualmente este subproducto ha
despertado un gran interés entre los investigadores, ya que constituye,
potencialmente, una importante fuente para la obtencion de biofertilizantes y
enzimas hidroliticas (celulasas, hemicelulasas, lacasas, etc.) (Schimpf y Schulz,
2016).

Esquematicamente el cultivo y produccion de champifion podemos

resumirlo en la siguiente Tabla.
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Tabla 1.2 Condiciones ambientales de las cAmaras de cultivo del champifion.

Fase'del Duracion Temperatura | Humedad | Ventilacion
cultivo
Desarrollodel | 10- 12 dias 21— 24°C 70 — 85 % Escasa
micelio
Cobertura 15 - 25 dias 18 °C 70 -85 % Media
12 Floracion 13-15°C 70 -85 % Intensa
22 Floracion 13-15°C 70 -85 % Intensa
32 Floracion 13-15°C 70 -85 % Intensa
- Cosecha

Para la cosecha del champifion se tienen en cuenta varios aspectos, tales
como la madurez, la calidad y el tamafio, ya que estos tres aspectos son de una
gran importancia para el consumidor. ElI champifion se cosecha bien
manualmente o mecanicamente mediante el uso de rodillos de espuma que no
dafien el sombrero. Una vez separados del compost se corta la parte del tallo
préxima a la raiz, procurando que esté lo mas limpio posible (Sdnchez y Royse,
2001).

- Manejo Post-Cosecha

Una vez cosechados los champifiones se mantienen en cadena de frio
(refrigeracion de 2 - 4 °C) hasta ser derivados para su consumo en fresco o
procesados a conserva (Garcia y Mufioz, 2002). Esta fase, debido a la labilidad
del producto, no suele prolongarse en el tiempo mas de dos dias. Y actualmente,
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el alargamiento de la vida media del champifion fresco, es otra linea de gran

interés en este campo, por el gran beneficio econdmico que podria aportar.

1.3 Interés Econémico del cultivo de hongos comestibles

El cultivo de champifion en Espafia comenzé a principio de los afios
cincuenta de forma artesanal, en cuevas y bodegas en la Rioja. Aunque
actualmente se cultiva préacticamente en toda Espafia, su produccion se
concentra en dos grandes zonas, donde se produce mas del 80% de la
produccién nacional, La Rioja y La Manchuela (Castilla-La Mancha)

(Informacion suministrada por Grupo Riberebro).
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Figura 1.6 Produccién de Hongos y Setas comestibles a nivel mundial.
(Adaptado de datos FAOSTAT, 2016).
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El consumo de hongos y setas comestibles en la Gltima década ha ido en
aumento, todo esto debido a nuevos habitos alimenticios cada vez mas

saludables y naturales, se prevé que para los proximos afios siga esta tendencia.

Los datos obtenidos de la FAO nos indican que la produccién de hongos y
setas comestibles a nivel mundial en el afio 2016 fue de 10.790.859 Tm. De
estos el mayor productor es Asia con un 76% de produccién seguido por Europa
que produce el 18%, América con un 5%, Oceania y Africa con menos del 1%.

OCEANIA _ AFRICA 3
1% 0% AMERICA

5%

EUROPA
18%

ASIA
76%

Figura 1.7 Produccion de Hongos y setas comestibles por continentes en el
2016. (Adaptado de datos FAOSTAT, 2016).

De la produccion total de Europa el 9% corresponde a la produccion de

hongos y setas comestibles en Espafa siendo en el 2016 de 197.010 Tm
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EUROPA

Figura 1.8 Produccién de hongos y setas comestibles en Europa en el 2016.
(Adaptado de datos FAOSTAT, 2016).
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Figura 1.9 Produccion de hongos y setas comestibles en Espafia. (Adaptado de
datos FAOSTAT, 2016).
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De igual manera se puede observar que en los Gltimos afios la produccion
de hongos y setas comestibles ha aumentado en un 68.73% aproximadamente
(FAO, 2018a; FAO, 2018b).

En Espafia el maximo productor y lider en cuanto al champifion es La
Rioja. Esta posee 215 hectareas del total de 497 hectareas que son dedicadas al

cultivo del champifién (Ministerio de Agricultura, 2014).

A nivel mundial los hongos comestibles se comercializan en diversas
formas, pero el mercado de hongos comestibles basado en su consumo nos lleva

a dos formas principales de comercializacion.

1.3.1 Consumo en Fresco

Los hongos y setas comestibles en fresco son muy apreciados por el
consumidor debido a su agradable sabor y valor culinario-alimenticio, pero
tienen como desventaja que su vida Gtil o vida media es muy corta una vez
cosechado, lo que no permite que sean exportados a lugares que se encuentran a
larga distancia, limitando asi su consumo a puntos cercanos y al consumo
interno (Burton y Noble, 1993). A. bisporus puede llegar a conservarse en
refrigeracion (2 - 4 °C) hasta 13 dias empleando peliculas plasticas de
polietileno y otros recubrimientos comestibles a base de alginatos, permitiendo
de esta manera alargar su periodo de vida util, y por lo tanto aumenta su vida
comercial (Beelman y col., 1989; Burlo y col., 2004). Los champifiones al
mantenerse en cadena de frio reducen la actividad microbiana responsable

principal de su deterioro y la pérdida de calidad (Aguirre y col., 2008). Tanto el
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pH como la humedad relativa y el tiempo transcurrido desde su recoleccién

influyen en la estabilidad del alimento (De Pradena, 1996).

En Espafia la produccion de hongos y setas comestibles en fresco en el afio
2016 fue de 147.757 Tm, lo que corresponde al 75% de la produccion total de
setas y hongos comestibles (197.010 Tm), teniendo previsto que estas cifras
aumenten para los proximos afios (Roncero, 2015). De las 147.757 Tm de
hongos y setas comestibles producidas en el 2016 y destinadas al consumo en

fresco, el 70 - 90% corresponde a A. bisporus (champifion) (Royse, 2007).

El champifidn fresco se comercializa en dos formas: champifiones enteros y

champifiones laminados (ver Figura-1.10).

Figura 1.10 A) Champifiones enteros, B) Champifiones laminados.

En la elaboracion del champifién en fresco se generan principalmente dos
subproducto: los tallos de champifién y los champifiones no comercializables

(defectuosos, abiertos, etc.), y el compost agotado.
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1.3.2 Consumo en Conserva

El champifion es un producto altamente perecedero, su deterioro comienza
inmediatamente después de su cosecha (Kotwaliwale y col., 2007), lo cual es
causado por una reaccion de pardeamiento siendo la principal responsable la
enzima polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1) (Devece y col., 1999). Es por ello que
las industrias alimenticias para extender su periodo de vida Gtil utilizan procesos
tecnoldgicos como la elaboracion de conservas, para ello los hongos son
Ilevados a un tratamiento térmico con la finalidad de inactivar ciertas enzimas,
eliminar microorganismos y otros componentes antinutricionales no deseables
(Toth y col., 1981).

En 1790 Nicolas Appert logré mantener la calidad de los alimentos durante
largos periodos de tiempo tras su tratamiento con calor himedo y conservacion
en latas con bajo contenido de aire, dando paso de esta manera a un nuevo
método de conservacion, que permitié colocar una barrera entre el champifion y
los factores de degradacion, aumentando su periodo de vida atil (Vedder, 1978).
La Comercializacion actual del champifion en conserva responde a la alta
demanda de productos listos para ser usados, que permitan una mayor

comodidad y a la vez contengan un gran valor afiadido.

El método del champifion en conserva consiste en envasar los champifiones
en un recipiente de hojalata, para luego proceder a su cerrado hermético y a la
vez a su esterilizacion con el objetivo de eliminar todos los microorganismos
que se encuentran presentes. Todo ello con el fin de mantener el producto lo mas

adecuadamente posible hasta que este sea consumido (Anonimo, 2004).
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En lo referente a la produccion de champifién en conserva el escaldado es la
parte principal ya que tiene por objeto reducir el pardeamiento enzimatico
mediante tratamiento térmico, inducir la contraccion del champifion para que no
se produzca esto durante la esterilizacion, y lograr que el producto sea flexible

para favorecer el llenado (Biekman y col., 1997).

En Espafia, en 2016, el 25% de la produccion total de hongos y setas
comestibles (197.010 Tm) fue destinado a la conserva, es decir,

aproximadamente 49.253 Tm (Roncero, 2015).
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Figura 1.11 Principales formas de Consumo de Hongos comestibles en Espafia
en el 2016.

La elaboracion de champifiones en conserva genera una importante cantidad

de subproducto, el liquido de escaldado (LE).
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1.4 Generacion de subproductos en la industria del
champinon
La produccion de hongos y setas comestibles en Espafia, destinadas al

consumo en fresco o en forma de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la

produccion mundial (Royse y col., 2017).

Esta produccidon, como se muestra esquematicamente en la Figura-1.12,
genera tres tipos de subproductos: i) el compost agotado, ii) residuos de

champifion (tallos y champifiones no comercializables) y iii) el liquido de

escaldado.
Vurwewionsd
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Figura 1.12 Esquema general de la produccion de Agaricus bisporus
(Champifién): Productos y subproductos.
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Cada semana se generan unas 50.000 toneladas de residuos de champifion
en Europa, representando un importante desafio medioambiental por parte de
las industrias del champifién. Por lo que darle una utilizacion practica al uso de
estos subproductos, ademas de solucionar un problema medioambiental,
contribuiria a la valorizacion de los mismos obteniendo a partir de ello
productos bioactivos beneficiosos para la salud y/o de uso industrial

(Buruleanu y col., 2018).

Se consideran como residuos de champifion a tallos y champifiones no
comercializables, debido a que se encuentran defectuosos, muy abiertos o
dafados. Actualmente, este subproducto no se utiliza o mal utiliza como
alimento animal o abono para el campo. Sin embargo, debido a su composicion
(ricos en proteinas, hidratos de carbono, y metabolitos beneficiosos para la
salud), podrian ser materia prima para la obtencién de diversos productos de alto
valor afiadido, potencialmente utilizables en la industria quimico-farmacéutica,
alimentaria, cosmética, biotecnoldgica o en la moderna agronomia (Uzun, 2004;
Polat y col., 2009).

Por esta razon los residuos de champifion (tallos y champifiones no
comercializables) son de un gran interés, ya que de esta manera podrian
generar beneficios econémicos y medioambientales (Sanchez, 2010). Con este
fin, se esta investigando la elaboracion de diferentes productos de alto valor
afiadido, tales como antimicrobianos, bioplasticos, complementos alimenticios,
nutracéuticos, etc., a partir de estos residuos de champifion (Buruleanu y col.,
2018).
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1.5 Los subproductos de champiinén como fuente de productos
de alto valor anadido.

Se le denomina alimento funcional a aquel que es capaz de proporcionar
beneficios para la salud independiente del contenido nutricional requerido, es
decir que contiene ingredientes que han sido probados y testeados anteriormente
que permiten la mejora de la salud humana, ya que permiten reducir el riesgo de
contraer enfermedades y tener una mejor salud. Dichos alimentos pueden ser
alimentos en su estado natural o alimentos que han sido suplementados con
otros componentes para aportar en la salud fisica 0 mental del consumidor
(Hicks y Moreau, 2001).

La bdsqueda de sustancias 0 métodos que permitan aumentar o potenciar al
sistema inmunoldgico induciendo resistencia y sin causar efectos secundarios al
organismo ha hecho que los subproductos de hongos y setas comestibles pasen a
ser de gran importancia para las industrias ya que debido a su composicion
pueden ser utilizados como fuente de alimentos funcionales, ademéas de lograr
de esta forma abaratar los costos de produccion y darle un valor agregado a lo

que antes era considerado como residuo.

A partir de los subproductos provenientes de hongos y setas comestibles se
obtuvieron extractos acuosos que contienen Ergotioneina que es un antioxidante
muy potente que puede ser utilizado en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo y que puede inhibir enfermedades

autoinmunes de tipo reumaticas, artritis, etc.

La Ergotioneina al ser incorporado en alimentos, se convierte en un

suplemento alimenticio. Ademéas sin mencionar que la Ergotioneina al ser
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afiadido a un alimento permite que este se conserve durante mucho mas tiempo,

actuando como conservante natural (Cremades y col., 2015).

El extracto acuoso de Agaricus bisporus ademas de estar constituido por
compuestos antioxidantes contiene compuestos antimicrobianos, que inhiben el
crecimiento de bacterias como Staphyllococcus aureus y Escherichia coli,
incluso contiene otros compuestos con propiedades antivirales logrando de esta
manera ser muy apreciado por la industria farmacéutica (Santoyo y col., 2009;
Eoy col., 2000).

El extracto acuoso de Agaricus bisporus obtenido mediante proceso
enzimatico al ser probado en células hepaticas permitiéo comprobar que suprimia

la acumulacién de lipidos y triglicéridos en dichas células (Rojas y col., 2018).

El extracto obtenido a partir de Agaricus bisporus enriquecidos con selenio,
podria ayudar al tratamiento de enfermedades ocasionadas por las bajas
concentraciones de selenio, como el envejecimiento, y enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, e inmunol6gicas. Este producto
enriquecido podria ser incorporado en alimento sélido o liquido, ya que no
alteraria sus propiedades organolépticas (Cremades y col., 2012).

Agaricus bisporus al ser expuesto a la luz UV y bajo determinadas
condiciones produce una mayor cantidad de viatmina D> en relacion a la ingesta
diaria, lo que podria mejorar el estado de personas con deficiencia de vitamina
D (Roberts y col., 2008; Koyyalamudi y col., 2009; Koyyalamudi y col.,
2011).

40



Agaricus bisporus al ser una fuente rica en quitina es decir rico en fibra
insoluble o fibra dietética es considerado como alimento prebiotico al igual que
los yogures debido a que provocan el mismo efecto, los compuestos prebiodticos
son aquellos compuestos no digeribles que estimulan el crecimiento y/o
actividad de algunos microorganismos probidticos que se encuentran en el
intestino (Gonzaga y col., 2005; Kimy col., 2005; Zheng y col., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

El principal objetivo del presente trabajo ha sido disefiar procesos
biotecnoldgicos destinados a la produccion y obtencién de compuestos de
interés para la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética, agronémica y
biotecnologica, a partir de subproductos de la industria del champifion, como via
de revalorizacion de estos subproductos y reducir la contaminacion

medioambiental.

Mediante el presente estudio se pretende valorizar los componentes presentes en
los subproductos de la industria del champifién, tanto los generados en la
preparacion de champifiones para el consumo en fresco (tallos y champifiones
no comercializables) como los generados en la preparacién de champifiones en

conserva (tallos y liquido de escaldado).

2.2 Objetivos Especificos

5. Preparacion y caracterizacion de diferentes hidrolizados de las proteinas

presentes en los subproductos del champifion.

6. Disefio general de procesos biotecnoldgicos encaminados a la

revalorizacion de sub-productos derivados de la industria agroalimentaria.

7. Preparacion de hidrolizados proteicos de la harina de tallos de champifion.
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8. Caracterizacion de los hidrolizados proteicos.
- Caracterizacion electroforética
- Caracterizacion cromatografica

- Composicion aminoacidica

~

Estudio de las actividades biologicas
— Actividad Antioxidante (Industria Nutracéutica)
— Actividad Antidiabética (Industria Nutracéutica)

— Inhibicion de la actividad tirosinasa (Industria Alimentaria)

o

Aplicaciones

En la industria agronomica (como biofertilizante),
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aparatos, Materiales y Reactivos

3.1.1 Aparatos

Todos los aparatos utilizados en esta investigacion han sido detallados en la

Tabla-M&M. 1.

Tabla M&M.1 Aparatos.

Nombre

Casa Comercial

Agitador Magnetico (Snaker)

ARE Heating magnetic stirrer,
Singapore

Agitador Vortex (Mezclador vortex)

Fisherbrand, Madrid-Espafia

Analizador de Aminoacidos
(Analizador de aminoacidos de mesa
Biochrom 30+)

Biochrom, Cambridge-Reino Unido

Analizador de Imagenes
Quimioluminiscencia (Equipo
Imager 600) (Amersham Imager 600)

GE Healthcare, Espafia

Autoclave 75 L (Presoclave 11 80)

JP Selecta, Barcelona-Espafia

Balanza de Precision (Balanza de
precision modelo BD BC 200)

Denver Instrument, NY-USA

Balanza Analitica (Balanza Analitica
modelo BC BC 100)

Denver Instrument, NY-USA

Barfio de Agua
(Bafio Termostatico Analégico 5 L)

Nahita, La Rioja-Espafia

Barra de Agitacion (Microbarra
agitadora magnética de PTFE)

Fisher scientific, Madrid-Espafia

Campana de Flujo Laminar
(Cabina de flujo laminar modelo mini
H)

Telstar, Madrid-Espafia

Campana de Gases
(Ductless Fume Hood CRUMA 870)

CRUMA, Barcelona-Espafia
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Centrifuga (Eppendorf centrifuges)

Eppendorf, Madrid-Espafia

Centrifuga Diferencial (Avanti J-26
X)) (JLA-10500, JLA-8100)

Beckman Coulter, Nyon-Switzerland

Congelador (-40 °C, -80 °C)

New Brunswick Scientific, Fisher
scientific, Madrid-Espana

Cubeta de Electroforesis (Celda de
electrophoresis Criterion)

Bio-Rad, California-USA

Desecador de Vidrio (Desecador de
vidrio pyrex con tapa y disco de
porcelana, diametro 100 mm'y
capacidad 1 L)

QuercusLab, Espafia

Equipo de Osmosis Inversa Sistema
de Filtracion de Liquidos Escala
Laboratorio (Triple System)

MMS, Madrid-Espafia

Espectrofotometro (Ultrospec
2100pro UV/Visible)

GE Healthcare, Espafia

Espectrometro (FT/IR-460
Spectrometer)

Nirvis, Madrid-Espafia

Estufa Secado Estéatico (Desecador
de vidrio pyrex con tapa y disco de
porcelana, diametro 100 mmy
capacidad 1 L)

Indelab, Espafia

Estufa de Secado con Aire Forzado
(Estufa de aire forzado modelo UF
260)

Memmert, Schwabach-Alemania

Extractor de Grasa (Soxhlet)
(Extractor ser 148/3)

Labolan, Navarra-Espafia

Frigorifico (Frigorifico LKUv 1610)

Liebherr, Espafia

Fuente de Alimentacion
(Electrophoresis power supply EPS
500/400)

Pharmacia, LabTrader Inc.,
California-USA

HPLC (HPLC de columna
Superdex™)

Jasco, Madrid-Espafia

KjeltecTM 840 (KjeltecTM 840
equipado con digestor y destilador.)

Foss Iberica S.A., Barcelona

Liofilizador (Cryodos -80 °C)

Telstar, Madrid-Espafia

Lupa Binocular C-PS
(Estereomicroscopio)

Nikon, Huesca-Espafia

Molino de Fresado (Molino de
Fresado SM 100)

Retsch SM 100, Alemania
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Microscopio (Microscopio ZEISS
Modelo Axioskop 40)

Zeiss, Alemania

Mufla de Incineracién (Modelo
Termocontroller ST)

Nannetti, Faenza-Italia

pHmetro (pH-meter BasiC20)

Crison, Barcelona-Espafia

Pipetas Automaticas (Pipeta

HTL Lab Solutions, Marszawa-

volumen variable labmate pro) Polonia
Reactor (Reactor Biostat A) Sartorious Stedlum,_ Goettingen-
Alemania

Rotavapor (Rotavapor R-200)

Biichi, Barcelona-Espafia

3.1.2 Materiales

Todos los Materiales utilizados en esta investigacion se han detallado en la

Tabla-M&M.2.

Tabla M&M.2 Materiales.

Nombre

Casa Comercial

Botellas de Vidrio de diferentes
volimenes (Frasco de laboratorio de
vidrio transparente con tapn de rosca)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Bureta
(Bureta con recto NS de grifo, clase B,
volumen 10 mL)

DURAN, Main-Alemania

Pinza de Bureta (Cole-Parmer™ 0802 1-
34)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Capsulas de Porcelana
(Haldenwanger™)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Crisol
(Crisol de porcelana forma media)

QuercusLab, Espafia

Cubetas de Poliestireno (Cubetas de
poliestireno para espectrofotometria
visible 2y 3 mL)

Deltalab, Barcelona-Espafia




Cubetas de Electroforesis (Cubetas
MultiSUB Midi , 10 x 7cm & 10 x 10cm
UV tray, 2 x 16 sample combs)

Cleaver Scientific LTD,
Warwickshire-Reino Unido

Embudos (Brand™ Embudo de vidrio de
borosilicato)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Matraces Erlenmeyers de Vidrio de
diferentes VVolimenes (Policarbonato
cuello estrecho Nalgene)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Matraces Erlenmeyers de Vidriode 2 L
(Policarbonato boca ancha)

DURAN, Main-Alemania

Espéatula (Espatula cuchara plana,
longitud 120 mm, SPSS-120-005)

Labbox, Barcelona-Espafia

Gradillas de Eppendorf (Bastidores
Labcon 96-Place Storage System 2500-
229-000)

Labcon, California-USA

Gradillas para tubos Falcon (Gradilla
rectangular para tubos Falcon, chapa
acero inoxidable AISI 304, 24(8 x 3))

I.C.T, S.L.
Instrumentacion Cientifica
Técnica, S.L., San Sebastian-
Espafia

Guantes de Nitrilo (Guantes para
examinacion sin polvo, Ref. 4020NP
calidad estandar)

Deltalab, Barcelona-Espafia

Microtubos de 1,5y 2 mL (np Safelock-
Cap microcentrifuge tube PP, 1,5/2 mL,
attached cap, boil-proof, transparent,
graduated)

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-
Alemania

Papel Filtro Convencional (Papel de
filtro, hojas de 50 x 50 cm, tamafio de poro
+ 30-40 micras)

Deltalab, Barcelona-Espafia

Parafilm M (Laboratory Film)

Bemis, Wisconsin-USA

Pipeta P10/P100/ P1000
(PIPETMAN Neo® 1-10 uL / 10-100 uL /
100-7000 uL)

GILSON®, Wisconsin-USA

Pipeta Seroldgica (Pipeta seroldgica de
5/10/25 mL, poliestireno transparente con
escala impresa positiva y negativa,
envasadas de forma estéril unitaria)

SARSTEDT, Numbrecht-Alemania

Piseta (Frasco lavador 1000 mL)

ENDO Plasticware, TecnyLab,
Valencia-Espafia
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Probetas de Vidrio de diferentes
Volumenes (Probeta graduada base
hexagonal, clase a, glassco)

Labbox, Barcelona-Espafa

Probetas de Plastico de diferentes
VolUumenes
(Probeta graduada PP, 1000 mL ENDO)

TecnyLab, Valencia-Espafia

Puntas de Pipeta Automatica (Pipette
Tips)

Thermo Fisher Scientific, Madrid-
Espafia

Puntas de Pipeta P10/P100/P1000 (Filter
Tip PP natural 0,5-10 xL/10-100 L/100-
1000 wL, short, graduated 96 tips/rack,
Gilson type, premium surface,
RNase/DNase/DNA/pyrogenfree, sterile
RCE/IVD)

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-
Alemania

Placa de Petri (Petri dish 60x15 mm with
cams)

SARSTEDT, Numbrecht-Alemania

Tamiz (Tamiz 355 um)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia

Termometro (Termometro amarillo -
10/150 C)

QuercusLab, Espafa

Tripode (Soporte Universal)

QuercusLab, Espafia

Tubo de Ensayo PE (Resistente al calor
12 mL)

Labbox, Barcelona-Espafia

Tubo de Ensayo (Vidrio Pyrex de 15 mL)

Laboquimia

Tubos Falcon de 15 y 50 mL (Centrifuge
tube PP with screw cap PE, 15/50 mL,
@17x120 mm, conical bottom, tube
transparent, cap)

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-
Alemania

Vasos de Precipitados de diferentes
Volumenes (Duran™ Vaso de
precipitados de vidrio de perfil bajo con
boquilla)

Fisher Scientific, Madrid-Espafia




3.1.3 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo han sido reactivos de calidad
analitica, adquiridos de las siguientes casas comerciales: Sigma-Aldrich,
Healthcare-Merck, Panreac, Biorad, Thermo Fisher Scientific, que se detallan en
la Tabla-M&M.3

Tabla M&M.3 Reactivos utilizados.

Reactivo Casa comercial
Acarbosa >95% Sigma-Aldrich, Espafia
Acetato de Sodio Trihidratado .
(CHsNaO2.3H,0) Merck, Darmstadt-Alemania

Acido Acético (CHs-COOH)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido Ascérhico CsHsOs

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido Citrico (CsHsO»)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido Clorhidrico (HCI)

Panreac, Barcelona-Espafia

Acido Fosforico (HsPO,)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido 3,5-Dinitrosalicilico (C7HsN20-)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido Linoleico >99% (C1sH320>)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acido Sulfurico conc. (H2SO.,)

Sigma-Aldrich, Espafia

Acrilamida (C3sH5NO)

Bio-Rad, California-USA

APS (Persulfato Amonico)((NH4)2S,0s)

Merck, Darmstadt-Alemania

Azul de Bromofenol (C19H10Br40sS)

Sigma-Aldrich, Espafia

Bisacrilamida (C7H10N20>)

Bio-Rad, California-USA

Bromuro de Potasio (KBr)

Sigma-Aldrich, Espafia

BSA (Seroalbumina bovina)

Thermo Fisher Scientific, Madrid-
Espafa

Carbonato de Sodio (Na2CQOs)

Sigma-Aldrich, Espafia

Cloruro de Hierro (I1) Tetrahidratado
(FeCl2.4H,0)

Merck, Darmstadt-Alemania
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Cloruro de Hierro (1) (FeCls)

Merck, Darmstadt-Alemania

Cloruro de Potasio (KCI)

Panreac, Barcelona-Espafia

Cloruro de Sodio (NaCl)

Panreac, Barcelona-Espafia

Cloruro Trifenil Tetrazolio

Sigma-Aldrich, Espafia

Coomasie Plus - the better Bradford assay

reagent

Thermo Fisher Scientific, Madrid-

Espafia

Coomassie G-250

Bio-Rad, California-USA

EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
(C10H16N205)

Sigma-Aldrich, Espafia

Etanol (C;HsOH)

Panreac, Barcelona-Espafia

Fenol (CsHsOH)

Sigma-Aldrich, Espafia

Fosfato Di Sédico (Na;HPO.)

Panreac, Barcelona-Espafia

Glicerol (CsHsO3)

Panreac, Barcelona-Espafia

Glicina (C:HsNOy)

Sigma-Aldrich, Espafia

Glucosa (CsH1206)

Sigma-Aldrich, Espafia

Glutation (C10H17N306S)

Sigma-Aldrich, Espafia

Hexano (CsH14)

Labbox, Barcelona-Espafia

Hidroxido de Potasio (KOH)

Sigma-Aldrich, Espafia

Hidrdxido de Sodio (NaOH)

Panreac, Barcelona-Espafia

Hipoclorito de Sodio (NaClO)

Panreac, Barcelona-Espafia

L-Histidina (CsHsN3O2)

Sigma-Aldrich, Espafia

L-DOPA (Levodopa) (3,4-Dihidroxi-L-
fenilalanina)

Sigma-Aldrich, Espafia

Metanol (CH;OH)

Panreac, Barcelona-Espafia

Molibdato Sédico en PO4Hs

Merck, Darmstadt-Alemania

Ninhidrina (CeHsO4)

Sigma-Aldrich, Espafia

Potasio y Sodio Tartrato Tetrahidratado
(C4H4KN306.4H20)

Sigma-Aldrich, Espafia

SDS (NaC12H25804)

Sigma-Aldrich, Espafia

Serva Blue G Dye

Sigma-Aldrich, Espafia
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Sodium Hydro/Oxid Buffer 2, pH 4.25 Biochrom
Sodium Hydrolysate Buffer 1, pH 3.20 Biochrom
Sodium Hydrolysate Buffer 5, pH 6.45 Biochrom
Sodium Regeneration Buffer 6 Biochrom
Sodium Loading Buffer, pH 2.20 Biochrom

Tiocianato de Amonio (NH,SCN)

Merck, Darmstadt-Alemania

TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazine)
(C18H12N6)

Sigma-Aldrich, Espafia

Tripsina

Sigma-Aldrich, Espafia

Tris (NHC(CH2OH)3)

Sigma-Aldrich, Espafia

Tris/HCI (NH2C(CHOH)s . HCI)

Sigma-Aldrich, Espafia

Tungstato Sédico (Na;WO4)

Merck, Darmstadt-Alemania

Yoduro de Potasio (KI)

Merck, Darmstadt-Alemania

B-Mercaptoetanol (C2HsOS)

Panreac, Barcelona-Espafia

2,2'-Azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonato) (C1sH24NsOsS4)

Sigma-Aldrich, Espafia

2,2-Difenil-1-picrilhidrazilohidrato

Sigma-Aldrich, Espafia

a-amilasa

Sigma-Aldrich, Espafia

p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosa
(C12H15sNOs)

Sigma-Aldrich, Espafia

3.2 Material de Partida: Subproductos

En este trabajo se han utilizado como materia prima residuos o
subproductos de champifién (Agaricus bisporus) provenientes de la industria de
hongos comestibles, proporcionado por el Grupo Riberebro (Haro, La Rioja). Se
han considerado como residuos a los tallos y champifiones defectuosos que no

pueden ser comercializados, generados durante la preparacion del champifion
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para el consumo en fresco y el destinado a conservas, asi como el liquido de

escaldado (LE) generado en la preparacion de conservas de champifion.

Figura M&M.1 a) Tallos y champifiones defectuosos, b) LE.

3.2.1 Estabilizacion del material de partida

Teniendo en cuenta el alto contenido de agua y la abundancia de nutrientes,
tanto de los tallos de champifion como los champifiones no comercializables y
del LE se hace necesario un tratamiento previo, con el fin de estabilizarlos y
evitar su deterioro. En el caso de los tallos esto se ha realizado mediante el
secado, y en el caso del LE mediante una reduccién del volumen por

concentracion al vacio o por osmosis inversa.

— Secado y molienda de TCH

Una vez obtenido los residuos del champifion (tallos y champifiones
defectuosos o no comercializables), estos se han lavado con abundante agua fria,

eliminando de esta manera restos de compost y tierra presentes. Teniendo en
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cuenta el contenido de agua y la abundancia de nutrientes, seguidamente, para
evitar su deterioro, se procedio a su secado en una estufa con ventilacion forzada
a 50 °C (Figura-M&M.2a). Posteriormente el producto seco se molié en un
molino de piston equipado con una malla de 0,5 mm (Fresado: Retsch SM 100)
(Figura-M&M.2b), y luego tamizado en un tamiz de 355 pum para obtener un
polvo mas fino. Al producto resultante se le denomind harina de tallos de
champifion (HTCH).

Figura M&M.2 a) Estufa de secado estatico y con flujo de aire caliente, b)
Molino.

— Concentracion del LE

El LE al tener una baja concentracion de compuestos solubles y ocupar un

volumen grande, es necesario reducir su volumen. Para ello se ha procedido a su
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concentracion. La concentracion se ha llevado a cabo de dos maneras: i) por
concentracion al vacio en rotavapor y ii) por osmosis inversa, hasta alcanzar una
concentracion de unas 10 veces. Al producto obtenido se le ha denominado
“liquido de escaldado concentrado 10 veces” (LE10X).

1) Concentraciéon en Rotavapor

El LE se ha concentrado unas 10 veces mediante concentracion al vacio en
un Rotavapor (Buchi, Suiza) (Figura-M&M.3), a una temperatura de 65-70 °C, y
un vacio de 30-40 kPa. Una vez concentrado el LE, y al que hemos denominado
LE10XRv, se ha almacenado a 4 °C o a -20 °C, segun se fuera a utilizar en un
periodo corto de tiempo (15 dias a un mes) o un tiempo mas largo,

respectivamente.

Figura M&M.3 Rotavapor (Buchi, Suiza).
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i) Concentraciéon por osmosis inversa

El LE se ha concentrado unas 10 veces mediante osmosis inversa,
utilizando para ello un equipo MMS (Figura-M&M.4), que consiste de las
siguientes partes: modulo de filtracion, equipado con una membrana (AFC99,
PCI Membrane, France), bomba de alimentacion de tipo trilobular,
controladores de presion y temperatura, sistemas de recirculacién y recogida de
filtrado y concentrado. Los experimentos se realizaron a una presion de 25-30
bar y a 25+1 °C de temperatura, de acuerdo con las condiciones sugeridas por el
fabricante. El producto asi obtenido se ha denominado LE10Xo;, y se ha
almacenado a 4 °C o a -20 °C, segun se fuera a utilizar en un periodo corto de
tiempo (15 dias a un mes) o un tiempo mas largo, respectivamente. La limpieza
y mantenimiento de las membranas se ha llevado a cabo de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante.

Figura M&M.4 Equipo de osmaosis inversa (Ol).
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3.2.2 Caracterizacion quimica del material de partida

e Humedad-Peso seco

La humedad se ha determinado gravimétricamente de acuerdo con el
procedimiento estandar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Brevemente, se pesa una
capsula vacia, se afiade 2 g de muestra y se coloca en la estufa a secar a 100 °C
durante 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se saca la muestra de la
estufa y se pone a enfriar en un desecador. Se pesa la muestra seca y se calcula
el contenido de humedad mediante la siguiente formula:

(Pi—Pr)

i

% de Humedad = x 100

En donde: P; es el peso inicial y Ps es el peso final

La diferencia entre el peso inicial (Pi) menos la humedad nos da el peso

Seco.

e Cenizas

El contenido en cenizas se ha determinado gravimétricamente de acuerdo
con el procedimiento estandar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Brevemente, se
tara el crisol a peso constante, se dejan en la mufla por 15-30 min a temperatura
entre 550-600 °C. Dejar enfriar el crisol en un desecador durante 15-20 min, y
pesar el crisol. Colocar 2 g de muestra en el crisol e incinerar la muestra en la
mufla durante 8 horas a temperatura entre 550-600 °C, posteriormente se coloca
en un desecador hasta que se enfrie y finalmente se pesa el crisol con las

cenizas.
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El contenido en cenizas se calcul6 mediante la siguiente férmula:

) Peso de Cenizas
% de Ceniza = x 100
Peso de la muestra

e Hidratos de Carbono totales

El contenido en hidratos de carbono totales se determind mediante el
método colorimétrico de Dubois, usando un reactivo de acido sulfurico-fenol
(Dubois y col., 1956). Brevemente, los carbohidratos totales fueron medidos
partiendo de 0,5 g de muestra que se resuspendio en 10 mL de una mezcla
H>O/fenol (80% v:v)/acido sulfurico concentrado (2:1:40). La muestra
resuspendida se incubd durante 10 min a temperatura ambiente (22-23 °C) y se
calentd lentamente hasta 95 °C, manteniendo esta temperatura durante 60 min,
seguidamente se enfrid lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se
tomd una muestra, se centrifug6 a 6000 x g y se midid la absorbancia a 575 nm
utilizando un espectrofotometro Ultrospec 2100pro UV/Visible (GE Healthcare,
Barcelona, Spain) (Figura-M&M.5). La concentracién de hidratos de carbono
totales se determind por interpolacién en una curva patron trazada con glucosa
(Figura-M&M.6).
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Absorbancia 575nm

Figura M&M.5 Espectrofotometro.

1 0 0,435
2 0,1 0,464
3 0,2 0,537
4 0,3 0,747
5 0,4 0,854
6 0,5 0,847
7 0,6 1,038
8 0,7 1,118
9 0,8 1,171
10 0,9 1,283
11 1 1,394

12

1 =
08 =3
)
06 ..
(]
02
0 @ e
0 02 0,4 06 08 1 1,2
0,2

Concentracion Glucosa (mg/mL)

Figura M&M.6 Curva patron de Glucosa.
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e Grasa cruda

El contenido en grasa total se determinG por gravimetria tras la extraccion
de la muestra con hexano durante 12 horas en un extractor Soxhlet de acuerdo
con el procedimiento estandar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Una vez
terminada la extraccion, el solvente se destila y el residuo graso se pesa
[Clemente y col., 1997].

e Nitrégeno total

El nitrégeno total (Ni) se determind mediante el método Kjeldahl de
acuerdo con el procedimiento establecido por la A.O.A.C. 1995 (A.O.A.C,,
1995), en un equipo automatico Kjeltec™ 840 (Foss Iberica S.A., Barcelona)

equipado con digestor y destilador.

e Cuantificacion de Proteinas

A partir del Nt

Las proteinas en muestras sélidas se han calculado multiplicando el valor de
nitrégeno total por 5,45 (factor corregido para los hongos) (A.O.A.C., 2006;
Mattila y col., 2002).

La concentracion de proteinas solubles en medios acuosos se ha
determinado por varios métodos: método de Biuret (de 1 a 10 mg/mL) (Sapany
col., 1999), método de Lowry (de 0,1 a 1 mg/mL) (Lowry y col., 1951) o
método de Bradford (de 0,01 a 0,1 mg/mL (Bradford, 1976), segin la

concentracion de proteina de las muestras.
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Método de Biuret

Materiales y Reactivos
= Sulfato de cobre (Il) pentahidratado
= Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado
= Yoduro de potasio
= Hidréxido de Sodio
= Solucion estandar de proteina de concentracion conocida (hasta 10 mg/mL)

Preparacion del Reactivo Biuret

Disolver 1,5 g de sulfato de cobre (11) pentahidratado y 6 g de tartrato de
sodio y potasio tetrahidratado en 500 mL de agua. Afadir 300 mL 10% (p/v)
NaOH vy llevar hasta un volumen de 1 L con agua. Afiadir 1 g de yoduro de
potasio para inhibir la reduccion del cobre. Almacenar en un recipiente de

plastico en la oscuridad. Desechar si se observa algln precipitado negro o rojizo.

Para la cuantificacion de proteinas segun este método se agrega 0,5 mL de
la muestra a 2,5 mL de Reactivo Biuret, se agita y se deja incubar a temperatura
ambiente durante 30 min. A continuacion se lee la absorbancia a 540 nm. La
concentracion de proteina se determina por interpolacion sobre una curva patrén

realizada con albumina bovina, que cubre el rango de 1 a 10 mg/mL.
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Concentracion | Absorbancia
TUBO BSA (mg/mL) 540 nm
1 0 0
2 1 0,026
3 2 0,085
4 4 0,156
5 6 0,268
6 8 0,356
7 10 0,463
0,5
g 04
=
F 03
D d y=0,0467x-0,0134
5 0,2 . . R*=0,9964
R
5 o1
< 0@
0 2 4 6 8 10 12
0,1

Concentracion BSA (mg/mL)

Figura M&M.7 Curva de Calibracién con BSA (Método de Biuret).

Metodo de Lowry

Este método se ha utilizado para determinar proteinas y péptidos solubles a
concentraciones moderadas (<1 mg/mL y >0,1 mg/mL). Se determind segun la
metodologia propuesta por Lowry y col. (Lowry y col., 1951), que se basa en
que ciertos aminoacidos como tirosina, triptéfano y cisteina reaccionan en un
medio-alcalino con acido fosfotlngstico y acido molibdico del reactivo de Folin

(color amarillo) para dar un complejo incoloro que se puede reducir mediante
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una reaccion lenta con fenol en un complejo de coloracion azul detectable por

espectrofotometria a 750 nm.

Material y Reactivos

=  Lowry A: Na;COs al 2,0% en NaOH 0,1N

=  Lowry B: CuSOsal 1%

=  Lowry C: tartrato sédico al 2%

» Reactivo de Folin-Ciocalteau: Tungstato sodico y molibdato sédico en
POsH3 y HCI.

= Albdmina: 500 pg/mL

= Solucién D: (20 mL Lowry A, 0,2 mL Lowry B y 0,2 mL Lowry C)

Se colocan 400 pL de la muestra en cada tubo y se afiade 2 mL de la
solucion D. Se mezcla y se incuba 15 min a temperatura ambiente. A
continuacion se afiade a todos los tubos 200 pL de reactivo de Folin diluido en
agua destilada 1/2 (v/v). Mezclar y esperar 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se mide a una densidad oOptica de 750 nm ajustando el equipo

con el blanco.
La cantidad de proteinas en la muestra se estimd por interpolacion sobre

una curva estandar de una solucién proteica de albumina sérica bovina (BSA).

Los resultados se expresaron en mg/mL.
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Concentracion | Absorbancia
TuBO BSA (mg/mL) 750 nm
1 0 0
2 0,1 0,2
3 0,125 0,29
4 0,25 0,51
5 0,5 0,882
6 0,75 1,23
7 1 1678
1,8
1,6
E 1,4
7 12 y=1,6201x+0,0536
-~ R2=0,996
g 1
L]
g 0,8
'g 06
2 04
< 0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracion BSA (mg/mL)

Figura M&M.8 Curva de Calibracion con BSA (Método de Lowry).

Método de Bradford

Este método se ha utilizado para determinar la concentracion de proteinas

solubles presentes a baja concentracion (<0,1 mg/mL). Este método permite
cuantificar las proteinas totales de la muestra, en un rango comprendido entre
0,1 y 0,001 mg/mL. Se fundamenta en la interaccion de las proteinas con
determinados colorantes, por lo que la intensidad del color dependera de la
cantidad de proteinas presentes. Se forma un complejo de color azulado con un

maximo de absorbancia de 595 nm.
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Reactivos:
= Serva Blue G Dye
=  BSA (Seroalbumina bovina) 0,1 mg/mL (100 pg/mL)
=  Etanol 96%

= Acido fosforico 88%

Solucion Stock de Bradford:
= 100 mL Etanol 96%
= 200 mL &cido fosférico 88%
= 350 mg Serva blue G

Reactivo de Bradford:
= 425 mL H:0 Destilada
= 15 mL Etanol 96%
= 30 mL 4cido fosférico 88%
= 30 mL Solucién Stock de Bradford

Protocolo:

Se afiade 100 pL de muestra con 1 mL de Reactivo de Bradford, se agita y
se incuba a temperatura ambiente durante 10-20 min. Se mide la absorbancia del
complejo proteina-Coomassie Blue G-250 a 595 nm inmediatamente y se lee las
muestras de menor a mayor concentracion. A su vez se realiza una curva patrén
con 1 mg/mL de Albimina de suero bovino (BSA) y se interpola las

absorbancias de las muestras para obtener la concentracion.
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Concentracion | Absorbancia
TUEO BSA (mg/mL) 595 nm
1 0 0
2 0,01 0,02
3 0,02 0,048
4 0,025 0,079
5 0,05 0,169
6 0,075 0,267
7 0,1 0,371
0,4
0,35
g o3
=
g 0,25
W
g 02
>
2 015 y = 3,795x- 0,0155
2 R?=0,9959
= 01
o
ﬁ 0,05
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
-0,05

Concentracion BSA (mg/mL)

Figura M&M.9 Curva de Calibracion con BSA (Método Bradford).

° pH

En el caso de la HTCH, para determinar el pH, se resuspendieron 5 g de
subproducto estabilizado en 10 mL de H>Od, se agit6 durante 10 min y se dejo
decantar durante 1 h. Transcurrido este tiempo se ha medido el pH del
sobrenadante con un pH-metro equipado con un electrodo de tipo combinado,
con control de temperatura, a 25 °C (pH-meter BasiC20, Crison, Barcelona) En

el caso del LE, al ser este liquido, el pH se ha medido directamente a 25 °C.
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El analisis del contenido proteico porcentual, en forma de aminoacidos
libres, oligopéptidos+péptidos y proteinas, se describird mas adelante, cuando se
desarrolle el apartado correspondiente a cromatografia de filtracion molecular.

Igualmente la determinacion de ergosterol y ergotioneina.

Figura M&M.10 pH-metro.

3.3 Diseno de procesos biotecnologicos para la valorizacion
de la HTCH

El procesamiento de la HTCH se ha llevado a cabo de dos maneras o por
dos vias, como se muestra esquematicamente en la Figura-M&M.11. La via A es

un proceso basado en un tratamiento térmico previo seguido de un tratamiento
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enzimatico, y la via B es un proceso basado en un tratamiento enzimatico como
primer paso o etapa seguido de un tratamiento térmico. Ambos procesos se han

estudiado en la valorizacion de la HTCH.

A) Secado | Molienda B) Secado | Molienda
HTCH I HTCH |
'

Trat'amiinto Tratamiento Enzimatico
Térmico

(Proteasas)
_—
Precipitado -1 (Glucanos
Sobrenadante-1 insolubles, glicoproteinas insolubles,
Quitina)
JETOH80% v
Glucanos solubles, Tratamiento Enzimatico Tratamiento
proteinas y (Proteasas) Térmico
glicoproteinas. / \
Sobrenadante-2 Precipitado -2 (Quitina
Péptidos, oligopeptidos, Cruda, proteinas,
aminoacidos. Glucanos solubles)
% Glucanasas
Sobrenadante- 3 Precipitado -3
(oligosacaridos, (Quitina cruda)
disacaridos y
monosacaridos) NHOHP
Quitina Quitina

Figura M&M.11 Disefios Biotecnoldgicos para la obtencién de compuestos de
interes.

e Tratamiento térmico

El tratamiento térmico se ha llevado a cabo tras la resuspension en agua de
la HTCH al 10% pl/v, y autoclavado a 121 °C durante 30 min con el fin de

conseguir extraer los compuestos presentes en el sustrato.

e Tratamiento Enzimatico

El tratamiento enzimatico se ha llevado a cabo utilizando las cuatro
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proteasas (tres endo-proteasas y una exo-proteasa) que se indican en la Tabla-
M&M.2, bien bajo condiciones simple o secuencial. La HTCH resuspendida en
agua al 10% (p/v), se calienta a la temperatura 6ptima de cada proteasa (55-60
°C), se ajusta el pH 8,5 y se afiade la enzima a una relacién enzima/sustrato
(E/S) de 0,3% (p/v) manteniendo el pH a 8,5 con NaOH 1M durante 2 horas

hasta su estabilizacion.

Tabla M&M.4 Enzimas utilizadas en la hidrélisis de la HTCH.

Nombre

£ Cadigo Temperatura Microorganismo

COMAE] et E.C. 2l () productor

las Proteasas
Alcalase ® 3.4.21.62 | 6,5-85 60 Bacillus licheniformis
Bioprotease . . . .
L A-450 3.4.21.99 | 7,0-11,0 55-60 Bacillus licheniformis
Papaina 3.4.22.2 | 50-8,0 40-75 Cariaca papaya
Flavourzyme® 5 50 Aspergillus oryzae

Como se observa en la Figura-M&M.11 se ensayaron 2 procesos
biotecnolégicos para determinar cudl de ellos era el més adecuado para la
obtencion de productos de alto valor afiadido presentes en la HTCH

(hidrolizados proteicos, ergotioneina, péptido-glucanos, quitina/nano-quitina).

En el proceso A una vez que los residuos de champifion han sido secados y
molidos se obtiene polvo de champifion (HTCH), al que se le somete a un
tratamiento térmico, una vez finalizado este tratamiento se separan por
centrifugacion las sustancias solubles (Sobrenadante-1) de las insolubles

(Precipitado-1). El sobrenadante-1, constituido mayoritariamente por glucanos
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solubles, proteinas, glicoproteinas y/o proteoglucanos, oligosacaridos, péptidos
y aminoacidos libres, se precipita con etanol al 80%, obteniéndose un
precipitado integrado por glucanos y proteinas. Mientras que el precipitado-1,
constituido por glucanos insolubles, glicoproteinas y/o proteoglucanos
insolubles, y quitina se sigue desproteinizando mediante el tratamiento con
proteasas para obtener un Sobrenadante-2, constituido por péptidos,
oligopéptidos y aminoé&cidos libres, y un Precipitado-2 enriquecido en quitina, y
que constituye una buena materia prima para la obtencién de quitina y/o nano-

quitina fungica.

El proceso B se inicia con un tratamiento enzimético con proteasas dando
lugar a un Sobrenandante-1, constituido por péptidos, oligopéptidos vy
aminoacidos libres, que constituye un hidrolizado proteico de potencial
aplicacién en agronomia (biofertilizante) o como nutracéutico o cosmecéutico, y
un Precipitado-1 enriquecido en glucanos y quitina, que tras una
desproteinizacién ligera con NaOH constituya una buena materia prima para la
obtencion de oligosacaridos (Sobrenadante-111) y/o quitina y nano-quitina

fangica (precipitado-I11).

3.4 Obtencion de hidrolizados

Los hidrolizados de las proteinas de la HTCH se ha llevado a cabo de dos
maneras: i) utilizando una sola proteasa durante 2 horas (hidrdlisis simple) y, ii)
utilizando dos proteasas secuencialmente: una endo-proteasa durante una hora +

una exo-proteasa durante otra hora (hidrolisis secuencial).

Tanto una como otra se ha llevado a cabo en un reactor tipo Biostat A
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(Sartorious Stedium, Goettingen, Alemania) equipado con control de pH,
temperatura y agitacion (Figura-M&M.12), siguiendo el procedimiento de pH-
stat (Adler-Nissen, 1986; Rao y col., 2018) con ligeras modificaciones
(Parradoy col., 1993).

O BIOSTATA

Figura M&M.12 Reactor utilizado para la realizacion de las hidrdlisis de las
proteinas de la HTCH.

3.4.1 Hidrdlisis Simple

La hidrolisis se realizé bajo condiciones de pH constante 8,5, 55 °C, y 10%
de sustrato (HTCH) (p/v), durante 2 horas hasta alcanzar su estabilizacion (cese
del consumo de sosa). Posteriormente se dejo enfriar y se centrifugd a 8.000 x g
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durante 15 min a temperatura ambiente (22-23 °C), obteniéndose un
sobrenadante claro rico en material proteico (hidrolizado) y precipitado

constituido por el material insoluble.

Los estudios preliminares de hidrdlisis se llevaron a cabo en un sistema
sencillo de construccidn propia cuyo montaje se muestra esquematicamente en
la Figura-M&M.13.

Figura M&M.13 Sistema de hidrdlis de construccion propia 1. Bafio de agua
termostatizado, 2. Medidor/Controlador de pH (pH-metro), 3.
Medidor/Controlador de temperatura (Termopar), 4. Agitador mecanico, 5.
Dosificador de NaOH.

La reaccién se llevo a cabo a pH 8,5, durante la reaccion de hidrélisis se
rompen los enlaces peptidicos lo que hace que varie su pH teniendo de esta
manera que adicionarse una base (NaOH 1M) para controlar el pH de la
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reaccion, manteniéndolo constante. La relacion de E/S utilizada ha sido de 0,3%
(Parrado y col., 1993). Una vez terminado el proceso de hidrolisis, el
hidrolizado se enfrig, se centrifugd a 8.000 x g durante 20 min y el sobrenadante

(hidrolizado) se guardo a 4 °C o a -80 °C para su posterior andlisis.

Las hidrélisis con volimenes menores a 2 L se llevaron a cabo como se ha
indicado anteriormente (ver Figura-M&M.13), y para voliumenes mayores se ha
utilizado un reactor automatizado de 5 L (Biostat A), como se muestra en la

Figura-M&M.12, operado bajo las mismas condiciones.

Las enzimas utilizadas para realizar las hidrolisis han sido las siguientes
(Tabla-M&M.4):

Alcalase® 2,4 L FG: Es una endoproteasa bacteriana (Bacillus
licheniformis) altamente eficaz, desarrollada especialmente para la hidrélisis de
todo tipo de proteinas cuya presentacion es como liquido claro y traslucido, de
color marrén rojizo, completamente soluble en agua. Tiene una actividad
declarada de 2,4 Unidades Anson por gramo (UA/g) y cumple con las
especificaciones de pureza recomendadas para enzimas de grado alimenticio,
establecidas por la Junta del Comité de expertos de la FAO/OMS JECFA y
FCC.

Flavourzyme® 1000 L: Es un complejo proteasa/peptidasa
predominantemente con actividad exoproteasa (Merz y col., 2015), de origen
fangico, desarrollada para la hidrélisis de proteinas bajo condiciones neutras o

ligeramente A&cidas. La actividad se especifica en unidades Leucina
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aminopeptidasa por gramo (LAPU/g). Una LAPU es la cantidad de enzima que
hidroliza 1 pmol de L-leucina p-nitroanilida por min. Presenta actividad
endoproteasa y exoproteasa, es liquida y cumple con las especificaciones de
pureza recomendadas para enzimas de grado alimenticio, establecidas por la
Junta del Comité de expertos de la FAO/OMS JECFA y FCC.

Bioproteasa LA-450: es un preparado enzimatico liquido purificado, que
presenta una alta actividad proteolitica. Se obtiene a partir de una cepa
seleccionada de Bacillus licheniformis y, por sus caracteristicas de estabilidad y
resistencia al pH y la temperatura, resulta idonea para procesos de hidrélisis
enérgicos. Es una enzima de calidad alimentaria. Es un liquido transparente
color ambar, presenta una actividad proteolitica éptima entre pH 7 y 11. La
temperatura maxima de utilizacion es de 60 °C, pero se recomienda el procesado
a 55 °C para tiempos mayores de 10 min. Su peso especifico se encuentra entre
1,110 - 1,120 g/mL.

Papaina: es una tio-proteasa (thiol proteasa) que tiene la capacidad de
hidrolizar los enlaces peptidicos formados por aminoacidos aromaticos unidos a
restos de arginina, lisina o glutamina, preferentemente. ES una enzima
proteolitica que se obtiene a partir del latex de la fruta verde de la papaya antes
que comience su maduracion. La papaina, se caracteriza por ser un polvo
amorfo, granuloso de color blanco, grisiceo o parduzco; ligeramente
higroscépico e insoluble en agua y en la mayoria de solventes organicos. Es
soluble en alcohol etilico y metilico. Su temperatura optima es de 65 °C y su
rango de pH déptimo esta entre 5-8. Tiene un punto isoeléctrico de 9,6. El peso

molecular es 23,4 kDa.
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3.4.2 Hidrdlisis Secuencial

La hidrdlisis secuencial consiste en hidrolizar en una primera etapa con una
cierta enzima durante 1 hora y luego agregarle otro tipo de enzima hasta
finalizar el proceso que dura 2 horas, todo el proceso se lleva a cabo bajo las
mismas condiciones y de acuerdo a los pardmetros establecidos de pH,

temperatura, agitacion y concentracién de Enzima/Sustrato.

3.4.3 Determinacion del Grado de Hidrolisis

El grado de hidrolisis (Degree of Hydrolysis, DH) se define como el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos durante la reaccion enzimatica con
relacion a los enlaces que se encontraban presentes inicialmente y se puede

calcular de acuerdo a la siguiente expresion:

Donde, h es el nimero de equivalentes de enlaces peptidicos rotos por
gramo de proteina y hiwt €l nimero total de equivalentes de enlaces peptidicos
por gramo en la proteina nativa. Este ultimo se calcula a partir de la
composicién de aminoacidos en la proteina. En concreto, para las proteinas del

champifidn se establece un valor de 5,45 meqv/g.

Para la determinacién del DH se ha empleado el método del pH-stat (Adler-
Nissen, 1986). Esta técnica permite el seguimiento continuo del DH mediante la
medida de la cantidad de base afiadida para mantener constante el pH durante el

proceso. La ecuacion que relaciona ambas variables es:
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Donde, VB es el volumen de base afladida (mL), NB es la normalidad de la
base, MP es la masa molecular de la proteina (g), htwt €s el nimero de enlaces
peptidicos de la proteina original (meqv/g) y a es el grado de disociacion media

de los grupos amino liberados durante la hidrolisis.

3.5 Analisis electroforético

3.5.1 Electroforesis Unidimensional, PAGE-SDS

El método PAGE-SDS es el mas ampliamente utilizado para analizar
cualitativa y semi-cuantitativamente mezclas de proteinas separandolas en
funcion de su tamafio (masa molecular). Este método, mediante la utilizacion de
proteinas patrones o estandares, de masa molecular conocida, se puede utilizar
para determinar la masa molecular relativa (Mr) de las proteinas. El sistema
utilizado en el presente trabajo ha sido el de Laemmli (Laemmli, 1970), que usa
glicina en el tampdn de corrido, y es capaz de resolver mezclas de proteinas en

el rango de masa molecular de ~200,000 daltons a ~15.000 daltons.

3.5.2 Electroforesis de Péptidos, Tricina —PAGE- SDS

El analisis de los hidrolizados, fundamentalmente constituidos por péptidos
y oligopéptidos se ha llevado a cabo mediante el procedimiento propuesto por
Schagger y von Jagow basado en el uso de tricina en el tampon de corrido del

compartimento superior, donde la glicina se ha reemplazado por tricina
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(Schagger y Von Jagow, 1987). Este sistema permite la resolucion de péptidos
pequefios, hasta 3.000 - 5.000 Da, lo que lo hace adecuado para el mapeo de
péptidos por PAGE-SDS.

Brevemente las electroforesis se han corrido en un gel de separacion al 10%
y un gel de empaque al 4%, tampones en el compartimento superior e inferior
diferentes: tampon buffer inferior (0,2 M Tris-HCI, pH 8,9), tampo6n buffer
superior (0,1 M Tris, 0,1 M Tricine, 0,1% (p/v) SDS, pH 8,3 (Schagger y Von
Jagow, 1987). Una vez preparadas las muestras en el correspondiente mixer o
tampdn de muestra 4X (0,02 M Tris-HCI pH 6,8, 20% B-mercaptoetanol, 4,6%
SDS, 40% glicerol, 0,01% Azul de Bromofenol, y agua csp.), y cargadas las
muestras en sus correspondientes pocillos, las electroforesis se han corrido a
intensidad constante, 30 mA/gel hasta que el bromofenol sale por el frente.
Terminada la electroforesis y sacado el gel del cassette, las bandas de proteina
se fijaron en una solucion de metanol al 50% y &cido acético al 10% durante 30
min (para geles de 0,7 mm de espesor) o durante 60 min (para geles de 1,6 mm
de espesor) antes de tefiir con azul de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva
blue G) al 0,025% en 4&cido acético al 10% durante 1 a 2 h, segun el grosor y la
composicion de los geles o overnight. La destincion de los geles se ha llevado a
cabo en una solucion de acido acético al 10% durante 2 h con agitacion suave.
La tincion de "fijacion"” rapida y la de destincion son esenciales en el caso de
péptidos para evitar su elucion del gel. Con el fin de detectar bandas presentes a
muy baja concentracion (no detectables por el azul de Coomassie) los geles se
han tefiido también por plata (GE Healthcare, Barcelona, Espafia). Una vez
tefiidos, los geles se han digitalizado en el sistema de imagenes Gel Doc ™ XR

+ (Bio-Rad Laboratorios, CA, USA).
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3.6 Cromatografia de Exclusion

Con el fin de analizar también oligopéptidos (< 1000 Da) y tri-, dipéptidos y
aminoacidos libres (no detectables por PAGE-SDS, las muestras se han

analizado también por cromatografia de exclusién molecular o filtracion en gel.

La cromatografia de exclusion se ha llevado a cabo en un equipo de HPLC
(Jasco, Tokio, Japdn) equipado con una bomba semipreparativa PU-4086-
Binary Semipreparative Pump (Jasco, Japon), un detector UV/visible UV-4075
(Jasco, Tokio, Japon) y una columna SuperdexTM Peptide 10/300 GL (GE
HealthCare, UK). El volumen de muestra cargado ha sido de 20 uL y la elucion
de las proteinas se ha llevado a cabo con tampon fosfato 100 mM/NaCl 0,25 M

a un flujo de 0,5 mL/min.

Figura M&M.14 HPLC (Jasco, Tokio, Japon) equipado con una bomba
semipreparativa PU-4086-Binary Semipreparative Pump (Jasco, Japon).
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3.7 Analisis de Aminoacidos

El andlisis de aminoacidos se ha llevado a cabo en el Servicio de
Microanalisis de la Universidad de Sevilla (CITIUS), una vez hidrolizadas las
muestras con HCI 6 N, a 121 °C durante 20 horas, siguiendo el procedimiento

descrito por Stein y More (Stein y Moore, 1973).

La tecnologia necesaria para llevar a cabo el andlisis cuantitativo de
aminoacidos fue desarrollada por Stein, Moore y colaboradores en la década de
los 50. El anélisis de aminoacidos consta de cuatro pasos: i) Hidrolisis de la
proteina (HCI 6N, 110 °C durante 20-24 horas); ii) Derivatizacion de los
aminoacidos con un reactivo quimico que permita su deteccidn; iii) Separacion
cromatogréafica de los aminoéacidos derivatizados; y iv) Interpretacion de los

resultados.

Para el andlisis de aminoacidos se ha utilizado el analizador Biochrom 30
(Biochrom Ltd, UK) (ver Figura-M&M.15) que utiliza la metodologia clésica de
analisis de aminoacidos basada en cromatografia de intercambio i6nico y
derivatizacién postcolumna con ninhidrina. Tras la separacion cromatogréfica,
el derivado ninhidrina-aminoacidico eluido de la columna, conocido como
purpura de Ruhemann, se detecta por absorbancia a 570 y 440 nm (Pro). A partir
del cromatograma resultante es posible establecer la identidad, proporcion y
cantidad de los aminoacidos que conforman la proteina hidrolizada. El limite de
deteccidn de la técnica es ~10 pmol (50 pmol para la prolina). La derivatizacion
con ninhidrina presenta la ventaja de ser bastante tolerante frente a la presencia

de contaminantes en la muestra como pueden ser sales, urea 0 pequefias
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cantidades de detergentes. En la Figura-M&M.16 se muestra esquematicamente

la reaccion de la ninhidrina con los aminoacidos.

OB BT ARG uws

Figura M&M.15 Equipo Biochrom/30 utilizado para el anélisis de
aminoéacidos, y diagrama del sistema.
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{4) El i6n dipolar hidroliza dando la amina

{5) La amina condensa con otra molécula de ninhidrina para dar el Pdrpura de Rubemann

Figura M&M.16 Reaccion de derivatizacion con ninhidrina.

3.8 Cuantificacion de Ergotioneina
La Ergotioneina se ha cuantificado por HPLC de acuerdo con el

procedimiento descrito en Cremades y col. (Cremades y col., 2015).

3.9 Actividades biologicas
Los hidrolizados de la HTCH se han ensayado frente a diferentes
actividades biologicas: i) actividad antioxidante, ii) actividad antidiabética y iii)

inhibicién de la tirosinasa.

3.9.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los hidrolizados se ha evaluado midiendo la
actividad secuestradora de los radicales ABTS™, y DPPH", asi como a través de
su poder reductor y de la inhibicion de la oxidacion del &cido linoleico.
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— Capacidad secuestradora del radical ABTS*+
Este método se ha utilizado para medir la capacidad antioxidante de los
hidrolizados proteicos obtenidos a partir de la HTCH con las diferentes

proteasas, asi como del extracto acuoso.

i) Preparacion del radical ABTS* a partir de ABTS-H

La realizacion de este ensayo, se ha llevado acabo de acuerdo con el método
de (Rice-Evans y Miller, 1994), generando el radical ABTS™ (Figura-
M&M.17) a partir de su forma reducida que es la disponible comercialmente
2,2’-azinobis (3 etil-benzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS-H). Para ello, se han
disuelto 0,2 g de ABTS-H en 20 mL de agua Milli Q (10 mg/mL). Adicionando
a continuacion y bajo agitacion vigorosa 1 g de 6xido de manganeso (50
mg/mL) como agente oxidante. Una vez generado el radical ABTS™ de color
verde intenso (5 minutos aprox.), la preparacién se filtra obteniendo una
solucién sin trazas de MnO. La absorbancia final de la preparacion debe

alcanzar valores cercanos a la unidad a una longitud de onda de 414 nm.

=N e /5\ /S |/§>\_ S;0°
Tncolor \L C=N—N=C + A
(Incoloro) \;[\ P \N P
‘N.
Et  ABTs-H FEt
-e \ ‘ A-H
035y, ,S\ /S P
) = N=C
(Color verde) fi ./C " N, |\/‘, + RH
N y
Et Et

radical cationico
ABTS"*

Figura M&M.17 Reaccion de oxidacion-reduccién para la formacion del radical
ABTS™y de su forma reducida ABTS-H.
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i) Medida de la capacidad antioxidante de los hidrolizados

La determinacion de la capacidad captadora del radical ABTS™, se ha
llevado a cabo espectrofotométricamente mezclando en cubetas de 3 mL de
metacrilato: 100 uL de diferentes concentraciones de hidrolizado (0 - 1 mg/mL)
con 2,9 mL de la solucion de ABTS™, agitando vigorosamente e incubando a
temperatura ambiente, en oscuridad, durante 15 min. Posteriormente, se ha
medido la absorbancia a 414 nm en un espectrofotdmetro Ultrospec 2100pro
UV/Visible (GE Healthcare, Barcelona, Spain). El radical ABTS™ es estable

entre 15 y 60 minutos. Las determinaciones se han realizado por triplicado.

La actividad captadora de ABTS™ se expresa de forma porcentual como la
cantidad de radical captado por el extracto antioxidante, calculandolo segun la

ecuacion:

% ABTS*= [l - (Am/Ac)] X 100

Donde: Ac es la absorbancia de la disoluciéon control de ABTS™ a los 15

min de incubacion; Am = absorbancia de la muestra a los 15 minutos.

Una vez calculado el porcentaje de ABTS™ captado para cada una de las
concentraciones de las muestras de hidrolizado utilizadas, se ha representado el
% de captacion frente a la concentraciéon de cada muestra y se ha calculado el
valor de ECso para cada muestra. EI ECsp se define como la concentracion de
muestra a la que se produce el 50% de captacion del radical, por lo que los

extractos con menor ECso son mejores antioxidantes.
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— Capacidad secuestradora del radical DPPH*

La determinacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados de HTCH
se ha evaluado como la capacidad de los mismos para captar radicales libres
segun el método propuesto por (Sanchez-Moreno y col., 1998). Para dicha
determinacion se ha utilizado el radical DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
hidrato), (Figura-M&M.18) ya que su forma como radical presenta un color

morado intenso, mientras que su forma reducida tiene un color amarillo.

a0 Qg

O,N NO;  + RH ——= O,N NO, + R
Antioxidante
NO, NO,
DPPH’ DPPH-H
(color purpura) (color amarillo)

Figura M&M.18 Reaccion coloreada del radical DPPHe (color purpura) en
presencia de un antioxidante para producir DPPH-H reducido (color amarillo).

De este modo se puede medir la desaparicion del radical DPPH®, debida a la
capacidad de captacién de radicales libres de las muestras de hidrolizados,
mediante la medida de la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. Esta
determinacion se efectua utilizando distintas concentraciones de hidrolizado, de
tal manera que permita la construccion de una curva: absorbancia vs
concentracion, donde se refleje el porcentaje de radical DPPH’ remanente en
cada caso. Utilizando la parte lineal de dicha curva se puede establecer por

interpolacion la cantidad de muestra necesaria para producir un 50% de
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reduccién del porcentaje de radical DPPH", (ECso).
i) Medida de la capacidad antioxidante de los hidrolizados

En cubetas desechables de 1 mL de metacrilato, se afiaden 100 pL de los
hidrolizados con concentraciones comprendidas entre (0 y 10 mg/mL), y 900 uL
de una solucién metandlica de DPPHe (76 uM), directamente. Asi mismo, se
prepara un control mediante la adicion de 100 pL de agua Milli Q mas 900 uL
de solucién metandlica del radical DPPH". Se agitan vigorosamente y se incuban
durante 15 min en oscuridad y a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo
se mide su absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro Ultrospec 2100pro
UV/Visible (GE Healthcare, Barcelona, Spain), empledandose el metanol como
blanco. El radical es estable durante un tiempo muy superior a los 15 minutos de
medida. La determinacion se realiza por triplicado.

La actividad captadora de DPPH"" se ha expresado de forma porcentual
como la cantidad de radical captado por la muestra antioxidante, calculandolo

segun la ecuacion:

% DPPHe = [1 - (Am/Ac)] x 100
Donde: A es la absorbancia de la disolucion control de DPPH"* al cabo de
15 min de incubacion; Ames la absorbancia de la muestra al cabo de 15 minutos.

Una vez calculado el porcentaje de DPPH" captado para cada una de las
concentraciones de las muestras de hidrolizado utilizadas, se ha representado el
% de captacion frente a la concentracion de cada muestra y se ha calculado el
valor de ECso para cada muestra. El ECso se define como la concentracion de
muestra a la que se produce el 50% de captacion del radical, por lo que los

extractos con menor ECso son mejores antioxidantes.
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— Actividad quelante de metales
La actividad quelante de los hidrolizados sobre el i6n ferroso (Fe*?) se han
llevado a cabo mediante una adaptacion del método descrito por Kolayli y col.

(Kolayli y col., 2004; Memarpoor-Yazdi y col., 2013).

Este método se basa en la medida de la absorbancia a 560 nm, a la cual
absorbe el complejo formado por la ferrocina y el hierro ferroso libre. Si el
hidrolizado presenta actividad quelante, se reduce la proporcion de hierro libre,
y por tanto del complejo ferroso-ferrocina, con el correspondiente descenso de
la absorbancia a 560 nm.

Se ha evaluado la capacidad quelante de todos los hidrolizados y del
extracto acuoso de la HTCH en comparacion con acido ascorbico utilizado

como control positivo.

6. Procedimiento.

Se mezclaron 0,2 mL de una disolucion acuosa de los hidrolizados, 1,2 mL
de una disolucion acuosa de 0,12 M de KCIl y 5 mM de L-histidina a pH 6,8, y
0,2 mL de una disolucion 0,2 mM de FeCl2.4H20. Los sistemas se agitaron con
un vortex. Posteriormente, se afiadieron 0,4 mL de una disolucion 1 mM de
ferrocina y se midi6 la absorbancia a 560 nm, después de la incubacién a

temperatura ambiente durante 10 min.

La capacidad quelante se ha evaluado a distintas concentraciones de
hidrolizados. Para ello se han preparado blancos sustituyendo los hidrolizados
por agua, asi, su absorbancia equivale a una actividad quelatante nula. Para

eliminar las interferencias del color generado por la formacion de complejos
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hidrolizado-hierro ferroso, también se han preparado blancos formados con los

hidrolizados y el hierro.

La capacidad quelante se ha expresado como la proporcion de hierro ferroso

ligado al compuesto complejante, y se calculé con la siguiente ecuacion:

Capacidad quelatante (%) = [Ao(A1-Az2)/Ao] x 100

Donde Ag es la absorbancia del blanco correspondiente a la muestra sin
compuesto quelante (hidrolizado), A1 es la absorbancia de la muestra en
presencia del compuesto quelatante (hidrolizado) y A> es la absorbancia del
blanco formado por el compuesto quelatante (hidrolizado) y el hierro ferroso.

— Poder reductor férrico o Ensayo FRAP.

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mide directamente la
habilidad de los antioxidantes para reducir el complejo tripiridil-triazina férrico (Fe®*-
TPTZ) al complejo ferroso (Fe**-TPTZ) a pH éacido (Benzie y Strain, 1996). El
resultado es un cambio de color, ya que el producto de la reaccién muestra un color azul
gue se puede cuantificar espectrofotométricamente a 593 nm, existiendo una relacién
lineal del croméforo formado con la capacidad reductora total de los antioxidantes
donadores de electrones. La principal desventaja de este método es que no refleja
necesariamente la actividad antioxidante, ya que como el método no incluye un sustrato
oxidable no proporciona informacion sobre las propiedades de proteccion de los

antioxidantes (Frankel y Meyer, 2000).

El poder reductor de los hidrolizados se ha determinado mediante el método
FRAP, basado en el potencial de los hidrolizados para reducir los iones férricos. Este

método se basa en la medida del aumento de absorbancia a 593 nm, que se produce
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cuando el complejo Fe(lll)-tripiridiltriacina (TPTZ) se reduce a Fe(ll)-TPTZ. El

complejo Fe(I1)-TPTZ presenta un intenso color azul.

Fe3*-C + AOH — Fe?*-C (azul) (Amax =593 nm)
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Figura M&M.19 Reaccion del complejo Fe**con un antioxidante.

La capacidad reductora se ha evaluado para todos los hidrolizados vy el

extracto acuoso de la HTCH y del correspondiente control positivo.

—  Procedimiento.

El reactivo FRAP se preparé diariamente mezclando el tampdn de acetato
300 mM a pH 3,6, con una disolucion 10 mM de 2,4,6-tripiridil-striazina
(TPTZ) y con una disolucién acuosa 20 mM de cloruro de hierro (l1I)
(FeCl3.6H20), en proporcion 10:1:1, v/v/v. El tampdn acetato se prepard por la
mezcla de 3,1 g de acetato sddico trihidratado con 16 mL de acido acético
glacial, llevado a un volumen de 1 L con agua. La disolucion de TPTZ se

prepard en 40 mM de &cido clorhidrico.
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El ensayo se ha llevado a cabo afiadiendo 1,5 mL del reactivo FRAP en
tubos y se incubaron en un bafio de agua a 37 °C, durante 10 min. Después se
afiadieron sobre las muestras 150 pL de agua y 50 pL de una disolucién acuosa,
0 metandlica, del compuesto fenolico del que se quiere medir la actividad
reductora. A los 4 min de haber afadido la disolucion fendlica, se determino la
absorbancia a 593 nm. En el blanco, se sustituyd la disolucion fendlica por agua
0 metanol. La capacidad reductora de los fenoles se estudio a varios niveles de
concentracion. La recta de calibrado se construyé con patrones acuosos de
sulfato del compuesto fenolico, en la medida de su capacidad reductora. Para
ello se construy6 una curva de [Fe?*] vs absorbancia. La actividad reductora se
expresd como el valor FRAP, que indica la concentracion de hierro ferroso
(umoles/L) generado en presencia del compuesto fendlico. También se estudio
la posible influencia de la actividad quelatante utilizando la curva de calibrado
anteriormente mencionada, en presencia de una elevada concentracion de EDTA
(14,7 pM).

— Inhibicion de la oxidacion del acido linoleico o Inhibicion
peroxidacion lipidica.
Para determinar la capacidad inhibidora de los hidrolizados sobre la
peroxidacion lipidica, se ha utilizado el método de Alashi y col. (Alashi y col.,

2014), basado en el uso del acido linoleico como sustrato oxidable.

Las muestras y los controles (GSH y acido ascorbico, AA) se disolvieron en
tampon fosfato 0,1 M, pH 7 a una concentracién final de 1 mg/mL. 1 mL de una
disolucion 50 mM de &cido linoleico (disuelto en etanol 99,7%) se mezclo con
1,5 mL de muestra (hidrolizados o controles) y de tampdn (blanco), y la mezcla

se incubo en oscuridad a 6 °C durante 7 dias. El grado de oxidacion se evalud
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midiendo el valor de ferri-cianato de acuerdo con el método descrito por Hwang
y col. (Hwang y col., 2016) a intervalos de 24 horas. Brevemente, 100 uL de
muestra (hidrolizados o controles) incubados con &cido linoleico se afiaden a
tubos de ensayo con 4,7 mL de etanol al 75% (v/v), 0,1 mL de tiocianato
amonico al 30% (p/v) y 0,1 mL de FeCl2 0,02 M disuelto en HCI 1 M, se agitan
bien y se incuban a temperatura ambiente durante 3 min, y se lee la absorbancia
de las muestras (hidrolizados y controles) y del blanco a 500 nm. Un aumento de

la absorbancia es indicio de oxidacion del &cido linoleico.

El grado de inhibicion de la oxidacion, expresado porcentualmente, se ha

calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Inhibition of linoleic acid (%) = [1 — (Am/Ab)] x 100

Donde Am es la absorbancia de la muestra y Ay es la absorbancia del blanco.

3.9.2 Actividad antidiabética
Para determinar la posible actividad antidiabética de los diferentes
hidrolizados se ha estudiado la inhibicion de las enzimas a-glucosidasa y o-

amilasa in vitro.

— Inhibiciéon de la actividad a-Glucosidasa

La inhibicion de la actividad o-Glucosidasa por los hidrolizados proteicos
de la HTCH se ha medido mediante una modificacion del método descrito por
Bellesia y Tagliazucchi (Bellesia y Tagliazucchi, 2014). Brevemente, 0,2 mL

de una preparacion de a-Glucosidasa (0,2 Unidades/mL) se han mezclado con
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1,3 mL de tampdn fosfato 67 mM, pH 6,89, y se han incubado a 30 °C durante
30 min. Seguidamente se ha afiadido 1 mL de una solucion 1 mM de p-
nitrofenil-a-D-glucopiranosa, y se ha incubado a 37 °C durante 20 min.
Transcurrido este tiempo la reaccion se ha parado afiadiendo 3 mL de tampon
carbonato 0,2 M y una vez bien mezclado, se ha medido la absorbancia de la
mezcla de reaccién a 400 nm. Como control positivo se ha utilizado una

solucion de acarbosa (1 mg/mL).

El grado de inhibicion de la actividad a-glucosidasa se ha determinado de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Grado de inhibicion (%) = [(Ac—Am)/Ac] x 100,

Donde Ac y Am representan la absorbancia del control (100% de inhibicién)

y absorbancia de la muestra, respectivamente.

— Inhibicion de la actividad a-Amilasa

La inhibicién de la actividad a-amilasa por los hidrolizados proteicos de la
HTCH se ha determinado de acuerdo con el método descrito por Flores y col.
(Flores y col., 2013). Brevemente, 0,5 mL de muestra se han preincubado con
0,5 mL de una solucion de a-amilasa con una actividad de 1 Unidad/mL
(preparada en tampon fosfato 67 mM, pH 6,9/NaCl 6,7 mM) durante 10 min a
25 °C. Transcurrido este tiempo, se ha afiadido 1 mL de reactivo de &cido
dinitrosalicilico (DNS) para parar la reaccion, y los tubos se han introducido en
un bafio de agua hirviendo durante 5 min, seguidamente se ha afiadido 10 mL de
H20q fria, y se ha medido la absorbancia a 575 nm.
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El grado de inhibicion de la actividad a-amilasa se ha determinado de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Grado de inhibicion (%) = [(A—Am)/Ac] x 100,

Donde Ac y Anm representan la absorbancia del control (100% de inhibicion)

y absorbancia de la muestra, respectivamente.

3.9.3 Inhibicion de la actividad tirosinasa

La inhibicién de la actividad tirosinasa por los hidrolizados proteicos de la
HTCH se ha determinado de acuerdo con el método descrito por Choudhary y
col. (Choudhary y col., 2010) con ligeras modificaciones. Brevemente, 30
unidades de tirosinasa se han preincubado con diferentes concentraciones de
muestra (hidrolizados y controles) en 1 mL de tampon fosfato 50 mM, pH 6,8,
durante 10 min a 25 °C. Seguidamente se han afiadido 2,5 mL de L-DOPA (0,2
mM) y se ha incubado otros 10 min a 37 °C, y se ha medido lo mas rapidamente
posible la absorbancia a 475 nm. Como control positivo se ha utilizado una

solucion de acido ascorbico de 1 mg/mL.

El grado de inhibicion de la actividad oa-amilasa se ha determinado de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

Grado de inhibicion (%) = [(A—Am)/Ac] x 100,

Donde Ac y Am representan la absorbancia del control (100% de inhibicion)

y absorbancia de la muestra, respectivamente.
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3.10 Aplicacion Agronéomica: Evaluacion de los Hidrolizados
de HTCH como Biofertilizantes

Los hidrolizados de la HTCH, debido a su composicién, no sélo se
caracterizan por presentar potencialmente ciertas actividades biologicas de
interés medico-farmacéutico, cosmético o alimentario, sino que ademas podrian
desempefiar un importante papel en la agronomia moderna, sobre todo como

biofertilizantes.

Con tal fin, se ha procedido a evaluar la actividad como biofertilizante de
los hidrolizados obtenidos a partir de HTCH, para lo cual estos se han testado
sobre la germinacion y enraizamiento de semillas de pimiento (Capsicum

annuum) en una primera aproximacion.

a) Preparacion de las Semillas

Se han utilizado semillas de pimiento (Capsicum annuum) suministradas

por el Invernadero de la Universidad de Sevilla.

- Desinfeccion

Para evitar que algun tipo de contaminacion pudiera afectar posteriormente
en el desarrollo de la planta, las semillas se han sometido a un tratamiento
desinfectante con hipoclorito al 30% como se muestra esquematicamente en la
Figura-M&M.20.
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Hipoclorito 30% X 15 min lavar 3 l

Agitar cada 2 min veces X 15min
Con agitacion
constante

Figura M&M.20 Proceso de desinfeccion de Semillas.

Brevemente, se colocan las semillas en una malla de tela y se cierra, la
malla con las semillas se introducen en una solucion de hipoclorito (NaOCI) al
30%, y se mantiene durante 15, 30, 45 y 60 min, agitando suavemente cada 2 o
3 min. A continuacion se preparan 3 botes estériles con agua estéril para el
lavado de las semillas, sacar la malla que contiene las semillas con una pinza
estéril e introducir en los botes con agua estéril durante 15 min en cada uno con
agitacion suave constante. Sacar y colocar las semillas en tubos o placas

estériles.

NOTA. Procurar trabajar con la mayor asepsia posible, y procurar utilizar
materiales autoclavados (/121 °C durante 20 min) y desinfectado con etanol al
70%.

- Viabilidad

La viabilidad de la semilla se ha evaluado por medio de la prueba de
Tetrazolio [cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio o simplemente cloruro de
tetrazolio, (CTT)]. Para ello las semillas de pimiento se sumergieron en una
solucion de CTT al 1% (1 g en 100 mL de buffer fosfato, pH 6,5), durante 24-48
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horas en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se examinaron en el
microscopio-estereoscopio (Ossenbach y col., 2007), realizandose 3 réplicas del
proceso de viabilidad para cada tiempo de incubacién (15, 30, 45 y 60). Las
semillas viables se tifieron de rojo, debido a la reduccion del tetrazolio por la
actividad respiratoria de las células (ver Figura-M&M.21). Esta prueba esta

aceptada por la International Seed Testing Association (ISTA, 1985).

Donadordee-(p. ej,NADH

: ffh:: >‘© Succinato-DH

CTT,,;42q0 (incoloro)

CT Ireducido (CO'OI’ I'OJO)

Figura M&M.21 Oxidacion del 2,3,5-trifenil-tetrazolio.

b) Siembra y Germinacién de las Semillas

Confirmada la viabilidad de las semillas (15 min de tratamiento) se

procedio a su siembra y al analisis de la germinacion.

-  Siembra

La siembra se ha llevado a cabo en tubos de ensayo con agar y en macetas
con tierra o suelo.
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La siembra en tubos de ensayo se realiz6 en tubos de 15 mL que contenian
10 mL de una solucion preparada a distintas concentraciones de las muestras a
ensayar (1%, 5% y 10%) y 1,5 % de agar para solidificar el medio. Una vez
esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min, y enfriado, de manera
aséptico, se ha procedido a la siembra, una semilla por tubo. Se han ensayado 30

tubos para cada muestra.

En el caso de la siembra en tierra, se colocaron en recipientes de plastico de
10 cm de profundidad que contenian orificios en la base para permitir la entrada
y salida de agua, cuidando de que no exista un exceso de agua. Una vez
humedecida con agua, se procedié a colocar una semilla por maceta, y a partir
de ese momento se regaron las macetas con las diferentes muestras y diferentes
concentraciones (1%, 5% y 10%). Este ensayo se realizé utilizando 5 maceteros

para cada muestra.

- Condiciones de Germinacion

Tanto los tubos como los maceteros se han mantenido a temperatura
ambiente, realizando los riegos diariamente (10 mL) durante 16, 30 dias, para

los tubos y macetas respectivamente.

¢) Evaluacion de la Germinacion

Una vez colocada la semilla en cada tubo se observa diariamente su
germinacion, se considera que la semilla ha germinado cuando la radicula

alcanza una longitud mayor de 3 mm (ISTA, 2005).
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» Longitud de la Raiz

En el caso de los cultivos en tubos de ensayo, se midid la longitud de la raiz
con una regla desde la punta hasta el cuello del tallo cada 2 dias desde el dia 6
hasta finalizar el ensayo donde mediante el uso de una lupa se verifico el
nimero de vellosidades presentes en la raiz, y la longitud se reportdé en

milimetros.

En el caso de los cultivos en maceteros la raiz fue medida al final del

ensayo.

» Longitud del Tallo

La longitud del tallo de la plantula se midié con una regla desde el cuello
del tallo hasta donde empieza a salir las hojas cada 2 dias después del dia 6 en el

que empezd la germinacion, y se reportd en milimetros.

En el caso de los maceteros se ha esperado a que se pueda observar el tallo

para empezar a medir.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Desde la primera revolucién industrial el sistema de produccién y consumo
no ha cambiado, este sistema denominado sistema lineal se basa en la extraccion
de materia prima, la produccion de bienes, el consumo y la generacion de
residuos. Como consecuencia de ellos cada vez es mayor el acimulo de residuos
que inexorablemente esta destruyendo el medioambiente (Pricipato y col.,
2019; Moratd, 2017).

Es por ello que actualmente se esta intentando cambiar el sistema de
produccién y consumo, adaptandolo al concepto de economia circular, cuyo
objetivo fundamental es un cambio radical del sistema lineal que se ha venido
siguiendo. Dichos cambios estan enfocados hacia sistemas que sean
regenerativos desde su disefio, para mantener el valor de los recursos
(materiales, agua, suelo y energia), de los productos y limitando los insumos de
materias primas y energia. Evitando, en lo posible, al maximo, de esta forma la
acumulacién de residuos y sus impactos negativos sobre el medioambiente, el

climay la salud humana (Pricipato y col., 2019; Moratd, 2017).

Es decir, mediante una economia circular no solamente se espera responder
al desafio global, como es el cambio climatico, sino mantener y fortalecer el
desarrollo socio-econdémico, creacion de trabajo de manera sostenible, sin que
esto afecte la funcion de los ecosistemas y preservando a su vez los recursos
naturales para las generaciones futuras. Todo esto en base a principios de
diversidad, resiliencia y pensamiento sistémico que requieren de un enfoque

biotecnologico, integrando ciclos, materiales bioldgicos y tecnolégicos.
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De esta manera la economia industrial se transforma de un modelo basado
en la produccion a un modelo mas inteligente, donde los subproductos
agroindustriales, en lugar de ser un problema se transforman en una materia
prima fundamental para la obtenciéon de productos con alto valor afiadido, es
decir, revalorizandose, y logrando asi una reduccion drastica del impacto
negativo que estos subproductos pueden tener sobre el medioambiente y la salud

humana si no son adecuadamente procesados (Moraté, 2017).

Por lo que en el presente trabajo nos hemos centrado en la revaloracion de
los subproductos provenientes de la industria de setas y hongos comestibles,
concretamente del champifion (Agaricus bisporus) como materia prima
valorizable para la obtencién de productos de alto valor para varias industrias:
medico-farmacéutica, alimentaria, cosmética, quimica, agronémica, etc., y
contribuir a la mejora y proteccién del medioambiente, a través de un sistema de

economia circular (ver Figura-R.1).

105



ECONOMIA LINEAL

=3 )

Fresco Conservas

ECONOMIA CIRCULAR

Figura R.1 Economia lineal versus economia circular.

4.1 Descripcion general

Tal y como se muestra esquematicamente en la Figura-R.2, la industria de

las setas y hongos comestibles en general y la del champifién en particular,
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generan tres tipos de subproductos: i) el compost agotado, ii) los tallos y piezas
no comercializables, y iii) el liquido de escaldado en el caso de las conservas.
En el presente trabajo nos centraremos en la revalorizacion de los dos ultimos:
tallos y elementos no comercializables, y liquido de escaldado.

Describamos, brevemente, la generacion de estos subproductos.

Tallos y
champifiones no
comercializables

Liquido de
Escaldado

Figura R.2 Generacion de subproductos en el cultivo y procesamiento del
champifién.

Fresco Conservas

Una vez cultivado el champifién, la cosecha y procesamiento del champifion

para consumo en fresco o para conserva, genera entre el 25y 30 % de productos
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de desecho (tallos y champifiones no comercializables) (Cebin et al., 2018).
Esto supone la generacion de una gran cantidad de productos de desecho que si
no se utilizan adecuadamente pueden provocar importantes problemas
medioambientales, ya que se trata de una materia organica con un alto contenido
en agua y biomoléculas, facilmente utilizables por los microorganismos
(bacterias y hongos) presentes en el medioambiente. Por otro lado, el
procesamiento del champifién en forma de conserva, genera una gran cantidad
de desecho liquido, denominado liquido de escaldado, rico en metabolitos
solubles: aminoacidos, péptidos, proteinas, azucares, oligosacaridos,
polisacaridos, ergotioneina, etc., que habitualmente se vierte a la red de

desagues.

Tanto los tallos como el liquido de escaldado, debido a su composicidn
(ricos en proteinas, hidratos de carbono y metabolitos secundarios) pueden
constituir unas excelentes fuentes de partida para la obtencion de diferentes
productos potencialmente utilizables en la industria médico-farmacéutica y
alimentaria como nutracéuticos, en la industria cosmética como nutricosméticos
0 en agronomia como biofertilizantes, e incluso pueden constituir una excelente
fuente para fines biotecnoldgicos, tales como fuente de fermentacion para la
produccion de quitinasas, o fuente de partida para la obtencion de nano-quitina,

siempre y cuando se desarrollen los procesos adecuados.

Sin embargo, para poder utilizar estos subproductos de una manera efectiva,
es necesario, en una primera etapa estabilizarlos en una forma facilmente
almacenable y segura, ya que raramente se utilizaran de manera inmediata, y
debido a su naturaleza y composicion quimica, como ya hemos mencionado, son

facilmente deteriorables.
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4.2 Estabilizacion de subproductos

4.2.1 Estabilizacion de tallos y champifiones defectuosos
(Obtencion de HTCH)

Los tallos de champifion y champifiones defectuosos (no comercializables),
una vez lavados con agua fria abundante para eliminar restos de compost y
tierra, se han escurrido y se han secado con aire a 80 °C en una estufa con
ventilacion forzada hasta peso constante, tal y como se ha descrito en el
correspondiente apartado de M&M. EIl producto seco se molié en un molino de
piston equipado con una malla de 0,5 mm de diametro. Obteniéndose un polvo
fino uniforme que hemos denominado harina de tallos de champifion (HTCH)
(ver Figura-R.3B) a la que hemos almacenado en bolsas de plastico
herméticamente cerradas, a 18 - 20 °C en almacén, permaneciendo de esta

manera estable al menos durante un afo.

Figura R.3 A) Tallos y residuos de champifiones frescos, B) Harina de tallos y
residuos de champifién (HTCH).
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4.2.2 Estabilizacion del liquido de escaldado (LE10X)

El liquido de escaldado es un liquido ligeramente amarillento en el que se
encuentran disueltas una gran variedad de compuestos solubles (aminoéacidos,
péptidos, azlcares, proteinas solubles, polisacaridos solubles, nucleotidos, etc.)
y que representa un gran volumen, del orden de los 10.000 litros al dia para una
planta de tamafio pequefio/medio, y que habitualmente se vierte directamente a
la red o a balsas para depuracion. Debido al elevado volumen, para poder
almacenarlo es necesario reducir su volumen, lo que se logra mediante su
concentracion al vacio y a temperatura entre 65-70 °C, o mejor aun mediante
osmosis inversa para evitar, en lo posible, la formacion de productos de
Amadori. Una vez concentrado el liquido de escaldado unas 10 veces (LE10X)
este toma un ligero aspecto de sirope marron-claro (Figura-R.4), donde los
componentes estan concentrados y es facilmente almacenable a 4 °C, en camara

fria, durante al menos 3 meses.

Figura R.4 A): Liquido de escaldado (LE), B): Liquido de escaldado
concentrado 10 veces en RotaVapor (LE10Xrv), C): Liquido de escaldado
concentrado 10 veces por 6smosis inversa (LE10Xor).
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4.3 Composicion basica de los subproductos estabilizados

4.3.1 Composicion basica de la HTCH

En la Tabla-R.1 se muestra la composicion basica de las HTCH de tres
origenes distintos, procedente de tres plantas de produccion: Autol (La Rioja),
Hellin (La Manchuela) y Los Palacios (Sevilla). La caracterizacion de las HTCH
se ha llevado a cabo mediante la determinacion de los siguientes pardmetros:
humedad, materia organica (MQ), hidratos de carbono totales, grasa bruta,

nitrogeno total (Nt), proteina (Nt x 5,45), polifenoles, etc., y pH.

Tabla R.1 Composicion béasica de las HTCH procedentes de tres origenes
distintos: Autol (La Rioja), Hellin (La Manchuela) y Los Palacios (Sevilla).

HTCH HTCH HTCH
(AUTOL) (HELLIN) (LOS
(%) (%) PALACIOS)
(%)
HUMEDAD# 73+ 12 74409 7,5+1,4
PESO SECO* 92,741, 92,6+0,9 92,5414
CENIZAS* 8,8+2.3 8,0+1,9 9,142,1
MO* 91,2423 91,1+1,9 90,9421
GRASA* 3,2+0,4 3,0+0,5 3,4+0,3
NG 5,2+0,3 5,1+0,4 5,3+0,2
PROTEINA& 28,6:+1, 75 28,1+1,43 29,241 5%
HC+OTROSE 59,4+5,1 60,0+4,8 58,345,3
ERGOSTIO'_ESF_;(?L (Mg/g, 4,1+0,3 3,8+0.3 3,7+0.4
ERGOTIONEINA® 0.22+0.08 0.24:0.06 0,210.08
pH* 6,9+0,3 6,8+0.4 6,70,3

&Datos calculados; *Datos experimentales; *factor 5,45.
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Analicemos con algo mas de detalle estos datos:

Una vez secados y molidos los tallos de champifion se obtiene una harina de
color marrén-claro (ver Figura-R.3B), con un contenido de humedad entre el
7,3t1,2% vy el 7,5+£1,4%, y peso seco entre el 92,5+1,4% vy el 92,7+1,2%;
correspondiendo entre el 8,8+2,3% y el 9,1+2,1% (p.s.) a cenizas, y entre el
90,9+2,1% vy el 91,24+2,3% (p.s.) a materia organica. Con un contenido en grasa
entre el 3,0£0,5% vy el 3,4+0,3% (p.s.), en proteina entre el 28,1+1,4% vy el
29,2+1,5% (p.s.), y en hidratos de carbono mas otros entre el 58,3+5,1% Yy el
60,0+4,8% (p.s.) (ver Tabla-R.1). Si bien, no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los valores encontrados para las tres HTCH
de diferentes origenes geograficos. Probablemente a que los compost y tierras de
cobertura utilizados industrialmente sean muy parecidos, a pesar de que los dos
primeros han sido suministrados por el Grupo Riberebro (Haro, La Rioja) y el

tercero por una empresa local de la provincia de Sevilla.

Como se puede observar el componente mayoritario de las tres HTCH
analizadas son los hidratos de carbono (58,3%+5,3 a 60,0+4,8), seguido del
contenido en proteinas (28,1+1,4 a 29,2+1,5). Ambos componentes representan
del orden del 86 al 89% de la materia organica.

En relacién con los hidratos de carbono, la mayor parte de ellos son
glucanos y quitina. En cuanto a las proteinas, estas se encuentran la mayor parte
unidas a los hidratos de carbono, fundamentalmente a nivel de membranas y
pared celular, con lo que su digestibilidad, y por tanto su valor nutritivo en

principio es mas bien baja. Sin embargo, el desarrollo de procedimientos que
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faciliten su solubilidad favoreceran su bioaccesibilidad y por tanto su

biodisponibilidad, incrementando asi su valor nutricional y funcional.

En cuanto al contenido de metabolitos con interés médico-farmacéutico o
nutricional, debido a su beneficio sobre la salud, el contenido en ergosterol
oscila entre 3,7+0,3 y 4,1+0,4 mg/g, p.s., encontrados en las muestras de Los
Palacios (Sevilla) y Autol (La Rioja), respectivamente; si bien, estadisticamente
estos valores no son significativos. Mientras que el contenido en ergotioneina,
antioxidante natural de gran interés tanto en la industria alimentaria como
médico-farmacéutica y cosmética, el mayor contenido, 0,24+0,06 mg/g, p.s., se
ha encontrado en las muestras procedentes de Hellin (La Manchuela, Castilla-La
Mancha) y el menor 0,21+0,08 mg/g, p.s. en las muestras de Los Palacios
(Sevilla), si bien, también en este caso las diferencias no son estadisticamente
significativas. Lo que pone de manifiesto que las tres HTCH tienen
practicamente la misma composicién, y que para la obtencion de cualquiera de
los dos metabolitos (ergosterol o ergotioneina) pueden utilizarse sin que por ello

se altere significativamente el rendimiento del proceso.

4.3.2 Composicion basica del LE10X

En la Tabla-R.2 se muestran los resultados obtenidos para la composicién
basica de dos LE10X procedentes de dos plantas diferentes: Autol (La Rioja) y
Hellin (La Manchuela), ya que la planta de los Palacios (Sevilla) no fabrica

conservas.
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Tabla R.2 Composicion basica del LE10X procedente de dos plantas

diferentes.
LE10X (Autol) | LEL10X (Hellin)
(%) (%)
Humedad 91,0+2,1 92,242,5
Peso seco 9,0+2,1 7,8+2,5
Cenizas (% p.s.) 13,5+1,3 14,1412
Materia organica (% p.s.) 86,5+1,3 85,9+1,2
HC (% p.s.) 54,5+3,4 53,8+4,4
Grasa (% p.s.) n.d n.d

Nt (% p.s.) 4,8+0,3 4,9+0,4
Proteina (N; x 6,24) 30,0+2,9 30,6%4,1

Aminoacidos libres (%)* 18,4+0,9 19,8+1,7

Oligopéptidos + Péptidos (%)* 63,7+3,2 64,6+3,8

Proteinas (%0)* 17,9+1,6 15,6+2,8
Ergotioneina (mg/g, p.s.) 1,3+0,1 1,2+0,2
Otros (% p.s.) 1,1+0,2 1,5+0,3

* 0% del contenido proteico.

Una vez concentrado el liquido de escaldado 10 veces, se obtiene un liquido
amarillo-marrén (ver Figura-R.4B), que hemos denominado LE10X, con un
contenido de humedad (agua) entre el 91,0+2,1% y el 92,2+2,5%, y peso seco
entre el 7,842,5% y el 9,0+2,1%; correspondiendo entre el 13,5+1,3% vy el
14,1+1,2% (p.s.) a cenizas, y entre el 85,9+1,2% y el 86,5+1,3% (p.s.) a materia
organica; con un contenido en hidratos de carbono del orden del 54%
(53,8+£3,4% vy 54,5+3,4%) (p.s.), fundamentalmente constituido por productos
solubles como azlcares, oligosacarido, y sacaridos solubles (glucanos). El
contenido proteico es del orden del 30% (30,0£2,9% y 30,6+4,1%) (p.s.),
constituido fundamentalmente por aminoacidos libres (18,4+0,9 y 19,8+1,7),
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oligopéptidos + péptidos, <5 kDa (63,7+3,2 y 64,6+3,8) y proteinas solubles >5
kDa (15,6+1,6 y 17,9£2,8) (ver Figura-R.5 y Tabla-R.2).

5 kDa
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Retention Time [min]
Vo

Figura R.5 Cromatograma del LE10X obtenido por cromatografia de exclusién
en una columna Superdex™Peptide 10/300 GL.

Teniendo en cuenta la composicion de cada uno de estos subproductos

(HTCH y LE10X), estos pueden utilizarse como materia prima de partida para la

obtencion de diversos productos de alto valor afiadido, como se muestra
esquematicamente en la Figura-R.6.
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Figura R.6 Productos de interés industrial que se podrian obtener de: a) Tallos y
champifiones no comercializables, b) Liquido de escaldado.

Asi, la HTCH puede utilizarse para la obtencion de hidrolizados proteicos,
péptido-glucanos, quitina y nano-quitina, ergotioneina, ergosterol (precursor de
la vitamina-Dy), fibra e incluso como sustrato rico en quitina y glucanos para la
produccién de hidrolasas (quitinasas, glucanasas y proteasas). Por su parte el
LE10X es una buena materia prima de partida para la obtencidén de aminoacidos
libres y peptidos, asi como de ergotioneina, potencialmente utilizable como

biofertilizante y/o nutracéutica.

4.4 Diseito de procesos biotecnolégicos para la valorizacion
de subproductos de la industria de los hongos y setas
comestibles: Aplicacion al champiiion

Como hemos descrito mas arriba, el procesamiento del champifion genera
dos subproductos importantes la HTCH y el LE, ambos susceptibles de

valorizacion si se desarrollan los procedimientos adecuados.
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4.4.1 Valorizacion de la HTCH

La valorizacion de este subproducto pasa necesariamente por el desarrollo
de procesos biotecnolégicos eficientes. En la Figura-M&M.11 de Materiales y
Métodos se muestran esquematicamente un abordaje biotecnolégico, basado en
el uso de enzimas, para la obtencion de productos de alto valor afiadido de
interés industrial, tales como hidrolizados proteicos, quitina-nanoquitina,

ergotioneina, péptido-glucanos, o ergosterol (pre-vitamina-D3), etc.

En el presente trabajo nos hemos centrado en la obtencion de los
siguientes productos:

- Hidrolizados ricos en aminoacidos, oligopéptidos y péptidos
potencialmente utilizables como biofertilizantes en agronomia, o como
nutracéuticos en alimentacion o en cosmética.

- Péptidos-glucanos para su utilizacion como nutracéuticos en el tratamiento
y prevencién de enfermedades inmuno-deficientes.

- Quitina y nano-quitina fungica para su utilizacion como materia prima
para la preparacion de quitino-oligosacaridos altamente demandados en la
agronomia moderna (biocontrol), asi como en el desarrollo de nuevos

materiales.

Dependiendo del producto final a obtener, el proceso se desarrollard bien
por la via A) o B). La via B) es la méas eficiente para la obtencion de
hidrolizados proteicos, mientras que la via A) es la mas adecuada para la
obtencion de péptido-glucanos, siendo indistinta la via a seguir para la obtencion

de ergotioneina o quitina/nano-quitina fangica.
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4.4.1.1 Obtencion de hidrolizados proteicos a partir de la
HTCH

Teniendo en cuenta que segun la composicién de la HTCH, este
subproducto tiene un contenido en proteinas del 28,1+1,4 al 29,2+1,5 (ver
Tabla-R.1), constituye una excelente materia prima para la obtencidén de
hidrolizados proteicos. Lo que favorecera la bioaccesibilidad y biodisponibilidad
de este material proteico, que mayoritariamente, en la HTCH, estd unido
covalentemente a hidratos de carbono, formando proteoglucanos (Garcia-
Mendoza, 2000). Por lo que, si se utiliza sin hidrolizar, no es facilmente
utilizables por las plantas, cuando se aplica como biofertilizante, o por las
células epiteliales o intestinales si se utiliza en cosmética o como nutracéutico,
respectivamente. Por lo que procedimos al desarrollo de procesos hidroliticos
encaminados a la solubilizacion maxima del material proteico de la HTCH, con

el fin de utilizarlo en algunas de las aplicaciones citadas mas arriba.

Los hidrolizados proteicos de la HTCH se han obtenido utilizando el
proceso que se detalla de manera esquematica en la Figura-R.7, variante B) del
proceso descrito en la Figura-M&M.11 del correspondiente apartado de
Materiales y Métodos.

Figura R.7 Proceso Biotecnoldgico desarrollado para la obtencién de
compuestos de interés.
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Como podemos observar el paso fundamental de este procedimiento es el
tratamiento con proteasas, encaminado a la desproteinizacion de la HTCH. Este
tratamiento enzimatico genera un sobrenadante o hidrolizado proteico y un
precipitado o material insoluble-1. El hidrolizado proteico, como més adelante
discutiremos, estd integrado por aminoacidos, oligopéptidos, péptidos vy
proteinas solubles, asi como también por otras moléculas solubles como
azucares, oligosacaridos y polisacéridos, ademas del antioxidante ergotioneina,
mientras que el material insoluble-1 esta integrado, fundamentalmente, por
glucanos, quitina, mananos y proteinas covalentemente unidas a algunos de

estos polisacaridos.

La decision por la variante B se tomo tras el analisis de las cantidades de
producto recuperadas en forma soluble e insoluble, que se recogen en la Tabla-
R.3. Estos datos muestran gque la cantidad de producto soluble recuperado por la
variante A es del 34,3+0,4% mientras que por la variante B se recupera el
41,3+1,1%, diferencia que podria sugerirnos que no es lo significativamente
importante como para justificar el uso de una etapa enzimatica, que
generalmente es un proceso caro, debido al coste de las enzimas. Sin embargo si
nos fijamos en la cantidad de producto proteico recuperado, el producto
recuperado por la variante A contiene un 23,6+£0,2% de material proteico
mientras que el obtenido por la variante B contiene el 36,8+1,5%. Diferencia
significativamente mayor, y que como mas adelante discutiremos, en base a sus
posibles aplicaciones si justificaria sobradamente el uso de enzimas, proteasas

en concreto, para esta etapa o fase del proceso de valorizacion de la HTCH.
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material hidrosoluble de la HTCH.

Tabla R.3 Balance de masas para la via A) y B) del proceso biotecnoldgico utilizado para la recuperacion de

HTCH (g) | Precip-1(g) % Insoluble % Soluble %gbgesn) Sobren. (mL) (Pnzgmrf; Prczg;ina Proteina (%)
Via A) 36,2 239 66,02209945 | 33,9779006 12,3 330 8,8 2,904 23,6097561
36,3 23,7 65,2892562 | 34,7107438 12,6 340 8,7 2,958 23,47619048
35,8 23,5 65,6424581 | 34,3575419 12,3 325 9 2,925 23,7804878

MediatDS | 36,1+0,3 23,7£0,2 65,6+0,4 34,3+0,4 12,4+0,2 331,7+7,6 8,8+0,2 2,910,1 23,6+0,2
Via B) 36,5 21,2 58,08219178 | 41,9178082 15,3 370 14,7 5,439 35,54901961

35,8 20,8 58,10055866 | 41,8994413 15 350 15,6 5,46 36,4

36,2 21,7 59,94475138 | 40,0552486 14,5 362 15,4 5,5748 38,44689655

MediaxDS| 36,2+0,4 21,204 58,7£1,1 41,3+1,1 14,904 360,7+10,1 15,2+0,5 5,5%0,1 36,8+1,5




a) Hidrolisis enzimaticas

La hidrdlisis de proteinas puede llevarse a cabo mediante métodos quimicos
(utilizando &cidos fuertes concentrados, generalmente HCL 6M 6 H2SO4 3M y a
temperaturas altas >75 °C), y enzimaticos (utilizando proteasas, a pHs y
temperaturas cuasi-fisioldgicas). La hidrdlisis enzimatica tiene ventajas sobre la
hidrdlisis quimica, ya que durante la hidrolisis acida determinados aminoécidos
son completamente destruidos (triptofano), y otros son degradados
significativamente (cisteina, metionina, serina, etc.) (Zumwalt y col., 1987),
mientras que en la hidrélisis enzimatica estas pérdidas no tienen lugar,
manteniéndose practicamente constante o inalterado el contenido aminoacidico

de la muestra.
En el presente trabajo se han utilizado cuatro proteasas: tres endo-proteasas
(Alcalase®, Papaina y Bioprotease LA-450) y una exoproteasa

(Flavourzyme®), comercialmente disponibles (ver Tabla-R.4).

Tabla R.4 Enzimas utilizadas en la hidrélisis de la HTCH.

Nombre Comercial Caodigo Microorganismo
de las Proteasas E.C. productor
Alcalase® 3.4.21.62 | Bacillus licheniformis

Bioprotease LA-450 3.4.21.99 | Bacillus licheniformis

Papaina 3.4.22.2 Cariaca papaya

Flavourzyme® Aspergillus oryzae

En la Figura-R.8 se muestran las curvas de hidrolisis de la HTCH con las

cuatro proteasas. Como se observa el grado de hidrdlisis aumenta
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significativamente con el transcurso del tiempo hasta llegar a las 2 horas donde,
a partir de este tiempo, se mantiene estable. Es por este motivo que se eligid este
tiempo como tiempo de hidrdlisis para la generacion de los correspondientes
hidrolizados de la HTCH.

ﬂAAA A
AADDD]GGDDDDDD o e

NaOH Consumido (mL)
g
Grado de Hidroélisis (GH)

ol 0,00
Tiempo (min)

=—Alcalase® -o-Bioprotease LA-450 O-Papaina #-Flavourzyme®

Figura R.8 Hidrolisis enzimatica de la HTCH con las proteasas: Alcalase®,
Flavourzyme®, Bioprotease LA-450 y Papaina.

Como podemos observar las hidrélisis mas eficientes, es decir, la que
conducen a un mayor grado de hidrélisis o cantidad de enlaces peptidicos rotos,
se logra con la Bioprotease LA-450 y la Alcalase®, 6,65+0,6 y 6,21+0,9,
respectivamente, y los grados mas bajos se alcanzan con la Papaina y la
Flavourzyme®: 2,88+0,2 y 4,01+0,3, respectivamente. Si bien, el grado de
hidrolisis es el parametro que determina la eficiencia de un proceso de hidrdlisis
enzimatica con proteasas, al ser un parametro tedrico, no es directamente

medible, no es un pardmetro idoneo para seguir el proceso hidrolitico desde un
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punto de vista practico. Sin embargo, el consumo de NaOH, que esta
directamente relacionado con el grado de hidrolisis (Adler-Nissen, 1986) si es
un pardmetro medible, facil de obtener y util para el seguimiento del proceso de

hidrolisis.

Los grados de hidrolisis alcanzados no son lo altos que cabria esperar para
un sustrato con una concentracion de proteina del orden del 30% como es la
HTCH. Sin embargo, teniendo en cuenta que una parte importante de las
proteinas de la HTCH son proteinas de membrana, en las que estas estan unidas
covalentemente a algiin componente membranal, fundamentalmente glucanos o
quitina (Garcia-Mendoza, 2000), esto dificulta estéricamente una degradacion
o fraccionamiento completo de la cadena polipeptidica quedando siempre un

fragmento unido al polisacarido u otra posible molécula.

En la Tabla-R.5 se recoge el balance de masas, referido al peso seco, del
material insoluble (precipitado) y material soluble (sobrenadante), recuperado
tras la hidrolisis enzimatica con las cuatro proteasas ensayadas: Alcalase®,

Bioprotease LA-450, Papaina y Flavourzyme®.

Tabla R.5 Balance de masas, referido al peso seco recuperado en el precipitado
y en el sobrenadante, tras la hidrolisis enzimatica simple de la HTCH.

HTCH Precipitado Sobrenadante Rendimiento Proteina
ENZIMA © © © (%) (%)
Alcalase® 30 16,2+1,3 12,5+0,9 41,7+£3.0 76,3£3,1
Bioprotease 77,2+£2,7
L A-450 30 13,8+1,0 13,9+1,1 46,3+3,6
Papaina 30 19,3£2,2 8,0£0,7 26,3123 49,4120
Flavourzyme® 30 20,1+1,7 6,9+0,5 23,0117 41,3£1,6
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Como puede observarse, las endoenzimas, procedentes de Bacillus
licheniformis: Alcalase® y Bioprotease LA-450, son las que mayor cantidad de
producto solubilizan, 41,7+3.0% y 46,3£3,6%, respectivamente, mientras que la
Papaina, enzima de origen vegetal, Cariaca papaya, y la Flavourzyme®, mezcla
predominante de exoproteasas bacterianas, presentan un rendimiento

solubilizador més bajo, 26,3+2,3% y 23,0+1,7%, respectivamente.

Con el fin de incrementar, en lo posible, el grado de hidrolisis, y por
tanto, probablemente, la cantidad de material solubilizado se procedié a la
realizacion de hidrélisis secuenciales, utilizando primero una endoproteasa y
seguidamente una exoproteasa. Las hidrdlisis secuenciales realizadas han sido
las siguientes dos combinaciones: “Alcalase® + Flavourzyme®” y “Bioprotease
LA-450 + Flavourzyme®”. En la Figura-R.9 se muestra el perfil de ambas
hidrdlisis secuenciales.
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Figura R.9 Hidrolisis enzimatica secuencial vs hidrolisis enzimatica simple: A)
Alcalase® vs “Alcalase® + Flavourzyme®” y B) Bioprotease LA-450 vs
“Bioprotease LA-450 + Flavourzyme®”.

Como puede observarse en el caso de la hidrolisis secuencial en ambos
casos se obtiene un mayor grado de hidrolisis. 8,53+0,3 en el caso del par:
“Alcalase® + Flavourzyme®” y 8,154+0,4 en el caso del par “Bioprotease LA-
450 + Flavourzyme®”. Es decir en ambos casos se alcanza practicamente el
mismo grado de hidrdlisis ya que la diferencia entre uno y otro no es
estadisticamente significativa. Por lo que cualquiera de las dos combinaciones
seria efectiva, si la calidad del nuevo hidrolizado justificara el incremento de

coste que conlleva el uso de dos enzimas.

El incremento en el grado de hidrolisis podriamos atribuirlo a que tras la
primera hora de hidrdlisis (endoproteasas) la cantidad de sustrato disponible es
mucho mayor, ya que al ser los componentes de la Flavourzyme®
mayoritariamente exoproteasas (amino-peptidasas) (Merz y col., 2015) los

puntos de ataque (hidrdlisis) son mayores que cuando actla la endoproteasa, ya
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que a este nivel la mayoria de los puntos de corte o hidrdlisis ya han sido rotos.

Tabla R.6 Balance de masas, referido al peso seco recuperado en el precipitado
y en el sobrenadante, tras la hidrolisis enzimatica secuencial de la HTCH.

HTCH Precipitado | Sobrenadante Rendimiento Proteina

ENZIMA © © © (%) (%)

Alcalase® + 30 12,9+2,1 15,8+1,3 52,7+4,3 79,6+2,9
Flavourzyme®
Bioprotease LA-450 30 13,6+¢1,0 | 154+11 51,3+3,6 81,4%3,3
+ Flavourzyme®

b) Caracterizacion de los Hidrolizados

Una vez obtenidos los hidrolizados estos se han caracterizado desde el
punto de vista de su composicion quimica, y en cuanto a la distribucién
molecular de sus componentes proteicos mediante andlisis electroforético
(PAGE-SDS) y cromatogréafico (cromatografia de exclusion molecular), asi
como a determinadas propiedades y/o funcionalidades: actividad bioestimulante,

actividad antioxidante, actividad antimicrobiana y actividad antivirica.

=  Caracterizacion basica

La caracterizacion basica se ha llevado a cabo mediante el analisis del
contenido en cenizas, materia organica, materia proteica, hidratos de carbono,

grasa y otros, tal y como se muestra en la Tabla-R.7.
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Tabla R.7 Composicion basica de los hidrolizados proteicos de la HTCH (HPTCHx) en comparacion con el
extracto acuoso de la HTCH (HTCHH20).

Peso seco Cenizas |Materia Organica | Proteinasctaes | Carbohidratosiotales Otros

(%) (%) p.s. (%) p.s. (%) p.s. (%) p.s. (%) p.s.
HTCHu20 8,804 7,6+0,3 92,4+0,3 25,717 67,1+4,3 7,2+£0,8
HPTCHAa 41,7+£3,0 9,2+0,6 90,8+0,6 61,3+3,9 32,5+3,8 6,2+0,5
HPTCH_a4s0 46,3+3,6 9,4+0,3 90,6+0,3 51,9448 41,1+4,1 7,0£0,6
HPTCHp 26,3+2,3 8,9+0,9 91,1+0,9 32,8+3,0 58,1+3,2 9,1+1,3
HPTCHEe 23,017 9,1+0,8 90,9+0,8 38,8121 54,4+4.4 6,8+0,4
HPTCHa+r 52,7+4,3 9,6+0,7 90,4+0,7 52,4142 40,4+3,2 7,2£0,5
HPTCH_a4s0+¢ 51,3+3,6 9,31£0,6 90,7+0,6 48,9137 44 2+3,7 6,910,5

HPTCHwzo: Extracto acuoso HTCH; HPTCHa: Hidrolizado Proteico Alcalase®; HPTCHuasso: Hidrolizado Proteico Bioproteasa LA-
450; HPTCHer: Hidrolizado Proteico Flavourzyme®; HPTCHe: Hidrolizado Proteico Papaina; HPTCHa+r: Hidrolizado Proteico
Alcalasa+Flavourzyme; HPTCHuaaso+r: Hidrolizado Proteico Bioproteasa LA-450 + Flavourzyme.




» Caracterizacion electroforética

Con el fin de obtener informacion sobre el tamafio de los péptidos presentes
en los hidrolizados se ha llevado a cabo un estudio electroforético utilizando en
primera estancia geles de PAGE-SDS, no observandose banda alguna al tefirlo
con azul de Coomassie (Resultados no mostrados). Teniendo en cuenta que la
modificacion de este procedimiento sustituyendo el tris por tricina en el tampén
de corrido permite una separacion mas eficiente de péptidos de bajo peso
molecular (Schager y von Jagow, 1987), se separaron mediante este
procedimiento los distintos hidrolizados. Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura-R.10.
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Figura R.10 Gel de electroforesis en geles para péptidos, (segun Schager) de los
diferentes hidrolizados proteicos y del extracto acuoso de la HTCH.
(M: marcadores de peso molecular; 1: HTCHw20; 2. HPTCHa; 3: HPTCHp; 4:
HPTCHuaas0; 5: HPTCHEF; 6: HPTCHa+F; 7: HPTCHLA450+F).

Como podemos observar en el extracto acuoso de la HTCH (carril-1) no se
observan proteinas de masa molecular apreciable, entre 201 y 6 kDa, dado que

la gran mayoria de las proteinas estan unidas covalentemente a alguna otra
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biomolécula (fundamentalmente polisacaridos), y posiblemente, la pequefia
cantidad, de proteinas solubles, sea tan baja que no se pueden detectar con la
tincion de azul de Coomassie (del orden de 0,5 pg por banda). La tincion con
plata, tincién unas diez veces més sensible, tampoco permite detectar proteinas
de tamafio grande (resultados no mostrados). Sin embargo, ¢cOmo podemos
explicar el valor de contenido proteico de 25,7+1,7 % del extracto acuoso de
HTCH? Esto podria explicarse porque en el extracto acuoso Unicamente se
encuentren amino&cidos libres, oligopéptidos (di-, tri-, tetra-péptidos, etc.) y
péptidos de masa molecular <6 kDa, que durante la electroforesis han salido

fuera del gel y por tanto no se pueden tefiir y detectar.

Sin embargo, en el carril 2 (hidrolizado de HTCH con Alcalase®) se
observa claramente una banda de unos 30 kDa, probablemente debido a la
liberacion y solubilizacion de un fragmento proteico de ese tamafio, asi mismo
se observa una banda intensa, de unos 5 kDa, que corre con el frente de la
electroforesis, probablemente correspondiente a péptidos de este orden de

tamanfio.

Anélogamente, en el carril 3 (hidrolizado de HTCH con Papaina) se
observan claramente 2 bandas, una de 27 kDa y otra de 20 kDa,
correspondientes a fragmentos proteicos liberados y solubilizados por la
Papaina. En este caso también se observa una banda intensa, de unos 5 kDa, que
corre con el frente de la electroforesis, y probablemente corresponda a péptidos
de este orden de tamafio.

En el caso del carril 4 (hidrolizado de HTCH con Bioproteasa LA-450) se
logran distinguir tres bandas de 29 kDa ,20 kDa y 10 kDa que corresponderian a
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fragmentos de proteinas con este peso molecular, de la misma manera se
observa la banda intensa que corre con el frente de la electroforesis y que podria

estar constituida por péptidos del orden de los 5 kDa.

El hidrolizado de HTCH con Flavourzyme® se ha analizado en el carril 5,
donde se observa tenuemente dos bandas, una banda de 41 kDa, y una de 27
kDa y otra banda intensa de 17 kDa que corresponderia a péptidos de ese
tamarfio, ademas de la banda de los 5 kDa que corre con el frente.

En el carril 6 (hidrolizado de HTCH con Alcalase®+Flavourzyme®) se
observa una banda de 30 kDa que aparece también en el carril 2 lo que significa
que tanto en el carril 2 como en el carril 6 existe la presencia de la misma
proteina. En este caso la banda, de 5 kDa, que corre con el frente, es mas tenue,
probablemente a que los péptidos de este tamafio hayan sido degradados por la
actividad exoproteasa de la Flavourzyme® generandose oligopéptidos y
aminodcidos libres que salen fuera del gel durante la electroforesis.

Por ultimo en el carril 7 (hidrolizado de HTCH con Bioproteasa LA-
450+Flavourzyme®) a pesar de haber cargado la misma concentracion de
muestra que en los anteriores carriles no es visible ninguna banda de proteina,
podria deberse a que la muestra no presenta proteinas en el rango de recorrido

del gel.
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» Caracterizacion cromatografica (Cromatografia de
Exclusion)

Con el fin de obtener informacion mas detallada sobre la distribucion del
tamafo de las proteinas, péptidos, oligopéptidos y aminoacidos presentes en los
hidrolizados, se procedi6 a su estudio por cromatografia de exclusion molecular
en una columna Superdex™peptide 10/300 GL, que tiene un rango de
resolucion de 7000 a 100 kDa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura-R.11 y Figura-R.13, correspondientes a los cromatogramas obtenidos a
215 nm y 280 nm, respectivamente. El andlisis del perfil de fraccionamiento por
exclusién a 215 nm nos permitiria identificar una mayor cantidad de di y
tripeptidos, ademas de oligopéptidos.

Los perfiles se han separado en areas de acuerdo al peso molecular para lograr

identificar el porcentaje de proteinas encontradas en este rango.

Todas las proteinas encontradas con un tamafio menor a 0,2 kDa pueden o

podrian ser utilizadas como antioxidante.
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Figura R.11 Caracterizacion de los hidrolizados enzimaticos por Cromatografia
de Exclusion (215 nm).

En la Figura-R.11 se muestra el perfil cromatografico, a 215 nm, para cada
uno de los hidrolizados y para el extracto acuoso, dividido en tres grandes zonas
0 areas: >5 kDa, <5 kDa y >0,2 kDa, y <0,2 kDa. La zona “>5 kDa”, constituida
por proteinas y péptidos mayores de 5 kDa; la zona “<5 kDa y >0,2 kDa”,
constituida por péptidos y oligopéptidos menores de 5 kDa, y mayores de 0,2
kDa, y la zona “<0,2 kDa” constituida por dipéptidos y aminoacidos libres. Los
perfiles cromatograficos individuales se muestran en anexos Figura-A.l1 y
Figura-A.2.

En la Tabla-R.8 y Figura-R.12, se muestra la contribucion porcentual de
cada zona o area, respecto del total, para cada hidrolizado y el extracto acuoso.
Como se puede observar, el mayor porcentaje de aminoacidos libres se

encuentran en el extracto acuoso de HTCH (59,16%), lo que no es de sorprender

132



ya que la mayor parte de las proteinas en la HTCH estan unidas a polisacaridos.
En relacion con los HPTCH, los mayores porcentajes de dipeptidos y
aminoacidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos mediante
hidrolisis secuencial con Alcalase®+Flavourzyme® y
Bioproteasa+Flavourzyme®, 44,57% - 41,12% respectivamente, lo que podria

atribuirse a las exoproteasas presentes en la Flavourzyme®.

Tabla R.8 Contribucién porcentual para cada una de las zonas seleccionadas en
los cromatogramas (215 nm).

215 nm >5kDa <5kDa->0,2kDa <0,2kDa
(%) (%) (%)
HTCHu20 10,64 30,19 59,16
HPTCHa 14,7 43,96 41,33
HPTCH_a4s0 15,56 46,96 37,47
HPTCHp 29,02 37,98 32,98
HPTCHe 25,86 37,09 37,03
HPTCHa+r 13,42 42 44,57
HPTCH_ass0+F 15,28 43,58 41,12

215 nm

55

45
m>5KDa

35

<5KDa-
>0,2KDa

25

<0,2KDa
| I I I
. 1

HTCHH20 HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F

Pocentaje de proteina hidrolizada

i

Figura R.12 Porcentaje de proteina hidrolizada en cada muestra (Cromatografia
de Exclusién *215 nm).
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En la Figura-R.13 se muestra el perfil cromatografico, a 280 nm, para cada
uno de los hidrolizados y para el extracto acuoso, dividido en tres grandes zonas
0 areas: >5 kDa, <5 kDa y >0,2 kDa, y <0,2 kDa. La zona “>5 kDa”, constituida
por proteinas y péptidos mayores de 5 kDa; la zona “<5 kDa y > 0,2 kDa”,
constituida por péptidos y oligopéptidos menores de 5 kDa, y mayores de 0,2

kDa, y la zona “<0,2 kDa” constituida por dipéptidos y aminoacidos libres.

200000 | HTCH 121 ©C - CH3

1 Alcalasa - CH3

3 Papaina - CH3|
4 Alcalasa+flavourzyme - CH3

100000 4

Intensity

10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0
Retention Time [min]

Figura R.13 Caracterizacion de los hidrolizados enzimaticos por Cromatografia
de Exclusién (280 nm).

En la Tabla-R.9 y Figura-R.14, se muestra la contribucion porcentual de
cada zona o area, respecto del total, para cada hidrolizado y el extracto acuoso.
Como se puede observar, en este caso el mayor porcentaje de aminoacidos libres
se encuentran en el extracto acuoso de HTCH (63,12%), lo que no es de
sorprender ya que la mayor parte de las proteinas en la HTCH estan unidas a

polisacaridos. En relacion con los HPTCH, los mayores porcentajes de
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dipéptidos y aminoacidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos
mediante  hidrélisis  secuencial con  Alcalase®+Flavourzyme® vy
Bioproteasa+Flavourzyme®, 42,13% - 37,94% respectivamente, lo que podria

atribuirse a las exoproteasas presentes en la Flavourzyme®.

Tabla R.9 Contribucién porcentual para cada una de las zonas seleccionadas en
los cromatogramas (280 nm).

>5kDa <5kDa->0,2kDa <0,2kDa
280nm (%) (%) (%)
HTCHuo 6,68 30,19 63.12
HPTCHa 2371 3835 37.92
HPTCHyasmo 2513 3888 3598
HPTCH» 2458 3858 3683
HPTCHr 19.05 38.92 42,02
HPTCHar 2097 36,89 4213
HPTCHyass0rr 2375 383 37.04
280 nm
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Figura R.14 Porcentaje de proteina hidrolizada en cada muestra (Cromatografia
de Exclusion *280 nm).
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= Composicion aminoacidica de los HPTCH

Cada vez hay mas informacion de que la composicion aminoacidica,
conjuntamente con la estructura y su hidrofobicidad, influye marcadamente en
las actividades bioldgicas de los péptidos, fundamentalmente las antioxidantes
(Sarmadi y Ismail, 2010; Zhao y col., 2012). Por ello antes de pasar a estudiar
diversas actividades bioldgicas, potencialmente presentes en los HPTCH hemos
estudiado la composicion aminoacidica de los diferentes hidrolizados obtenidos

en el presente estudio.

En la Tabla-R.10 se muestra la composicion aminoacidica de los diferentes
HPTCH y del HTCHH20. Como se puede observar los HPTCH se caracterizan
por su alto contenido en Asx y Glx, lo que se refleja en el alto valor para los
aminoacidos con carga negativa (AASCN), ademéas de Ala, Leu y Lys. Los
aminoacidos con carga positiva (AAsCP) le confieren a los péptidos su actividad
antioxidante, debido a la abundancia de electrones que pueden donarse para

secuestrar los radicales libres (He y col., 2013).

La Cys es aminodcido limitante tanto en el HTCHH20 como en los diferentes
HPTCH, no pasando su contenido de 2,17+0,07 mg/g de proteina, es decir con
un contenido del orden del 0,2%, mientras que el otro aminoacido azufrado, la
Met, se encuentra en cantidades ligeramente mayores: 4,63+0,22 y 4,23+0,87
mg/g de proteina en HPTCHra4s0 Yy HPTCHyasso0+r, respectivamente, valores
relativamente bajos, pero comparables a los encontrados en algunos hidrolizados
de proteinas vegetales, como por ejemplo en los hidrolizados de proteinas de
colza (He y col., 2013). La Met tiene la capacidad de donar el hidrogeno de su

grupo sulfuro, por lo que se considera como un buen secuestrador de radicales.
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En cuanto a los aminoacidos aromaticos (AAA) con un contenido de 63,92 a
72,01 mg/g proteina en HPTCHLa4so+r Y HPTCHa, respectivamente, presenta
valores del orden del 0,7%, que constituye valores semejantes a los encontrados
en otros hidrolizados de fuentes proteicas vegetales diferentes. Los AAA
podrian contribuir a mejorar la capacidad secuestradora de radicales a través de
la donacion de protones para la estabilizacion de radicales con deficiencia
electrénica, mientras que mantienen su propia estabilidad a través de efectos
resonantes en su estructura (Sarmadi y Ismail, 2010).

Todos los HPTCH presentan un mayor contenido en aminoacidos
hidrofobicos (AAH) que el HTCHH20 (p < 0,05), contenido que supera el 37%.
El alto contenido en AAH en los hidrolizados viene dado por sus contenidos en
Ala, Leu, lle y Val, fundamentalmente. Los AAH mejoran la solubilidad de los
péptidos en medios lipidicos, aumentando su interaccion con los radicales libres,
y/lo favoreciendo la entrada en Organos diana mediante asociaciones
hidrofébicas, lo que ha sido descrito para varios hidrolizados de proteinas
alimentarias (Alashi y col., 2014; Najafian y Babji, 2014).

La presencia de préacticamente todos los aminoacidos esenciales (AAES) en
los HPTCH en cantidades equivalentes a las recomendadas por los estandares de
la FAO/[HWO (FAO y WHO, 1991), muestra/indican su buena calidad
nutritiva, ademas de sus propiedades antioxidantes. Desde este punto de vista los
mejores hidrolizados son: el HPTCHLa4s0 y el HPTCHF, con un contenido de
383,18 y 377,59 mg/g de proteina, respectivamente.

En la Figura-R.15 se muestra en un grafico de barras el contenido en

aminoacidos hidrofébicos (AAH), aminoacidos con carga positiva (AAsCP),
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aminoacidos con carga negativa (AASCN), aminoacidos aromaticos (AAA) y
aminoacidos esenciales (AAES) para cada uno de los HPTCH, mientras que en
la Figura-R.16 se presenta en contenido aislado de cada uno de los grupos
aminoacidicos en cada HPTCH. Como podemos ver los HPTCH se caracterizan
por un contenido relativamente alto de AAH, AAEs y AAsSCP, y un bajo
contenido en AAA.

De particular interés es el contenido alto en AAH, fundamentalmente
aminoacidos ramificados (Leu, lle y Valina) y el bajo contenido en AAA, hace
que estos hidrolizados presenten una razon de Fischer (JAAH]/[AAA]) alta, lo
que los hace idéneos para su uso en el tratamiento de enfermedades hepaticas,
fundamentalmente la encefalopatia hepética (Casco-Lorence, 2010).

mAAH mAAsCP mAAsCN mAAA mAAEs
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Figura R.15 Contenido en aminoacidos hidrofébicos (AAH), aminoacidos con
carga positiva (AAsCP), aminoacidos con carga negativa (AAsCN),
aminoacidos aromaticos (AAA) y aminoéacidos esenciales (AAES) para cada uno
de los HPTCH.
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Tabla R.10 Composicién aminoacidica de la HTCHw.o Y de los diferentes HPTCH (mg/g proteina).

HTCHwu20 HPTCHAa HPTCH\a4s0 HPTCHp HPTCHE HPTCHAa+r HPTCH.a4s0+F
Ala 80,37+1,29 81,70+0,12 82,54+0,17 88,03+0,11 83,04+0,10 85,43+0,18 86,37+0,27
Arg 46,89+2,07 50,85+0,26 51,62+0,24 52,60+0,23 55,73+0,17 57,83+0,15 55,94+0,14
AsX 73,3242,12 79,75+0,18 78,84+0,11 79,41+0,19 81,08+0,11 84,77+0,14 85,19+0,18
Cys 1,34+0,07 1,94+0,09 2,14+0,07 2,17+0,07 2,06+0,07 2,08+0,07 1,45%0,07
Glx 175,35+5,16 192,20+14,52 187,97+13,47 179,02+11,31 189,70+0,49 190,34+20,23 189,42+16,34
Gly 45,05+1,08 47,32+1,02 48,23+2,34 46,89+1,87 49,15+3,01 44,78+0,94 43,87+£1,03
His 22,69+0,76 24,10+0,98 23,89+0,75 23,12+0,91 25,01+1,33 20,89+0,96 21,19+0,89
lle 33,9741,06 37,38+0,28 39,53+1,02 34,82+2,12 38,33+1,73 33,17+1,17 34,56+0,94
Leu 106,56+3,11 110,62+3,24 112,43+4,54 107,93+7,62 115,13+3,42 107,89+6,53 107,34+5,41
Lys 36,94+0,61 33,86+0,95 31,76+0,88 35,17+1,24 30,01+1,93 34,56+1,12 36,12+1,27
Met 3,37+0,17 3,68+0,19 4,63+0,22 3,62+0,72 3,91+0,17 4,02+0,76 4,23+0,87
Phe 33,55+0,07 38,34+1,76 38,45+1,78 36,12+1,97 39,75+2,06 35,17+2,11 33,17+1,76
Pro 39,03+0,66 43,81+1,59 45,89+2,05 35,3+2,03 43,17+3,22 36,89+1,85 35,97+0,69
Ser 40,29+0,67 43,62+1,74 44,23+1,45 41,62+2,72 47,03+2,12 44,89+0,78 45,23+1,03
Thr 45,53+0,77 43,81+1,56 47,34+0,98 44,62+1,81 45,22+0,56 42,18+0,63 41,89+1,23
Trp* 7,86+0,54 8,31+0,94 8,02+1,01 8,03+0,44 7,32+0,89 8,56+0,92 7,84+0,45
Tyr 20,42+0,93 25,36+1,17 24,17+2,18 23,45+1,03 23,34+1,13 23,17+0,87 22,91+0,32
Val 73,82+2.08 74,34+1,87 77,13+2,45 72,29+1,05 72,91+1,85 76,17+0,86 77,45+0,96
AAH 360 380 387 374 384 374 374
AAsSCP 106,52 108,81 107,27 110,89 110,75 113,28 113,25
AAsSCN 248,67 271,95 266,81 258,43 270,78 275,11 274,61
AAA 61,83 72,01 70,64 67,6 70,41 66,9 63,92
AAEs 364,29 374,44 383,18 365,72 377,59 362,61 363,79

*Determinado por hidrélisis alcalina

AAH: Aminoécidos hidrofébicos (Ala, Val, Ile, Leu, Tyr, Phe, Trp, Mets)

AASsCP: Aminoacidos con carga positiva (Arg, Lys, His)
AAsCN: Aminoécidos con carga negativa (Asx+GlIx; Asx = Glu + GIn; GIn = Glu + GIn)

AAA: Aminoécidos aromaticos (Tyr, Phe, Trp)
AAEs: Aminoécidos esenciales (Trp, Thr, Val, Lys, Leu, Met, His, Phe, Ile
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Figura R.16 Contenido individual de cada uno de los grupos aminoacidicos en
los HPTCH.

De los resultados expuestos en la Figura-R.16 se observa que los mayores
contenidos en AAH se obtienen en HPTCHpa4s0, mientras que la mayor
concentracion de AASCP y AASCN se obtienen en HPTCHa:r, el mayor
contenido de AAA se obtiene en HPTCHa y el mayor contenido de AAEs se

encuentra en HPTCHa4so.
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4.5 Estudios de potenciales actividades biologicas en los
HPTCH

Entre las principales actividades bioldgicas o bioactividades descritas para
hidrolizados de proteinas, tanto animales como vegetales, cabe resaltar la

actividad antioxidante, asi como la actividad antidiabética, antimicrobiana, etc.

4.5.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los HPTCH y del HTCHH20 se han evaluado
midiendo la actividad secuestradora de los radicales ABTS™", y DPPH®, asi como
a través de su poder reductor y de la inhibicion de la oxidacion del &acido

linoleico.

4.5.1.1 Capacidad secuestradora del radical ABTS*+

La capacidad secuestradora del radical ABTS™, expresada como ECso, por
los diferentes HPTCH y el HTCHH20 Se muestran en la Tabla-R.11.

Tabla R.11 Capacidad secuestradora del radical ABTS™" por los diferentes

HPTCH.
Muestra (mEg?nst)
HTCHu20 0,44+0,08
HPTCHAa 0,16+0,03
HPTCH_aa4s0 0,18+0,06
HPTCHp 0,31+0,05
HPTCH: 0,13+0,02
HPTCHa+r 0,15+0,05
HPTCH_a450+F 0,14+0,04
GSH(control +) 0,07+0,01
Ac. Ascorbico (control +) 0,10+0,02

141



ABTSe+

06
05
3 os 1
E 04
o
£ o3 I
2
O 02 1
w I I I
0,1 :[ I 1
0
O \'ad g < < < " "2l
& & Vﬁ & &L F &
& &SF & E S E
& R <C B o
& & s
©

Figura R.17 Capacidad secuestradora del radical ABTS"" por los diferentes
HPTCH.

Estos resultados muestran que todos los HPTCH presentan una mayor
capacidad secuestradora del radical ABTS™™ que el HTCHu2o. Si bien, estos
resultados muestran que la hidrdlisis incrementa el poder secuestrador del
radical ABTS"", ninguno de los hidrolizados obtenidos presenta mayor actividad
que los controles positivos utilizados (GSH y acido ascérbico: 0,07+0,01 y

0,10+0,02, respectivamente).

Estos resultados también muestran que la capacidad secuestradora del
radical ABTS™" por los HPTCH depende del tipo de proteasa utilizado para la
obtencion de los hidrolizados en las hidrdlisis simples, obteniéndose la mayor
capacidad secuestradora (menor ECso) cuando se utiliza la exoproteasa
Flavourzyme® (ECso = 0,13+0,02 mg/mL), y cuando se utiliza en combinacion
de las endoproteasas Alcalase® y Bioproteasa L450 (0,15+0,05 y 0,14+0,04,
respectivamente), no observandose diferencias estadisticamente significativas

para ninguna de las dos combinaciones estudiadas.
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Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos de otros autores que
también encuentran que hidrolizados proteicos constituidos mayoritariamente
por péptidos y oligopéptidos de bajo peso molecular (<1 kDa) tienden a
presentar las mayores capacidades de secuestramiento del radical ABTS™
(Wang y col., 2014). En nuestro caso esta situacion es la que se alcanza cuando
la hidrolisis se lleva a cabo con Flavourzyme® en hidrdlisis simple, que
realmente es una mezcla de endo- y exoproteasas, con una alta prevalencia de la
actividad endoproteésica frente a la exoproteésica, cominmente aceptada (Merz
y col., 2015).

Por ello seria razonable sugerir que los diferentes hidrolizados contienen
péptidos y/o aminoacidos capaces de donar electrones que estabilizarian al
radical ABTS™" interrumpiendo la reaccién radicalaria en cadena. El grado de
capacidad secuestradora del radical ABTS™" de los péptidos y/o aminoacidos
depende de la especificidad de la proteasa utilizada en la hidro6lisis y del tamafio
(peso molecular) de los péptidos asi como de su composicion y conformacion
(Ahny col., 2014).

4.5.1.2 Capacidad secuestradora del radical DPPH*

La capacidad secuestradora del radical DPPH", expresada como ECsg, por
los diferentes HPTCH y el HTCHH20 Se muestran en la Tabla-R.12.
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Tabla R.12 Capacidad secuestradora del radical DPPH" por los diferentes

HPTCH.
Muestra (sz_g(/:nTL)
HTCHuzo 1,07+0,12
HPTCHa 0,48+0,05
HPTCH__a4s0 0,51+0,03
HPTCH» 0,85+0,05
HPTCHE 0,33+0,02
HPTCHa+r 0,47+0,05
HPTCH_a450+F 0,44+0,06
GSH (control +) 0,12+0,03
Ac. Ascorbico (control +) 0,22+0,03
DPPH-
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Figura R.18 Capacidad secuestradora del radical DPPH" por los diferentes
HPTCH.

El analisis de estos resultados muestran que la capacidad secuestradora del
radical DPPH" es en todos casos mayor para los HPTCH que para el HTCHH2o.

Aunque estos resultados muestran que la hidrolisis favorece el incremento del
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poder secuestrador del radical DPPH®, ninguno de los hidrolizados presenta
mayor actividad que los controles positivos utilizados (GSH y acido ascorbico:
0,12+0,03 y 0,22+0,03, respectivamente).

Estos resultados, al igual que para el radical ABTS™", también muestran
que la capacidad secuestradora del radical DPPH" de los HPTCH depende del
tipo de proteasa utilizado en las hidrolisis simples, obteniéndose la mayor
capacidad secuestradora (menor ECsp) en el caso de utilizar la exoproteasa
Flavourzyme® (ECso = 0,33%0,02 mg/mL). En el caso de las hidrdlisis
secuenciales, al igual que anteriormente, no se observan diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las dos combinaciones de
endoproteasa + exoproteasa estudiadas, obteniéndose valor de ECsp, 0,47+0,05 y
0,44+0,06 g/mL para HPTCHa+r Y HPTCHyass0+r, muy similares al obtenido

para la hidrolisis simple con la endoproteasa.

En este caso también, nuestros resultados estdn de acuerdo con estudios
previos de otros autores que encuentran que hidrolizados proteicos constituidos
mayoritariamente por péptidos y oligopéptidos de bajo peso molecular (<1 kDa)
tienden a presentar las mayores capacidades de secuestramiento del radical
DPPH" (Arise y col., 2016; He y col., 2013). En nuestro caso esta situacion es la
que se alcanza cuando la hidrélisis se lleva a cabo con Flavourzyme® en
hidrolisis simple, que realmente es una mezcla de endo- y exoproteasas, con una
alta prevalencia de la actividad endoproteédsica frente a la exoproteasica,
comunmente aceptada (Merz y col., 2015).

Seria razonable sugerir que los diferentes hidrolizados contienen péptidos

y/o aminoacidos capaces de donar electrones que estabilizarian al radical DPPH’
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interrumpiendo la reaccién radicalaria en cadena. El grado de capacidad
secuestradora de radical DPPH" de los péptidos y/o aminoacidos depende de la
especificidad de la proteasa utilizada en la hidrdlisis y del tamafio (peso
molecular) de los péptidos asi como de su composicion y conformacion (Girgih
y col., 2011; Jiny col., 2016).

4.5.1.3 Actividad quelante de metales

En la Tabla-R.13 se muestra la actividad quelante frente al ion Fe?* de los
diferentes HPTCH y del HTCHH20 y en comparacion con el EDTA (control

positivo).

Tabla R.13 Capacidad quelante de los diferentes HPTCH.

Muestra (mZ?rifL)
HTCHu20 0,83+0,15
HPTCHa 1,05+0,32
HPTCH_a4s0 1,02+0,22
HPTCHp 2,91+0,37
HPTCH¢ 2,52+0,28
HPTCHa+r 1,41+0,18
HPTCH_ a450+F 1,26+0,21
EDTA (control +) 0,05+0,01

Estos resultados muestran que todos los HPTCH presentan una actividad
quelante del i6n Fe?* relativamente baja, mostrando valores de ECso
significativamente mayores que el control positivo (EDTA, 0.05+£0.01 mg/mL),

e incluso mayores que el obtenido con el HTCHH20, 0,83£0,15 mg/mL.
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Figura R.19 Capacidad quelante de los diferentes HPTCH.

Esto podria ser debido a la ausencia o relativa baja presencia de
macropéptidos en los hidrolizados, que serian los responsables mayoritarios de

esta actividad, asi como a un bajo contenido en péptidos con carga negativa.

Los hidrolizados HPTCHa y HPTCHpasso presentan las mayores
actividades quelantes (ECso = 1,05£0,32 y 1,02+0,22 mg/mL, respectivamente)
en comparacion con los otros hidrolizados (HPTCHp y HPTCHE) que presentan
valores de ECso= 2,91+0,37 y 2,52+0,28 mg/mL, respectivamente. El uso de una
segunda proteasa, hidrolisis secuencial, no mejora la capacidad quelante, e
incluso la empeora ligeramente. Esto sugiere que la pre-hidrélisis de las
proteinas de la harina de tallos de champifion con Alcalase® y Bioproteasa LA-
450 previa al tratamiento con Flavourzyme® conduce a la obtencion de péptidos
de peso molecular relativamente altos con una mejor capacidad quelante, que
cuando se utilizan las dos proteasas en forma secuencial, que conduce a la

reduccion del contenido de estos péptidos de mayor peso molecular y por tanto
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disminuyendo la actividad quelante.

Las actividades descritas en este estudio para los diferentes HPTCH con
valores de ECso de 1.02+0,22 a 2.91+0,37 mg/mL son mejores que los descritos
para otros hidrolizados proteicos de proteinas vegetales y animales, con las
mismas o similares proteasas, para los que se han reportado valores de ECso > 5
mg/mL (Hey col., 2013).

Se ha sugerido que la mayor actividad quelante de los macropéptidos o
péptidos de relativamente alto peso molecular podria ser debido a un efecto
sinérgico entre sus aminodacidos integrantes, favoreciendo estadisticamente la
presencia de aminoécidos con carga negativa a pHs fisiologicos (Asp y Glu) (He
y col., 2013; Shi y col., 2014).

Sin embargo, los valores obtenidos para los HPTCH comparados con el
valor obtenido para el EDTA (control positivo), 0,01 mg/mL, todos son

significativamente inferiores. EI GSH no muestra actividad quelante medible.

A partir de estos resultados podriamos concluir que aunque la actividad
quelante no sea extraordinariamente alta, los hidrolizados con mayor contenido
en péptidos de peso molecular relativamente alto, asi como el HTCHHnzo,
podrian ser buenos candidatos para la prevencion de la oxidacion lipidica en
alimentos mediante su capacidad quelante de iones metélicos pro-oxidativos,
ademas de reducir el dafio de los componentes celulares que resulta de la

oxidacion catalizada por iones metéalicos in vivo.
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4.5.1.4 Poder reductor férrico (Ferric reducing activity
power: FRAP)

En la Tabla-R.14 se muestra la reduccion de la actividad férrica (FRAP) a
tres concentraciones distintas: 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL), de los diferentes HPTCH y
del HTCHw2o frente a un control positivo (GSH, 0,1 mg/mL)

Tabla R.14 Poder reductor férrico (FRAP) de los diferentes HPTCH (a tres
concentraciones: 0,1, 0,2 y 0.3 mg/mL) y del control positivo, GSH a 0,1

mg/mL.
Muestra (0,1 mg/mL) Absorbancia a 700 nm
HTCHhz2o 0,077
HPTCHa 0,113
HPTCHass0 0,120
HPTCHp 0,106
HPTCHe 0,143
HPTCHAa+¢ 0,103
HPTCH_Laas0+F 0,111
GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227
Muestra (0,2 mg/mL) Absorbancia a 700 nm
HTCHuzo 1,035
HPTCHa 1,932
HPTCHyass0 2,143
HPTCHp 1,546
HPTCHe 2,131
HPTCHa.r 1,732
HPTCH_a4s0+F 1,879
GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227
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Muestra (0,3 mg/mL) Absorbancia a 700 nm
HTCHm2o 1,369
HPTCHa 2,543
HPTCH_a4s0 2,678
HPTCH» 2,233
HPTCHe 3,107
HPTCHa+r 2,917
HPTCH_a4s0+F 3,087
GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227
FRAP (0,1 mg/mL)
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Figura R.20 Poder reductor férrico (FRAP) de los diferentes HPTCH (a tres
concentraciones: 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL) y del control positivo, GSH a 0,1
mg/mL.

Como puede observarse de los resultados expuestos en la Tabla-R.14, todos
los HPTCH muestran una actividad FRAP concentracion dependiente,

aumentando esta a medida que aumenta la concentracion del hidrolizado.
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El HPTCHE es el hidrolizado que muestra el mayor valor FRAP: 0,143,
2,131y 3,107 Uabsorbancia, @ 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL, respectivamente.

El uso secuencial de dos proteasas no mejora significativamente (p < 0,05)
el valor de FRAP obtenido por hidrolisis simple. Esto implica que la pre-
hidrélisis con una exoproteasa (Alcalase® o Bioprotease LA-450) no mejora el
valor de FRAP obtenido tras la hidrdlisis con Flavourzyme®.

Los mejores valores de FRAP se han obtenido a una concentracion de 0,3
mg/mL para HPTCHr y HPTCHpasso, 3,107 y 2,678 Uabsorbancia,
respectivamente, que son valores mas altos que los obtenidos para hidrolizados

de hemoproteinas (0,31 Uabsorbancia) CON proteasas similares (Tang y col., 2009).

4.5.1.5 Inhibicion de la oxidacion del acido linoleico

(Inhibicién peroxidacion lipidica)
En la Tabla-R.15 se muestran los resultados obtenidos para la inhibicién de

la peroxidacion del &cido linoleico por los controles positivos: GSH y acido
ascorbico (AA) y los diferentes HPTCH y el HTCH20.
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Tabla R.15 Resultados obtenidos para la inhibicion de la peroxidacion del acido linoleico.

Dias | Control - GSH AA HTCHH2o | HPTCHA | HPTCHLA4s0o | HPTCHe | HPTCHr | HPTCHa+r | HPTCHLA4s0+F
0 0,085 0,080 | 0,055 0,081 0,070 0,075 0,080 0,077 0,077 0,084
1 0,219 0,079 | 0,058 0,108 0,104 0,098 0,094 0,083 0,79 0,087
2 0,387 0,081 | 0,060 0,153 0,143 0,132 0,098 0,091 0,095 0,101
3 1,256 0,193 | 0,053 0,143 0,137 0,131 0,147 0,094 0,118 0,121
4 0,709 0,429 | 0,044 0,188 0,172 0,181 0,106 0,101 0,139 0,145
5 0,512 0,173 | 0,035 0,397 0,381 0,369 0,321 0,248 0,210 0,234
6 0,398 0,096 | 0,032 0,252 0,234 0,221 0,178 0,225 0,278 0,280
7 0,352 0,091 | 0,040 0,287 0,185 0,190 0,190 0,222 0,256 0,264




En la Figura-R.21 se muestra la evolucion de la reaccion sin inhibidor
(control-). Como puede observarse la reaccion muestra un incremento de la
absorbancia (oxidacion) durante los primeros dias, alcanzando el méximo 1,256
Uabsorbancia €l dia 3, seguidamente se observa un rdpido descenso a lo largo del
resto de dias de experimentacion. El incremento de absorbancia durante los tres
primeros dias es muestra de una rapida auto-oxidacion del acido linoleico en
ausencia de inhibidor. Y el rapido descenso de absorbancia tras alcanzar el
méaximo de absorbancia se ha atribuido a la descomposicién de los productos de
oxidacion primaria, fundamentalmente de los hidroperdxidos, ademas de que el
agotamiento del acido linoleico limita por si mismo la produccion de productos

de oxidacion a medida que avanza el tiempo de incubacion (Chen y col., 2007).
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Figura R.21 Auto-oxidacion del acido linoleico en ausencia de inhibidor
(control -) y en presencia de inhibidores de la auto-oxidacion.
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Como se puede observar de los datos expuestos en la Tabla-R.15, la
proteccion de la auto-oxidacion del acido linoleico por el control positivo (&cido
ascorbico, AA) es précticamente completa como lo demuestra la baja
absorbancia de las muestras a lo largo del tiempo de incubacion, 7 dias (ver
Figura-R.21).

El otro control positivo utilizado, el GSH, muestra una mayor eficiencia que
los HPTCH durante los dos primeros dias de incubacion, como se refleja en el
bajo valor de absorbancia. Sin embargo, esta actividad parece perderse
transcurrido los dos primeros dias como muestra el incremento claro de la
absorbancia, lo que es indicativo de una réapida auto-oxidacién del &cido
linoleico. La disminucidn de la capacidad del GSH para sostener la inhibicion de
la oxidacién lipidica, en el sistema utilizado, durante un largo tiempo podria ser
debido al hecho de que una vez oxidado el GSH a GSSG a través de la
formacion de un puente disulfuro, la regeneracién del GSH no es posible a
medida que progresa el tiempo de incubacion (Ajibolay col., 2011).

En cuanto a los HPTCH todos muestran una clara inhibicién de la auto-
oxidacion del acido linoleico, y ademas, aunque ligeramente menor que la del
AA (control +), esta es mas prolongada en el tiempo que la observada para el
control +, siendo claramente efectiva durante 4 dias; no siendo hasta el dia 5
cuando se observa un incremento en la oxidacion, es decir, cuando se pierde la
actividad protectora. Si bien, esta pérdida no es igual para todos los HPTCH
como se muestra en la Tabla-R.16 donde se indica el tanto por ciento de
inhibicidn, respecto a la reaccion sin inhibidor (control -), para los HPTCH vy el

extracto acuoso (HTCHH20) en comparacion con los controles + (GSH y AA).
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Tabla R.16 Inhibicion porcentual de la peroxidacion lipidica (&cido linoleico)
por parte de los HPTCH y HTCHn2o.

Inhibicién (%)
Muestra Dia 3 Dia5
HTCHw20 88,61 225
HPTCHa 89,1 26,6
HPTCH_ass0 89,6 27,9
HPTCHp 92,5 51,6
HPTCHE 88,3 37,3
HPTCHa+r 90,6 59,0
HPTCH_ a450+F 90,4 54,3
GSH 84,6 66,2
AA 95,8 93,2

Como podemos observar los HPTCH han perdido parte de su efecto
protector, pero reteniendo en algunos casos un poder inhibidor >50% respecto
del control negativo; aunque bastante mas bajo o pobre que los alcanzados con

los controles positivos (GSH y/o AA).

Los HPTCH al quinto dia presenta actividades inhibidoras que van desde el
26,6% al 59,0%, observadas para el HPTCHa, y el HPTCHa+r respectivamente,
pero estos valores son inferiores a los observados para hidrolizados de proteinas
de canola (42-82%) (Alashi y col., 2014), aunque mayores que los encontrados
para hidrolizados de proteinas de pescado (15-53%), bajo condiciones y tiempos
de incubacidn similares (Bougatef y col., 2010).

El comportamiento diferencial de los distintos hidrolizados frente a la
inhibicion de la peroxidacion lipidica sugiere diferencias en la composicion de
éstos, y la pérdida en la capacidad de proteccion contra la oxidacion de los

lipidos podria deberse al agotamiento de los electrones libres a medida que
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avanza el periodo de reaccion. Esto parece estar indicando que los hidrolizados
podrian reaccionar con los radicales libres, particularmente los radicales
peroxilos, que son los propagadores primarios de la auto-oxidacién de los
lipidos, terminando asi la reaccion en cadena. Por lo tanto, estos hidrolizados
podrian encontrar aplicacion en la industria alimentaria como antioxidantes
naturales para prevenir la auto-oxidacion de grasas en sistemas alimentarios
ricos en lipidos. Asi mismo podrian utilizarse como nutracéuticos para potenciar
la proteccién de los componentes celulares preveniendo la oxidacién lipidica en

el sistema corporal sobre todos en estados de estrés oxidativo.

4.5.2 Actividad antidiabética

Las principales enzimas implicadas en la degradacién de los carbohidratos
en el tracto gastrointestinal son la a-glucosidasa y la a-amilasa intestinales. Por
lo tanto, la inhibicion de estas dos hidrolasas puede reducir eficazmente la
absorcién de glucosa e inhibiendo el aumento de la concentracion de glucosa
sanguinea postprandial (Obohy col., 2010).

Actualmente uno de los métodos mas efectivos para el tratamiento de la

diabetes consiste en la inhibicion la a-glucosidasa y la a-amilasa intestinal.

Como se muestra en la Figura-R.22, todos los HPTCH muestran una ligera
actividad inhibidora de las dos hidrolasas, de manera dosis dependiente, al
menos en el rango de 0,2 a 2,0 mg/mL. No observandose diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos HPTCH y el HTCHw2o. Si
bien, estas inhibiciones son significativamente muy inferiores a la observada

para el control positivo (Acarbosa). Por lo que se puede concluir que los
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HPTCH no presentan ventaja alguna a la hora de intentar reducir los niveles
postprandiales de glucosa. Nuestros resultados son contrarios a los reportados
por otros autores que si encuentran una inhibicion apreciable de estas hidrolasas
utilizando hidrolizados de otros hongos comestibles (Mudgila y col., 2013;
Harnedya y col., 2018). A este respecto cabe indicar que estos autores utilizan
hongos enriquecidos en selenio, por lo que la mejora de la actividad
antidiabética de los hidrolizados de las proteinas de hongos enriquecidos en
selenio podria atribuirse a la incorporacion de selenio en los péptidos integrantes
de los hidrolizados y a posibles cambios conformacionales de estos inducidos
por el selenio, que favoreceria la interaccion con la a-glucosidasa y la a-amilasa

limitando su accién (Chen'y col., 2016).

a Inhibicion de la actividad a-glucosidasa
120
100 &
80 III
60
40 T =
II _TLn _v’l'I II II
2 otk bl bl satd altl il
o ¥ & R & & & 5
é&“ {9«0 ,\c."*y? Qg«" Qg«“ Qg"dk dz«\'v@ 006
* eg‘\ &{oo'”

=0,2mg/mL =0,5mgmL 1 mg/mL 1,5mg/mL 2 mg/mL

b Inhibicién de la actividad a-amilasa
120

1% e

2 ko i G

S v Q & “ % x
L & - &5 ¥ & &
O & X 2 R & o &
& 53 & & & & Y s
& < <& &
&

=0,2mgmL =05mgmL =1mgmL =1,5mgmL =2 mg/mL

Figura R.22 a) Inhibicion de la actividad a-glucosidasa, b) Inhibicion de la
actividad a-amilasa del Extracto acuoso y los HPTCH.

158



Tabla R.17 Inhibicién de la actividad a-glucosidasa por los hidrolizados de la HTCH (HPTCH).

mg/mL | HTCHuz | HPTCHaA | HPTCHpa4s0 | HPTCHp | HPTCHE | HPTCHa+r | HPTCHyags0+r | Acarbose
0,2 6,4 9 10 8 11 9 10 86
0,5 9 15 17 11 15 16 15,5 93
1 141 21 23,3 17 23 24 23,6 96
1,5 17 28 29 25 29 31 30,6 98
2 21 33,1 35 31 34 34 35 99

Tabla R.18 Inhibicion de la actividad a-amilasa por los hidrolizados de la HTCH (HPTCH).

mg/mL HTCHp2o | HPTCHA | HPTCHia4s0 | HPTCHp | HPTCHE | HPTCHa+r | HPTCH ags0+r | Acarbose
0,2 7,3 5,9 7 6,4 6 51 7,8 94
0,5 11,9 16 154 14 12 10,8 12,3 96
1 12,6 19 20,1 17,3 14,3 12,9 14,7 97
1,5 14,2 21 20,2 19,6 16,1 15,6 16,2 99
2 15 24,2 23,9 21 19,8 18,7 18,9 99




4.5.3 Inhibicion de la actividad tirosinasa

La tirosinasa (monofenol monooxigenasa, EC 1.14.18.1) es una enzima que
cataliza la oxidacion de fenoles (como la tirosina) y estd extendida en plantas y
animales. Esta enzima es una enzima cuprifera presente en tejidos de plantas y
animales que cataliza la produccion de melanina y otros pigmentos de la tirosina
por oxidacion, como el ennegrecimiento de una patata pelada o cortada expuesta
al aire, o la aparicién de manchas marrones en el champifién al ser golpeado o
dafiado. En los organismos vivos es una enzima clave en el control de la sintesis
de melanina. La actividad tirosinasa esta estrechamente relacionada con algunos
procesos fisioldgicos importantes, y una sobreexpresion anormal de esta enzima
puede conducir a la aparicion de enfermedades pigmentarias en animales y en
humano, como pecas, melanomas malignos, manchas de la edad y melasma
(Souzay col., 2012).

La inhibicion de la actividad tirosinasa podria reducir la sintesis de dopa-
quinona a partir del L-DOPA, reduciendo de esta manera la sintesis de melanina
y la deposicidén anormal de melanina, logrando asi la eliminacion de pecas y el

blanqueamiento.

En la Figura-R.23 se muestra la inhibicion de la actividad tirosinasa por los
diferentes HPTCH, el HTCHH20 y un control positivo (acido ascérbico). Todos
los HPTCH inhiben claramente la actividad tirosinasa de una manera dosis
dependiente, dentro del rango 0,5-3,0 mg/mL. Esta inhibicion es mayor,
estadisticamente significativa p<0,05, que la presentada por el HTCHw20, pero
claramente menor que el control positivo. A pesar de ello, a concentraciones del

orden de 1,5 g/mL y mayores la inhibicion es del orden del 40%.
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Tabla R.19 Inhibicion de la actividad Tirosinasa del Extracto acuoso y los HPTCH.

HTCHmu2o

HPTCHa

HPTCH_La4s0

HPTCHp

HPTCHE

HPTCHAa+F

HPTCH_aa4s0+F

Acido Ascorbico

Control +
r?fg?mL 8,9 11,2 11,9 10,8 6,4 11,9 12,3 94,2
1 mg/mL 9,2 17,5 18,3 14,6 11,8 18,8 19,9 96,1
1,5 mg/mL 11,6 22,5 24,8 19,3 15,3 23,9 24,7 97,3
2 mg/mL 14,4 25,6 27,3 23,6 20,1 26,4 30,2 99,2
3 mg/mL 21,6 35,7 40,7 30,1 24,8 37,8 41,9 99,4
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Figura R.23 a) Inhibicion de la actividad Tirosinasa del Extracto acuoso y
los HPTCH.

La inhibicién de la tirosinasa por los HPTCH podria atribuirse a la

quelacion de los idnes de cobre en el centro activo de la enzima (Sanchez-

Ferrer y col., 1995) a través de interacciones electrostaticas con restos

aminoacidicos de AAsCN.

Los HPTCH, debido a las actividades bioldgicas descritas serian claramente

aplicables como nutracéuticas o complementos nutricionales en el tratamiento

de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, y en la industria alimentaria

en la prevencion de la oxidacion de los alimentos evitando su deterioro y/o

pardeamiento, estos hidrolizados, debido a su composicion, también podrian

encontrar aplicacién en la agronomia moderna como biofertilizantes.
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4.6 Aplicacion como Biofertilizante

El uso de los biofertilizantes constituye una nueva alternativa del empleo de
fertilizantes en el sector agricola. Su finalidad es conseguir una mayor
productividad y calidad de los productos, ademéas de contribuir a la
sostenibilidad de actividad productiva y al mantenimiento del ecosistema, todo
esto debido a que en muchos casos ciertos vegetales, legumbres, hortalizas, etc.,
pueden verse amenazadas por enfermedades virales o factores ecoldgicos
adversos al cultivo, ocasionando grandes perdidas econémicas (Sadhukhan y
col., 2018).

Los biofertilizantes son productos obtenidos con técnicas respetuosas con el
medioambiente, a partir de sustratos o subproductos enriquecidos que
favorezcan el desarrollo de las plantas evitando asi el uso de fertilizantes
quimicos que son muy costosos y causan dafio al medioambiente (Dahiya y col.,
2018).

Debido al importante contenido en aminoacidos, oligopéptidos y péptidos
encontrados en los HPTCH, nos planteamos la utilizacién de estos como
bioestimulante (biofertilizante), ya que potencialmente, debido a la presencia de
estos componentes podrian ser beneficiosos para el desarrollo de las plantas. Por
ello procedimos a ensayar la actividad de los HPTCH sobre la germinacion y

enraizamiento de semillas de pimiento (Capsicum annuum).

Para evaluar si los productos obtenidos (HTCHH2o Y HPTCH) pueden

utilizarse como biofertilizantes, se realizaron ensayos de germinacion con
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semillas de pimiento (Capsicum annuum), en tubos con agar. Los tubos fueron
tratados con diferentes concentraciones (1X, 5X y 10X) de HTCHH20y HPTCH,

como se describe en el correspondiente apartado de M&M.

4.6.1 Uso de HTCHu=0 y HPTCH como biofertilizantes.

— Evaluacion de la viabilidad de las semillas

La prueba de tretazolio nos permitio identificar la viabilidad de las semillas,
al observar la reaccion que ocurre en las células vivas, ya que estas liberan
hidrégeno debido a la actividad de la deshidrogenasa durante el proceso de
respiracion (Kauth y col., 2011; Ossenbach y col., 2007). Teniendo como
resultado que, tras un tratamiento durante 15 o 30 min, el 98% de semillas de los
lotes ensayados son viables y no muestran contaminacion, lo que indica que si
existe algin problema en la germinacion no seria por parte de la semilla sino
mas bien por falta de nutrientes u otros factores. Tratamientos mas largos si
muestran una ligera pérdida de viabilidad de las semillas (65 -71%). Por lo que

se eligio como tiempo de tratamiento 15 min.

- Germinacion de las Semillas con HTCHu=0 y HPTCHs

Los ensayos se realizaron, en tubos de agar, utilizando 30 semillas de cada
muestra (HTCHH20 Yy HPTCH) por ensayo. Una vez desinfectadas las semillas,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado de materiales y metodos, se
sembraron en tubos con agar que contenian cada uno de los productos
(HTCHH20 y HPTCH), y se determind el porcentaje de germinacion, que al
finalizar el ensayo fue del 97% (Figura-R.24.).
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Figura R.24 Porcentaje de germinacion del ensayo con HTCHH20 y HPTCH.

El tiempo estimado para la germinacion en este ensayo fue hasta el sexto
dia donde se observo que la mayoria de las semillas de cada muestra llegaron a
germinar. Como se muestra en la Figura-R.25, en los tubos de agar con HPTCH
entre el 83,3 y el 96,7% de semillas germinaron hasta el sexto dia, incluso en
algunas se observa ya la presencia de un pequefio tallo, como es el caso de los
HTCHhzo, los HPTCHLa4s0, HPTCHLa4s0+F Y HPTCHia4s0+F, mientras que en el
caso de los tubos con HTCHH2o Unicamente el 66,7% de los tubos han

germinado al sexto dia.

Al finalizar el ensayo obtuvimos plantulas que se desarrollaron de forma
normal diferencidndose unas de otras por la longitud de la raiz y del tallo. Como
se observa en la Figura-R.26b en el caso de las plantas tratadas con HTCHH2o
presentan raices y tallos méas largos que las plantas control (tratadas con H2O,
Figura-R.26a), ademas de presentar raices mas gruesa y con abundante
vellosidades. Ademas, al 1% se observa mayor longitud de la raiz y del tallo que
para el tratamiento al 5%. De igual manera se puede observar que la raiz posee

mayor grosor y a la vez presenta un gran nimero de vellosidades, lo que estaria
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indicando que la adicion de este producto favorece el desarrollo de la planta, al

menos al enraizamiento y al desarrollo del tallo.

Nl]mero de semillas germinadas
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Figura R.25 NUmero de semillas que germinaron al sexto dia.

(Las barras color cafes representan el numero de semillas que han germinado al sexto dia y las
barras de color verde corresponden al numero de semillas germinadas con presencia de un

pequefio tallo.)

En el caso de los HPTCH, obtenidos por hidrolisis simple, se han obtenido

resultados semejantes a los descritos mas arriba, habiéndose obtenido los

mejores resultados para el HPTCHr al 1%, si bien al compararlos con los

obtenidos para el HTCHw2o al 1%, éste presenta una raiz ligeramente mas fina y

la longitud tanto de la raiz como del tallo también son ligeramente mas cortas,

aunque con mas vellosidades y ramificaciones radicularias Figura-R.26c.

En los ensayos con los HPTCH obtenidos por hidrélisis secuencial, una

endoproteasa seguido de una exoproteasa, se puede observar que las plantulas

poseen una menor longitud tanto en HPTCHAa+r al 1% como al 5%, pero en
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ambos casos tanto la raiz como el tallo son méas fuertes ya que presentan un
grosor considerable, y en el caso del HPTCHa+r al 5% se observa un mayor
numero de vellosidades que al 1% (Figura R.26d), aunque menor que en el caso

de los HPTCH obtenidos por hidrdlisis simple.

a)

CONTROL CONTROL

HTCHuzo 12 HTCHuzo 1%

-

HTC Huzo 5% HTCHHZO 5%
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c)

FLAVOURZYME 1% FLAVOURZYME 1%

?

FLAVOURZYME 5% FLAVOURZYME 5%

ALCALASA + ALCALASA +
FLAVOURZYME 1%

FLAVOURZYME 1%

ALCALASA + ALCALASA +
FLAVOURZYME 5% FLAVOURZYME 5%

Figura R.26 Raices, tallos y vellosidades de plantulas crecidas en los diferentes
ensayos al finalizar del mismo.
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Estos resultados, iniciales, parecen estar apuntando que aunque tanto el
HTCHwH20 como los HPTCH favorecen al enraizamiento y al desarrollo de la
plantula, en comparacion con las plantulas tratadas con agua (control). Si bien,
el tratamiento con el HTCHn2o favorece el desarrollo de las raices, el
tratamiento con los HPTCHs favorece el engrosamiento de las raices y el
desarrollo de vellosidades, estando favorecido el desarrollo de vellosidades en
las plantulas crecidas en medios tratados con HPTCH obtenidos por hidrdlisis
simple (predominio de péptidos y oligopéptidos), mientras que el tratamiento
con HPTCHs obtenidos por hidroélisis secuencial (predominio de aminoéacidos
libres, dipéptidos y tripéptidos) parece favorecer el engrosamiento.

Asi pues, podriamos concluir que el HTCHu2o presenta importantes
propiedades para su uso como biofertilizante, un uso racional indicaria que
probablemente diferentes mezclas entre el HTCHn20 y los HPTCHs y entre
HPTCH simples y secuenciales, asi como un uso temporal diferenciado

(enraizamiento, desarrollo, floracion, etc.) podria conducir a mejores resultados.

4.6.2 Uso del LE como biofertilizante (Valorizacion del LE)

El LE, subproducto generado en el procesamiento del champifion para
conservas, debido al procedimiento de obtencidn cabia esperar que tuviera una
composicién semejante a la del extracto acuoso de la HTCH (HTCHw20) y por
tanto también podria utilizarse como biofertilizante. Por ello procedimos a
repetir el estudio de enraizamiento y germinacion con este subproducto en tubos

de agar.
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-  Germinacion de las Semillas con LE

En la Figura R.27 se muestra el porcentaje de semillas germinadas, que
representd el 94%, valor muy semejante al obtenido con el HTCHuH2o Y los
HPTCH.

= Germinadas

\ / = No germinadas

Figura R.27 Porcentaje de germinacion en el ensayo con LE.

En este ensayo todas las semillas brotaron al sexto dia, como se observa en
la Figura R.28, y como en los casos del LE1X al 5% y del LE10X al 1y 5% se
observa la presencia del tallo.
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Figura R.28 Tiempo necesario para la germinacion y desarrollo de la planta en

el dia seis. (Las barras color cafes representan el numero de semillas que han germinado al
sexto dia y las barras de color verde corresponden al numero de semillas germinadas con

presencia de un pequefio tallo.)
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Los ensayos de germinacion se llevaron a cabo durante 18 dias donde ya se

logro obtener plantulas con un tamafio adecuado.

En este ensayo los mejores resultados se obtuvieron del LE1X preparado al
5y al 10% obteniendo una raiz con gran nimero de vellosidades y de mayor
tamano, al igual que el tallo. En el caso del LE las concentraciones elevadas y el
exceso de este sustrato provoca que la raiz se atrofie e impida el desarrollo
normal de la planta como se puede observar en la Figura-R.29 (LE10X 10%).

Una vez realizados estos ensayos de germinacion se puede concluir que el
LE al igual que los hidrolizados de la HTCH pueden ser utilizados como
biofertilizantes. Pero al hacer la comparacién entre estos dos, observamos que el
LE preparado a concentraciones entre 5y 10% es la mejor opcion debido a que
requiere de menos procesos y por lo tanto el costo es menor. Luego, teniendo en
cuenta que estamos trabajando con un subproducto, esta seria una buena manera
para su valorizacién, produciendo un producto de alto valor afiadido, y

contribuyendo al mantenimiento del medioambiente.
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LE1X 1% LE 1X 5% LE 1X 10%

CONTROL

LE 10X 1% LE 10X 5% LE 10X 10%

Figura R.29 Plantulas obtenidas al finalizar el ensayo con LE preparados a
distintas concentraciones.

Con el fin de obtener méas informacion y analizar su comportamiento en
suelo, pasamos al estudio en macetas con tierra, que una vez sembradas con las
semillas, una por maceta, fueron regadas con cada uno de los preparados de LE

anteriormente ensayados.

El ensayo se llevo a cabo durante 30 dias, lograndose obtener plantulas con
desarrollo de hojas. Al finalizar el ensayo se obtuvo un 45% de semillas que
Ilegaron a germinar formando plantulas desarrolladas. Como se puede observar
en la Figura-R.30 en cuanto al nimero de semillas ensayadas que fueron 5 en
cada caso, solamente germiné en el blanco y en el LE10X 1% 1 semilla durante

este periodo, y en el caso del LE1X 5% llegaron a germinar 4 de 5.
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LE 1X 10% LE 10X 1%

Figura R.30 Ensayo de germinacion de semillas de pimiento tratadas con LE, a
distintas concentraciones, en tierra en el dia 30.

Como se puede observar en la Figura-R.31 al analizar las pléantulas
obtenidas al finalizar el ensayo, las plantulas crecidas en tierra suplementada
con LE a diferentes concentraciones muestran claramente un mayor desarrollo,
tanto a nivel de raiz como de tallo e incluso folia. Estos resultados también
muestran que los mejores resultados se logran cuando las plantulas son tratadas
con LE1X al 5%, ya que es donde muestran un mayor desarrollo.en cuanto a la
raiz y al tallo sin presentar ningln tipo de anomalia. Esto desde un punto de
vista practico es de un gran interés ya que no precisa de tratamieno alguno de
concentracion, lo que abarata el procedimiento. Si bien un cierto grado de
concentracion si seria necesario ya que de esta manera se conserva mejor y
ocuparia menos sitio, lo que para su almacenaje es fundamental; y a la hora de

usarlo simplemente habria que diluirlo.
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CONTROL LE1X 10% LE 10X 1%
LE1IX 5%

Figura R.31 Plantulas obtenidas en el dia 30 al finalizar el ensayo mediante el tratamiento con LE a distintas
concentraciones.
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5. CONCLUSIONES

X/
°e

X/

X/

X/

Se han disefiado dos procesos biotecnoldgicos, basados en el uso de
enzimas, encaminados a la valorizacion de subproductos derivados de la
industria agroalimentaria. Logrando obtener un proceso eficiente y
rentable que permite la obtencion de productos de alto valor afiadido.

Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos
provenientes de los subproductos del champifion con actividades
bioldgicas y funcionales aplicables tanto como nutraceuticals como en la

industria alimentaria como preservantes.

Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la
harina de tallos de champifién con actividad antioxidante, potencialmente
utilizables en el tratamiento y prevencion de enfermedades cronicas que

cursan con estrés oxidativo.

Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la
harina de tallos de champifion con una actividad antidiabética media,

potencialmente utilizable en la prevencion de la diabetes.

Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la
harina de tallos de champifién con actividad antitirosinasa, potencialmente
utilizables en el retardo del deterioro por oxidacién del champifion y otros

alimentos, lo que favorece el alargamiento de la vida media del producto.

Se ha estudiado la aplicacion de diferentes hidrolizados proteicos de la harina de

tallos de champifion como biofertilizante, constatando su efectividad tanto en el

enraizamiento como en el desarrollo del tallo y folial.
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Anexo 3:
TINCION CON PLATA COMPATIBLE CON MS

Recomendamos preparar 250 ml de cada solucién utilizando reactivos de alta calidad, libre de

queratinas y contaminantes. Utilizar guantes y recipientes limpios.

1- FIACION

50% metanol, 5% acido acético durante 15 minutos.

2-SENSIBILIZACION

30 % metanol, 7 % acetato de sodio, 0,02 % tiosulfato de sodio durante 5 minutos.

3-TENIDO

0,1 % nitrato de plata durante 20 minutos

4-LAVADOS

3 lavados de 1 minuto con agua miliQ.

5-REVELADO
2 % carbonato de sodio, 0,05 % formalina (formaldehido al 35%). Agitar 20-30 segundos (se
pone amarilla la solucidn) y cambiar por solucion fresca. Repetir hasta lograr el grado de

tincion deseado.

6-FINALIZACION

1,5 % EDTA en agua miliQ o se puede utilizar una solucién 5 % acido acético en agua.

7-LAVADOS

3 lavados de 1 minuto con agua miliQ
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Anexo 4:
Composicidn de los geles discontinuos de poliacrilamida.

1. Gel de Separacién o corrido 12%

Acrilamida 30% 6 mL
Bis-acrilamida 1% 2,37 mL
Tampon de Separacion 4X (pH 8,8) 3,81 mL
H20 2,82 mL
TEMED 30 pL
APS (Persulfato aménico 50% p/v) 30 uL
Volumen final 15 mL

2. Gel de concentracion o empaque 5%

Solucion A (Acrilamida 30%-

Bisacrilamida 1%) 1.67mL
Solucién C (Tampodn de empaque 4x pH

1mL
6,8)
H20 7,33 mL
TEMED 25 uL
APS (Persulfato amonico 50% p/v) 40 uL
Volumen final 10 mL
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Anexo 5: PAGE-SDS

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE ACRLAMIDA
EN TRIS-GLICINA

SOLUCIONES

Soluciones stock

1. Tris-HCI 100 mM (pH 6,8):

Tris 1,211 g
H20 80 mL
Ajustar el pH a 6,8

H20 csp 100 mL
2. SDS 10% (p/v):

SDS 10g
H>O csp 100 mL
3. Azul de Bromofenol 0,5% (p/v):
Azul de Bromofenol 0,259
H20 50 mL

Soluciones de trabajo

1. Acrilamida 30% (p/v):

Acrilamida 30g
H20 100 mL

2. Bis-acrilamida 1% (p/v):
Bis-acrilamida 059
H20 50 mL

3. Running buffer 4X:

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 369

H20 150 mL

Ajustar pH 8,8

0,4% SDS 8 mL de SDS al 10%
Revisar pH

H20 csp 200 mL
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4. Solucién A (Solucién stock de acrilamida, T= 30%, C= 2,7%)

Acrilamida 29,2 g
Bis-acrilamida 084
H20 csp 100 mL

Durante la preparacion de esta solucion trabajar siempre con guantes y en
campana. (Acrilamida es Neurotdxica)

5. Stacking buffer 4X (Solucion C):

0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 6,059

H20 50 mL

Ajustar pH 6,8

0,4% SDS 4 mL de SDS al 10%
Revisar pH

H20 csp 100 mL

6. Tampodn de electroforesis 1X:

Tris-HCI 25mM 390

Glicina 190mM 14,258 g

SDS 0,1% 10 mL de SDS al 10%
H20 900 mL

Ajustar pH a 8,4 con HCI gota a gota

H20 csp 100 mL

Estable a temperatura ambiente varias semanas. Preferible preparar cada
semana.

7. Tampdn de muestra 4X (de carga, de disociacidén, Mixer):

0,02M Tris-HCI pH 6,8 2 mL de Tris-HCI 100mM
20% B-mercaptoetanol 2 mL

4,6% SDS 0,46 ¢

40% glicerol 4 mL de glicerol al 99%
0,01% azul de Bromofenol 0,3 mL de AdB al 0,5% (p/v)
H20 csp 10 mL

Hacer alicuotas y guardar a -20 °C
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Anexo 6: XI1l EUCHIS & VIII SIAQ

PREPARATION OF FUNGAL CHITIN FROM AGROINDUSTRIAL BY-
PRODUCTS: APLICATION TO EDIBLE MUSHROOMS (Agaricus bisporus) BY-
PRODUCTS.

Alberto Renato Inca Torres, Anabell Del Rocio Urbina Salazar, Gonzalo Falcén
Garcia, Pilar Carbonero Aguilar, and Juan Bautista Palomas.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Farmacia, Universidad
de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain.
The use of chitin-oligosaccharides for use as potential elicitors requires abundant chitin
rich materials, readily available and cheap (1). For this purpose, the production of enriched
chitin fractions from by-products of the edible mushroom processing industry are of great

interest if appropriated procedures were developed (2).

Traditional methods for the commercial preparation of chitin involve alternate
hydrochloric acid and alkali treatment, followed by a bleaching stage with chemical
reagents to obtain a colorless product. These processes are highly contaminant. Therefore,
the developments of environmental friendly processes are of high interest. In this work we
report on preliminary results obtained with an enzymatic procedure, environmental
friendly, based on the use on proteases and glucanases that lead to fungal chitin fraction

with a chitin concentration > 80+2%.

References

(1). Gianfranco Romanazzi, Simona Marianna Sanzani, Yang Bi, Shiping Tian, Porfirio Gutiérrez Martinez, Noam Alkan,
(2016). Induced resistance to control postharvest decay of fruit and vegetables. Postharvest Biology and
Technology, 122, 82-94

(2). K.S. Matsumoto, R.G. Guevara-Gonzalez, I. Torres-Pacheco, (2006). Fungal chitinases. Advances in Agricultural and
Food Biotechnology, pp. 289-304
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Anexo 7: IV Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia

“In vitro” study of mushroom ergothioneine enriched aqueous extracts (M-ERG-
EAE) against oxygen activated substances.

Alberto Renato Inca-Torres'?, Anabell Del Rocio Urbina-Salazar'?, Gonzalo Falcon-
Garcial, Olga Cremades de Molina!, and Juan Bautista®.

! Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor
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Ergothioneine (ERG), 2-mercapto-L-histidine betaine, is a dietary component
acting as antioxidant and cytoprotectant. ERG scavenges hydrogen peroxide (H.0,),
superoxide anion (*O2"), singlet oxygen (*Oy), lipid peroxides, hydroxyl radical (*OH) and
nitric oxide (NO) derivatives (1). ERG exhibits potential applications as a food additive
and as an antioxidant for the treatment and/or prevention of oxidative stress related
diseases (2).

Commercial ERG are mainly synthetic, however natural ERG is preferred by consumers.
In this work we present a natural product enriched in natural ERG in the form of extract,
M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus bisporus) using enzymes and
membrane technology (MAE) (3). This product can be incorporated in solid or liquid foods
or used as a component of cosmetic creams such as sunscreen creams.

“In vitro” studies show that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenged the superoxide
anion radical ("O2) and singlet oxygen (*O), preventing the formation of the high
dangerous radical *OH and preventing the damage in biomolecules, mainly proteins,
nucleic acids and lipids.

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenged "Oy
and 'Oy, reducing the formation of the high dangerous radical *OH mainly in presence of
transition metals such as Fe?* and Cu*.
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Anexo 8: 111 JORNADAS DOCTORALES DE FARMACIA

REVALORIZACION DE LOS SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA DE
HONGOS Y SETAS COMESTIBLES. Aplicacion a la obtencion del antioxidante
natural Ergotioneina y de Biofertilizantes ricos en aminoacidos y oligopéptidos.
Alberto Renato Inca-Torres
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

Introduccion

La produccién de setas comestible en Espafia, destinadas al consumo en fresco o en forma
de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la produccién mundial, estimada para el afio
2017 en 10.317.092 Tm (1). Este gran volumen de producto genera entre el 25y el 30% de
sub-productos, constituido fundamentalmente por tallos y setas no comercializables, que o
no se usan o mal usan. Sin embargo, debido a su composicion, podrian ser materia prima
para la obtencién de diversos productos de alto valor afiadido, utilizables en la industria
quimico-farmacéutica, alimentaria, cosmética o en la moderna agronomia. Este sub-
producto es rico en proteinas (23-32%, p.s.), carbohidratos (65-72%, p.s.) y en diversas
sustancias beneficiosas para la salud (ergotioneina, ergosterol —precursor de la vitamina-
D2- (2,3).

Para este fin, en el presente trabajo se describe un proceso biotecnoldgico basado en el uso
de enzimas para la obtencién de: i) hidrolizados proteicos potencialmente utilizables en
agronomia y en cosmética; ii) productos nutracéuticos enriquecidos en ergotioneina
(antioxidante), potencialmente utilizables en la industria médico-farmacéutica y cosmética;
iii) nano-quitina utilizable en la industria quimico-farmacéutica.

Objetivos

1. Disefio de procesos biotecnolégicos para la produccion y obtencién de compuestos de
interés industrial, médico-farmacéutico, cosmético y agronémico a partir de subproductos
de la industria de hongos y setas comestibles. 2. Obtencion de hidrolizados proteicos
potencialmente utilizables en agronomia y en cosmética. 3. Obtencién de productos
nutracéuticos enriquecidos en ergotioneina (antioxidante). 4. Obtencion de nano-quitina.

Material y Métodos

Preparacion de harina de tallos de champifion (HTCH): Secado en tdnel de aire
caliente (50°C) y molienda en un molino de cuchillas, con un tamiz de 0,5 mm.
Preparacion de extractos brutos: Los extractos brutos se han preparado mediante
hidrdlisis enzimaticas en un PH-stat con control de pH, temperatura y agitacion, utilizando
una relacion E/S de 0,3%. Los diferentes extractos enriquecidos en un compuesto en
particular se han llevado a cabo mediante fraccionamiento por ultrafiltracion o
cromatogréficos en batch. Técnicas analiticas: La composicion de los distintos extractos y
producto se ha llevado a cabo por los procedimientos clasicos de la AOAC. La
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ergotioneina se ha determinado por HPLC, el ergosterol por HPCL-MS, el aminograma se
ha obtenido en un autoanalizador (Beckmann, USA), etc.

Resultados y Discusion

La HTCH al 10% resuspendida en tampon fosfato pH 8,5 se ha hidrolizado en un pH-stat
con cuatro proteasas: Alcalasa, Neutrasa, Papaina, L-450, obteniéndose los
correspondientes hidrolizados, que debido a su composicion aminoacidica y peptidica
constituye un producto utilizable como biofertilizante, que favorece tanto el desarrollo
radicular como de las vellosidades de las mismas. Los mejores resultados se han obtenido
con la proteasa L-450.

El enriquecimiento de los hidrolizados proteicos y del extracto acuoso en ergotioneina
proporciona un producto (nutracéutico) potencialmente aplicable en el tratamiento de
diversas patologias y en cosmeética.

Bibliografia
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and Arturo Pardo-Giménez, Wiley Online Library.

(2) Cremades et al., (2015). Food Bioscience 10:42-47.

(3) Bishop et al., (2015). Phytochemistry 114:56-65.

205



Anexo 9:

USRSy Innovation in Pharmacy:

Innovations §

Advances and Perspectives.

in Pharmacy
ADVANCES & PERSPECTIVES .

1st Global Congress of Pharmacy Faculties. September 24-28th, Salamanca, Spain
2018

Preparation of Nanochitin from Crawfish (Procambarus clarkii) by-products.

Alberto Renato INCA-TORRES***, Anabell del Rocio URBINA-SALAZAR?P, and Juan
BAUTISTA?.
@ Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor
Garcia Gonzalez n°2, 41012 Sevilla, Spain, jdbaut@us.es
bEscuela Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Panamericana Sur km
1 1/2, Riobamba, Ecuador, jannethjara@hotmail.com

Abstract:
Nanochitin fibers (NChC) were prepared from crawfish chitin (Procambarus

clakii) by-products. Raw chitin has been obtained by two different processes: Process A
consists of a first deproteinization with a protease treatments, followed by a
demineralization in situ by lactic acid fermentation (1) and a second deproteinization by
alkaline treatment; Process B consists of acid demineralization step, followed by an
enzymatic treatment with proteases and a final alkaline treatment. The concentration of
raw crab chitin obtained from Process-A and -B determined as N-acetyl-glucosamine is 85
+ 1.8% and 83 + 2.3%, being a chitin of good quality, similar to that commercially
available for food and medical uses. Subsequently, the preparation of chitin nanofibers
were carried out disintegrating the chitin aggregates by a milling process. After a treatment
cycle with a wet-type grinder, the chitin suspension formed a gel; disintegration was
achieved due to a high surface-to-volume ratio. Obtaining highly uniform chitin fibers with
a width of approximately 10 nm which still maintained their original chemical and
crystalline structures (2,3). The obtained product can be used for industrial applications in
pharmacy, cosmetic, agriculture and wastewater treatments.

Graphical abstract
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Anexo 10: X1 EUCHIS & VIII SIAQ

Production of chitinases by submerged fermentation in media formulated with
colloidal chitin of fungi.

Anabell Del Rocio Urbina Salazar, Alberto Renato Inca Torres, Pilar Carbonero
Aguilar, Gonzalo Falcdén Garcia and Juan D. Bautista.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Farmacia, Universidad
de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain.

ABSTRACT

Production of chitinases is essential for obtaining chitin-oligosaccharides with potential
use as elicitors in biocontrol (1). Chitinase production by Bacillus licheniformis grown in
different culture medium formulated with powder chitin (pCH), colloidal chitin (cCH and
fungal chitin (fCH) as the main carbon source was studied. The growth of this
microorganism produced higher chitinase activity in a medium formulated with fungal
(Agaricus bisporus) chitin (fCH) than in the other culture media (2). Bacillus licheniformis
shows the highest chitinase productivity after 8 days of growth with a productivity of 81.25
mU/L/day. Chitinase production, under these conditions, was studied by electrophoretic
methods, in which two bands with molecular mass around 90 and 74 kDa are detected.
These results show that the culture of B. licheniformis in a medium formulated with fCH, a
cheap and abundant fermentation medium, could be a good procedure for the regular
production of glycosidases, particularly chitinases at practical and/or industrial scale.
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Mushroom ergothioneine enriched aqueous extracts (M-ERG-EAE) suppress TNF-a.
and MMP-1 expression in UV-irradiated human dermal fibroblasts.
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Aguilar?, Olga Cremades de Molina!, Juan Bautista®.
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Ergothioneine (ERG), is a dietary antioxidant that scavenges hydrogen peroxide
(H20,), superoxide anion (¢O;"), singlet oxygen (*O2), hydroxyl radical (*OH) and nitric
oxide (NO) derivatives [1]. ERG exhibits potential applications as a food additive and as
an antioxidant for the treatment and/or prevention of oxidative stress related diseases [2].
Natural ERG is preferred by consumers rather than the synthetic.

In this work we study the nature of the antioxidant activity and investigate the
effect of M-ERG-EAE, a natural product enriched in natural ERG in the form of extract,
M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus bisporus) [3], on UV-
induced cellular response.

In cultured fibroblasts, M-ERG-EAE suppressed TNF-a upregulation by UV-B
radiation. In addition, in fibroblasts exposed to UV-A, M-ERG-EAE suppressed the
expression of matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) protein by nearly 50% and reduced
MMP-1 mRNA expression.

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenges
reactive oxygen species generated by both type-l1 and type-ll photosensitizacion and
suppressed both TNF-a expression and MMP-1 at their translational level. M-ERG-EAE
may reduce skin antiaging effects after UV irradiation by the scavenging of ‘O, and 1O,
and reducing signals for protease and inflammatory activity.
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Preparation of Fungal-Nano chitin crystals: Aplication to Mushroom (Agaricus
bisporus) by-products.
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Abstract:
Chitin is a crystalline polysaccharide of high molecular weight, found in

crustacean shells, insect cuticles and in yeast, green algae and cell walls of fungi. It occurs
as a highly-organized micro- and nano-fibril structure [1]. Transformation of micro-fibrils
in nano-crystals can be achieved dissolving the amorphous regions followed by acidic
breaking [2,3]. Functionalized fungal-chitin nanocristals (FChNC) can be used in the
medical-pharmaceutical and food industry do to it antifungal activity [4].

In this work we report on FChNC preparation using fungal chitin (Agaricus
bisporus) as raw material, obtained by a sequential process based on the use of proteases,
glucanases [5]. The concentration of raw fungal chitin obtained by this process, determined
as N-acetyl-glucosamine, is 83 +1.8%, being a chitin of good quality, similar to that
commercially available for food and medical uses. Preparation of fungal nano-chitin fibres
(FNChF) was obtained disintegrating chitin aggregates in a wet-type grinder, generating
chitin gel-suspension. Disintegration was achieved due to a high surface-to-volume ratio.
Obtained uniform chitin fibers with a width of approximately 10 nm which still maintained
their original chemical and crystalline structures [6]. These fibrils form highly crystalline
regions and disordered (amorphous) regions that can be turned in nanocrystals via top-
down methods such as acid hydrolyses by dissolving the amorphous regions [2,3].
Functionalization of FNChC allows it uses in different composites with medico-
pharmaceutical and food uses.
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USE OF CRAYFISH (Procambarus clarkii) CHITIN AS CARBON SOURCE FOR
THE PRODUCTION OF CHITINASES BY SUBMERGED FERMENTATION

Pilar Carbonero Aguilar, Gonzalo Falcén Garcia, Anabell Urbina Salazar, Alberto
Inca Torres and Juan Bautista

There is an increasing interest in chitinases for it uses in biocontrol and control of
plagues, so as for the production of chitino-oligosaccharides (elicitors) (1). But an effective
practical uses required a viable production of this enzymes. For that purpose it is necessary
to have an abundant, easily acquired, seasonally independent and cheap fermentation
media, obtained by environmentally friendly processes. Such a fermentation media can be
obtained from crayfish (Procambarus clarkii) sub-products by treatment with enzymatic
and chemical procedures which originate chitin enriched fraction. These chitin enriched
fraction can be used as carbon sources and as an inductor for chitinases production by
fermentation procedures, using defined media culture (Mesia-1, -Il, -1l and —IV)
inoculated with a genetically modified Bacillus licheniformis (2).

Production of chitinase was studied in the theses medias: Media-I: Coloidal Chitin
(positive control); Media-11: P. clarkii-Chitin (65.3£2,7 %); Media-Ill: P. clarkii-Chitin
(7843,2 %) and Media-IV: P. clarkii-Chitin (23.1£1.03. %). Our results show that the
production of chitinase activity is higher than that observed with colloidal chitin (prepared
from commercial chitin, and used as positive control). Chitinase productivity after 7 days
of growth was of 73.25 mU/L/day. Secretion of chitinase to culture medium was studied
by electrophoretic methods, and two bands with molecular mass around 91 and 75 kDa
were detected. These results show that the growth of B. licheniformis in a medium
formulated with P. clarrkii-Chitin, could be a good procedure for the regular production of
chitinases.

References
(1). S. Das, D. Roy, R. Sen., (2016). Utilization of Chitinaceous Wastes for the Production of Chitinase. Advances in Food
and Nutrition Research. VVolume 78, pp. 2746
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Production of Crawfish (Procambarus clarkii) enriched fractions by enzymatic
procedures for fermentation uses and chitin-oligosaccharides.

Falcon-Garcia G., Carbonero-Aguilar P., Inca-Torres A.R., Urbina-Salazar A.R.,
and Bautista J.

Currently, chitin, chitosan, and their derivatives are widely used in chemistry,
medicine, pharmacy, cosmetics, food technology, water treatment, etc. [1,2].

A prerequisite to increase the use of chitin is the development of environmental
friendly manufacturing processes, or the development of profitable processes to recover
chitin and other products such as proteins, protein-hydrolyzates and pigments, if
crustacean-processing waste products are used as starting material [3]. Traditional methods
for the commercial preparation of chitin from crustacean shell (exoskeleton) involve
alternate hydrochloric acid and alkali treatment stages to remove calcium carbonate and
proteins, respectively, followed by a bleaching stage with chemical reagents to obtain a
colourless product. These processes are highly contaminant [2].

Therefore, the development of environmental friendly processes is of high interest.

The in-situ production of lactic acid at low cost from agroindustrial by-products,
and protease treatment could contribute to the development of this type of processes for the
recovery of chitin.

In this work, we report on the in-situ production of lactic acid using crayfish meal
supplemented with brewer’s grains soluble as fermentation media, for the demineralization
of crayfish exoskeleton followed by protease treatment as deproteinization step.

(1) Fatma Gassara, Candice Antzak, Chandran Matheyambath Ajila, Saurabh Jyoti Sarma, Satinder Kaur Brar, M. Verma.
Chitin and chitosan as natural flocculants for beer clarification Journal of Food Engineering 166 (2015), 80-85

(2) Imen Hamed , Fatih Ozogul, Joe M. Regenstein. Industrial applications of crustacean by-products (chitin, chitosan, and
chitooligosaccharides): A review. Trends in Food Science & Technology 48, (2016), 40-50

(3) J. Bautista*, M. Jover, J.F. Gutierrez, R. Corpas, O. Cremades, E. Fontiveros , F. Iglesias, J. Vega.Preparation of crayfish
chitin by in situ lactic acid production, Process Biochemistry 37 (2001) 229-234
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OBTAINING A SOIL BIOSTIMULANT FROM SEWAGE SLUDGE: EFFECT ON
SOIL BIOCHEMISTRY

Bruno RODRIGUEZ-MORGADO* (bromo@us.es); Pablo CABALLERO JIMENEZ;
Alberto Renato INCA TORRES; Anabell URBINA SALAZAR; Juan PARRADO
RUBIO*, Dept. Biochemistry and Molecular Biology, University of Seville, Spain; Manuel
TEJADA MORAL, Dept. Crystallography, Mineralogy and Agricultural Chemistry,
University of Seville, Spain

Sewage sludge is a byproduct of wastewater treatment plants. These sludges present a
serious problem because current management consists mainly in composting, a process
that requires large amounts of space and time, resulting in a final product with low added-
value. In order to promote a more dynamic use of sewage sludge while increasing their
added-value, we implemented a fermentative technology using Bacillus licheniformis, a
microorganism widely used in industry, that excreted different hydrolytic enzymes, which
together with the Bacillus itself have a great potential in soil applications. We studied both
the production of various enzymes associated with geochemical cycles, such as proteases,
cellulases, lipases, etc., and the total production of extracellular proteins by proteomic
analysis thereof. Finally, we have applied these fermented products as edafic
biostimulants, evaluating its effect on the biochemical properties of soil, mainly in
enzymatic activities related to microbiota, such as dehydrogenase, phosphatase and

glucosidase.
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Hydrolytic enzymes production by Bacillus licheniformis growth on
fermentation media formulated with sewage sludge
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In this work, the production of hydrolytic enzymes by Bocillus licheniformis growmn in media formulated with
sewage sludge as the main carbon and nitrogen source with induction by keratins has been studied. The three
main types of enzymes of industrial interest produced were proteases, lipases and cellulases. The addition of an
inductor, keratin in our case, improves the production of these enzymes to reach a productivity of 16.89 mU/mlL-
day, (.25 mU/mL-day, and 0.51 mU/mL-day for proteases, lipases and cellulases, respectively. The secretion of
proteins and enzymes into the fermentation media was studied by electrophoretic and proteomic methods, which
revealed the pr ce of pr es, lip » and cellulases in the fermentation media, among other excreted
proteins, Our results show that the growth of B. licheniformis in fermentation media formulated with sewage
sludge as the main carbon and nitrogen sources, supplemented with keratin from feather meal as an inductor
could be used for the industrial production of these enzymes, particularly of proteases.

Keywords: Hydrofgtic enzymes; Sociilus ichaniformis; sewsge sludge: proteases; lpases; oellulases.

Abbreviations: GRAS: generally regarded as safe; CDDGs: com dried distillers grains with solubles; TCA: trichioroacetic aod; DMS: dinitrasalicgic
acid; EA: enzymistic activity; p-NFS: prritrophenyHg-glucopyrancside; MUE: Modified Universal Buffer: CB8: Coomassie Briliant Blse.
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Introduction enzymes inm agricultural and environmental
applications has experienced a significant
Industrial application of enzymes began in the increase, mainly due to the development of new
mid-sixteen centuries, although its stable production methods using cheap culture media
implementation was not achieved until the mid- derived from agricultural products and urban
twenty centuries, between 1950-1960 [1]. The residues [3].
main industrial applications of enzymes are in
the production of food, textiles and detergents, Most industrial enzymes are bacterial enzymes,
representing approximately 90%: of the market although fungal enzymes hawve lately become
volume. Other applications, such as organic increasingly important, both quantitatively and
synthesis, medical and pharmaceutical qualitatively. Bacterial enzymes produced by the
applications, agronomic uses, etc., are much less genus Bacillus are of spedal interest for both
used [2]. However, recently, the application of research and industrial applications due to the
14
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high rate of growth of these bacteria and their
ability to secrete a high volume of enzymes into
culture medium (20-25 gfl) [4]. In addition,
these microorganisms are “generally regarded as
safe” [GRAS). The Bacilius strains considered of
industrial interest are the species B. licheniformis
and B. subtilis.

Orne of the major bottlenecks for the industrial
application of enzymes is the high production
cost, while the cultivation medium may
represent 30-40% of total production costs [5].
This has produced pgreat interest in the
development of efficient and cheap cultivation
media. Among the media developed to address
this issue, those derived from agroindustrial
byproducts (whey, brewers grains, rice bran,
defatted sunflower flour, and com dried
distillers grains with solubles (CDDGs)) and urban
wastes (water and sewage sludge) are two types
of promising substrates [E]. In addition to the
economic benefit associated with the use of
agroindustrial byproducts and urban waste,
another important advantage is the resulting
contribution to environment maintenance [7, 8].
In industrialized countries, the high rates of
production of househeld and industrial liquid
waste results in a high polluting effect [9, 10].
The treatment of these wastes in depuration
plants generates two main products: purified
water and sewage sludge. While the purification
of water has received great attention, much less
attention has been devoted to the management
of sewage sludge, which is a dangerous source of
environmental pollution if not treated properly.
However, it has recently been shown that
sewage sludge, when adequately processed,
may serve as a useful substrate in the treatment
and regeneration of soil andfor as an
inexpensive cultivation media for the production
of microorganisms and enzymes [11]. Sewage
sludge is one of the most abundant and
inexpensive substrates available for the culture
of microorganisms and has practically zero cost.

Sewage sludge may be processed to modify
andfor adjust its physical, chemical, and
biological properties to yield acceptable material
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for use as fertilizer andfor culture medium for
the production of substances of high added
value [12, 13]. Currently, sewapge sludge is
transformed mainly into bio-fertilizer, while only
a small portion is used for the production of high
value-added products such as enzymes. The goal
of this work was to study the use of sludge from
water treatment plants as a cultivation medium
for the production of hydrolytic enzymes
{proteases, cellulases, lipases, acid phosphatase,
and B-glucosidase) using Bacillus lichenifarmis.

Materials and methods

Microorganisms

Bacillus licheniformis strain 21415 provided by
the American Type Culture Collection [ATCC)
{Manassas, VA, USA) was wused for the
production of enzymes in this study. The bacteria
were stored frozen at -80°C and refreshed in LB
medium {10 g/L peptone, 5 gfL yeast extract, and
10 gfL MaCl, adjusted to pH 7) 24 h before
inoculation. Briefly, after thawing at 4°C
overnight, 2 mL of bacteria was inoculated into a
flask containing 30 mL of LB medium at pH 7 and
37°C, and then grown until the transmittance at
620 nm reached 20

Substrates:  Sludge  samples, medium
compaosition, and fermentation

Sludge samples were provided by the
experimental treatment plant of Camrion de los
Céspedes  (Sevilla, Spain) of the CENTA
Foundation. Thickened sludge with a humidity of
90+15% was used both alone and in the
preparation of cultivation medium (table 1).
Culture medium was sterilized at 121°C for 30
min prior to inoculation to eliminate pre-existing
sludge bacteria. Six hundred mL sterile media
was inoculated with 20 mL inoculums and grown
over 14 days at 37°C with constant agitation (150
rpm). During growth, 10 mL samples were taken
each day and stored at -80°C until use for
measurement of biomass and enzymatic
activities, including protease, cellulase, lipase,
add phosphatase, and B- glucosidase.
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Table 1. Compositions of cutbure media formulations.
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Sample preparation

Samples were thawed at 4°C and either used
directly for biomass determination or
centrifuged at 12,000 = g for 20 min to obtain the
supernatant used for enzyme activity assays.

(1) Determination of biomass.

Biomass was determined indirectly by measuring
the protein contemt of samples at different
growth times using the Bradford method [14].
Biomass concentration was determined in
pe/mL by interpolation from a standard curve
plotting biomass (ug/ml) against protein
concentration [ugfmL) (Figure 1).

(2) Enzymatic assays
The supernatant cbtained after centrifugation
was used for determination of enzyme activities.

Protease activity assay

The total extracellular protease activity was
determined following the method described by
Beynon and Bond [15]. Briefly, 250 ulL of the
sample was mixed with 250 pl of a reaction
mixture containing 0.1 g azocasein and 0.2 mlL of
ethanol dissolved in 4.8 mL of 0.1 M phosphate
buffer at pH 7. Samples were then incubated for
10 min at 40°C. The reaction was then
terminated by adding 2.5 mL of 5% (w/fv) TCA
solution. The reaction mixture was centrifuged
at 10,000 = g for 2 min. The absorbance of the
supernatant at 440 nm was measured. One unit
of proteclytic activity was defined as the amount
of enzyme required to produce an increase in
optical density of 0.001.

Cellulase activity assay

The total cellulase activity was determined by
the method described by Galindo [16], modified
for application to cellulolytic enzymes. Briefly,
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250 ul of a 2%: soluble microcrystalline cellulose
{Avicel PH-101, Sigma- Aldrich, Barcelona, Spain)
solution in 0.1 M acetate buffer (pH 5) was
incubated with 250 pL of the sample for 2 hours
at 37°C. The reaction was stopped by adding 1
mL of DMNS reagent, and the mixture was heated
to 95°C for 10 min. The reaction mixture was
then cooled to room temperature and the
absorbance at 575 nm was measursed. A
standard curve was obtained wsing glucose for
used in the calculation of cellulase activity. One
unit of cellulase activity was defined as the
amount of enzyme requirad to liberate 1 mg/mL
of reduced sugars into the test solution.

Lipase activity assay

The total extracellular lipase activity was
determined using a modified version of the
method described by Kilcawdey et al. [17].
Briefly, 1.75 mL of buffer (0.1 M sodium
phosphate pH 7, 0.15 M MNaCl, and 0.5% (v/v)
Triton-X) was mixed with 0.25 mL of sample that
had been previously centrifuged for 30 min at
12,000 = g, along with 20 pL of 50 mM p-
nitrophenol laurate in acetonitrile. This mixture
was then incubated for 30 min at 37°C
Afterward, the mixture was cooled in an ice bath
for 5 min, then centrifuged for 1 min at 9,000 =
g. The supernatant absorbance at 400 nm was
measured. Activity was quantified using the
molar extinction coefficient of p-nitrophenol
{14,800 /M-c) at 400 nm. The activity units
were defined as one unit corresponding to the
release of 1 nmol of p-nitrophenol/min-mg
protein under the test conditions.

8-glucosidase activity assay

The B-glucosidase activity was determined using
the colorimetric method described by Evazi and
Tabatabai [18] with slight modifications. Into 250
L of the sample, 2 mL of modified universal
buffer (MUB, pH &) and 0.5 mL of p-nitrophenyl-
F-glucopyranoside 25 mM (7.53 mg/mL) were
added. The mixture was then incubated at 37°C
for 30 to 60 min. The reaction was stopped by
placing the mixture in an ice bath. Subsequently,
2 mL of 0.5 M NaCH was added and the solution
absorbance at 400 nm was measured. The
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enzymatic activity (EA) was expressed in pmol/g
of sample-min and was calculated by the
following formula:

EA=CxV /T=xG

where C is the concentration of liberated p-
nitrophenyl (mM); V is the sample volume (mL);
T is the incubation time (min); and G is the
sample weight (g). One B-glucosidase unit of
activity was defined as the amount of B-
glucosidase needed to release 1 nmol p-
nitrophenal from p-nitrophenyl-g-
glucopyranoside in 1 min under the spedfied
conditions.

Acid phosphatase activity ossay (APHA)

Acid phosphatase activity was determined by the
method established by Tabatabai and Bremmer
[19] with slight modifications. The procedure
was initiated by creating a mixture containing
250yl of sample, 2 mL of MUB, pH &, and 0.5 mL
of p-nitrophenyl-phosphate 25 mM  [9.28
mg/mL). This mixture was incubated at 37°C for
30-60 min. Afterward, the samples were cooled
i an ice bath to stop the reaction. Then, 2 mL of
0.5M NaCH was added to the sample and the
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solution absorbance at 400 nm was measured.
The EA was expreszed in umaolfg of sample-min
and was calculated by the following formula:

EA=CxV/TxG

where, C is the concentration of liberated p-
nitrophenyl (mM); V is the sample volume (mL);
T is the incubation time (min); and G is the
sample weight [g). One phosphatase unit of
activity was defined as to the amount of acid
phosphatase needed to release 1 nmol p-
nitrophenal from p-nitrophenyl-phosphate in 1
min  under the spedfied conditions.
Spectrophotometric detection of the artificial
maolecule p-nitrophencl manifesting yellow as a
product of acid phosphatase activity was used to
quantify the enzyme activity in these samples.

Protein assay

Protein concentration was quantified by the
method described by Bradford, using bovine
serum albumin as the protein standard [14].

505-PAGE protein profiling

The extracellular protein profile was investigated
by SDS-PAGE anmalysis. After acid-acetone
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precipitation of the supernatant obtained after
fermentation broth centrifugation at 12,000 x g,
the pellet was solubilized in sample preparation
buffer {1 mM Tris—HCl, pH 6.8) containing 5%
[wifv) 505 and 7% (vi'v) B-mercaptoethanaol. The
samples were kept at room temperature for 2 h
and then centrifuged at 12,000 = g for 15 min.
The supernatant was collected and run on 12%:
SDS-PAGE gel in triplicate, with each run
containing 20 pl of supernatant (approximately
50 pg of protein) and 5 pL of loading buffer (0.5
M Tris-HCI, pH 6.8, 50% (v/v) glycerol, 108 (wiv)
SDS, and 5% (v/v) bromophenol blug). The
samples were boiled for 5 min, centrifuged at
10,000 = g for 10 min, and cooled before being
loaded on the gel. Electrophoresis was carried
out at constant intensity (25 mA) using a Tris—
glydne buffer system containing 0.1%: SDS until
the bromophenal front ran off of the gel. After
completion of electrophoresis, the gels were
stained with Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-
250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and/or silver
staining solution (GE Healthcare, Barcelona,
Spain) and digitized on a Gel Doc™ XR + Imaging
system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Zymogram analysis

Proteolytic  activity was detected via
electrophoresis on 12% polyacrylamide gels
prepared with 1% SDS and 0.1% (w)/v) gelatin.
After completion of electrophoresis, the gels
were incubated in 0.05 M Tris—HO buffer (pH
8.0) containing 2% (v,/v) Triton X-100 at 35°C for
1 h, and then again in the same buffer without
detergent at 35°C for 3 h. After CBB staining and
subsequent destaining, proteolytic activity was
determined from the presence of non-stained
zones and bands on the stained background
composad of nondigested gelatin [20].

Proteomics

A proteomics study was carried out according to
the procedure described in Parrado et al. [21].
Briefly, to remove contaminants such as cells and
debris in suspension, the samples were
centrifuged at 12,000 = g for 20 min and the
supernatants were recovered. Then, 10 pl of the
supernatant was treated with 40 pl of methanol

219

18

and vortex mixed for approximately 1 min. 10 pl
of chloroform was added and the mixture was
shaken again for 1 min before 30 plL of Milli-0
water was added and mixed well. The mixture
was centrifuged at 14,000 = g for 5 min and the
supemnatant was removed. 30 pl of methanol
was added to the pellet and the mixture was
vortexed again for 1 min. Samples were
centrifuged at 16000 = g for 5 min. The
supernatant was discarded, and the pellets were
dried by lyophilization. The pellet proteins were
resuspended in Milli-Q water. A total of 30 pg of
resuspended protein was added into 30 pl of 6
M wrea, 200 mM ammonium bicarbonate, 10
mh DTT and allowed to remain at room
temperature for 30 min for protein reduction. 10
pL of 100 mM iocdoacetamide was added to
promote protein alkylation, and the samples
were kept at room temperature in the dark for
30 min. Samples were then dialyzed against
Milli-C water until the urea concentration was
below 0.1 M and subsequently treated with
trypsin (Promega, Madison, W1, USA) in a
protein-to-enzyme ratio of 50:1. Digestion was
carried out at 37°C overnight. The mixture was
then addified with TFA and concentrated using a
Speed C1B8/18 column (Applied Separations,
Allentown, PA, USA). Peptides were eluted in
400 pL of 70% acetonitrile containing 0.1%: TRA.
After the samples were completely dried, they
were resuspended in 15 pl of 5% acetonitrile
containing 0.1% formic acid for use in tandem
liquid chromatography—mass spectrometry (LC—
M5} analysis. LC-MS analysis was performed ina
Surveyor HPLC system in tandem with a Finnigan
LT mass spectrometer (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). A total of 5 plL of
sample was injected into a C18 PepMaplO0-
Precolumn Cartridge (Dionex, Metherlands) for
pre-concentration and washing, then resolved in
a Biobasic C18 75 pum = 10 cm column
{ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Peptides were eluted at a nominal post-split flow
rate of 250 L/min using a 120-min gradient of 5%
acetonitrile with 0.1% formic acid to 40%%:
acetonitrile with 0.1% formic acid. The LTQ mass
spectrometer was run in positive-ion mode using
the nanospray source. The spray voltage was set
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Figure 2. Biomass and protease production by B. Nchamiformis g
at 2 kV, and the capillary temperature was set to
170°C. The samples were scanned in the range of
400-1500 m/z using the full scan mode, and
data-dependent MS5/MS analysis with collision-
induced dissociation (CID) was performed on the
top five ions with dynamic exdusion. The data
was corverted to SEQUEST format (DTA) and
compared against the NCEI database ([version
11/10/2007) wusing an in-house MASCOT
[{Matriosscence, London, UK) search engine with
taxonomy restrictions set to Firmicutes and with
carboximethylated oysteine as a fixed
modification.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using 3PS5
13.0 software (SP55 Inc, Chicago, IL, USA). All
experiments were completed in triplicate, and
the mean of the three data sets is presented for
each experiment. A level of significance of @ <
005 was used to calculate significant

il e § mLimin
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rrown in media formulstions M1, M2, snd M3,

differences. One-way ANCVA analysis revealed
that the results of the triplicate analyses for each
experiment did not differ significantly.

Results and discussion

In an attempt to find an abundant and cheap
cultivation medium for the production of
hydrolytic enzymes using Bocillus Foheniformis,
we present in this work the results obtained
from the use of sewage sludge as the main
fermentation source in the culture of B
licheniformis. As observed in figures 2 to 4,
measurement of the protein  production
indicated that the microorganism grew well,
although the biomass production was not high
{2.76 pg/ml). Biomass estimation was carried
out by protein determination using the Bradford
method. As figure 1 shows, a linear relationship
(A2 = 0.995) between protein concentration and
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dry biomass was observed, from which biomass
concentration can be estimated by interpolation.
Figures 2 to 4 also show hydrolase production by
B. licheniformis grown in media M1, M2, and M3,
spedfically, proteases, lipases, and cellulases.
Among these hydrolases, proteases are of the
highest industrial interest. Proteases (EC 3.4 21-
24 and 99) are industrially useful hydrolytic
enzymes that cleave peptide bonds between
amino acid residues and are the dominant
enzyme in the worldwide market. Two-thirds of
the proteases produced annually are used in the
detergent  industry.  Microbial proteases,
especially from Bocillus species, have
traditionally comprised the predominant portion
of industrial enzymes on the market. The major
application of microbial proteases is in the
formulation of wvarious detergents, which
constitutes a significant share of worldwide
enzyme sales [22]. Many bacteria in the genus
Bocillus excrete large amounts of enzymes into
culture medium. Alkaline serine protease, one of
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the most important enzymes industrially, is
excreted into culture medium by strains of B.
licheniformis or B. pumilus [23]. These alkaline
proteases (ie., subiilisin) operate in a high
alkaline pH range of 8.5-10 and are thus optimal
for use in the formulation of detergents. In
addition to their use in the detergents industry
[24], these alkaline proteases have several other
industrial applications, incuding in  the
production of foods, pharmaceuticals, leathers,
and diagnostic reagents [25]. Proteases are also
used for the bioconversion of chitinous matenals
as a waste-treatment alternative for the disposal
of shellfish wastes [26, 27]. As shown in figure 2,
B. licheniformis produces extracellular proteases
during exponential growth and at the start of the
stationary growth phase [28], after which point
the production decreased. The analysis of the
results obtained in medium M2 {without the
addition of feather meal) and M3 (with added
feather meal) show that the production of
proteases by B. iicheniformis is induced by the
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Figure 4. Eiomass and celiulase pmuu:ﬁm by B .'Jmnn.i‘fﬁrmis prowm in media formulations M1, M2, and 83,

presence of feather meal. In both cases, it was
also observed that the protease production
activity became decreased if the stationary
growth phase was prolonged. Therefore, we
harvestad the fermentation after & days of
growth. The productivity at the point of
harvesting was 16.89 mU,/mL- day in medium M3
and 9.22 mU/mL- day in medium M2. Our results
are in accordance with those previously reported
by other authors [21, 28, 29, 30]. Baracellular
protease producticn in microorganisms is highly
influenced by media components, induding
variations in the carbon/nitrogen ratio, presence
of some easily metabolizable sugars such as
glucose [28, 29), and presence of metal ions [30].
In addition to these factors, several other
properties such as aeration, inoculum density,
pH, temperature, and incubation time were also
found to affect the amount of extracellular
protease produced [31, 32]. Glucose and
peptone were found to be important factors in
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enhanang the formation of alkaline protease,
specifically (figure 2). Protease production is only
of industrial interest if the microorganisms that
produce substantial amounts of extracellular
enzymes can be grown well in an easily prepared
and low-cost medium. The use of sewage sludge
amended with the soluble sugar fraction of
agroindustrial by-products (beer bagasse, sugar
bagasse, rice bran, etc.) as fermentation media,
such as media sample M2 and M3 in this study,
to achieve these reguirements could
substantially improve the industrial production
of proteases (Bautista et al, unpublished
results). The recovery of proteases from
fermentation broth was carried out by
continuous centrifugation of the fermentation
broth on a non-foaming disc centrifuge and
subsequent recovery of the filtrate and
discarding of the cake. The clear filtrate was then
concentrated by ultrafiltration using a 50 kDa
ultrafiltration membrane, and the resulting
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uitraconcentrate was precipitated with the
addition of 80% ethanol. The precipitate was
then liophylized or dried with air at 30-40°C.
Lipases are a group of enzymes of which the
main function is the hydrolysis of triacylglycerol
in a lipid-water interphase. This group of
enzymes is of special interest in many industrial
sectors, such as the detergent industry, food-
industry and chemical and pharmaceutical
industry [33]. B. licheniformis has been described
as a major producer of lipases; therefore, we also
studied the production of lipases by this
microorganism in the media formulated with
sewage sludge used in this work. Figure 3 shows
the production of lipases in the three tested
media formulations. These resuits show that the
addition of feather meal also induced the
production of lipases. This induction could be
attributed to the relatively high fat content of
the feather meal (8.4%). However, in this case an
important difference was observed in lipase
production by B. licheniformis in the two media
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Myosin 201 kDa, 3-Galctozicase 114 kDa, BSA 74 kDa,

trypsin inhiditor 27 kDa, Lysozyme 17 kDa, Aprotinin 6 kDa).

formulations. In medium M2, the production of
lipase was observed from the beginning of
bacteria growth, while in medium M3, the
production increased drastically after 4 days of
growth. In both formulations, the lipase
production level was maintained between days
5-9, after which point the lipase concentration in
the medium decreased sharply, probably due to
the actions of proteases. Therefore, the lipase
productivity at day 8 was used to evaluate lipase
production and was estimated as 0.25 mU/mL-
day (figure 3). The production of enzymes that
degrade cellulosic material, such as cellulases, is
of great impertance in the development of new
biorefinery approaches to produce biofuels and
high value-added products through
fermentation. Therefore, the development of
abundant and cheap sources of cellulose-
degrading enzymes is necessary. For this reason,
we also tested the production of cellulases by B.
licheniformis in media formulated with sewage
sludge. Figure 4 shows the production of
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cellulases by B. licheniformis grown in media
formulations M1, M2, and M3. The production of
cellulase in medium M2 started at the beginning
of bacteria growth, likely due to the presence of
cellulosic materials in the sewage sludge.
Cellulase production reached a maximum after 5
days of bacteria growth, with a productivity of
0.51 mU/mL- day. Surprisingly, the addition of
feather meal also induced the production of
cellulolytic enzymes, although this induction was
less promounced than that seen for proteases
and lipases. The cause of this induction remains
obscure. In addition to protease, lipase and
cellulase activities, other enzyme activities, such
as those of B-glucosidase and acid phosphatase,
were also tested in the supernatant from the
growth of B. licheniformis in media formulations
M1, M2, and M3. No enzymatic activities beyond
those of proteases, lipases, and cellulases were
detected (figure 4).

Proteases, lipases and cellulase are inherently
produced by B. licheniformis, but in the presence
of feather meal, the production of these
enzymes was clearly enhanced, particularly in
the case of proteases and lipases [21]. Induction
of the production of these enzymes with
hydrolytic activities suggests that these enzymes
are involved in the utilization of insoluble C- and
MN-sources for B. licheniformis survival when
soluble C- and N-sources are low. Other enzymes
are likely also involved in this adaptation
process; therefore, we analyzed the set of
proteins  excreted  (secretome) by B
licheniformis  using  electrophoretic  and
proteomic technigues.

The proteins produced by B. licheniformis grown
in the media formulations M1, M2, and M3 were
separated by SDS-PAGE analysis and are shown
in figure 5. As these results show, the excretion
of proteinsfenzymes into the growth medium
was greater in mediums M3 and M2 than in M1
as a result of the enhanced growth of B.
licheniformis. Zymographic analysis showed that
in both M2 and M3, three main protease zones
can be detected—one approximately 75 kDa and
other two approximately 34 and 27 kDa. In order
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to study the set of proteins secreted by B
licheniformis grown in media formulated with
sewage sludge (M2 and M3), we used a
proteomic approach based on the shotgun
procedure. In the presence of a culture medium
that includes feather meal as an inductor, B.
licheniformis is capable of excreting various
kinds of enzymes in order to degrade the
components of the medium and, thus obtain
nutrients required for survival [34-37] (figure 5).
Most Bacillus sp. initiate a series of transitional
responses that are designed to maintain or
restore growth under different environmental
conditions, including the induction of
macromolecular hydrolases, such as proteases,
lipases, and polysaccharidases. Enzymatic
induction through addition of materials to the
substrate has been described for Bacilius. For
example, xylane addition induces the excretion
of xylanases and other glycoside hydrolases [38],
and substrates formulated with olive oil, an
important inductor and source of lipids, induces
the synthesis and excretion of lipases [34]. The
results obtained in this study show that feather
meal can be used as a N-source for the growth of
B. licheniformis and can also act as a strong
inducer of the secretion of hydrolytic enzymes,
specifically, proteases, lipases, and to a lesser
extent, cellulases, and other proteins and
enzymes. The proteins and enzymes secreted by
B. licheniformis grown in medium M3 was
characterized by a proteomic approach using the
shotgun procedure, and the results are shown in
table 2. The analysis of exocellular proteins
excreted by B. licheniformiz in medium M3
showed a relatively low diversity of proteins
compared to that found in other fermentation
media, such as dextrose broth [21] (table 2). The
main proteins andfor enzymes secreted were
hydrolases (> 80%), and of these, the protease
keratinase (KerA) is of special relevance. This
enzyme is  typically produced when B.
licheniformis is grown in a media with primarily
insoluble N-sources, such as keratins. In addition
to promoting the hydrolysis of keratins,
keratinase is capable of hydrolyzing a broad
range of protein substrates and, therefore, has
many potential agricultural and industrial
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Table 2. kdeptifieg sxtracsiulsr pruw'n:."mrpn!: serreted by Baoiius .'.hnmi‘l‘mis E'ruwnl'n medium M3

Protein name

KerA. Subfilisin precursor

Chain A, Chitosanate

Clyeoside hydrolase Family 14 protein

Glveoside hydrolase family 15 protein

Coamma-glutamy livanspeptidase (Get)

Flagellin

Extracellular serine protease

Hypothetical protein BLOO3TS

Putative acylaminoacyl-peptidase YuxL

Chitosanase

Tntracellular serine protease

Superoxide dismutase

Aletalloregulation DN A-binding stress

protoin

Aletal-dependent hydrolase

Chitosanase
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Mass (Ida)

31,266

435

79,565

66,111

54,048

73,549

0616

33 888

23,530

17,909

x4831

19,722

24

Score

640

468

419
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applications. Gamma-glutamyl transpeptidase
(GGT, E.C. 2.3.2.2) was another minor protein
found in the fermentation solutions examined.
This protein catalyzes the transfer of the y-
glutamyl moiety from y-glutamyl compounds to
a variety of amino acids and dipeptide acceptors
[39, 40]. The hydrolytic and glutaminase
activities involved in this process are used inthe
food industry for debittering amino acids. GGT
has also been suggested to assist swubtilisin
during its action on keratin [41]. B. licheniformis
was found to secrete extracellular GGT and
keratinase during keratin degradation processes.
Keratinase in the presence of GGT exhibits an
extended substrate spectrum, cleaving all types
of keratins. The complex thus exhibits better
catalytic properties when GGT is present, a
characteristic which can be exploited in various
biotechnological applications [42].

Conclusion

These results demonstrate the successful culture
of B. licheniformis in a medium formulated with
sewage sludge as the main source of carbon and
nitrogen with added feather meal (keratin) as an
inductor. This formulation is a cheap and
abundant fermentation medium that can be
used for the regular production of hydrolases,
particularly proteases and lipases, on a large
scale in relatively short culture pericds of 5 and
5 days. The subsequent recovery of these
enzymes through continuous centrifugation and
concentration by ultrafiltration, followed by
fractionation with ethanol (actually underway),
could be a promising process for the preparation
of products with high proteclytic and,or lipolytic
activity for inclusion in enzymatic formulations
for food production and agro-industrial uses.
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Abstract

Purpose The zim of this work was to evaluate the use of chitin-rich mushmoom (Agaricus B speris) by-products chitin/glu-
canenriched fraction (M-ChiG-F) as main carbon source for the production of chitinases by three different microorganisms
{Trichoderma hardanum, Trichodermae arroviride and Bocills H-L'.'rrnf.ﬁ'r#ﬁ:]. im an attermpt to ohiain thess ENEY mas 1.I5:'Il1g
& cheap and abundant fermentation medium.

Metheds Microorganisms were grown in submerged Ermentation wsing different media formulzied with chitin powder (Chy),
coelloidal chitim (Ch. b and M-Ch/G-F as the main carbon source, respectively. Enzyme productivity and secretion (secretome)
was studied by electrophoretic and proteomic methods.

Results All microorganisms produced higher chitinase activity in a medium formulated with M-CWG-F as a carbon source
compared to medium formulated with Chy or CHe. T harzfatiam showed the highest chitinase productivity (261.5 mlU (et
per day). Chitinase production was monitored by e lectrophoretic and proieomic methods. Electrophonetic method allowed
the detection of 28 different proteins—ihree different chitinases with B2, 50 and 31 kDa. Proleomic analysis could identify
a1 different proteins: & of them hydrolases, and 30% having glycobytic activity—35 of them werne chitinases. Thesa results
show that cultiv ation of T karziarum in 2 cheap and sbundant fermentation medium represents a good procedure for large
scale production of chitinases.

Conclusions Owr resulis show that cultivation of T. harzigmen in 2 culture medium formulated with M-ChG-F, a cheap
amnd abundant fermentation medium. is 2 good procedore for large scale production of glycosidases, particularly chitinases
within a relatively short cultivation period of & days.

B-®-- 5.-hii- /C\
[[eesss] | _rem

Keywords Chitin-rich mushroom byproduct - Trichoderma harziaur - Bacillus lcheniformis - Agaricus Bisporus -
Chitinase

Abbreviations
M-ChG-F  Mushroom chitin/glucan enriched fraction
Juan B stists Mm Minimal medium
jdbam@uses GlcM Az MN-acetylglucosamine
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Ch, Colloidal chitin
PDE Potato dexrose broth
Introduction

Chitin is the most abundant organic compound in natare
after cellulose; it is & key structural component of most crus-
tapeans, mollusks, insects, fungi, algae and marine imver-
lebraies, constituting 75% of the weight of these microor-
gamisms |1, 2]. Enormous amounts of this insaluble linear
B 1 4-linked polymer of N-acetyl-o- pluocosamine (GlcMNAC)
ame synthesized in the hiosphere, and shout 10" metric tons
ame produced annually only in the aquatic bicsphene [ 3]

Chitin is found in three polymorphic forms that differ
in their molecular arrangement: a-, - and y-chitin [4].
a-Chitin is the most abundant, with an antiparallel configu-
ratiom form. It presents a highly ordered crystalline strc-
ture, caused by strong H-bonding, which leads to a rigid.
intractable and insoluble structune. It is assumed that chitin
plays a skeleton roba. fFChitin, with 2 paralke] configura-
tion and weak H-bonding, is unstable and soluble in water;
while y-chitin is 8 mixture of @ and j-chitin and presants
intermedizie properties |5]. The latter twio have mone flexible
mechanical properties and are easily degraded by e mrymes
(chitinases).

The enzymatic fiydrolysis of chitin to acetyl-p-glucosa-
mine is carried out by a two-hydrolases sysiem: chitinases
and chitobiases. Chitinases are enrymes that degrade chi-
tin, being synthesized mainly by bacteria and fungi, and
according to the mechanism, are classified into two broad
categories: endochitinases (EXC 3.2.1.14) and e xochitinases.
The former randomly divided chitin into the internal sites
of the reducing end, thereby forming the dimeric di-cetyl-
chylobinse and the low mokecular mass soluble multimers of
GlcMAc, such as chitolrioss, chitoletrarse and chitopentose.
The exochitinases act on the non-reducing end of the chain,
and ame divided into two subcate gories: chitobiosidases (EC
3.2.1.29), imvohved in the catabysis of the progressive mleass
of di-acety l-chylobiose from the non-redocing end of the
chitin microfibril, and the N-acetylhex osaminidase (EC
3.2.1.52), that cleaves the oligomeric products of endochi-
timases and chy tobiosidases penerating GlcMAC [6].

These enzymes have high potential applications in the
pharmaceutical. food and agronomic indostry, and can
be wsed in biocontral against phytopathogenic fungi or to
enhance insecticidal activity becanse they are not toxic,
hiodegradzble, and biccompatible [2]. They can e used
fior biological control on plants becawse their mechanism
agninst infection of fungal pathogens, which allows their
use a5 an alternative pesticide, avoiding the use of chemical
pesticides that are expensive, pollute the environment and
produce resistance bo certain pathopens.
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CUme of the major bottkenecks for the industrial applica-
tion of enzymes is the high production cost, whem culture
media may represent up to &% of the total production costs
|7]. Thus, greal interest in the development of e fckent and
cheap cultivation media has arisen. Among the media devel-
oped to address this issue, those derived from agro-industrial
by products are of special interest, and in particular those
bazed on the use of mushroom byproducts due to the high
ermw th rate of Trichoderma on media formuolated with this
substrate, its abundance, low cost and independence of the
anmual sesso.

Among the microorganisms that produce chitinases,
Becillus and Trichodersma species are of industrial interest.
Bacillus licheniformis is 3 gram-positive microorganism iso-
lzted from soil and plant material [E] and used in large- scale
industrial production of exoemzymes, as it can secrete large
amounts of proteins [9). Trichederma spp., & common soil
fungus belonging to Mitosporic Fungi group, is used in agri-
culture & hinlogical control agent because of its properties
as biopesticide and hiofertiliser.

The gims of this study were: (i) to produce chitinohytic
enzymes in a cheap and abundant fermentation media
{mushroom byproducts); and (i) to investigate enzyme
expression patterns of chitinolitic-producing microorgan-
isms of industrial interest: 8. licheriformis, Trichoderma
arrinviride and Trichoderma bor zianum, prowing on different
cultivation media formulated with chitin-rich byproducts,
using electrophoretic and proteomic methods for monitor-
ing production.

Materials and Methods
Microorganisms

Bacillur Neheniformis ATCOC 21415 was obtained from
American Type Culture Collection, stored at — 30 *C and
refreshed 24 b before inoculation in LE medium (10g L
peptone, 5 g L-" yeastextract, and 10 g L' NaCl, adjusted
to pH 7). and incubated at 37 °C. T arroviride CEC-TO3
and T. harzium CEC-T 24 werne obtained from Spain Type
Culture Collection (Burjasot, University of Valencia, Spain).

Culture Medium and Growth Conditions

Microorganisms wene grown in seven different culture media
in aarohiosis, with mechanical stirring, whose composition
is shown in the Table 1. 150 ml. of medium, pH 7.0 for 8.
licheniformiz, and pH 6.0 for Trichoderma, was dispensad
into 300 mlL flasks and sterilized at 121 *C for 20 min.
The flasks were inoculated in triplicate and grown for 14
days as described below. Minimal medium (Mm) is com-
pased by the following components: 8.2 g L™ Na,HPO,,
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Table 1 Composition of the

cubture media Culture medimm ~ Mm (mL)  H0 iml} Ch (%)  Ch (%} :chLF PDE %) ﬂdql,::

HOMCh, - 150 1 - - . .
HANCH, - 150 - 1 - - -
M_Ch, 150 1 - - - -
M_Th_ 150 - 1 _ N ~
PDRCH. - - 1 - 150 -
Crmapeck™sTh_ - _ 1 N - 150
M.OHWG-F 150 - - 2 - 0

Ch, chitin powder, Ok colloidal chitin, Mm minimal medium, PDR Potto Dextrose Broth, M-CRG-F
mushroom Chiin'{Flucan enriched fraction

Mm compasition: 8.2 g L Na PO, 38 g L' KH PO, 0.4 g L7 MNeCL 2 g L (NH,)50,, mushroom
pepione 10 g L' and 10 ml L~ of tresce alement solution

Compesition of trace element solution (g L~ 055 g Call,THD, 167 g FeCl6H0, 0.0 g
MnCl-dH 0, 017 g Zl,. 0043 g Cull,-2H,0, 006 g CoCl,-THAO and 006 g Na,Mol,-TH 0

382 L7VKHPO, 0.4 g L7 NaClL, 2 g L™ (NH,),50,,
mushreom peptone 10 g L' and 10 mL L™ of trace elke-
ment sxlution; and the composition of trace element solution
(e L7 is: 0055 g Cally2TH0, 16T g FeClSHAD, 010 g
MnCl-4H0, 017 2 ZnCly, 00043 g CuCl-2HAD, 006 g
CoCly-2H 0 and 006 g Na,Mol-2H 0.

at room emperature for 15 min at 10 000=g. The supemza-
tant was discarded and the precipitate used as M-CHAG-F.

Bacillus lichentformis Growth

Bacillus licheniformis was grown on sterilimed culture
media, prepared as shown in Table 1, inoculated with 15 mL

Preparation of Carbon Sources of inoculum grown in brain heart infusion (BHI-broth at
37 °C and pH 7 until fermentation-broth reach a 30% of
Preparation of Colloidal Chitin transmittance (approximately for 18 k), and grown for 14

Colloidal chitin (Ch_) was prepared according to the method
described by Ramirez et al. [10] with slight modifications.
Briafly, 10 g of chitin powdar wene mixad with 200 mL of
cold concentrated HCI (37%). maintaining constant and
vigorous agitation fior 24 h at 4 °C. Then, %% ethanol was
aidded to 2 final volume of 2 L. and stirred viporously. Afier
24 h incubation &l — 20 "C, the suspension was centrifuged
at Sy for 20 min. Finally, the precipitate was washed
with distilled waier until the pH of the supernatant reach a
valoe of 7 0.1, and the former dissolved in the appropriate
buffier.

Preparation of Mushroom Chitin/Glecan Enniched Fraction
(M-Ch/G-F)

M-ChG-F was prepared according to the procedure
described by Bantista et al. [11]. Briefly, 1000 g of mush-
ronm (Agaricus bispores) meal was suspended in 10 L of
10} mM phosphate buffer of pH 7.8 and treated with & lcal-
ase (Movoryme) in a 1/50 enry mesubstrate (wi'w ) ratio and
hydrolyzed for 3 h at 55 °C. The hydrolysate was centrifoged
at 4 °C fior 15 min at 10000g, the sopernatant was dis-
carded and the precipitate was treated three times with 10 L
of tap water and autoclaved at 121 *C for ) min, cooled at
room emperature in & water bath at 22 *C, and centrifuged

days at 37 + 1 °C with constant stirring {150 rpmb. Aliquots
of 5 mL were taken every day, and stored at — 20 °C uniil
use for biomass and enzymatic activity anabyses.

Trichoderma Growth

Trichoderama atroviride and T. har ziamer were grown in the
culture media described above (Teble 1), 2 mL of an ague-
ous 2% (wiv) MpCl, spore suspension (1 107 spores mL—")
of T. arroviride or T. harzianum grown on solid Crapek
medium containing 4% glucose as a carbon source was usad
to inoculate 500 mL Erlenmeyer flasks contzining 150 mL
medinm, and grown fior 14 days at 784+ 1 °C with constant
stirring (150 rpm). Aliguots of 5 mL wene taken every day.
and stored at — 20 “C until use for biomass and enzymatic
activity analyses.

Blomass Assay

Biomass was determined directly in the thawed samples. For
B. licheniformis, the growth was fiollowed by direct meas-
urement of transmittance of the samples 1: 100 diluted with
waier. B iomass conceniration was determined by interpolz-
tion from a standard curve of biomass against % T. For T.
Ferrzianem and T. arroviride biomass was estimated indi-
rectly by quantifying ergosterol |1 2]. Biomass concentration
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was calculzied by interpolation in a standard curved biomass
against ergosterol.

Enzymatic Assays

For determination of the enxymatic activity samples wene
centrifuged =t 12000 ¢ for 20 min, and the obtained super-
naiants were used for enzymatic assays and electrophoratic
analysis.

Chitinase Assay

Chitinase activity was determined by mezsuring the reduc-
ing sugars produced from colleidal chitin, using the dini-
trosalicilic acid (DNS) method [13]. Briefly, the reaction
mixture, consisting of 0.25 ml of 1% (wi) colloidal chitin,
025 ml. of Tris-HC 1 ipH 7.4} and .50 ml. of enzyme sam-
ple, was incubated at 37 *C for 30 min. The reaction was
stopped by adding 1 ml. of 3 5-dinitrosalicylic acid (DNS)
aquecus solution, and the mixture heated for 10 min in 2
bailing water hath. A fier cooling, the shsorbance of the sole-
tion was determined &t 575 nm using an Ultrospec 2 100pro
UV isible spectrophotometer (GE Healthcane, B arcelona,
5Spain). In parallel, the same volume of deionized water was
used megative control. One unit of chitinase activity was
defined as the amount of eneyme that produced 1 mg ml.~!
of mducing sugar per | h at 37 *C. The concentration of the
reducing sugar was deermined by imterpolation in a standard
curved prepared with GlcMAc.

Preparation of Dinitrosalicylic Acid Aqueous Solution Ten
grams of DS wenre dissolved in 200 ml. of 2 M Nz20OH
solution. Subsequently, 300 g of sodium potassium tartrate.
5 ¢ of steamned phenol, and 5 g of sodium sulfite were added
to B0 ml of hot deionized water. The volume was adjusted
to 1 L. wsing pre-cooked deionized waier to obtain DNS
aqueaus solation.

Proteln Assay

Prodein was quantified by the method of Bradford with
bovine serum albumin as standard [ 14].

5D5-PAGE Protein Profillng

Extracellular protein profile was obiained by SDE-PAGE.
A fher precipitation with HC -acetone, pH 2.0, the pellet was
solubilized in the buffer used for sample preparation—1 mM
Tris-HCI, pH &.8, containing 3% (wiv) 505 and 7% (viv)
p-mercaptnethanol. Samples weme kept at room temperature
for 2 by, and then centrifuged at 12, (0Kkg for 15 min. Super-
natant was collected and run in riplicate on 12% gel, each
replicate containing 20 pl. of supernatant {approx imately
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50 pg of protein) and 5 pl. of loading buffer—0.5 M
Tris-HCL pH &.E, 50% (w'v) glycerol, 10% (wiv) SDE, 5%
{wiv) bromophenol blue. Samples were boiled for 5 min,
centrifuged at 100Kk for 30 5 and cooled before being
loaded on the gel. Electrophoresis was carried oot at con-
stant intensity (25 mA ) using a Tris-glycine buffer system
containing 0.1 % S5 until the bromophenol front ran oat the
el Gels wem stained with Coomassie Brilliant B lue G- 250
(Bio-Rad Laboratories, CA . USA ) andfor silver staining (GE
Healthcare, Barcelona, Spain) and digitimed on Gel Dinc™
XR +Imaging system (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)
Gals for profeomic analysis wene not stained.

Iymogram Analysis

For rymagram anabysis of chitinase, 10% separating gel con-
taining (L1% colleidal chitin as the substrade of chitinase was
used to detect chitinase activity. Samples were mined with
loading, buffer without reducing agent and heated prior to
loading in the e lectrophonesis pel. A fier e lectrophonesis, gel
was incubated in 100 mM sodiom acetate buffer (pH 500 at
4 °C for 18 h. Chitinase activity on the pel was visualized
by staining with 0.1% Congo Red fdlowed by de-staining
with | M MaCl The brtic zonz on the gel observed at day-
light against a dark red background indicaied the presence
of active emeyme [15].

Proteomic Study

The global process followed in this study is schematically
shown inFig. 1.

Briefly, protein preparations (30 pg proteins per line)
wene separated by electrophoresis in 12% 5D5 polyacryla-
mide gels as described above. Each of the unstained gel
lanes was divided into three slices and each slice placed
in & different tube. Afier fractionation of each slice in
smaller pieces, it was individoally “in gel” processed. fol-
lowing the protocol described in [16]. Each slice was incu-
bated in &0 mM NHyHC 5, 30% (v/v) acetonitrile at 30 °C
fior 120 min. The proteins within the pieces were reduced
with 10 mM dithiothreitol for 200 min. After washing with
40 mM MH HCOD,, the gels were zliylated by incubation in
20 mM indoacetamide for 30 min at room empe rature in
the dark. The alkylated samples were washed with 40 mM
WH,HC(; and dehydraed with 100% ACN. Protzins in
el were dipgesied with sequencing-grade modified porcine
trypsin (Promega. Madrid. Spain} in & mM NH HCO., at
37 °C overnight. Trypiic peptides were extracied twice from
the pal pieces with 30% {v/v) ACN, and dried by vacuum
in 2 Savant. The dried peptides were stored at — B °C until
analysis by nanc-liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (nLC-MS/MS). Briefly, the digested pep-
tides were resuspended in Milli-0} water and desalied with
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| 1-D (SDS-PAGE) |

| In-gel trypsin digestion of fractions 1-3 |

¥
| Mass spectrometry LTQ/FT |

| Data search & classification |

Fig. 1 Scheme of the experimental design used for proteomic anabysis
of T. harganum- 204 sacretome

buffer-A (99.9% water+0_1% formic acid) onto a Zorbax
56 SB-C18, 5x03 mm, peptide trap column (Agilent,
Madrid, Spain) for 10 min. Bound peptides were eluted
onto & 10 cm =75 pm Picofrit column packed with Microm
Magic C18 AQ and eluted over 120 min with a gradient
of 5% buffer-B (99.9% acetonitrile +0.1% formic acid) to
505 buffer-B in 75 min. then 50% baffer-B to 90% tuffer-B
from 75 to 79 min using a Thema Electron Surveyor HPLC.
The peptides weme eluted into a Thermo Electron LTOVFT
mass spectrometer at a Alow rate of 250 ol min~'. Survey
scans wene taken at 3 resolution of 100000 and the top ten
ions ineach survey scan weme subjected to sutomatic low-
enargy collision-induced dissociation (CID) in the linear
trap (LTQ). Fragment tolerance was set at (.80 Da (monoi-
sotopich, and the parent tolerance was of 200 ppm (monoi-
sotopic). Complate and partial residue modifications were
allowed as well as point mutations and two missed cleavage
sites. For probabilistic validation of protein identifications
in the T. harzianum proteome (v. 20, DOE Joint Genome
Imstituie } Scaffold version 01.07.00 (Proteome Software,
Portland, Ome gon) was applied, using for that purpose the
X-Tandem and Protein Prophet computer algorithms [17,

18]. Minimum criteria for positive identification were set at
least two peptides and a probability = 95%.

Results and Discussion

The biotechnological interest of lytic enxymes (chitinases,
[glucanases and others) is mainly doe to its high potential
applications in pharmaceutical, food and agronomic indus-
iry, and particularty because they can be used in biocontrol
against phytopathogenic fungi or to enhance insecticidal
activity in pesis treatments. Consequently, the production
of these emrymes in high quantities at low costs is very
desirable.

Usually these emzymes are produced in the presence of
specific substrates (chitin, glucans, eic.) by specific inductive
mechanisms. Therefore, the main studies on the secretion of
these enzymes have been conducted using imactivated myce-
lium or cell walls of different pathogens, such as Gl gnardia
citricarpa [19], Pythium sp., Scleromium rolfsii or Rhizoco-
i selani [20] as spacific subsirates (main carbon source).
However, few studies have been carried oot using abun-
dant and cheap substrates such as chitin-rich agroindustrial
yproducts to improve the production of these hytic enrymes
(chitinases and glucanases, ...). In this respect, the produc-
tion of chitinase and f-glucanase activities by B. licheni-
formis, T, harzionum and T. afroviride growing for 14 days
in culture medium containing chitin-rich substrates (chitin
powder, colloidal chitin and M-ChiG-F as carbon sources)
was studied. Figure 2a, b, and ¢ shows typical growth curves
of T. hargianum, T, aroviride and B. lcheniformis grown
on 3 medivm formuolated with M-ChiG-F s main carbon
source. Similar results, but with lower biomass production
were obtained for the other culture media. Table 1 summaz-
rizes the e sults obtained afier 14 days of growth in the dif-
Emnt culture media under study.

As shown in Tabla 2, the growth of T. harziomur and T,
afreviride in the culture medium formuolated with MAChiG-F
is significantly greater than in the Crapeck’siCh., PDBACh,
or MmiCh, cultore mediom; while B. licheniformis growth
is similar in & colture medium formulzéed with POBCh, or
M-ChiAG-F. Howewer, the growth of all three microorganisms
is better in colloidal chitin than in chitin powder as carbon
source, probably due to the amorphous structure pre sent in
colloidal chitin that facilitate the action of chitinase, in con-
trast to the crystalline structure of chitin powder. Greater
row th observed for the three microonganism studied in the
culture medium formulzed with M-CRAG-F as main carbon
source can be explamed by the presence of chitin and glu-
cans a5 carbon soarce, which, probably, could be nsed easier
by the microorganism by liberating fermentable sugar in a
maone efficient manner than from chitin.

€\ Springes

232



‘Waste and Biom ass Valonzation
a Trichoderma harzianum b Trichoderma atroviride
| 18 a - . + 1A
16 3 & = —h= 13T
14 g [ . i
13 B )
1 i : Uk s
L ‘! 17N
o I .
03 a 1 nE g
o Ode—- o
0 ® tiosa Barsd 17 15 n LR m )
= o Borass —s=— Chinsss acdety N-ChiG-F = Blarass —=— GhEiness acuty W-ChiGF
c Bacillus licheniformis
as 1%
— -
) ! 'F- *- L - : i‘
E 25 ,|!" - 3
E 7 ¥ 15k
M " H
ais i 18
E1 o4 i
m ' os 2
n ;_mu——p b
o 1 o
] 5 Tiea [Dwya i 15

= e [T e N S BN F

Fig. 2 Time course study of Biomess {spaced deshed Bne with riangle} and chitimase activity (dashed lime with square) of- & T. harpigsme, b T
amroviride, and ¢ B, lickeniforssis, groen on 2 medivm with M-Ch-F as main carbon source

Table 2 Biomass production in the different cubiune media after 14
days growth

Culture medium T. bargianum T, amoviride B Sokeni-
imgml™")  (mgml™")  foreis (mg
ml.")
H W Ch, - - 0Z2+02
HANCh, - - 13001
Mm/Ch,, 07=02 0505 04+0l
MmfCh, 12=04 19=02 15403
FDEBECh, 46+05 1703 26+02
Crapeck's'Ch, 0201 032011 04401
M-CWGF BE2=04 T4:04 17+04

E'.h, chitin prwder, E‘J-{ colloidal chitin, Mm mimimal medium, PDE
Potates Dex trose Broth, M-CA8G-F muoshroom Chitn® lucen enriched
fraction

Figure 2(z, b and c. biomass curves) shows the growth of
T. harzianum, T. areviride and B. lNcheriformis in 2 culture
medium formulzied with M-ChiG-F as main carbon source.
Figure 2{a. b and c, activity curves) also shows the pro-
duction of chitinase by the three studied microorganisms
grown in & culture medium with M-ChWG-F as main carbon
source. These results show that Trichedersia produced more
chitinzse activity than B. licheniformis grown in the same
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culture mediom. In all three cases a8 maximum of produc-
tion is observed 261.5 mU L-" per day, 147.6 mU L~ per
day and &7.83 mU L~" por day at day 6. 9 and 6. afier which
the activity is drastically reduced, probably owing to induoc-
tion of protease production [21]. It was also observed that
the production of chitinase is lower in the cultue medium
formulated with colloidal chitin than in that formulated
with M-ChA5-F as main carbon soarce {resalts non shown).
The production of f-glucanases, the other main group of
enzymes imvolved in the degradation of mycelial walls
of pathopgen, is also indeced in the culture medium with
M-ChWG-F as main carbon source [11].

Taking into account the above resnlts, we focused our
work on Trichoderma as source for production of chitinase
using M-ChiG-F as carbon source for formulation of culture
mediom. Our results using M-ChiG-F ame similar to those
described by other groups wsing chitin-rich substrates such
as fungi cell walls [19, 20]. These results suggest that the
regulation of the expression of chitinzses and f-glucanases
in these fungi can be influenced by the amount and com-
plexity of the chitin and f-glucan present in the culture
medium. Fangal cell walls are composed mainly by 1.3
and f-1,6-gluecans (a glucose polymer) linked to chitin (Glc-
MAc polymer) via f-1.4 bonds. This chitin'glucan complax
is linked to other polysaccharides whose composition varied
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with the species (galactomannan, mannan and galacliosamin-
egalactan). These polysaccharides constitute 30-85% of the
mass of cell wall, while ghycoproieins constitute the remain-
ing A-15% [22].

The chitinases and plucanases emrymes ame constitutively
produced by Trichoderma, but in the presence of their sub-
strates (chitin, chitinoligosaccharides, glucans, glucamoli-
gosaccharides) the prodoction of these enzymes is clearly
induced [13, 24]. The induction of the hydrolytic activities
(chitinase and [-1,3-glecanase ) suggests that these enrymes
may be imvolved in the mycoparasitism process of T. harzi-
amer 3nd T, arroviride against pathogen fungi. In relation to
this behavior, it is known that chitin and f-1,3-glocans ame
structural components of the fungal wall, sugpesting that
chitinase and -1,3-glucanase produced by T harziomen and
T. atroviride are important elements of cell lysis enzymes
during mycoparasitic action [21, 15]. But probably other
enxymes are also imvolved in the process of call wall Lysis
of pathogens {mycoparasitism). To obiain more informa-
tion about the imvokvement of these and other proteins in the
mycoparasitism andfor cell lysis mechanisms. we studied the
sat of proteins excreted (secretome) by T harziomuen using
electrophoretic and prodeomic technigues.

Proteins of T. harzianwm growth on the cultore mediom
formulated with M-ChiG-F separated by SD5-PAGE are
shown in Fig. 3. As this figure shows, while only 14 bands
am clearly distingwished in Coomassie Bloe stained gel, in
the sitver stained gel 28 bands could be clearly detected;
three of them with molecular mass 82, 50 and 31 kDa conld

20 kD
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27 WDa
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Fig. 3 Electrophoetic spamtion by SDE-PAGE of proteins secmeed
by T. hor fariee growth on an M-ChiGF formuolated culture mediom.
Moleculer weight standards: myosin 201 kD, fgehciosidas
114 KdDa, Bovine Serum Albumin 74 e, ovalbumin 4% KDa, car
biomic anhydras: 34 e, s bean trypsin inhibitor 77 dDa, hsooyme
17 e, sprotinin & kDa [a Coomocce Bloe stining; b sher stsining
and « activity saining Gy mogmm)|

i a2 il

FEEE—— Y
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cormespond to chitinase s secreted by T. harziareem in the
culture medium. However, when the gel lanes were divided
into three slices and each slice was individually “in gel”
processed with trypsin and the digested samples analyred
by protecmic procedures, 161 T. harziamim specific pro-
feins were identified, versus the 91 proteins identified when
T harzianum was grown in a colloidal chitin formuolated
culture medium (resulis not shown). This behavior is prob-
ahly due to the presence of glucans as carbon source in the
culture medium formulated with M-ChiG-F, which could
induce the production of fglucanases.

The current understanding of the enz ymes invobved in the
effiactive hydrolysis of complex substrates is greatly facili-
tated by the modern proteomics and bioinformatics tech-
nigues. The first proteomic investigation into the secretome
of Trichoderma, specifically in T. reesei [26], identified 36
prodeins, the majority of them linked to cellalose and hemi-
cellulose hydrolysis. Mone recently, studies using iTRAQ-
sysiems have enabled guantitative analysis of the secretome,
inwhich 636 secreted proteins were identified, 230 of them
(36%) associated with cellulobytic and profeolytic e neymes
|Z7]. In this study, 8 proteomic approach using nl.C-MS/
M5 was used to analyze the T. harzianen secretomes growth
for 6 days {maximom production of chitinase activity) on a
culture mediom with M-ChiG-F as main carbon source. In
total, 357 proteins wene identified in the supernatant—16&1
of them proteins specific of T. hargianum, and the rest (196
proteins) proteolytic fragments of the specific proteins, prob-
ahly generated by the secretion of protezses and peptidases
to the growth medium. Within the T. harziotum ssceiome,
N-terminal Sec-dependant secretion signals [28] wem iden-
tified in silico for B5 proteins (52.8% of the total proteins
detecied), with 76 secreted prodeins being predicted for T
harziamum. The presence of mone than £7.2% of the proieins
in the secretome without predicted secretion signals indi-
cates possible cell lysis, cell death or non-classic secretony
mechanisms.

The proteins secreted by T. harzigmum in 2 culture
mediom formulated with M-ChAG-F 25 main carbon source
wene grouped according to their biological function (Fig. &),
As can be observed, within the T. hergionum secretome, 60
proteins (37.3% of total secreted proteins) were identified
a5 having hydrolytic activity, and B0% of them having aly-
colytic activity (cellulase, hemicellulase, glucanase, chi-
tinase, pectinases and starch degrading enzymes), relevant
to cellulose, hemicellulose, glucan and chitin de gradation.
In addition to the glycolytic-relaied enzymes, the T. harzi-
ahurt secreiome contained a set of probeases and peptidases
(12 proteins), imvolved in lipid transport and metabalism
{# proteins), proteins implicated in o idation/reduction pro-
cesses (14 proteins), in cell wall biosynthesis and morpho-
penesis (& proteins), and 48 proteins with no-clear function.
0 special imterest for us ane the five chitinases described in
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Fig.4 Cirouping of soeied
proteins of T, kargicsum grown
om & culture medivm formulaed
with M-Ch'(-F s main carbon
zouree, ancording to it bialogi-
cal function

Cal vl sy it asis morphog an s

Barch degradation
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this work which can be elated with the three bands found
by electrophometic studies.

Conclusions

The obtained results show that coltivation of T. harpiarum
in & coliure medium formuolated with M-ChiG-F, a cheap
and abundant fermentation medium, is a good procedure
for larpe scale production of ghycosidases, particularly chi-
tinases within a relatively short coltivation period of & days.
Emryme moovery by ultrafilimation. followed by athanol frac-
tionation, repesents 3 promising process for the preparation
of products with high chitinolytic activity (further studies
underway). Immobilization of these enzymes on nano- or
micro-particles as approprizie wehicle for their application
a5 powders or sprays for the treatment of insect pests or other
applications in hiocontrol is a pending goal.
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