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RESUMEN GENERAL

POTENCIAL NUTRACEUTICO DE TRES ESPECIES DE HONGOS
SILVESTRES DE LA SIERRA NORTE DE PUEBLA

En este trabajo se estudiaron las propiedades nutricionales, el potencial
nutraceéutico y la estabilidad térmica de los compuestos fendlicos, de los cuerpos
fructiferos de tres especies de hongos comestibles silvestres Lactarius indigo,
Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum, colectados en Zacapoaxtla, Municipio de
Puebla. Las propiedades nutricionales se determinaron mediante un andlisis
proximal por los métodos de la AOAC. El potencial nutracéutico fue evaluado
cuantificando el contenido de fenoles, flavonoides y carotenoides totales. La
capacidad antioxidante se evalué con los ensayos ABTS y FRAP. La estabilidad
térmica de los compuestos fendlicos se estudié mediante una cinética de
degradaciéon del contenido fendlico y capacidad antioxidante a 50 y 92°C. De
acuerdo con los resultados, R. flava fue el hongo que presentdé mayor cantidad
de proteina (24.02%) y L. indigo el mayor contenido de fibra cruda (14.64%).
Ademas, R. flava presentd el mayor contenido de fenoles y flavonoides totales
(4.40 mg EAG g -bs™ ' y 2.25mg EC g - bs™1, respectivamente) y también una
mayor capacidad antioxidante por los ensayos ABTS y FRAP (23.65 y 20.17
umol ET g - bs™1, respectivamente). Asi mismo, los compuestos fendlicos de R.
flava fueron los que mostraron menor estabilidad al tratamiento térmico al perder
el 33% de fenoles totales. Sobre la base de los resultados globales, las tres
especies contienen adecuada composicion nutricional y potencial nutracéutico,
con un alto contenido de fibra cruda, bajo porcentaje en grasas y alto contenido
de antioxidantes.

Palabras clave: hongos comestibles silvestres, potencial nutracéutico,
capacidad antioxidante, tratamiento térmico.

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autbnoma
Chapingo

Autor: Karen Itzel Espejel Sanchez

Director de Tesis: Dra. Diana Guerra Ramirez
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GENERAL ABSTRACT

NUTRACEUTICAL POTENTIAL OF THREE SPECIES OF WILD
MUSHROOMS OF THE NORTH SIERRA OF PUEBLA

In this work were studied the nutritional properties, the nutraceutical potential and
the thermal stability of the phenolic compounds of the fruiting bodies of three wild
edible mushroom species Lactarius indigo, Ramaria flava and Hypomyces
lactiflorum collected in Zacapoaxtla, Municipality of Puebla. The nutritional
properties were determined by a proximal analysis by the AOAC methods. The
nutraceutical potential was evaluated by quantifying the content of phenols,
flavonoids and total carotenoids. Antioxidant capacity was evaluated with the
ABTS and FRAP assays. The thermal stability of the phenolic compounds was
studied through a kinetics of phenolic content degradation and antioxidant
capacity at 50 and 92 ° C. According to the results, R. flava was the mushroom
wich presented the highest amount of protein (24.02%) and L. indigo the highest
content of crude fiber (14.64%). In addition, R. flava had the highest content of
phenols and total flavonoids (4.40 mg EAG g-bs™tand 2.25mg EC g - bs™1,
respectively) and also a higher capacity antioxidant by the ABTS and FRAP
assays (23.65 y 20.17 umol ET g - bs~ 1) respectively. Likewise, the phenolic
compounds of R. flava were those that showed less stability to the thermal
treatment when losing 33% of total phenols. Based on the overall results, the three
species contain adequate nutritional composition and nutraceutical potential, with
a high content of crude fiber, low fat percentage and high antioxidant content.

Key words: wild edible mushrooms, nutraceutical potential, antioxidant capacity,
heat treatment.

Thesis: Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Karen ltzel Espejel Sanchez

Advisor: Dra. Diana Guerra Ramirez
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1 INTRODUCCION
En la actualidad existe un creciente interés por el estudio de especies comestibles
silvestres para encontrar sus posibles usos, beneficios a la salud, fomentar su
consumo y produccion. En muchas partes de México, las setas comestibles
silvestres han sido parte de la dieta humana durante mucho tiempo. Lactarius
indigo, Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum son hongos silvestres comestibles
que se distribuyen en las regiones boscosas del pais, crecen sobre suelo y
hojarasca de bosques de Quercus-pinus. En México son conocidos de diferentes
maneras, dependiendo la zona, en Zacapoaxtla, Puebla, municipio donde fueron
recolectados, Lactarius indigo, Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum, son
conocidos como Hongo azul, escobetilla y hongo enchilado, respectivamente.
Estos hongos son consumidos solo en épocas de lluvias, que comprenden los
meses de agosto y septiembre. Su precio promedio es de $70 el kg, se
encuentran disponibles en mercados locales del municipio. La manera de

consumir es diversa, sin embargo, siempre son sometidos a tratamiento térmico.

Los cuerpos fructiferos de las tres especies, a pesar de ser estacionales, tienen
una gran demanda y aceptabilidad en el mercado por su sabor, consistencia y
color. Por lo tanto, seria conveniente su cultivo y produccién para estimular las
economias locales mediante la venta en fresco y de productos procesados,
ademas este tipo de especies podrian ser una fuente de fotoquimicos en la
industria de los alimentos, farmacos y cosméticos. Los objetivos de esta
investigacion fueron: evaluar las propiedades nutricionales y potencial
nutracéutico de los frutos de Lactarius indigo, Ramaria flava y Hypomyces
lactiflorum; asi como evaluar la estabilidad de sus compuestos fenélicos cuando

son sometidos a tratamiento térmico.
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Macromicetos

Los hongos son organismos que pertenecen al reino Fungi, no realizan la
fotosintesis, pueden ser micromicetos 0 macromicetos, unicelulares o
pluricelulares, presentar estructuras filiformes segmentadas o no llamadas hifas.
Los macromicetos, producen carpoforos mas o menos conspicuos que son el
cuerpo fructifero del hongo. Se pueden presentar en una gran variedad de formas
desde el tipo bien conocido con sombrero y pie, hasta las especies con
carpoforos a modo de ménsula o los que crecen planos como costras sobre los
arboles. Pese a esta diversidad los carpéforos de algunos hongos pueden
parecer muy similares y requieren un examen cuidadoso para su identificacion,
su funcion es la de producir esporas sexuales. Los hongos se dividen en tres

grupos: ascomicetos, basidiomicetos y zigomicetos (Laessoe, 2005).

2.1.1 Importancia de los hongos

La estimacion actual de especies de hongos en el mundo es de 1.5 millones, de
los cuales hay 70 000 especies descritas. Aquel millébn y medio de especies de
hongos, junto con las bacterias, son los desintegradores primarios en la biosfera
(Raven, 1995). Con respecto a la diversidad de hongos en México, se estima que
existen 200,000 especies (Guzman, 1998). En el pais se han descrito al menos
6000 de ellas, 2000 son micromicetos y 4000 son macromicetos, incluyendo
liguenes y mixomicetos (Tovar, 2001). Los hongos comestibles pueden ser
lignicolas, parasitos y micorrizicos. Los primeros crecen sobre madera o
sustratos lefiosos; descomponen los restos organicos que se acumulan en la
naturaleza. Su accién conduce la formacion de sustratos cuyas moléculas son
utilizadas por los vegetales para su crecimiento y desarrollo. Transforman y
reciclan la materia organica, junto con las bacterias. Son recolectados en forma
silvestre y ampliamente valorizados al ser cultivados (Miralles, 2005). Los hongos
parasitos viven o colonizan otros hongos o vegetales, donde viven a expensas
de ellos (Lastra, 2001). Los micorrizicos se desarrollan en simbiosis con las
raices de la planta, ésta recibe del hongo los nutrientes, minerales y agua, y el

hongo obtiene de la planta, carbohidratos y vitaminas que él por si mismo es
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incapaz de sintetizar. Se estima que entre el 90 y el 95% de las plantas terrestres
presentan micorrizas de forma habitual (Wang & Qiu, 2006). De acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-1994 estan reconocidas 59 especies
de hongos en extincion. Los hongos silvestres comestibles son recolectados
para la alimentacion y beneficio economico en mas de 80 paises en todo el
mundo. En Asia los hongos comestibles tienen la fama de poseer propiedades
medicinales. Durante los ultimos 50 afios, la gran mayoria de los avances en la
medicina se han dado a partir de organismos como los mohos, levaduras y
hongos (FAO, 2005). México es el principal productor de hongos en América
Latina y estiman que en el periodo 1995-2001 se produjo el 58.6% del total de
hongos comestibles provenientes de esta regién, seguido de Chile con un 17.6%
y Brasil con un 10.6%. Hoy en dia esta actividad es importante social, econémica
y ecoldgicamente; se generan alrededor de 1500 empleos directos e indirectos,
el monto de sus operaciones tiene un valor superior alos 70 millones de ddlares,
se estimula el cultivo de hongos lignicolas y programas de forestacion para
hongos micorrizicos (Morcillo y Sanchez, 2008). En México los hongos silvestres
comestibles con mas demanda y buscados son: Amanita caesarea (yema,
tecomate, amarillo), A. rubescens (mantecado), Lactarius deliciosus (enchilado),
L. indigo (azul), Morchella spp. (elotito, mazorquita, colmena, chipotle), Boletus
aff edulis (pambazo, panadero, cema), B. erithropus, B. luridus (galambo,
hongorado), Suillus spp. (panzas de encino, pancita), Cantharellus cibarius
(duraznillo), Gomphus floccosus (corneta, corneta de oyamel), Lyophylum
descastes (clavitos, xolete), Ramaria flava y Ramaria spp (patitas de pajaro,
escobetas), entre otros (Zamora, 1999). La recolecciéon de hongos por
comunidades rurales es llevada a cabo principalmente como una actividad extra
a la agricultura, asociada a otras actividades de recolecciéon (lefia, plantas
medicinales y otros productos no maderables) como una estrategia de

sobrevivencia (Martinez-Carrera et al., 2002).

Se ha reportado el uso de algunas especies de hongos, con fines terapéuticos,
para el tratamiento de la hipertension, como diurético y para la reduccion del

colesterol (Guzman, 1998).
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2.1.2 Consumo de hongos con potencial nutricional y alimenticio

Aunque los hongos no constituyen una porcion significativa de la dieta humana,
en los ultimos afios se ha observado un aumento en el consumo. De hecho, los
hongos silvestres han sido un manjar popular en muchos paises, principalmente
en Europa central y oriental (Kalac & Svoboda, 2000; Alonso et al., 2003;
Agrahar-Murugkar & Subbulakshmi, 2005), ya que afiaden sabor y textura a una
comida (Vaughan & Geissler, 1997). Estudios anteriores han indicado que las
especies de hongos comestibles son altamente nutritivas, su valor nutricional se
compara favorablemente con el de la carne, los huevos y la leche (Mdachi et al.,
2004), presentan un buen equilibrio de vitaminas, como la tiamina, riboflavina,
acido ascorbico y vitamina D2 y un buen contenido de proteinas, asi como un alto
contenido de minerales. Son pobres en calorias y grasas y contienen cantidades
apreciables de fibra dietética (Agrahar-Murugkar et al., 2005; Mattila et al., 2000;
Manzi et al., 1999; Mattila et al., 2002). Sin embargo, las caracteristicas
nutricionales pueden ser modificadas por las condiciones de cultivo, riego,
fructificacion y almacenamiento, que influyen en su composicién quimica (Manzi
et al., 1999; Mattila et al., 2002). Los hongos comestibles se caracterizan por una
corta vida util (1-3 dias a temperatura ambiente), vinculados a la ocurrencia de
cambios poscosecha. Estos cambios se deben al alto contenido de humedad de
los carpoforos y a la actividad de las enzimas, como la proteasa o polifenol
oxidasa, responsable de la disminucion de proteinas y azlcares y de las
reacciones de oscurecimiento durante el almacenamiento (Manzi et al., 1999).
Las composiciones de aminoacidos de proteinas de hongos son comparables a
las proteinas animales (Flegg & Maw, 1997; Gruen & Wong, 1982), que es de
particular importancia para contrarrestar un alto consumo de proteinas de origen
animal, especialmente en los paises desarrollados. Ademas, los hongos
comestibles caracteristicamente contienen muchos compuestos bioactivos
diferentes, como eritadenina y compuestos fendlicos (Mattilda et al., 2001; Barros
et al., 2008; Barros et al., 2007). Hoy en dia, las enfermedades cardiovasculares
son una de las principales causas de muerte en muchos paises industrializados.

Asi, (Mensink et al., 2003) han subrayado que las enfermedades

17



cardiovasculares tienen una etiologia multifactorial causada principalmente por la
aterosclerosis y han identificado biomarcadores de riesgo potencial como el
metabolismo lipidico y lipoproteico, la funcion hemostética, el dafio oxidativo, el
metabolismo de la homocisteina y la presion arterial. La accion
hipocolesterolémica de los hongos comestibles ha sido descrita en un trabajo
temprano por (Kaneda & Tokuda, 1996), que estudiaron las propiedades de
disminucion del colesterol de Lentinus edodes, Auricularia polytricha, Flammulina
velutipes y Agaricus bisporus. Ademas, algunos hongos han mostrado efecto
hipotensor cuando la presion arterial ya es alta (Kabir et al., 1987; Kabir et al.,
1988; Kabir et al., 1989). Por otro lado, la presencia de compuestos antioxidantes
(Cheung et al., 2003; Wong et al., 2009) y antiinflamatorios (Jose y Janardhanan,
2000; Khohno et al., 2008) en hongos podria ser clinicamente relevante en el
manejo de las complicaciones de la salud del corazdn y la circulacién. Hay
algunos componentes de hongos involucrados en la prevencion o tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (proteinas, lipidos, vitaminas, fibras,
compuestos fendlicos y minerales). Sin embargo, los mecanismos implicados aun

no estan completamente aclarados.

2.1.3 Morfologiay propiedades de los hongos estudiados

Lactarius indigo, la forma de su carp6foro sombrero tiene un tamafio similar a los
niscalos, en su maximo crecimiento puede alcanzar los 15 cm de diametro,
siendo lo méas habitual encontrarlos entre 5y 10 cm. De forma convexa en su
nacimiento, pronto plana y umbilicada, para finalmente adoptar una forma de
embudo con una fuerte depresion central. Superficie no separable de color azul
afil en los ejemplares jovenes, se va decolorando con la edad hacia tonos azul
palidos con matices grisaceos. Posee zonas concéntricas de un azul mas
intenso, y su borde es bastante regular e involuto en los ejemplares jovenes,
posee laminas adnatas o ligeramente decurrentes de color azul afil, algo
grisaceo de viejas, frecuentemente manchadas de azul intenso por el latex o de
verde cuando este se seca. Sus laminas son apretadas y con laminillas. Pie lleno
y macizo de joven, luego cavernoso, corto o de tamafio proporcionado al

sombrero, esta ensanchado junto al sombrero y algo mas atenuado en la base,
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casi radicante y concoloro. Carne blanquecina o grisaceo palido, manchada de
azul sobre todo hacia el margen. Exuda un latex de color azul que al secarse
adopta tonos verdosos. Olor fungico fuerte y sabor dulce no acre. Esta seta forma
micorriza con pinos y robles, creciendo sobre todo durante el otofio. No hay

estudios de su existencia en el continente europeo (Gerrit, 2000).

Ramaria flava es un basidiocarpo de 70-90 mm de alto, de color amatrillo naranja
ramas superiores ramificadas. Pie de 10-20 X 28- 30 mm, de color amarillo
naranja. Esporas de 8.4-9.3 X 7-4.6 um, elipsoide, de pared celular finamente
rugosa. Crece sobre suelo y hojarasca de bosques de Quercus-pinus. Se puede
recolectar en los meses de agosto y septiembre. Es una especie ampliamente
distribuida en los bosques del Norte y Sur de México donde las comunidades
rurales la recolectan para su consumo y la ponen en venta en los mercados

locales (Garcia et al., 1998).

Hypomyces lactiflorum es un hongo macroscopico, parasito, crece siempre
cubriendo completamente un basidiocarpo, su color varia de naranja a naranja
intenso, que cuando esta maduro presenta una tonalidad ligeramente blanca, lo
cual indica la liberacion de las esporas. Las ascosporas son de 35-43 X 6.5
micras fusiformes, de pared celular rugosa, septada. Son recolectados sobre
basidiocarpos de los géneros Lactarius y Russula, encontrados en bosques de
Pinus durante los meses de agosto y septiembre. H. lactiflorum se encuentra
ampliamente distribuida en los bosques de México y es uno de los hongos mas

apreciados en el centro del pais debido a su sabor. (Rogerson y Samuels, 1994).

2.2 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

2.2.1 Compuestos fendlicos

En las plantas los compuestos fendlicos son de distribucion universal proveen
defensa a las plantas y hongos, contra herbivoros o patdégenos; otros participan
en el soporte mecanico, en la atraccién de polinizadores y dispersantes de frutos;
en la absorcion de la radiacion ultravioleta dafiina o en la reduccién del
crecimiento de las plantas cercanas competidoras (Taiz y Zeiger, 2006). Los

compuestos fenolicos exhiben una amplia gama de efectos biolégicos que
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incluyen acciones antibacterianas, antiinflamatorias, antialérgicas,
hepatoprotectoras, antitrombaticas, antivirales, anticancerigenas y
vasodilatadoras (Soobrattee et al., 2005); muchas de estas funciones bioldgicas
se han atribuido a su actividad de eliminacion de radicales libres y antioxidantes.
Entre los compuestos fendlicos, los flavonoides son el grupo mas comun y
ampliamente distribuido en las plantas y se ha demostrado que son altamente
eficaces para eliminar distintos tipos de moléculas oxidantes, incluyendo el
oxigeno singlete y varios radicales libres, que posiblemente estan involucrados
en el dafio del ADN y la promocion de tumores (Marchand, 2002). Diversas
metodologias se han utilizado para cuantificar los compuestos bioactivos en las
frutas, uno de los principales es el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu que
estima la cantidad de fenoles totales (Charles et al., 2011). El ensayo Folin-
Ciocalteu tiene ciertas ventajas sobre los ensayos para determinar la capacidad
antioxidante total en que este es mas simple, rapido, solido y no requiere equipo
especializado (Berker et al., 2013). Los principales compuestos fendlicos
presentes en los hongos silvestres comestibles como el B. edulis, B. frostii, G.
lucidum, B. luridus y S. imbricatus, son el acido sinapico (1), protocatecuico
(2) y la catequina (3) (Yahia et al., 2017).

HaCO N
OH Ho o
O OH
OH
OH oH

OCHs OH OH

(1) (2) (3)

Flavonoides
Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en

bebidas como vino y cerveza. Se han identificado mas de 5.000 flavonoides
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diferentes. Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el
valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la
quercitina (4) el predominante con un valor medio de 16 mg/dia. En un principio,
fueron consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud humana,
pero mas tarde se demostraron multiples efectos positivos debido a su accion
antioxidante y eliminadora de radicales libres. Aunque diversos estudios indican
gue algunos flavonoides poseen acciones prooxidantes, éstas se producen solo
a dosis altas, constatandose en la mayor parte de las investigaciones la
existencia de efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel
protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias
(Martinez et al., 2002). Estudios realizados en diversos hongos silvestres como
el B. edulis, B. frostii, G. lucidum, B. luridus y S. imbricatus, muestran la
myricetina (5) como uno de los principales flavonoides presentes en éstos frutos
(Yahia et al., 2017).

OH
OH

OH
OH

Ho ° HO o
‘ ‘ OH
OH OH
OH 0 OH 0
(4) (5)

2.2.2 Antioxidantes

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son bastante reactivos y tienden a captar un
electron de otras moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron
gue necesita, la molécula que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre
por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi unareaccion en cadena

gue destruye las células (oxidacion). La vida media bioldgica del radical libre es
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de microsegundos, pero tienen la capacidad de reaccionar con cualquier
sustancia que este a su alrededor provocando dafios a moléculas, membranas
celulares, tejidos (Avello et al., 2006). Un antioxidante es una molécula capaz de
inhibir la oxidacion de otras moléculas. En términos de alimentos, un antioxidante
ha sido definido como una sustancia que cuando est4 presente en baja
concentracion comparada con la del sustrato oxidable retrasa o inhibe
significativamente la oxidaciéon de dicho sustrato (Glulcin, 2012). El
mantenimiento del equilibrio entre la produccion de radicales libres y las defensas
antioxidantes es una condicion esencial para la funcién normal de los organismos
(Valko et al., 2007). El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la
produccion de oxigeno reactivo y la capacidad de un sistema biologico de
desintoxicar facilmente los intermedios reactivos o reparar facilmente el dafio
resultante (Machlin & Bendich, 1987). Las alteraciones en este estado redox
normal pueden causar efectos toxicos a traves de la produccion de peroxidos y
radicales libres que dafan todos los componentes de la célula, incluyendo
proteinas, lipidos y ADN, lo que conduce a su modificacién e inhibicion de su
funcién normal (Fu et al., 1998; Ridnour et al., 2005, Valko et al., 2007). En los
seres humanos, el estrés oxidativo puede tener causas naturales tales como
procesos extremos de ejercicio o inflamacion, o causas no naturales como la
presencia de xenobidticos en el organismo 0 provocar situaciones relacionadas
con varias enfermedades, como varios tipos de cancer (Valko et al., 2006 ),
diabetes (Valko et al.,, 2007), cirrosis (Wei et al., 2004), enfermedades
cardiovasculares (aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio)
(Shah y Channon, 2004), trastornos neuroldgicos y sindrome de fatiga crénica.
Sin embargo, el estrés oxidativo a corto plazo también puede ser importante en
la prevencion del envejecimiento por inducciéon de un proceso denominado
mitohormesis (Barja, 2004). Considerando que el 70% de las enfermedades
cronicas y los costos relacionados pueden ser evitados, el conocimiento sobre
las especies reactivas de oxigeno y el control de su sobreproduccion es crucial
(Ferreira et al., 2009). Este control puede lograrse manteniendo buenos niveles

de antioxidantes y eliminadores de radicales libres, aumentando la calidad de la
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dieta (mayor consumo de hortalizas, leguminosas y frutas) o evitando
comportamientos que conducen a una mayor produccion de ROS, como tabaco,
excesiva exposicion a contaminantes ambientales y xenobiéticos (Lachance et
al., 2001). Sin embargo, las EROS pueden ser beneficiosas, ya que son utilizadas
por el sistema inmunologico como una forma de atacar y matar a los patdogenos.
Algunos productos naturales con actividad antioxidante pueden ser (tiles para

ayudar al sistema defensas enddgenas, siendo utilizados como nutracéuticos.

2.2.3 Valor nutracedatico de hongos

Los hongos son una fuente de agentes biolégicamente activos vy
terapéuticamente Utiles, debido a sus propiedades medicinales, incluyendo
capacidad antioxidante e inhibicion del crecimiento de células tumorales (Mizuno,
1995; Wasser, 2002; Ferreira et al., 2010).

Algunos hongos poseen compuestos fendlicos con propiedades analgésicas,
anti-inflamatorias, antioxidantes, protectoras del sistema cardiovascular,
antivirales, e hipoglucemiantes (Royse y May, 2003). En particular los hongos
silvestres contienen diferentes antioxidantes como los compuestos fendlicos,
tocoferoles, acido ascorbico y carotenoides, que podrian extraerse con el
propésito de ser utilizados como ingredientes funcionales, la prevencion de
enfermedades cronicas relacionadas con el estrés oxidativo (Ferreira et al.,
2009). Los hongos constituyen una fuente poco explorada de nuevos productos
farmacéuticos de gran alcance. Con uso potencial para la elaboracién de
alimentos funcionales. Los compuestos con potencial antitumoral identificados
hasta ahora en los hongos pueden clasificarse segun su peso molecular,
incluyendo compuestos de bajo peso molecular (como las quinonas,
cerebrosidos, isoflavonas, catecoles, aminas, triacilgliceroles, sesquiterpenos,
esteroides, germanio organico y selenio), asi como los compuestos de peso
molecular alto que incluyen a homo y heteroglucanos, glicanos, glicoproteinas,
glicopéptidos, proteoglicanos, proteinas y complejos ARN-proteina). Este tipo de
compuestos previenen la tumorectomia y también suprimen el crecimiento de

tumores establecidos (Fulda, 2010). En China, Japon, Corea, Rusia, Estados
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Unidos y Canada se conocen especialmente hongos con propiedades
potencialmente tiles contra los canceres del estbmago, eséfago, pulmones, etc
(Ferreira et al., 2010).

1.4 Carotenoides
Desde el punto de vista quimico, los carotenoides (pigmentos vegetales
liposolubles que proporcionan gran parte del color de la naturaleza) son
compuestos poliisoprénicos, compuestos contituidos por ocho unidades
isoprénicas. Existen alrededor de 600 compuestos del grupo carotenoide que
pueden clasificarse como carotenos o carotenoides (presentando en la estructura
s6lo a&tomos de carbono e hidrégeno) y xantofilas, que son compuestos
hidrocarbonados oxigenados que tienen al menos un atomo de oxigeno, hidroxi,

ceto, epoxi, metoxi o0 grupos carboxilo.

La ultima categoria forma apocarotenoides, de dimensiones mas pequefias,
tipicamente formado por escision de carotenoides. En las plantas verdes, los
carotenoides se encuentran en los cloroplastos, como parte del sistema de
biosintesis, pero son mas numerosos, visibles y coloridos en las raices, las frutas
y las flores (Zhao et al., 2014). Los carotenoides vegetales son los pigmentos
vegetales de mayor abundancia. Son los mas extendidos de todos los pigmentos
vegetales. En el reino animal, estos pigmentos proceden de alimentos de origen
vegetal. Se pueden encontrar en estado libre o en combinacidn con carbohidratos
(carotenoproteides, glicésidos de carotenoides). Los pigmentos carotenoides se
dispersan en todos los érganos o sin clorofila (hojas, frutos, tallos, bulbos,
semillas, etc.). Debido a Ila estructura hidrocarbonada, los pigmentos
carotenoides son sustancias hidréfobas, solubles solo en disolventes organicos,
aceites y grasas. Desde el punto de vista quimico, los pigmentos carotenoides se
caracterizan por una estructura que presenta enlaces dobles conjugados,
determinando la naturaleza insaturada y por lo tanto pueden causar las
reacciones de oxidacién y auto oxidacion (al aire libre), la capacidad de absorcion
de la radiacion luminosa, etc. de los carotenoides esta determinada por su

estructura quimica y propiedades enumeradas anteriormente. Los carotenoides,
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asi como los terpenos, los esteroles, el fitol, la vitamina K, la vitamina E, etc.,
presentan como unidad estructural repetitiva un isopreno activado que puede
formar cadenas hidrocarbonadas de tipo carotenoide, esteroide. Los
carotenoides (6) son tetra terpenos constituidos por multiples unidades
isoprenoides con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de
los extremos. La propiedad de absorber luz se deriva de la presencia de 7 o mas
enlaces dobles conjugados con posibilidad de absorber luz visible, con colores
gue van del amarillo al rojo. La cadena poliénica de los carotenoides es altamente
reactiva y rica en electrones. En presencia de oxidantes facilmente se forman

radicales libres de vida corta.

Los radicales libres como el oxigeno singlete - 0, e hidroxilo -OH son especies
altamente reactivas capaces de iniciar la peroxidacion de lipidos, inactivar

proteinas, o causar dafio molecular de ADN o ARN. (Butnariu y Coradini, 2012).

(6)

2.5 Polisacaridos

Los carbohidratos han demostrado poseer propiedades bioldgicas interesantes
en términos de prevencién y tratamiento de enfermedades comunes. Varios
polisacaridos que muestran una estructura de tipo b-glucano se consideran
modificadores de respuesta bioldgica valiosos por su capacidad para estimular
las células inmunitarias, ayudar en la curacion de heridas y ayudar a prevenir
infecciones (Dai et al., 2012). Los hongos pueden considerarse una fuente
valiosa de carbohidratos bioactivos. En este campo, varios polisacaridos y
carbohidratos bioactivos se han extraido de estos materiales (Rop, Micek, y
Jurikova, 2009). Los polisacaridos de hongos y glucanos son fibras que tienen
numerosas funciones biolégicas informadas (Rahar et al.,, 2011). El efecto

beneficioso de los antioxidantes se debe a su capacidad para destruir especies
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reactivas de oxigeno que dafian el ADN vy las proteinas esenciales. Las
actividades antioxidantes de los polisacaridos in vivo suelen ir acompafiadas de
un aumento de las actividades en las enzimas oxidativas del higado (catalasa,
glutation peroxidasa, superdxido dismutasa) y un aumento de los niveles de
glutation y malondialdehido (Xiao et al., 2012; Kozarski et al., 2015). Los
siguientes  estudios seleccionados muestran que las propiedades
inmunoestimulantes antioxidantes y concurrentes de los polisacaridos de hongos
contribuyen a sus bioactividades: Las propiedades antioxidantes e
inmunoestimulantes de un polisacéarido aislado de los hongos Cordiceps militaris
parecen ser responsables de la supresion del crecimiento in vivo del melanoma
en un ratobn modelo (Lee y Hong, 2011; Zhu et al., 2014). Un polisacéarido de
hongos Hericium erinaceus tenia una fuerte actividad antioxidante in vitro y
ratones protegidos contra el dafio hepatico inducido por el tetracloruro de carbono
(Zhang, 2012). Un polisacéarido del hongo medicinal Clitocybe maxima mejoro la
respuesta inmune e inhibio las células tumorales en ratones (Hu et al., 2015). Un
extracto de Agaricus blazei mejor¢ la respuesta inmune provocada por la vacuna
de ADN contra la fiebre aftosa (Chen y Shao, 2006). Aunque los hongos son una
fuente potencial de compuestos antiinflamatorios (Chan et al., 2015; Elsayed et
al., 2014; Mishra et al., 2012), no es posible saber con certeza en qué medida los
polisacaridos contribuyen a sus funcionalidades biol6gicas. Ademas, parece que
solo se dispone de informacion limitada sobre la base quimica de las numerosas
bioctividades de los polisacaridos de hongos (USDA, 2016). Aunque las
actividades biologicas de los polisacaridos parecen estar relacionadas con su
estructura o propiedades de conformacién (Huang y Nie, 2015), un revisor de una
revista sefialé que las capacidades de los polisacaridos para unirse a
aminoacidos, péptidos, proteinas, polifenoles, esteroides, etc. también podrian
afectar sus actividades bioldgicas. Sin embargo, los estudios citados sugieren el
valor potencial de los polisacaridos como aditivos alimentarios antioxidantes,

inmunoestimuladores y antiinflamatorios.
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2.6 Cinéticade degradacion de capacidad antioxidante en hongos silvestres
comestibles durante tratamiento térmico.

Ademas de los componentes nutricionales, se han encontrado en hongos
comestibles, se han encontrado cantidades importantes de compuestos
bioactivos. El contenido y el tipo de sustancias biologicamente activas pueden
varian considerablemente en los hongos comestibles; sus concentraciones de
estas sustancias se ven afectadas por las diferencias en la tension, sustrato,
cultivo, etapa de desarrollo, edad, condiciones de almacenamiento,
procesamiento y practicas de coccion (Mattila et al., 2001; Barros et al., 2007).
Las sustancias bioactivas que se encuentran en los hongos pueden dividirse en
metabolitos secundarios (acidos, terpenoides, polifenoles, sesquiterpenos,
alcaloides, lactonas, esteroles, agentes quelantes de metales, analogos de
nucleétidos y vitaminas), glicoproteinas y polisacaridos, principalmente (-
glucanos (Vaz et al., 2010). Los hongos frescos rara vez se consumen crudos,
mas comunmente estan cocidos, fritos, estofados, esterilizados o marinados. Sin
embargo, informacién sobre los diferentes métodos de preparacion para el
consumo Yy el almacenamiento después del tratamiento afecta parametros de
calidad particulares como el contenido de vitaminas y propiedades antioxidantes
es carente. Procesamiento de productos alimenticios, incluidos productos
térmicos tratamiento, puede influir significativamente en el valor nutricional. En el
caso de las verduras, los cambios son principalmente causados por
gelatinizacion del almidén y un aumento en la digestibilidad de la proteina, pero
también hay cambios adversos: pérdida de vitaminas, antioxidante compuestos
o lixiviacion de sustancias solubles que se producen mientras hierve en agua
(Kalogeropoulos et al., 2007; Faller y Fiahlo 2009; Perla et al. 2012). El modelado
cinético podria ser empleado para predecir la influencia del procesamiento en
parametros criticos de calidad durante el procesamiento de alimentos (Patras et
al., 2011). Los consumidores prefieren productos alimenticios de alta calidad,
sobre todo naturales. Sin embargo, los productos alimenticios a menudo se
procesan, y algunas propiedades nutricionales y de salud tal como la actividad

antioxidante se puede perder a través del procesamiento térmico. La exposicion
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al oxigeno, la luz y el calor puede reducir el efecto antioxidante propiedades. El
tratamiento térmico es uno de los mas ampliamente métodos utilizados para
preservar y extender la vida util de alimentos. También es uno de los factores
mas importantes que afectan la estabilidad de antocianinas y otros compuestos
fendlicos. Los resultados de estudios previos muestran que existe una necesidad
para preservar el contenido de fenoles totales, que contribuyen a la actividad
antioxidante, durante el procesamiento térmico, almacenamiento prolongado y

periodos de vida util.

2.6.1 Reaccién Quimica

El estudio de las reacciones quimicas puede encararse desde el punto de vista
termodinamico con el fin de establecer las condiciones en las cuéles estas
pueden ocurrir en forma espontanea. La cinética quimica, por el contrario, estudia
la velocidad de estas transformaciones y se preocupa por conocer el mecanismo
de la reaccion, es decir como son las etapas que llevan a los reactivos desde la
condicion de reactivos a la de productos, incluyendo un conocimiento tan
detallado como sea posible sobre los posibles intermediarios que pueden
formarse durante la reaccion, asi como también conocer los factores que son
relevantes y controlan la velocidad del proceso (Mathews, 2010).

Reaccion quimica

Condiciones

aA + bB =—/—/—= cC + dD

de reacoion

reactivos productos

Ay B son los reactivos a, b, cydson los coeficientas
estequiomeétricos
Cy D son los productos

=———> Convencion para una reaccion reversible

Figura 1. Representacion de una reaccién quimica.

Los estudios asociados con la cinética de las reacciones quimicas tienen

importancia desde el punto de vista basico como aplicado. Desde el punto de
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vista fundamental, es relevante obtener informacion sobre todos los factores que
influyen sobre la velocidad de la reaccion. El conocimiento detallado de estos
factores (concentracion de reactivos, productos, temperatura, presion,
caracteristicas y propiedades del medio donde se lleva a cabo la reaccion, etc.)
es importante para el control cinético de procesos aplicados. En cinética quimica
es necesario definir los conceptos de velocidad de una reaccién quimica, ley de
velocidad, orden de reaccién cuando corresponda y establecer el mecanismo de
una reaccion identificando las etapas y su molecularidad a través de las cuales
evoluciona temporalmente el sistema durante el proceso. Las tres primeras
definiciones son magnitudes experimentales que se determinan sobre la base de
cambios macroscopicos, mientras que el mecanismo es normalmente una
hipotesis que debe ser objeto de verificacion experimental y/o herramientas
tedricas (normalmente basadas en la mecanica cuantica molecular) (Capparelli,
2013).

2.6.2 Rapidez de unareaccion
La rapidez con la que una sustancia disminuye o aumenta su concentracién con

respecto al tiempo, ha sido estudiada ampliamente, aunque es conocida
errbneamente como, velocidad de una reaccion quimica. La medida de la
velocidad requiere de la determinacion de la concentracion instantanea (Co, Ct y
Cr) de las distintas especies, al tiempo de inicio (tiempo cero o to), durante el
proceso (tn) y al final de la reaccidn (tr). Se habla que es necesario determinar el
perfil de concentraciones de reactivos o productos a medida que la reaccion
progresa en el tiempo. La concentracion de las especies participantes puede
evaluarse por métodos quimicos o fisicos. En el primer caso, se hace necesaria
la medida de la concentracion, muestreando en un tiempo determinado, una parte
del proceso para su posterior andlisis con técnicas analiticas convencionales
(titulacién, gravimetria, RMN, HPLC, etc.). En el segundo tipo de analisis, se
requiere que la concentracion de alguna o todas las especies presentes en el
sistema sean proporcionales a alguna otra propiedad fisica, basicamente que sea
facil de medir, una funcion lineal y sencilla como la concentracién, absorbancia,

fluorescencia, etc (Mathews, 2010).
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La velocidad o rapidez de las reacciones quimicas abarca un amplio intervalo de
ordenes de tiempo. Existen reacciones muy lentas que pueden estudiarse
siguiendo el cambio de concentraciones con respecto al tiempo con un
crondmetro estandar como método convencional para monitorear la evolucion
temporal del proceso. Estas son reacciones que ocurren en tiempos superiores
a las decenas de minutos hasta horas, dias o en escalas de tiempo superiores.
Por otro lado, existen otras reacciones que son suficientemente rapidas y para
las cuales los métodos convencionales no son aplicables y debe recurrirse al
registro digital de los cambios de concentracion como funcion del tiempo. En
estos casos, las reacciones pueden iniciarse y completarse en tiempos muy
breves, por ejemplo, en segundos, milisegundos, microsegundos, o aun en
escala de tiempos inferiores (Capparelli, 2013). La rapidez o velocidad de una
reaccion quimica es afectada por cambios en las concentraciones de reactivos y
productos, por la temperatura, la presion, si en la misma participan especies
polares o i0nicas en fase liquida la velocidad también es afectada por la fuerza
ibnica del medio, y a esto debe sumarse la posibilidad del efecto de superficies.
Los procesos cinéticos pueden ocurrir en sistemas homogéneos o heterogéneos.
La ley de velocidad debe describir en forma precisa como estos factores influyen
la velocidad del proceso. En general esta ley es una funcion del tipo Fa(c, T, P,
I, V, A), donde c representa todas las concentraciones que realmente afectan el
proceso, T y P corresponden a la temperatura y presion, | a la fuerza i6nica en
caso de corresponder, V y A indican como el volumen del reactor y la superficie

intervienen en esta ley (Mathews, 2010).
2.6.3. Orden de una reaccion quimica

En el estudio de la cinética de reacciones, |0 que practicamente se debe hacer
es indagar la manera en la que se comportan dichas reacciones, mismas que se
han clasificado desde el punto de vista de la cinética quimica como reacciones
de a) Orden cero, b) Primer orden, ¢c) Segundo orden y d) De orden complejo.
Una de las maneras préacticas mas empleadas para conocer el orden de dichas

reacciones, consiste en construir una grafica de concentracion vs tiempo y de
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acuerdo con la forma de dicha grafica se presupone un orden especifico, como

se muestra en la figura 2.

Concentracién
e =

= 25

Tiempo (segundos) Tiempo (szqundos)

Reaccion de segundo orden

Cancentracion

Tiempe (segundos)

Figura 2.Aspecto de las gréaficas obtenidas en el estudio de la cinética de
reacciones.

Cuando la gréafica de concentraciéon vs tiempo produce una recta, entonces se
trata de una reaccion de orden cero (n=0). Al efectuar una serie de
transformaciones, por ejemplo, la gréafica del In de la concentracién vs tiempo al
dar unalinea recta entonces es probable que dicha reaccion sea de primer orden
(n=1), en tanto que, al graficar el inverso de la concentracion vs tiempo se obtiene
una linea recta entonces presumiblemente se trata de una reaccién de segundo
orden (n=2). Una vez que se determina el orden de la reaccion, se emplearan las
siguientes ecuaciones para obtener valores importantes como lo es la Kk,

dependiendo el caso:

Cp=—Kt+Cppeeeeeeneeiniiiiiiiiiiiinnnnn, Orden cero
InCy—InChp = —kteoooevoiiiiiiiiinn. Primer orden

1 1

—— =kt Segundo orden
Ca Cao
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Reaccion de primer orden (gréfica ajustada)
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184

1.6 4
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In concertracién
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Figura 3. Gréfica que se ajust6 a una linea recta para deducir el orden de reaccion
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3 PROPIEDADES NUTRICIONALES Y NUTRACEUTICAS de L. indigo, R.
flavay H. lactiflorum.

RESUMEN

Los hongos comestibles silvestres representan una alternativa alimentaria por su
contenido proteico y potencial nutracéutico, por lo tanto, es importante el estudio
de dichas propiedades en especies de uso comuin. En este trabajo se
determinaron las propiedades nutricionales y nutracéuticas de los cuerpos
fructiferos Lactarius indigo, Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum y, colectados
en el municipio de Zacapoaxtla, Puebla. Las propiedades nutricionales se
evaluaron mediante el analisis proximal y el potencial nutracéutico fue evaluado
cuantificando fenoles, flavonoides y carotenoides totales y la capacidad
antioxidante mediante los ensayos ABTS y FRAP. El analisis proximal demostro
que la proteina cruda fue uno de los componentes principales de la materia seca,
siendo superior en los frutos Ramaria flava (24.02% bs) y Lactarius indigo
(23.29% bs). La fibra cruda fue otro componente importante y L. indigo presento
el porcentaje mayor (14.64%). El contenido fendlico también fue superior en R.
flava (4.40 mg EAG g-bs~1), lo cual corresponde con su mayor capacidad
antioxidante (23.65 y 20.17 umol ET g - bs™1)), respectivamente. Los resultados
globales de este estudio demuestran que el consumo de Lactarius indigo,
Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum pueden ser benéficas para los
consumidores y que son una fuente de antioxidantes.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, fenoles totales, Lactarius indigo,
Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum.

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma
Chapingo

Autor: Karen ltzel Espejel Sanchez

Director de Tesis: Dra. Diana Guerra Ramirez

40



NUTRICIONAL AND NUTRACEUTICAL PROPERTIES IN L. indigo, R. flavay

H. lactiflorum.

SUMMARY

Wild edible mushrooms represent a food alternative because of their protein
content and nutraceutical potential, therefore, the study of these properties in
commonly used species is important. In this work the nutritional and nutraceutical
properties of the fruiting bodies Lactarius indigo, Ramaria flava and Hypomyces
lactiflorum, collected in the municipality of Zacapoaxtla, Puebla, were determined.
The nutritional properties were evaluated by proximal analysis and the
nutraceutical potential was evaluated by quantifying phenols, flavonoids and total
carotenoids and the antioxidant capacity by the ABTS and FRAP assays. The
proximal analysis showed that the crude protein was one of the main components
of the dry matter, being superior in the fruits Ramaria flava (24.02% bs) and
Lactarius indigo (23.29% bs). Raw fiber was another important component and L.
indigo presented the highest percentage (14.64%). The phenolic content was also
higher in R. flava (4.40 mg EAG g - bs™1), which corresponds to its greater
antioxidant capacity (23.65 y 20.17 umol ET g - bs™1,), respectively. The overall
results of this study show that the consumption of Lactarius indigo, Ramaria flava
and Hypomyces lactiflorum can be beneficial for consumers and that they are a
source of antioxidants.

Key words: Antioxidant capacity, total phenols, Lactarius indigo, Ramaria flava
and Hypomyces lactiflorum.
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3.1 Introduccién

Los hongos se definen como macromicetos con cuerpos fructiferos distintivos y
visibles que pueden crecer por encima o por debajo del suelo (Miles y Chang,
1997). Desde tiempos antiguos muchas culturas de la humanidad han utilizado
hongos como alimento y medicina. Hoy en dia, los hongos cultivados y silvestres
comestibles, utilizados directa o indirectamente como alimento, han sido
claramente separados de los hongos medicinales (FAO, 2017). El valor
nutricional de los hongos se debe a su contenido, relativamente alto de proteinas,
fibra cruda, vitaminas y minerales y a su bajo nivel de grasa (Bano y Rajarathnam,
1988; Manzi et al., 1999; Mattilda et al., 2001; Barros et al., 2008).

Los hongos comestibles se consumen en muchos paises del mundo, no sélo por
Su textura y sabor, sino también por sus caracteristicas quimicas y medicinales
(Tomoda et al.,, 1986). En México, desde la época prehispénica, han sido un
alimento alternativo para diversas comunidades. Son una fuente de proteinas
(21.7-23.9%, en base seca) con un balance adecuado de vitaminas (A, B1, B2,
B6, B12, C, D2, D3, niacina, pro-vitamina D2) minerales (Fe, K, P,Cu, Se, Ca,
Mg, Mn, Zn) y fibra dietética (43.3 g/100g) (Martinez-Carrera et al., 2010). Los
hongos acumulan una variedad de metabolitos secundarios incluyendo
compuestos fendlicos, polipéptidos, terpenos, esteroides, etc., ademas, los
fenolicos de hongos son excelentes antioxidantes (Li et al., 2005). Los
compuestos fendlicos presentes en frutas y vegetales son los principales
compuestos bioactivos que se han asociado con la inhibicion del aterosclerosis y
el cancer. La bioactividad de los compuestos fendlicos puede estar relacionada
con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y eliminar los
radicales libres (Mallavadhani et al., 2006; Carmen y Xin, 2004; John, 2005). Por
lo que el consumo de frutas, vegetales, vinos tintos y jugos proporciona
proteccion contra diversas enfermedades, incluyendo el cancer y enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares. Los antioxidantes contenidos en este tipo
de alimentos eliminan los radicales libres, responsables del dafio oxidativo de los
lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge, 1984; Chang

y Hayes, 1978). El objetivo de este estudio fue determinar las propiedades
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nutricionales, potencial nutracéutico y asi evaluar la estabilidad de compuestos
bioactivos después de tratamiento térmico de los frutos de Lactarius indigo,
Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum colectados en el municipio de

Zacapoaxtla, Puebla.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Instrumentacion

La medicion de absorbancias para cuantificar los fenoles totales y evaluar la
actividad antioxidante se llevé a cabo en un lector de microplacas (Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, USA), equipado con bombas de inyeccién

automética y el software de andlisis de datos Gen5TMdata.

3.2.2 Material vegetal

Los hongos silvestres (L. indigo, R. flava y H. lactiflorum,) fueron colectados en
la Sierra Norte de Puebla, en la comunidad de La Loma, Zacapoaxtla, estado de
Puebla en julio de 2016. Se realiz6 una colecta de 20 especies, de los cuales
fueron seleccionados las tres especies estudiadas, debido a que son las especies
mas abundantes. Los frutos, fueron liofilizados y conservados en congelacién

hasta su andlisis.

3.2.3 Andlisis proximal

La composicion proximal de los hongos liofilizados fue determinada por triplicado
de acuerdo con los métodos de la (AOAC, 1990). El contenido de proteina cruda
de las muestras se estimé mediante el método de macro-Kjeldhal, la materia
organica fue digerida con una mezcla catalizadora conteniendo H,SO0,
concentrado. El contenido de nitrégeno asi determinado se multiplicéO por un
factor de 6.25 para llegar a la cantidad de proteina cruda. Los lipidos totales
fueron estimados, a través de una extraccion continua con éter etilico utilizando
aparato de extraccion Soxhlet. El tiempo de extraccién fue de 6 horas, después
el éter se evaporo en un rotavapor y el residuo se sec6 (100°C, 30 min), enfrid y
peso. Lafibra cruda se estim6 mediante el método de (Van Soest, 1967), a traves
de métodos de digestion con acido sulfarico 0.255 N y NaOH 0.313 N. El

contenido de cenizas se determiné mediante la combustién del material vegetal
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a 550° C durante 3 h. La humedad se estimd colocando la muestra en una

capsula de porcelana a peso constante a 105 °C por 5 horas.

3.2.4 Extraccién de polisacaridos

Los polisacaridos fueron extraidos mediante la metodologia descrita por
(Palacios et al., 2012). Una muestra liofilizada de cada uno de los hongos (10g)
fue sometida a extracciones sucesivas (ver Figura 1). Para extraer compuestos
de bajo peso molecular se llevd a cabo una extraccion con metanol a 60 °C
durante 8 h, transcurrido dicho tiempo, la mezcla se filtrg, el residuo fue sometido
a extraccion con 20 mL de agua destilada (25 °C, 24 h) para obtener los
polisacéridos solubles bajo estas condiciones. La mezcla de extraccion se
centrifugo (4000 rpm, 4 °C). El sobrenadante claro fue separado y el residuo se
extrajo con 20 mL de agua (100°C, 24 h). Nuevamente el sobrenadante fue
centrifugado y el residuo se extrajo finalmente con 20 mL de una disolucion
acuosa de NaOH (1 M;100 °C; 24 h), el sobrenadante fue separado por
centrifugacion, el residuo se desechd. Los sobrenadantes de las tres
extracciones (agua fria, agua caliente y NaOH caliente) fueron precipitados con
etanol en una proporcion de 2:1 (v/v),), después de centrifugar, cada uno de los
residuos fueron re disueltos en agua destilada. Finalmente, en cada una de las
soluciones, las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético (20%, p/v) y se
centrifugaron para dar un sobrenadante claro. Se afadié NaCl (1%, p/ v) y los
polisacaridos se precipitaron con etanol/agua (2: 1 v / v) durante 24 h. Los
extractos se centrifugaron y los sdlidos se lavaron con acetona para dar los

polisacéaridos brutos.
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Muestra liofilizada cada
hongo (10g).

A J

1° EXTRACCION

Metanol (a 60°C,
8h.)

Compuestos J
de bajo peso
molecular
Fraccion
fria

Residuo

2° EXTRACCION

H,0 (a 25°C,
24h.)

Residuo
3° EXTRACCION

H,0 (a 100°,
24h.)

Fraccién

caliente

Fraccion
de NaOH

Figura 4. Diagrama de flujo de extraccion de polisacéaridos.

3.2.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante

Preparacion de los extractos

4° EXTRACCION

Polisacaridos

Una muestra de cada uno de los hongos previamente liofilizados y molidos (0.500

+ 0.005 g) se mezcld con 5 mL de una disolucién de metanol al 80 %. Después

se ajusté el pH a 3.03 £ 0.05 con HCI 5 %, la mezcla se agité en vortéx (1000

rpm, 3 min), se sonico (15 min) y se agitdé (150 rpm, 30 min). Finalmente, se

sonico (15 min) y fue centrifugada (2500 rpm, 15 min). El sobrenadante se afor6

a 5 mL. A partir de esta mezcla se cuantificaron el contenido de fenoles y

flavonoides totales y la capacidad antioxidante. Cada muestra fue analizada por

triplicado.
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3.2.5.1 Reactivos
El reactivo de Folin-Ciocalteu, el acido galico, el carbonato de sodio anhidro, el

acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), la catequina, el
2,4,6 tripiridil-s triazina (TPTZ), el acetato de sodio, el acido acético glacial, el
acido clorhidrico y el cloruro férrico hexahidratado fueron adquiridos de Sigma
Aldrich.

3.2.5.2 Ensayo de FRAP
La capacidad antioxidante fue determinada por el método FRAP (poder

antioxidante reductor del hierro) de acuerdo con el procedimiento de Benzie y
Strain, (1996) adaptado a microplacas. Para la solucion FRAP se prepararon las
siguientes disoluciones: buffer de acetato 300 mM (4.624 g C2HsNaO2+ 3H20 y
18.2 mL C2H402) pH 3.6, TPTZ (2,4,6 Tripiridil-s triazina) 10 mM en 40 mL de
HCI, y 20 mM de solucion FeCls6H20. La solucion FRAP fue preparada al
momento de su uso mezclando 10 mL de buffer de acetato; 1 mL de solucion
TPTZy 1 mL de solucion FeCls*6H20. La curva de calibracion se obtuvo a partir
de una disolucion de Trolox con una concentracién 998 uM, de esta se tomaron
alicuotas para obtener disoluciones con las siguientes concentraciones: 3.84,
7.68, 11.52, 15.36, 23.05, 30.7, 38.4, 46.1 uM. En una microplaca de 96 pozos
se mezclaron, en cada pozo, 20 pL de extracto o 20 pL de las diferentes
disoluciones de Trolox, 180 pL de solucion FRAP y 60 uL de agua (el agua fue
dispensada automaticamente con los inyectores del equipo), como blanco, se
inyectaron 260 pL de solucibn FRAP. Las mediciones se hicieron por
cuatriplicado. El equipo se programé para agitar durante 30 s, 10 minutos
después la absorbancia fue leida a 513 nm. Los resultados se expresaron
como umol Trolox gp+. Con los datos obtenidos se generé una curva de
calibracion usando las concentraciones de Trolox en el rango mencionado. La
ecuacion obtenida de la curva tipo fue utilizada para determinar la actividad

antioxidante de la muestra.

3.2.5.3 Ensayo de ABTS
El ensayo de ABTS se llevo a cabo por el método de Re et al., (1999) adaptado

a microplacas. Se prepararon las disoluciones de ABTS 7.4 mM y una disolucion

de persulfato de sodio 2.6 mM de las cuales se mezclaron volumenes iguales (10
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mL cada una) y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 16 horas en
un lugar oscuro. Una vez transcurrido dicho tiempo se tomaron 600 pL de la
mezcla y se aforaron a 10 mL con metanol puro. En la microplaca de 96 pozos
se colocaron 20 pL de la curva o del extracto del fruto de feijoa y se inyectaron
automaticamente con el equipo 180 pL de la disolucién ABTS, como blanco se
ocuparon 200 pL de la disolucion ABTS. La disminucioén de la absorbancia fue
registrada a 734 nm por espacio de 10 minutos. La curva de calibracién de trolox
se prepar6 en un rango de 4.99 a 59.93 pM. Los resultados se expresaron en
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca

(umol ET gi0).

3.2.6 Determinacion de contenido de fenoles totales

Los fenoles totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu
adaptado a microplacas (Singleton y Rossi, 1965). La curva de calibracién se
obtuvo a partir de una disolucién de acido galico con una concentracion de 0.5
mg EAG mL™!, de ésta se tomaron alicuotas para obtener disoluciones con las
siguientes concentraciones: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18,
0.2 y 0.22 mg EAG mL™t. En una microplaca de 96 pozos se mezclaron, en cada
pozo, 25 uL de extracto o 25 uL de las diferentes diluciones de acido galico.
Posteriormente a cada pozo de la placa se adicionaron 125 pL de agua destilada
y 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 con agua destilada) y 30 puL
de Na2COs al 20 %. El agua y el reactivo de Folin-Ciocalteu se adicionaran
automaticamente haciendo uso del sistema de inyeccién automatica del equipo
de microplacas. Después, las mezclas de reaccidn se dejaron en la obscuridad
durante 30 minutos y se leyeron las absorbancias a 760 nm. Las mediciones se
hicieron por cuatriplicado. Los resultados del contenido de fenoles totales se
expresaron en miligramos de fenoles equivalentes a acido géalico por gramo de
muestra en base seca (mg EAG g;l). Con los datos obtenidos se generé una
curva de calibracion usando las concentraciones de acido galico en el rango
mencionado. La ecuacion obtenida de la curva tipo fue utilizada para determinar

la concentraciéon de fenoles totales en la muestra.
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3.2.6.1 Determinacion de flavonoides
Los flavonoides totales fueron determinados de acuerdo con el método de

(Kubola y Siriamornpun, 2011) adaptado a microplacas. Se mezclaron 0.5 mL de
extracto de cada uno de los hongos, 2.5 mL de agua destilada y 0.15 mL de
disolucion de NaNO:2 al 5%. Después de 6 minutos, se afiadieron 0.3 mL de
AICI3-6H20 al 10 %. La mezcla anterior se dejo reposar durante 5 minutos y
enseguida se afadié 1 mL de NaOH al 5%. La mezcla se agité en vortéx (3000
rpm, 3 min). Finalmente se transfirieron 200 pL de cada muestra a los pozos de
la microplaca y se midi6 la absorbancia a 510 nm en un lector de microplacas.
Las mediciones se hicieron por cuadruplicado. Los resultados fueron expresados
como miligramos equivalentes de catequina por gramo de muestra en base seca
(mgEC gbs —1). El intervalo de la curva de calibracién de catequina fue de 0.7 a
34.5 ug mL-1. La ecuacién obtenida de la curva tipo fue utilizada para determinar

la concentraciéon de flavonoides totales en la muestra.

3.2.7 Determinacion de carotenoides

Los carotenoides fueron determinados para Hypomyces lactiflorum de acuerdo
con el procedimiento de (Camargo et al., 2015). La muestra liofilizada y protegida
de laluz. (0,2 g) fue mezclada con 10 mL de una solucién de hexano/acetona (6:
4, vIv). Y se extrajo sucesivamente en vortex (1 min) y en incubadora (9 min).
Después la mezcla se filtr6 y las absorbancias a 450nm se leyeron
inmediatamente con un espectrofotometro. Los resultados se expresaron como
mg de B-caroteno por gramo de muestra en base seca. La curva de calibracion
se obtuvo a partir de una disolucion B-caroteno (Img'mL™) en hexano-acetona
(6:4, vlv), de la cual se tomaron alicuotas para obtener las siguientes
concentraciones: 0.0005, 0.001, 0.0015, 0.002, 0.0025, 0.003, 0.0035 y 0.0040

mg * mL™1,

3.2.8 Andlisis estadistico
Los experimentos se condujeron de acuerdo a un disefio completamente al azar
con tres repeticiones. Aplicandose analisis de varianza y comparacion de medias

de tratamientos (Tukey, 0.05) mediante el paquete estadistico SAS (version 9.4).
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Analisis proximal

La composicion proximal de los hongos comestibles silvestres analizados se
muestra en el Cuadro 1. De acuerdo con (Breene, 1990), el contenido de
humedad para los hongos frescos se encuentra en el intervalo de 85-95 %, por
lo que el porcentaje de humedad de los hongos estudiados esta acorde con lo
descrito, ademas no hay diferencias estadisticas significativas de esta variable
entre las tres especies. El contenido de cenizas de R. flava (7.77%) fue
estadisticamente diferente y bajo en comparacién con H. lactiflorum (15.06%) y
L. indigo (12.93%). El contenido de ceniza de diferentes hongos es generalmente
del 0,18-15,73% de la materia seca. Los cuerpos fructiferos de los hongos se
caracterizan por un alto nivel de elementos minerales bien asimilados, los
principales componentes minerales en hongos son Na, K, Ca, Mg, P, S vy
elementos como As, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Mo, Mn, Ni, Pb, Se, Zn entre otros forman
constituyentes menores (Bano y Rajarathanum, 1982; Bano et al., 1981). Se ha
encontrado que el contenido mineral de los hongos silvestres comestibles es
mayor que los cultivados (Mattilla et al., 2001). Por otro lado, el contenido de fibra
dietética de los hongos estudiados fue mucho mayor en comparacion con A.
bisporus (1.98%) y P. ostreatus (4.10%), reportado por (Manzi et al., 2001). La
fibra dietética en hongos muestra niveles mas altos de fibra dietética insoluble
(2.28-8.99%) que lafibra dietética soluble (0.32-2.20%) (Manzi et al., 2004; Manzi
y Pizzoferrato, 2001). Una variable importante para los hongos es el contenido
de proteina cruda, H. lactiflorum presenté una diferencia significativa, con el
menor porcentaje de proteina (20.20%), pero superior a lo descrito para hongos
comerciales (Jaworska et al., 2015), sin embargo (Silvay Lo, 1997) reportaron a
R. flava (14.47%) y L. indigo (13.42%) colectados en Querétaro, México, con
menor contenido de proteina cruda a los estudiados en este trabajo, lo cual pudo
ser consecuencia, de los diferentes sustratos en los que crecieron los hongos, ya
gue Bano y Rajarathnam, (1982) reportaron que el contenido de proteina de los
hongos depende de la composicion del sustrato, el tamafio del pileo, el tiempo

de cosechay las especies de hongos. La proteina es un constituyente importante
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de los hongos (Agrahar-Murugkar y Subbulakshmi, 2005; Wani et al., 2010). Los
hongos en general tienen un mayor contenido de proteina que la mayoria de las
otras verduras (Bano y Rajarathnam, 1988). Sobre una base de peso seco, las
especies estudiadas contienen de 20 a 24% de proteinas en comparacion con
7.3% en arroz, 12.7% en trigo, 38.1% en soja y 9.4% en maiz (Crisan y Sands,
1978; Bano y Rajarathnam, 1988). Verma et al. (1987) informaron que los hongos
son muy Uutiles para los vegetarianos porque contienen algunos aminoéacidos
esenciales que se encuentran en las proteinas animales. La digestibilidad de las
proteinas de Pleurotus es como la de las plantas (90%), mientras que la de la
carne es del 99% (Bano y Rajarathnam, 1988). Respecto al contenido de grasa,
los cuerpos fructiferos de R. flava, mostraron diferencia significativa con el menor
contenido de grasa (1.20%) y fue menor que el reportado por (Silva & Lo, 1997)
para R. flava (2.09%) y L. indigo (4.25%); frutos colectados en el Estado de
Querétaro. Comparando los hongos del presente estudio con otras especies
como con A. bisporus (0.33%) y P. ostreatus (0.36%) reportadas por (Manzi et
al., 2001) respecto al contenido de grasa; resultaron mayores en sus porcentajes
R. flava, H. lactiflorum y L. indigo (Cuadro 1). Los hongos comestibles
proporcionan bajas cantidades de grasa. En general, los acidos grasos
insaturados son predominantes sobre los acidos grasos saturados,
especialmente el acido palmitico (C16: 0), el acido oleico (C18: 1) y el &cido
linoleico (C18: 2) (Barros et al., 2007; Diez y Alvarez, 2001). En general las tres
especies aportan una alta cantidad de carbohidratos respecto al contenido de
lipidos y fibra, siendo estos de gran importancia, ya que son la principal fuente
de energia para el cuerpo. El perfil de macronutrientes, revel6 que los hongos
silvestres son una fuente de proteinas vegetales y con un bajo contenido de grasa
(Cuadro 1), estas propiedades han sido descritas para otros hongos silvestres
comestibles (Aletor, 1995; Longvah y Deosthale, 1998).

Es importante destacar que las caracteristicas de crecimiento, estado de la etapa
y poscosecha puede influir en la sustancia quimica composicion y el valor

nutricional de los hongos comestibles (Kala’c, 2013).
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Cuadro 1. Composicion proximal de los hongos silvestres comestibles (base
seca)

Cenizas (%) Proteina Lipidos Fibra cruda Carbohidratos
cruda (%) totales (%) (%) totales (%)

Lactarius 1293a?+1.79 2329a+130 3.19a+0.25 1464a+0.22 4595c+0.00
indigo

Ramaria 7.77b+0.46 24.02a+042 1.20b+0.34 7.58c+0.09 59.43a+0.00
flava

Hypomyces 15.06a+0.03 20.27b+0.78 2.67a*x0.15 12.08b+0.36 49.92b+0.00
lactiflorum

Z = Valores con letras iguales dentro de cada columna son estadisticamente iguales (HSD de
Tukey, p<0.05)

3.3.2 Extraccion de polisacaridos

Los polisacaridos son metabolitos que aportan diversos beneficios a la salud,
aumentan la respuesta inmune, tienen efectos antitumorales, propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes, entre otros (Bao et al., 2002; Ruthes et al., 2013;
Wasser, 2003). En diversas investigaciones se han aislado e identificado
polisacaridos en hongos, en los que se encontr6 que poseen importantes
propiedades para la salud humana, de ésta manera se extrajeron y aislaron los
polisacéaridos de los hongos en estudio para determinar la presencia y cantidad
de éstos. El rendimiento total de polisacaridos en los hongos en estudio se
muestra en el Cuadro 2, en los tres hongos hubo presencia de polisacéridos, sin
embargo, H. lactiflorum contiene un porcentaje mas alto (8.5%), en relacion al
contenido de fibra cruda, mientras que R. flava es el que posee el menor
contenido (0.90%). El rendimiento de polisacérido de cada fraccion (frio, caliente
y NaOH acuoso caliente) para H. lactiflorum fue 0.8 %, 6.3 % y 3.1 %, para L.
indigo fue 0.11%, 0.45% y 1.2% y para R. flava fue de 0.01%, 0.007% y 0.6%
(peso / peso, peso en seco), respectivamente. (Li, 2017) reportd a R. botrytis con
un rango de polisacaridos de 0 a 40 pg - mL™1, datos inferiores a los obtenidos en
el presente trabajo, no obstante, la extraccion de polisacéaridos fue distinta. Los

B-glucanos representan de 4 a 13% de la fibra dietética total de la pared celular
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con una variabilidad de las fracciones de fibra dietética dependiendo de las
especies de hongos, por lo que se espera que los polisacaridos extraidos son en
su mayoria éste tipo de polisacaridos. En este contexto, los polisacaridos [3-
glucanos de los hongos se consideran compuestos funcionales porque parecen
estimular la respuesta inmunomoduladora, modular la inmunidad humoral y
celular y por lo tanto tener un efecto beneficioso en la lucha contra las infecciones,
ademas de esas sustancias también presentan hipocolesterolémico (Wasser y
Weis, 1999). Sin embargo, en éste estudio los polisacaridos no fueron

identificados, sdlo aislados.

Cuadro 2. Polisacaridos de los hongos silvestres comestibles (base seca).

Fibracruda  Polisacéaridos (mg-g~!)  Polisacaridos (%)

(%)
Lactarius indigo 14.64 179.1 1.22
Ramaria flava 7.58 65.7 0.86
Hypomyces 12.08 1025.3 8.48

lactiflorum

3.3.3 Fenoles totales

Las propiedades antioxidantes de los hongos en estudio fueron determinadas
conjuntamente con dos hongos comerciales: champifiones y setas, para hacer
una comparacion del potencial nutracéutico entre especies silvestres y
cultivadas. En el Cuadro 3 se observa que el contenido fendlico total de R. flava
(4.40 mg EAGg;¢) fue mayor con respecto a las otras dos especies silvestres, sin
embargo, al comparar con hongos comerciales se encontr6 que en los
champifiones es superior (6.81 mg EAGg;4). En otros estudios se encontré que
el contenido de fenoles totales en L. indigo (56.50 mg GAE/100 g base seca), H.
lactiflorum (36.44 mg GAE/100 g base seca) y R. flava (53.75 mg GAE/100 g
base seca) fue superior, éstas muestras fueron colectadas en el estado de

Querétaro, México (Yahia et al., 2017). Las diferencias observadas en este
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estudio podrian deberse a las condiciones de crecimiento y al método de
extraccion, por ejemplo (Yahia et al., 2017) hicieron la determinacion del
contenido fendlico total a partir de un extracto de hexano/diclorometano (1:1, v/v),
mientras que en el estudio se hizo la extraccion con metanol al (80%). De este
modo, el disolvente de extraccion tiene un efecto importante (Pumtes et al.,
2014). Los compuestos fendlicos exhiben una amplia gama de propiedades
fisiol6égicas, como antialérgico, antiaterogénico, antiinflamatorio, antimicrobiano,
efectos antitromboticos, cardioprotectores y vasodilatadores (Ferreira et al.,
2009). Los compuestos fendlicos brindan proteccion contra varios trastornos
degenerativos, que incluyen disfuncion cerebral, cancer, y enfermedades
cardiovasculares. Esta propiedad esta relacionada con su capacidad para actuar
como antioxidantes; ellos pueden eliminar radicales libres y especies reactivas
de oxigeno. El proceso de oxidacion es esencial para organismos vivos; es
necesario para la produccion de energia. Sin embargo, la generacion de radicales
libres ha sido implicado en varias enfermedades humanas. Los compuestos
fendlicos en hongos muestran una excelente capacidad antioxidante (Ames et
al., 1993).

Cuadro 3. Capacidad antioxidante de los hongos silvestres comestibles (base
seca)

CFT CT FT ABTS FRAP

(mg EAGg;?) (mg EB-C- gpd) (mg EC-g5d) (umol ET-g;d)  (umol ET- g7)

L. indigo 292¢?2+000 0.83b +0.05 10.42 ¢ £ 0.02 9.03 ¢ £ 0.00
R. flava 440b+0.00 - 2.25a+0.04 23.65b +0.02 20.17 a£0.02
H. lactiflorum 2.98c +0.04 0.1127 - 5.78 e + 0.03 3.75d +0.02
A. bisporus 6.81a+003 - - 26.64a = 0.04 18.79 b + 0.03
P. ostreatus 157d+001 - e 7.47d+0.01 247ex0.01

Z= Valores con letras iguales dentro de cada columna son estadisticamente iguales (HSD de
Tukey, p<0.05).

53



Los resultados sugieren que el 51.1% de los compuestos fendlicos en R. flava
son flavonoides y el 28.5% en L. indigo, mientras que el H. lactiflorum no mostro
presencia de flavonoides totales. Emin y Mugla, (2014) reportaron a R. flava con
0.86 mg ECg;+ de FT. Asi mismo, (Yahia et al., 2017) reportaron a L. indigo con
0.1227 (mg catequina g~!) y a R. flava con 0.346 (mg catequina g~?!), datos

inferiores a los estudiados en el presente estudio.

Fenoles Totales vs Flavonoides

3

Flavonoides Fenoles
mg ¢ atequinaig (Mg GAE/g)

2

L indigo R flava

e Fenoles Totales

Flavonoides
Figura 5. Contenido total de fenoles y flavonoides totales en frutos de L. indigo y R. flava.

Por otro lado, se cuantificé el contenido total de carotenoides en H. lactiflorum ya
que fue el Unico que resultdé con presencia de estos compuestos. Los
carotenoides son pigmentos amarillos, rojos o anaranjados que se propagan
tanto en el mundo vegetal como en el animal. Ellos vinieron con clorofila verde
en hojas y hierbas y estan presentes en muchas flores, frutas, semillas o raices.
Se sintetizan s6lo en plantas. Los pigmentos carotenoides son carotenoides
vegetales, son los méas extendidos de todos los pigmentos vegetales (Buthariu &
Coradini, 2012). El H. lactiflorum (0.117mg EB-C- g;,2) posee carotenoides debido
a su color rojo del fruto, mientras que a R. flava y L. indigo no se les determiné

por sus colores blanco y azul, respectivamente.

3.3.4 Capacidad antioxidante
El ensayo FRAP puede ser comparado con ABTS porque utilizan el mismo

mecanismo de transferencia de electrones (Ozgen et al., 2006). Las tres especies
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presentaron diferencia significativa por los dos ensayos en capacidad
antioxidante. Los dos métodos se usaron para evaluar la capacidad antioxidante
de cada uno de los hongos, los valores mas altos corresponden a R. flava y estan
una relacién directa con el contenido de fenoles totales. Comparando a R. flava
con hongos comerciales, resulté con mayor capacidad antioxidante que los
“Setas” pero menor que los “Champifiones” por el mismo método de extraccion y
por ambos métodos (ABTS y FRAP). De acuerdo con estudios realizados, R.
flava contiene 2.77+0.53 pumol ET- g;! y L. delicious 0.56+0.01 pmol ET- g1,
valores menores a los obtenidos en el presente estudio. Debido a que existen
pocos estudios de L. indigo, es posible compararlo con L. delicious debido a que
son de la misma especie (Emin y Mugla, 2014). No se encontraron estudios que
reporten capacidad antioxidante de H. lactiflorum por lo cual es de gran
importancia mostrar con el presente estudio, el potencial nutracéutico de esta
especie, sin embargo, al compararlo con las otras dos especies estudiadas y
hongos comerciales como el “Champifién” y “Setas”, es el que menor capacidad
antioxidante tuvo (5.78 y 3.75 pmol ET~g{,sl) mediante los métodos ABTS y
FRAP. Cabe mencionar que, por su color y sabor, es uno de los hongos silvestres
mas consumidos en la zona de Zacapoaxtla, Puebla. Los hongos Lactarius
indigo, Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum contienen cantidades significativas
de compuestos antioxidantes. Los antioxidantes inhiben la actividad de los
radicales libres y tienen efectos beneficiosos sobre el cancer, las enfermedades
cardiovasculares y otras enfermedades. Las propiedades antioxidantes de los

hongos se deben principalmente a su alto contenido de fenoles (Gil et al., 2000).
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Figura 6. Capacidad antioxidante por ABTS y FRAP

3.4 Conclusiones

En el municipio de Zacapoaxtla, localizado en la de Sierra de Puebla, las
condiciones climaticas propician el desarrollo de una gran diversidad cuerpos
fructiferos de hongos silvestres. El contenido de proteina reportado para los
hongos comestibles silvestres estudiados fue mayor que el encontrado en los
hongos comerciales como el champifién (Agaricus bisporus) (24.43 %), ademas
contienen un importante porcentaje de minerales, carbohidratos y fibra cruda. El
contenido de polisacaridos fue mayor en H. lactiflorum (8.48%). El contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante de las tres especies es elevado en
comparacion con el hongo “Seta” (7.47 umol Trolox/ g muestra). Sobre la base
de los resultados globales, las tres especies contienen adecuada composicion
guimica y nutricional, con un destacado contenido de proteina y bajo porcentaje
en grasas. Asi como son una fuente importante de compuestos bioactivos
(polifenoles) que al ser consumidos podrian ser benéficos para la salud humana

y la prevencion de enfermedades.
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4 CINETICA DE DEGRADACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN
HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES DURANTE TRATAMIENTO
TERMICO

RESUMEN

Este estudio determiné el efecto del tratamiento térmico en compuestos
bioactivos (fenoles totales) de los hongos silvestres Lactarius indigo, Ramaria
flava y Hypomyces lactiflorum a las temperaturas de 50 y 92 °C y a los tiempos
de O, 10, 20, 30, 40, y 50 minutos. El cambio en fenoles totales y capacidad
antioxidante mediante los ensayos de FRAP y ABTS de las muestras fue
evaluado al aumentar la temperatura y tiempo de tratamiento térmico. Se
determind el modelo cinético de primer orden para aquellas reacciones. La
velocidad de reaccion fue mayor a 92 °C para todos los casos. La degradacién
de la capacidad antioxidante en R. flava durante el tratamiento térmico fue mayor
comparado con las otras dos especies. La actividad antioxidante de Lactarius
indigo, Ramaria flava y Hypomyces lactiflorum disminuy6 a medida que aumenté
latemperatura y el tiempo de tratamiento térmico.
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Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autbnoma
Chapingo

Autor: Karen Itzel Espejel Sanchez

Director de Tesis: Dra. Diana Guerra Ramirez

62



KINETICS OF DEGRADATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY IN EDIBLE
WILD MUSHROOMS DURING HEAT TREATMENT

ABSTRACT

This study determined the effect of heat treatment on bioactive compounds (total
phenols) of wild mushrooms Lactarius indigo, Ramaria flava and Hypomyces
lactiflorum at temperatures of 50 and 92 ° C and at times of O, 10, 20, 30, 40, and
50 minutes. The change in total phenols and antioxidant capacity by the FRAP
and ABTS assays of the samples was evaluated by increasing the temperature
and time of heat treatment. The first-order kinetic model was determined for those
reactions. The reaction rate was higher at 92 ° C for all cases. The degradation
of the antioxidant capacity in R. flava during the heat treatment was greater
compared with the other two species. The antioxidant activity of Ramaria flava,
Hypomyces lactiflorum and Lactarius indigo decreased as temperature and time
of heat treatment increased.

Key words: total phenols, antioxidant capacity, heat treatment.
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4.1 Introduccion

Los hongos frescos rara vez se consumen crudos, comunmente estan cocidos,
fritos, esterilizados o marinados. Sin embargo, informacién sobre como diferentes
meétodos de preparacion para el consumo y el almacenamiento después del
tratamiento afecta parametros de calidad particulares como el contenido de
vitaminas y propiedades antioxidantes es carente. El procesamiento de productos
alimenticios, incluidos productos con tratamientos térmicos, puede influir
significativamente en el valor nutricional. En el caso de las verduras, los cambios
son principalmente causados por gelatinizacion del almidén y un aumento en la
digestibilidad de la proteina, pero también hay cambios adversos: pérdida de
vitaminas, compuestos antioxidantes o lixiviacion de sustancias solubles que se
producen mientras hierven en agua (Kalogeropoulos et al., 2007; Faller y Fiahlo
2009; Perla et al. 2012). Debido a que los frutos frescos son perecederos y
vulnerables a microorganismos, oxigeno y otros factores, tienen una corta vida
atil y consumos estacionales. Por lo tanto, los métodos de conservacion de
alimentos son necesarios para aumentar la vida util y permitir el consumo durante
todo el afio. Como el tratamiento térmico es un proceso complejo que incluye la
transferencia simultanea de calor y humedad, se necesitan modelos matematicos
para determinar la cinética quimica (Sharma et al, 2003). Algunas propiedades
cualitativas de los alimentos, como el valor nutritivo, el color y las propiedades
funcionales, pueden reducirse durante el proceso del tratamiento térmico. Como
se menciond anteriormente, las propiedades funcionales y terapéuticas y la
calidad del color de los alimentos estan relacionadas con su contenido fendlico y
flavonoides. Estos valiosos nutrientes no son estables al calor y pueden
degradarse durante el tratamiento térmico, particularmente a altas temperaturas
(Leonid et al., 2006). La degradacién de estos compuestos debe tomarse en
consideracion para optimizar los parametros del proceso. Se ha estudiado el
efecto del tratamiento térmico en Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus a 98°C
durante 90 segundos en Polonia, sus resultados arrojaron una disminucion del
38-79% en su capacidad antioxidante (Jaworska et al., 2015), para Lactarius

delicious hubo una pérdida del 55% en el contenido de fenoles totales después
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del tratamiento térmico (Ozturk et al., 2013), sin embargo, no se han llevado a
cabo investigaciones que describan la cinética de degradacion de la capacidad
antioxidante de los hongos de este estudio. Por lo tanto, no hay informacion
disponible en la literatura que describe el efecto del tratamiento térmico de
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de L. indigo, R. flava y H.
lactiflorum. Por lo tanto, la cinética de degradaciéon de estos compuestos
bioactivos durante el tratamiento térmico a distintos tiempos (0, 10, 20, 30, 40, 50
y 60 min) y a dos temperaturas (50 y 92°C), debe estudiarse para determinar las
condiciones Optimas de tratamiento. El presente estudio se centra en la
estabilidad de degradacion de los compuestos bioactivos en los frutos, asi como
en el comportamiento cinético de su tratamiento térmico. El objetivo de este
estudio es investigar el efecto de la temperatura y tiempo de tratamiento térmico
sobre la capacidad antioxidante y el contenido fendlico total de los hongos para

determinar el comportamiento de dichos compuestos.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Material vegetal

Los hongos silvestres (L. indigo, R. flava y H. lactiflorum) fueron colectados en la
Sierra Norte de Puebla, en el municipio de Zacapoaxtla, estado de Puebla en julio
de 2016. Los frutos, fueron liofilizados y conservados en congelacién hasta su
andlisis.

4.2.2 Tratamiento térmico

La estabilidad térmica de los fenoles totales y la capacidad antioxidante se
estudio (a 50y 92°C) y (a0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min). Las muestras de hongo
(0.5 g) se transfirieron a tubos Pyrex con agua destilada (6 mL). Las muestras se
colocaron en bafio de agua termostatico precalentado a las temperaturas y
tiempos estudiados. Cuando la mezcla alcanzé la temperatura deseada, se
retiraron las muestras del bafio de agua caliente y se enfri6 inmediatamente
sumergiéndose en un bafio de agua con hielo para detener la reaccion, se repitio

el mismo procedimiento en intervalos de tiempo (10 min).
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Se liofilizaron las muestras y se analizaron para determinar el contenido de

fenoles totales y capacidad antioxidante.

4.2.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante después del tratamiento
térmico

4.2.3.1 Preparacion de los extractos

Una muestra de cada uno de los hongos con tratamiento previamente liofilizados
(0.500 + 0.005 g) se mezclaron con 5 mL de una disolucién de metanol al 80 %.
Después se ajusté el pH a 3.03 £ 0.05 con disoluciones de HCI 5 %, la mezcla se
agitd en vortéx (1000 rpm, 3 min), se sonico6 (15 min) y se agit6é (150 rpm, 30 min).
Finalmente, se sonicé (15 min) y fue centrifugado (2500 rpm, 15 min). El
sobrenadante se afor6 a 5 mL. A partir de esta mezcla se cuantificaron el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante. Cada muestra fue

analizada por triplicado.

4.2.3.2 Ensayo de FRAP después del tratamiento térmico
La capacidad antioxidante fue determinada por el método FRAP (poder

antioxidante reductor del hierro) de acuerdo con el procedimiento de (Benzie &
Strain, 1996) adaptado a microplacas. Para la solucion FRAP se prepararon las
siguientes disoluciones: buffer de acetato 300 mM (4.624 g C2HsNaO2+ 3H20 y
18.2 mL C2H402) pH 3.6, TPTZ (2,4,6 Tripiridil-s triazina) 10 mM en 40 mL de
HCI, y 20 mM de solucion FeCls6H20. La solucion FRAP fue preparada al
momento de su uso mezclando 10 mL de buffer de acetato; 1 mL de solucion
TPTZy 1 mL de solucién FeCls*6H20. La curva de calibracion se obtuvo a partir
de una disolucion de Trolox con una concentracion 998 uM, de esta se tomaron
alicuotas para obtener disoluciones con las siguientes concentraciones: 3.84,
7.68, 11.52, 15.36, 23.05, 30.7, 38.4, 46.1 uM. En una microplaca de 96 pozos
se mezclaron, en cada pozo, 20 pL de extracto o 20 pL de las diferentes
disoluciones de Trolox, 180 pL de solucion FRAP y 60 uL de agua (el agua fue
dispensada automaticamente con los inyectores del equipo), como blanco, se
inyectaron 260 pL de solucibn FRAP. Las mediciones se hicieron por
cuatriplicado. El equipo se programé para agitar durante 30 s, 10 minutos

después la absorbancia fue leida a 513 nm. Los resultados se expresaron
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como pmol Trolox g;l. Con los datos obtenidos se generé una curva de
calibracion usando las concentraciones de Trolox en el rango mencionado. La
ecuacion obtenida de la curva tipo fue utilizada para determinar la actividad

antioxidante en la muestra.

4.2.3.3 Ensayo de ABTS después del tratamiento térmico
El ensayo de ABTS se realizO mediante la metodologia descrita por (Re et

al.,1999) adaptado a microplacas. Se prepararon las disoluciones de ABTS 7.4
mM y una disolucion de persulfato de sodio 2.6 mM de las cuales se mezclaron
volimenes iguales (10 mL cada una) y se dejaron incubar a temperatura
ambiente durante 16 horas en un lugar oscuro. Una vez transcurrido este tiempo
se tomaron 600 pL de la mezcla y se aforaron a 10 mL con metanol puro. En la
microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL de la curva o del extracto del fruto de
feijoa y se inyectaron automaticamente con el equipo 180 pL de la disolucion
ABTS, como blanco se ocuparon 200 pL de la disolucién ABTS. La disminucién
de la absorbancia fue registrada a 734 nm por espacio de 10 minutos. La curva
de calibracion de trolox se realizd en un rango de concentracion de 4.99 a 59.93
MM. Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por

gramo de muestra en base seca (pmol ET g ).

4.2.4 Determinacion de fenoles totales después del tratamiento térmico

Los fenoles totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu
adaptado a microplacas (Singleton and Rossi, 1965). La curva de calibracion se
obtuvo a partir de una disolucion de acido gélico con una concentracion de 0.5
mg EAG mL™!, de ésta se tomaron alicuotas para obtener disoluciones con las
siguientes concentraciones: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18,
0.2 y 0.22 mg EAG mL™. En una microplaca de 96 pozos se mezclaron, en cada
pozo, 25 uL de extracto o 25 uL de las diferentes diluciones de &cido galico.
Posteriormente a cada pozo de la placa se adicionaron 30 puL de Na2COs al 20
%, 125 pL de agua destilada y 20 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10
con agua destilada). El agua y el reactivo de Folin-Ciocalteu se adicionaran
automaticamente haciendo uso del sistema de inyeccién automatica del equipo

de microplacas. Después, la microplaca, con las mezclas de reaccidn, se dej6 en
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la obscuridad durante 30 minutos y se leyeron las absorbancias a 760 nm. Las
mediciones se hicieron por cuatriplicado. Los resultados del contenido de fenoles
totales se expresaron en miligramos de fenoles equivalentes a acido galico por
gramo de muestra en base seca (mgEAGg,:). Con los datos obtenidos se
genero una curva de calibracion usando las concentraciones de acido galico en
el rango mencionado. La ecuacion obtenida de la curva tipo fue utilizada para

determinar la concentracion de FT en la muestra.

4.2.5 Analisis de datos

Para determinar la cinética quimica de los hongos silvestres durante el proceso
de tratamiento térmico es indispensable determinar el orden de las reacciones
para cada uno de los experimentos que se realizaron (Cuadro 4). La pérdida de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en los frutos de hongos se calcul6

mediante la ecuacion estandar, dada a continuacion.

CA = CAO ) e_kt

donde C, es la concentracion en el tiempo t, C4, €S la concentracion en el tiempo
0, k es la constante de velocidad (por segundo), y t es el tiempo de tratamiento
térmico (en segundos), de ésta manera se obtuvo el valor de k para cada

tratamiento.

Para determinar el orden de la reaccion se grafico la concentracién vs tiempo, se
ajusto la gréfica aplicando In a la concentracién y finalmente se graficé In de la

concentracioén vs tiempo (segundos), obteniendo una reaccion de primer orden.

4.3 Resultados y discusién
En general, con base en los datos en el Cuadro 4, se encontré que cada una de

las especies estudiadas disminuy6 tanto el contenido de fenoles totales como
capacidad antioxidante en comparacion con el hongo fresco. L. indigo tuvo un
32% de pérdida de fenoles totales a 92°C, mientras que a 50°C un 20%, R. flava
un 32% a 92°C y 20% a 50°C y H. lactiflorum un 47% a 92°C y 14% a 50°C, como
se observa, los compuestos fenolicos a la temperatura de 92°C, se conservaron

en mayor proporcion en las dos primeras especies. Los compuestos fendlicos
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son sensibles al tratamiento térmico; se puede observar una disminucion
significativa en el contenido de polifenoles durante la coccién y freimiento de
muchas verduras (Kalogeropoulos et al., 2007; Faller y Fiahlo 2009; Perla et al.
2012), se debe a la alta actividad de la fenol oxidasa y la fenol peroxidasa. Las
enzimas se activan inmediatamente después de que el tejido se interrumpe y
conduce a los cambios en el contenido y la reactividad de compuestos fendlicos
(Czapski y Szudyga 2000).

Por otro lado, la capacidad antioxidante por el método ABTS, L. indigo perdi6 un
20% a 50°C y un 28% a 92°C, R. flava 20% y 33% y H. lactiflorum 14% y 30%,
respectivamente. Por el método FRAP, la capacidad antioxidante de L. indigo
disminuyd el 18% a 50°C y 26% a 92°C, R. flava 25% y 73% y H. lactiflorum 24%
y 38%, respectivamente. De manera global, a mayor temperatura y tiempo, la
estabilidad de los compuestos antioxidantes no se mantuvo estable, se observo
que las tres especies estudiadas en fresco tenian mayor actividad antioxidante
gue con tratamiento térmico. Las reducciones fueron comparables para las tres
especies de hongos analizadas con hongos comerciales; Champifién y Setas en
Cracovia, Polonia, Jaworska et al., (2015) informaron que el tratamiento térmico
de setas para el consumo condujo a pérdidas significativas del total de fenoles
totales en un 38-79%. En el caso de los champifiones, también, el tratamiento
preliminar influye significativamente en el contenido de compuestos fendlicos (ver
Cuadro 4.).
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Cuadro 4. Actividad antioxidante de L. indigo, R. flava, H. lactiflorum, A. bisporus

y P. ostreatus fresco y preparado para el consumo (base seca, n=3).

Especie

L. indigo
L. indigo
R. flava
R. flava
H. lactiflorum
H. lactiflorum
A. Bisporus
(Jaworska et al.,
2015)
P. ostreatus

(Jaworska et al.,
2015)

Tratamiento

50°C, 0 min
50°C, 60 min
92°C, 0 min
92°C, 60 min
50°C, 0 min
50°C, 60 min
92°C, 0 min
92°C, 60 min
50°C, 0 min
50°C, 60 min
92°C, 0 min
92°C, 60 min
98°C, 0 min
98°C, 1.5 min

98°C, 0 min
98°C, 1.5 min

Fenoles totales
(mg EAGg;.)

2.92
2.33
2.93
2.00
4.32
3.45
4.41
3.03
2.98
2.57
2.92
1.53
4.83
3.00

7.08
2.47

Capacidad
antioxidante
ABTS
(umol ET- g;J)
10.42
8.26
10.25
7.35
23.61
18.81
23.57
15.72
5.77
4.94
5.80
4.07
0.373
0.185

0.301
0.140

Capacidad
antioxidante
FRAP
(umol ET- g;J)
9.06
7.43
9.06
6.73
20.18
15.02
20.18
5.37
3.76
2.85
3.75
231
0.332
0.155

0.236
0.121

La temperatura estuvo altamente correlacionada con

las pérdidas de

antioxidantes tales como fenoles totales. Los tratamientos térmicos de vegetales

consistente en cocinar o freir en una pequefa cantidad de aceite contribuye a

disminuir la actividad antioxidante hasta 95% dependiendo del material, método

y duracion del tratamiento térmico (Faller y Fiahlo 2009; Perla et al. 2012).
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Cuadro 5. Parametros determinados a partir de los datos experimentales de la
degradacion de fenoles totales en los hongos silvestres.

Especie Tratamiento  Repeticiones R? Cao K
(promedio) (promedio)
(mg EAGg;,)
L. indigo 50°C 1 0.9641 2.99 6.49 x 107> ¢Z
2 0.9681
3 0.9744
L. indigo 92°C 1 0.9965 2.92 10x1075b
2 0.9965
3 0.9940
R. flava 50°C 1 0.9919 4.36 6.31x107° ¢
2 0.9848
3 0.9861
R. flava 92°C 1 0.9871 4.34 10x10™> b
2 0.9889
3 0.9866
H. 50°C 1 0.9927 2.99 395x107°d
lactiflorum 2 0.9921
3 0.9898
H. 92°C 1 0.9827 3.00 17 x 107> a
lactiflorum 2 0.9807
3 0.9818

Z= Las letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes en a = 0.05.

n=3. DMS=0.248 x 107°
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Los valores de coeficientes de determinacion fueron superiores a 0.98, excepto
para L. indigo a 50 °C fue de 0.96, lo que indica un buen dato para el modelo
cinético de primer orden. Nuestros resultados coinciden con los de los estudios
anteriores que informaron el modelo de reaccion de primer orden para la
degradacion térmica de fenoles totales (Zhou et al., 2016). Como era de esperar,
la tasa de degradacioén de los fenoles totales aumentd al aumentar el tiempo y
temperatura de calentamiento. Como se muestra (cuadro 5), los valores k
aumentaron a medida que aumentaba la temperatura y tiempo de coccién. Los
valores k para la degradacion de contenido fendlico total, cambiaron entre 0.3329
para L. indigo, 4 x 10~° para R. flava y 1.305 x 10~* para H. lactiflorum entre las
dos temperaturas estudiadas. Es decir, el contenido fendlico a las temperaturas
de 50 y 92°C durante 60 minutos, se redujo en un 21 y 31% en L. indigo, 20 y
31% en R. flava y 15% y 48% en H. Lactiflorum, respectivamente.

Los resultados indican que la degradacion de los componentes fendlicos en R.
flava durante el tratamiento térmico fue mayor comparado con las otras dos
especies. La degradaciéon de diferentes productos puede cambiar dependiendo
las condiciones de tratamiento, tales como cantidad fendlica total, temperatura y
tiempo de proceso, entre otros.

Comparando con hongos comestibles, Pigatto et al.,, (2013) reportaron a A.
bisporus a temperaturas de 10 a 60°C durante 100 minutos, lo cual tuvo el mismo
comportamiento que los frutos de hongos estudiados en el presente trabajo, las
altas temperaturas aceleran la velocidad de degradacién de los compuestos
fendlicos totales. Y comparandolo con verduras como la berenjena, Eyarkai et al.,
(2016) reportaron el efecto del tratamiento térmico (70, 75, 80, 85 y 90°C durante
15 minutos) en compuestos bioactivos (fenoles totales), lo que resulté que los

fenoles totales se degradaron con el aumento de la temperatura y tiempo.
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Cuadro 6. Parametros determinados a partir de los datos experimentales de la
degradacion de capacidad antioxidante en los hongos silvestres por el método

ABTS.
Especie  Tratamiento Repeticiones R? Cao K
(promedio) (promedio)
(Hmol ET- g)
L. indigo 50°C 1 0.9829 10.58 6.61 X 107> d?
2 0.9830
3 0.9845
L. indigo 92°C 1 0.9752 10.21 892x1075 ¢
2 0.9771
3 0.9750
R. flava 50°C 1 0.9823 23.67 584x107° e
2 0.9823
3 0.9851
R. flava 92°C 1 0.9904 23.30 10x 107> a
2 0.9891
3 0.9912
H. 50°C 1 0.9858 5.79 430x 107> f
lactiflorum 2 0.9909
3 0.9926
H. 92°C 1 0.9936 5.74 9.47 x107° b
lactiflorum 2 0.9936
3 0.9903

Z= Las letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes en a = 0.05.
n=3. DMS=0.222 x 10~°
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Cuadro 7. Parametros determinados a partir de los datos experimentales de la
degradacion de capacidad antioxidante en los hongos silvestres por el método

FRAP.
Especie Tratamiento Repeticiones R? Cao K
(promedio) (promedio)
(umol ET- gy !
L. indigo 50°C 1 0.9767 9.1 5.16 x 1075 fZ
2 0.9836
3 0.9848
L. indigo 92°C 1 0.9905 9.05 8.22x1075¢
2 0.9856
3 0.9901
R. flava 50°C 1 0.9426 20.2 7.78x107°d
2 0.9426
3 0.9385
R. flava 92°C 1 0.9602 21.2 30x105a
2 0.9600
3 0.9600
H. lactiflorum 50°C 1 0.9749 3.84 749%x 107 e
2 0.9660
3 0.9781
H. lactiflorum 92°C 1 0.9936 3.78 10x107%b
2 0.9910
3 0.9930

Z= Las letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes en a = 0.05.

n=3. DMS =0.217 x 10~°
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La actividad antioxidante de los frutos de hongos silvestres disminuy6 durante el
calentamiento, tendencia vista por ambos métodos. Los valores de coeficientes
variaron, teniendo 0.93 como menor para R. flava a 50°C por el método FRAP,
sin embargo, de manera general indica buenos datos para el modelo cinético de
primer orden. La tasa de degradacion de la capacidad antioxidante aumento al
aumentar el tiempo y temperatura de calentamiento. Como se observa en los
Cuadros 6 y 7, los valores k aumentaron a medida que aumentaba la temperatura
y tiempo de coccidn. La capacidad antioxidante a la temperatura de 50°C durante
60 minutos, se redujo en un 25-29% en L. indigo, 20-25% en R. flava y 14-24%
en H. Lactiflorum por ambos métodos. Mientras que para la temperatura de 92°C
durante 60 minutos se redujo en un 25-29% en L. indigo, 33-74% en R. flava y
30-78% en H. Lactiflorum por ambos métodos. Los resultados indican que por el
método FRAP hubo una mayor degradacion de la capacidad antioxidante, lo cual
se puede deber a los coeficientes de correlacion, ya que fueron mas bajos, sin
embargo, los tres hongos siguen la misma tendencia que la degradacion de
fenoles totales. La degradacion de la capacidad antioxidante en R. flava durante
la coccidn fue mayor comparado con las otras dos especies. En la literatura, hay
algunos estudios que informan como la capacidad antioxidante cambi6 durante
el tratamiento térmico, Pigatto et al., (2013) reportaron a A. bisporus a
temperaturas de 10 a 60°C durante 100 minutos, lo cual tuvo el mismo
comportamiento que los fenoles totales, a altas temperaturas se acelera la
velocidad de degradacion de la capacidad antioxidante. Y comparando con la
berenjena, (Eyarkai Nambi, Gupta, Kumar, & Sharma, 2016) reportaron el efecto
del tratamiento térmico (70, 75, 80, 85 y 90°C durante 15 minutos) en capacidad
antioxidante lo que resultdé un aumento en la degradacion.

4.4 Conclusion

En este estudio se evaluo la cinética de la degradacion de fenoles totales y la
capacidad antioxidante de tres hongos silvestres. Se descubrio que los fenoles
totales son mas susceptibles a la temperatura de 92°C, obteniendo a H.
lactiflorum a 92°C con el mayor valor de k (17 x 10~°), por lo que se concluye

gue de las tres especies es el hongo en el que son menos estables los fenoles
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totales al tratamiento térmico. La actividad antioxidante disminuyé a medida que
aumento la temperatura y tiempo de coccion de los frutos silvestres, mediante
los dos métodos (ABTS y FRAP) el valor mas alto de k (10 x 107>y 30 x 107>,
respectivamente), fue para R. flava lo que indica que fue el hongo que presenté

mayor degradacion de capacidad antioxidante.
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