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1 INTRODUCCION GENERAL

El desarrollo de alimentos funcionales ha dado lugar al estudio de hongos
macrosporicos comestibles como una propuesta de alimentos que brindan
efectos benéficos en términos de promocion a la salud (Cheung, 2008). Los
hongos macrosporicos sobresalen entre las fuentes alimenticias por sus ciclos
reproductivos, los cuales son cortos y sustentables con el medio ambiente
(Cepero, 2012), ademas de que han sido apreciados y consumidos por sus
caracteristicas sensoriales y nutricionales al ser fuente de proteinas, vitaminas
(tiamina, riboflavina, acido ascérbico, ergosterol, niacina, etc.), minerales (Mg y
Fe) y polisacéridos solubles con propiedades biolégicas (inmunomodularas,
antitumorales, antivirales y antioxidantes) (Kumar et al., 2015, Rop et al., 2009;
Radzki et al., 2016). En consecuencia, los hongos se han catalogado como
alimentos funcionales y nutracéuticos debido a sus propiedades antioxidantes,
antivirales, inmunomoduladores, antitumorales, y antimicrobianas (Khatun et al.,
2012, Murphy et al., 2020, Sermwittayawong et al., 2020). Las caracteristicas
funcionales se deben principalmente a la presencia de fibra dietética, entre los

cuales se encuentran los B-glucanos.

Los B-glucanos son polisacaridos hidréfilos no amilaceos, que contienen glucosas
unidas por enlaces glucosidicos tipo B-1,3-D-glucanos y B -1,6-D-glucanos
(Perera y Li, 2011, Purves y col., 2003). Las propiedades funcionales de estos
polisacaridos estan ligadas a su origen, peso molecular y caracteristicas
estructurales (Kaur y col., 2020, Rop y col., 2009). Los B-glucanos provenientes
de hongos superiores, mejoran la capacidad de retencién de agua y pueden ser
empleados como estabilizadores de sistemas dispersos (Umafiana et al., 2021,
Zhu & Xu, 2016; Chiozzi et al., 2021).

Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) P. Kumm. (1871) (seta blanca) es uno de los
principales hongos saprofitos utilizados con fines alimenticios a nivel mundial y

gue ha sido reconocido como seguro para su consumo en fresco y procesado



(Aguilar et al., 2019). Se ha evidenciado la presencia de B-glucanos en P.
ostreatus con caracteristicas funcionales y como aditivos alimentarios,
reportando rendimientos en base seca superiores (7.5 a 16.9 %) en comparacion
con Agaricus Bisporus (8.6- 12.3 %) y Pleurotus eryngii (15 a 15.5 %) (Cerletti et
al., 2021; Galloti, 2021; Galloti et al., 2020; Veverka et al., 2018).

Con respecto a los métodos de extraccion de B-glucanos se han reportado
procesos donde se utilizan medios enziméticos, soluciones alcalinas y agua
hirviendo; métodos que utilizan solventes con alta presion y extraccidén asistida
(microondas y ultrasonido), son procesos que presentan mayor complejidad,
requerimiento de tecnologia avanzada y por lo tanto costos mas elevados (Gong
et al., 2020). El método de extraccidon en agua es un método econémico que no
requiere equipos sofisticados para su implementacién, ademas de que su
eficiencia se incrementa conforme aumenta la temperatura de extraccion

(Palanysami et al., 2014).

Finalmente, es preciso destacar que en el caso de P. ostreatus PoB no existen
reportes sobre la extraccion de p-glucanos o su empleo en sistemas alimenticios,
por lo que es necesario llevar a cabo estudios de manera sistematica en los que
se evalle su composicién y propiedades funcionales, a fin de obtener nuevos

ingredientes para la formulacion de productos alimenticios.

Con lo expuesto anteriormente se planted la siguiente hipoétesis: Diferentes
temperaturas en el método de extraccién en agua, presentaran un efecto en las
propiedades funcionales, antioxidantes, térmicas, microestructurales y reoldgicas
de B-glucanos extraidos a partir de cuerpos fructiferos de P. ostreatus PoB.

Con base en lo anterior, el objetivo general de esta investigacion fue caracterizar
las propiedades funcionales, antioxidantes, térmicas, microestructurales vy
reologicas de B-glucanos extraidos a partir de cuerpos fructiferos de P. ostreatus
PoB.



Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
especificos: a) establecer el cultivo de P. ostreatus PoB en un sustrato de rastrojo
de maiz enriquecido con paja de avena, b) extraer B-glucanos a partir de P.
ostreatus PoB, c¢) determinar el contenido de cenizas, proteinas, carbohidratos y
espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de los B-glucanos
extraidos, d) evaluar las propiedades funcionales de los aislados de 3-glucanos:
poder de hinchamiento (PH), capacidad de unién de la grasa (CUG), actividad
emulsionante (AE) y estabilidad de la emulsion (EE), e) determinar las
propiedades antioxidantes, térmicas, reoldgicas y microestructurales de [-

glucanos aislados.



2 ANTECEDENTES

2.1 HONGOS SUPERIORES

A finales del siglo XIX y principios del siglo XX cuando se incluye a todos los
hongos dentro del reino Fungi, Whittaker en 1969 propone este reino para las
especies que poseen células eucariotas y paredes celulares que consiste
fundamentalmente de quitina, pero que no pueden convertir la energia solar a
través del proceso de fotosintesis en materia organica. Obtienen la energia y el
carbono de los nutrientes de la materia organica que descomponen mediante la
produccién de exoenzimas como la celulasa y ligninasa (Contreras, 2007;
Cheung, 2008).

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares. Los primeros estan
formados por células aisladas redondas u ovaladas, denominadas levaduras. Los
pluricelulares estan constituidos por células alargadas que forman largos
filamentos denominados hifas. Los hongos filamentosos macroscoépicos, forman
estructuras con un elevado nivel de complejidad y organizacion de sus hifas y
presentan una morfologia caracteristica denominandose macromicetos. Los
hongos macroscopicos, denominados macromicetos, aunque aparentemente
son muy diferentes de los hongos microscopicos, tienen una estructura basica
filamentosa y un metabolismo idéntico (Prasts, 2006). Actualmente, el término
Fungi se restringe a los “hongos verdaderos”, considerados como un dominio
eucariota. De acuerdo con su sistema de reproduccién se conforma por los phyla:
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota
(Contreras, 2007).

Los hongos se pueden clasificar en tres habitos de sobrevivencia: saprofitos,
pardsitos y micorrizas. Los hongos clasificados como micorrizas tienen una
relacion simbiotica con alguna vegetacion, particularmente arboles, los cuales

son beneficiados por los hongos para absorber agua y minerales del suelo



(fosforo, nitrégeno, potasio, etc.), mientras que ellos les confieren principalmente
nitrogeno e hidratos de carbono a los hongos (Stanier & Villanueva, 1996;
Ferndndez, 2001). Los hongos sapréfitos, necesitan sustancias muertas, ya sean
de origen animal (cadaveres, heces fecales, plumas de aves, etc.) o vegetal
(restos de arboles, hojas, humus, etc.), reduciendo estas sustancias a productos
inorganicos que vuelven al suelo ya mineralizados para ser utilizados por las
plantas superiores (Ferndndez, 2001). Existen muy pocos hongos parasitos, los
cuales obtienen sustancias alimenticias de las plantas y animales vivos,
causando dafio al huésped. Es debido mencionar que algunas especies pueden
compartir algunas de las tres categorias antes mencionadas, algunos ejemplos
como los parasitos facultativos que desde el punto de vista nutritivo es saprofito
aunque ecoldgicamente se comporte como parasito, biotrofos facultativos que
pueden fungir como simbionte o como saprofitos y los hongos saprofitos

facultativos que pueden ser saprofitos o parasitos (Cheung, 2008).

El cultivo de hongos puede hacer tres contribuciones importantes: la produccion
de alimentos naturales, la fabricacion de nutricios y la reduccion de la
contaminacion ambiental. Recientemente, se ha tenido un aumento del interés
por los hongos no sélo como un alimento que es rico en proteina y que se obtiene
del cuerpo fructifero, sino como una fuente de compuestos biolégicamente
activos de valor medicinal y suplementos dietéticos que fungen como agentes
anticancerigenos, antivirales, inmunopotenciadores, hipocolesterolémicos vy
hepatoprotectores. Esta nueva clase de compuestos, denominados nutracéuticos
de hongos se pueden extraer del micelio del hongo o del cuerpo fructifero y
representan un componente importante en la industria de la biotecnologia
(Cheung, 2008).

2.1.1 Geénero Pleurotus

El género Pleurotus se denomina comunmente “hongo seta”. La primera

documentacion del cultivo fue hecha por Kaufer en 1936. Su clasificacion



taxonomica se reporta en el Cuadro 1 (Deepalakshmi & Sankaran, 2014). Este
género comprende aproximadamente 40 especies diferentes, incluyendo a P.
ostreatus, P. dejamor, P. eryngii, P. cornucopiae y P. pulmonarius las cuales son
las mas cultivadas en México (Salmones & Mata, 2013). Varias especies del
género se cultivan para comercializarse y se investigan debido a su alto contenido
de minerales, propiedades medicinales, ciclo de vida corto, reproducibilidad en el
reciclaje de ciertos productos agricolas (rastrojo de maiz, paja de trigo, paja de
avena, pulpa de café, desechos de produccion de algodon, entre otros), baja
demanda de recursos y de tecnologia para su reproduccion (Salmones & Mata,
2013; Boa, 2005).

La clasificacion taxonémica del género se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de P. ostreatus

Taxén Nombre
Reino: Fungi
Grupo: Eumycota
Clase: Basidiomicetes

Subclase: Holobasidiomicetidae

Orden: Agaricales
Familia: Tricholomataceae
Género Pleurotus

Especie:  P. ostreatus (Jacq.) P.
Kumm 1871
Fuente: Gaitan-Hernandez et al. (2006)

Cada hongo esta formado por una serie de finos filamentos llamados hifas, que
en conjunto forman lo que se denomina micelio. Bajo condiciones adecuadas de
temperatura y humedad, el micelio extendido sobre un substrato adecuado se
transforma en pequefios grumos que van aumentando de tamafio hasta formar
la seta. El hongo formado con su sombrero y su pie tiene la capacidad de producir

esporas. Estas Ultimas son las estructuras de reproduccion y se forman en la cara
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inferior del sombrero, en unas laminillas que parten desde la parte superior del
pie hasta el borde del sombrero. Una de las caracteristicas principales de
crecimiento de este hongo, es el crecimiento lateral del pie, el cual sostiene el
sombrero, aparentando un desarrollo de una oreja u ostra (Figura 1).
Técnicamente Pleurotus proviene del griego “pleurdn” costado o lado y del latin
otus, oreja (Gaitan et al., 2006). De igual manera comprender su ciclo de vida en

indispensable para su cultivo (Figura 2).

Sombrero o pileo

Laminas o
himenio

// Pie o estipite

Figura 1. Estructura morfolégica general del género Pleurotus sp.

Fuente: Gaitan-Hernandez et al. (2006)

Esporas con diferente ) »g—”" % Germinacion
informacion genética b s <« de las esporas
< @

Apareamiento
entre hifas
compatibles

Desarrollo
del micelio

1 de vida
1 hongo

Formacion de primordios

Figura 2. Ciclo reproductivo de Pleurotus sp.

Fuente: Gaitan-Hernandez et al. (2006)

Pleurotus, produce enzimas incluidas las ligninoliticas como lacasa y peroxidasa
gue les permite crecer en sustratos que contienen lignina y compuestos fendlicos
(Royse & Sanchez, 2017).



P. ostreatus es un alimento saludable, considerado un complemento alimenticio
de un aceptable valor nutricional, ya que sus proteinas contienen todos los
aminoécidos esenciales. Presenta una concentracion considerable de
carbohidratos, vitaminas, fibras y minerales, asi como un bajo contenido en grasa
(Khan, 2010) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Macronutrientes de P. ostreatus

Nutrientes Contenido (g / 100 g hongo seco)
Proteinas 17-42
Carbohidratos 37-48
Lipidos 0.5-5
Fibra 24-31
Minerales 4-10
Humedad (%) 85-87

Fuente: Khan, 2010

Debido a la composicion nutricional e ingredientes activos P. ostreatus se ha
reportado en varios estudios como antidiabético, antibacteriano,
anticolesterolémico, antiartritico, antioxidante, anticancerigeno, ademas de
contener propiedades antivirales y compuestos bioactivos como terpenoides,
esteroides, fenoles, alcaloides, lectinas y nucleétidos que han sido aislados e
identificados del cuerpo fructifero y del micelio (Deepalakshmi & Sankaran, 2014;
Lindequist et al., 2005).

Debido a que su cuerpo fructifero contiene polisacaridos sin almidén y un rango
calorico entre 105-209 joules / 100 g de producto fresco, P. ostreatus se ha
considerado una fuente de fibra dietética. Los polisacaridos se acumularon en la
pared celular de las regiones del pileo y del estipe como reserva y estructura,
representados por glucégeno y fibras indigeribles como la celulosa, la quitina, a-
y B- glucanos y hemicelulosas como el manano y galactanos. P. ostreatus

contiene un B-glucano especifico nombrado pleuran que es denominado como



compuesto funcional. La concentracion de este ultimo varia de 37 a48 g/ 100 g
de cuerpo seco dependiendo de la cepa. Los glucanos comprenden fibra dietética
soluble (FDS) e insoluble (FDI), su solubilidad en agua depende de la estructura
y la conformacion molecular, reportandose contenidos de FDS entre a 4-9 % y
FDI de 22-30 % (Hossain et al. 2007; Synytsya et al. 2008; Zhou et al., 2016).

La composicion de P. ostreatus también depende del proceso de extraccién y de
las condiciones del cultivo. Las especies cultivadas para comercializacion tienen
un contenido nutricional similar comparado con el de especies silvestres. Sin
embargo, se sabe que hay diferencias cualitativas y cuantitativas en su

composicién quimica (Parala et al., 2017; Wang et al., 2001).

2.1.2 Pleurotus Ostreatus PoB

A nivel mundial sélo se ha estudiado el 6 % de la diversidad fungica, excluyendo
una amplia gama de hongos silvestres comestibles que pueden ser consumidos
con seguridad. Por otro lado, se diferencian de las especies cultivadas ya que
son organismos que crecen en determinadas épocas del afio y en especificos

ecosistemas (Cano & Romero, 2016).

P. ostreatus PoB es una cepa silvestre que ha sido poco estudiada. Armas et al.
(2019) describieron las caracteristicas morfolégicas de las estructuras tipo
toxocisto (estructuras relacionadas con la formacion de compuestos con accién
nematicida) para contribuir al conocimiento de los caracteres morfologicos del
género. En otro estudio reportado por los mismos autores evidenciaron la
actividad de lacasa sobre compuestos ligninoliticos. En ambos estudios la cepa
se adapto a las condiciones de reproduccion, por lo que previo a una produccion
de P. ostreatus PoB con fines de consumo, la cepa debe ser estudiada de manera

sistematica.



2.1.3 Condiciones de crecimiento de Pleurotus ostreatus

P. ostreatus puede crecer en varias condiciones atmosféricas, sin embargo, si se
quiere tener éxito en los rendimientos de la cosecha, se deben considerar las

siguientes condiciones (Garcia, 2007).

Temperatura

La temperatura tiene efecto significativo en la actividad enzimatica y por
consecuencia en la sintesis de vitaminas, aminoacidos y otros metabolitos. De
acuerdo con Garcia (2007), la temperatura en la que crece P. ostreatus es un
intervalo de 10 a 35 °C, con una temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 y

30 °C, por lo que es considerado como un mesdfilo.

Humedad

La humedad durante el crecimiento del hon% es determinante para permitir la

entrada de los nutrientes a la célula y liberar al medio que la rodea las enzimas

necesarias para degradar los polimeros que pueden utilizar, ademas de ser
fuente de hidrogeno y oxigeno. A si mismo, los hongos deben incorporar agua al
citoplasma para mantenerlo estable. La humedad relativa en el ambiente debe

encontrarse superior al 70 % (Cepero, 2012).

Luz

La formacién de los primeros primordios es inducida por la luz, al regular la
germinacion de esporas y desarrollo de hifas. De igual manera la luz tiene efecto
sobre los procesos de nutricion, metabolismo (carbohidratos, acidos grasos,
aminoacidos, acidos nucleicos, produccién de quitina) y la produccién de

metabolitos secundarios. P. ostreatus requiere condiciones de oscuridad durante
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su periodo de incubacion, que comprende de 14 a 21 dias, mientras que en la
etapa de fructificacion requiere de un fotoperiodo de 9 h/luz/dia (Jaramillo &
Edgardo, 2019; Cepero, 2012; Garcia, 2007).

Aireacion

De acuerdo con el requerimiento de oxigeno, los hongos pueden clasificarse en
cuatro categorias: aerobios obligados, aerobios facultativos, fermentadores y
anaerobios obligados (Deacon, 2006). P. ostreatus es un hongo aerobio
facultativo ya que puede realizar el proceso fermentativo tanto en condiciones

aerObicas como anaerobicas (Chang et al., 1982).

Aunado a ello es conveniente que durante el cultivo de P. ostreatus se mantengan
bajos niveles de dioxido de carbono en el entorno, ya que de esta manera se
llega a estimular mas rapidamente el desarrollo del cuerpo fructifero.
Una alta concentracion de este compuesto puede provocar racimos elongados
(Quimio et al, 1990).

pH de desarrollo

La disponibilidad de iones inorganicos es dependiente de la concentracion de
iones hidrogeno. La especie Pleurotus se ve favorecida bajo condiciones
ligeramente &cidas para su desarrollo. El valor de pH para un crecimiento
adecuado flucta entre 4 y 8.5, con un 6ptimo entre 5y 7. Bajo estas condiciones
se presenta un apropiado funcionamiento celular ya que en condiciones extremas
de acidez y alcalinidad la permeabilidad celular puede ser alterada (Cepero,
2012).
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2.2 COMPOSICION DE Pleurotus ostreatus

Carbohidratos

Los carbohidratos representan los componentes nutricionales mayoritarios de P.
ostreatus, los cuales se concentran en la pared celular del cuerpo fructifero en
una concentracion de 46.6 a 81.8 %, distribuidos como carbohidratos solubles
(4.2 %), pentosas (1.7 %) y hexosas (32.3 %) (Bano & Raharathnam, 1988;
Sanchez & Royse, 2017).

La fibra cruda se extrae principalmente del estipite del hongo, en una
concentracion de 7.5 a 11.9 % la cual se basa principalmente en celulosa y
lignina. El contenido de fibra cruda en un analisis quimico representa el residuo

del tratamiento alcalino realizado en la muestra (Holtz, 1971).

En cambio, la fibra dietética representa la mayor parte de los polisacaridos; 27.8
% de hemicelulosas y 11.6 % celulosa. Este segmento es el responsable de la
capacidad de retencion de agua en polisacaridos debido a grupos polares

presentes en pectinas y gomas (Holtz, 1971).

La mayoria de los metabolitos bioactivos de P. ostreatus se extraen del cuerpo
fructifero y del micelio. Dentro de estos compuestos, los polisacaridos son los
principales compuestos activos (Sridhar & Deshmukh, 2021). Los B-glucanos
forman parte de este grupo y han sido de interés debido a sus propiedades
antimicrobianas, antivirales, antioxidantes y anticancerigenas (Pérez-Martinez et
al., 2015, Gomes-Correa et al., 2016).

Proteinas

P. ostreatus contiene una mayor concentracion de proteina en comparacién con

algunos vegetales como lechuga, tomate, pepino y pimientos. P. ostreatus es
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conocida por su alto contenido proteico, por lo que se les ha llamado “carne de
bosque”. Se ha evidenciado una concentracion de proteina total entre 17 y 25 %
en P. ostreatus (Lelley & Vetter 2005, Deepalakshmi & Mirunalini 2014). Las
variaciones de estas macromoléculas en la misma especie pueden deberse a los
diferentes sustratos empleados para su crecimiento y estado fisiolégico en el que
se realiza la cosecha. La digestibilidad de la proteina en esta especie se
encuentra en un 84 % (Vetter, 2010). En la proteina de esta especie se han
encontrado aminoacidos esenciales como; Treonina, Valina, Metionina,
Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, Lisina, Histidina, Arginina y Triptéfano (Eder &
Wunsch, 1991).

Lipidos

En general los hongos contienen bajas concentraciones de lipidos. P. ostreatus
en promedio contiene un 2.2 %, de los cuales mas del 50 % se presentan como
lipidos libres. El acido linoleico es el principal &cido graso presente en el género
Pleurotus seguido del &cido oleico, estos ultimos representan el 87 % del total de

los &cidos grasos insaturados (Garcha et al., 1993).

Minerales

P. ostreatus es de las especies que mas contenido de minerales exhibe en base
seca (9.8 %), lo anterior comparado con otras especies de hongos como Agaricus
bisporus (5.7 %) y Lentinula edodes (5.2 %) (Panesar & Marwaha, 2013). Dentro
de los principales minerales encontrados en P. ostreatus podemos mencionar los

siguientes:
e Sodio

El consumo de hongos es recomendado porque a pesar de que contiene sodio,

este se encuentra en pequefias cantidades. Por cada 100 g de setas frescas se
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encuentran 2.5 mg; esta cantidad no rebasa la dosis de ingesta diaria
recomendada (Lelley & Vetter, 2005).

e Potasio
En esta especie se han reportado valores de 190 a 269 mg por cada 100 g de
material fresco (Lelley & Vetter, 2005; Patil et al., 2010).

e Zinc
P. ostreatus contiene entre 0.4 y 0.8 mg por cada 100 g de material fresco,
excediendo a las espinacas que es uno de los vegetales que presenta mayores

concentraciones (Llelley & Vetter 2005).

e Enzimas
P. ostreatus es capaz de obtener energia a partir de compuestos organicos, esto
es posible debido a la segregacion de enzimas como lignocelulosas, lacasas,
magneso-peroxidasas y alcohol oxidasas. Las lacasas han recibido atencion
biotecnoldgica, principalmente en procesos de biorremediacion y en la industria
alimentaria (Sridhar & Deshmukh, 2021). Mientras que la lignina peroxidasa y
magneso-peroxidasa mejoran el sabor en sistemas alimenticios. Las proteasas
termoestables por su lado juegan un papel importante en la industria de

detergentes, alimentos y farmacia (Razzaqg et al 2019).

Vitaminas

Entre las vitaminas que podemos encontrar en P. ostreatus esta la vitamina A,
de la cual su precursor mas importante es el 3-caroteno. P. ostreatus es fuente
de B-caroteno entre 0.36 y 0.9 pug 100 g de hongo fresco, vitamina B (0.17 y 0.2
mg); y en menor cantidad vitamina Bz (riboflavina), vitamina C (acido ascorbico),
vitamina Bg, vitamina Bs (&cido pantoténico), vitamina Bs (niacina) y vitamina D
(Llelley & Vetter 2005).
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2.2.1 B-glucanos

En la naturaleza se han reportado trescientos sacaridos donde los
homopolimeros de D-glucosa (poliglucanos, glucosa) son los méas frecuentes. En
realidad, su diversidad resulta de los posibles enlaces entre las unidades de
glucopiranosa. La condensacion puede tener lugar con el grupo hidroxilo de
cualquier atomo de carbono y puede dar lugar a la conformacion de anémeros
alfa o beta, ya que hay al menos ochos formas diferentes en las que dos unidades
monomeras pueden enlazarse. La diversidad de los glucanos aumenta por la
sustitucion de los anillos del carbohidrato y por las ramificaciones de las cadenas

presentes (Rop et al., 2009).

La fibra dietética en su mayoria son polisacaridos de origen vegetal o fungico y
se presentan como moléculas no digeribles en el intestino delgado del ser
humano debido a que no existen enzimas pancreaticas o intestinales capaces de
degradarlas por lo cual son clasificados como fibra dietética insoluble (Pizarro et
al., 2014). Estas incluyen celulosa, hemicelulosa, B-glucanos, pectinas,
mucilagos, gomas Yy lignina. Las diferencias estructurales de cada una
determinan sus propiedades fisicas, quimicas Yy fisiol6gicas. Las fibras solubles
en contacto con el agua forman un reticulo originando geles y/o suspensiones de
gran viscosidad: en este grupo se encuentran pectinas, algunas hemicelulosas,
gomas, mucilagos, B-glucanos y polisacéaridos provenientes de algas (Lopez &
Vivanco, 2015).

Los hongos del género Pleurotus son fuente de glucanos biolégicamente activos
en particular por contener B-glucanos (pleuran) que se han utilizado como
suplemento alimenticio debido a su actividad inmunosupresora (Synytsya et al.,
2009). Los B-glucanos son moléculas de alto peso molecular presentes de forma
natural en la pared celular de diversos organismos vivos como bacterias,

levaduras, hongos (setas) y plantas principalmente en cebada y avena.
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El tipo especifico de betaglucano viene determinado por el nimero de moléculas

de glucosa que se ramifica en la estructura basica (Roberts, 2003).

Especificamente los betaglucanos son polisacaridos compuestos por glucosa
como unica unidad monomérica B-D-Glucosa que tienen union glucosidica en
B(1-3), B (1-4) y/o B (1-6), ya sea de manera ramificada o no ramificada. Los
polisacaridos llamados B-1,3-D-glucanos o 3-1,4-D-glucanos estan presentes en
las paredes celulares de las plantas superiores y también en las semillas de
algunos cereales como: cebada y avena. Mientras que los [B-glucanos de
levaduras y hongos estan compuestos de cadenas de glucosa unidos por enlaces
B(1-3) y cadenas laterales unidas por enlaces B (1-6)(1,9), (Figura 3.). Los [3-
glucanos de levaduras y hongos a pesar de poseer enlaces y ramificaciones
similares difieren en la longitud de sus cadenas, siendo mas largas en levaduras
(Cuadro 3) (Rop & Jurikova, 2009; Pizarro et al., 2014).

Cuadro 3. Estructuras de B-glucanos segun su origen

Tipo de B-glucano Estructura Descripcion
Bacteria Glucano lineal $-1,3
Glucano
Hongo I I I ramificaciones cortas
B-1.6yB-1,3
Glucano
Levadura — — ramificaciones largas
B-1.6yB-1,3
Cereal Glucano lineal 3-
— I 1’3/1’4

Fuente: Volman et al. (2008)
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unidades simples de B-(1-3)-D-glicopiranosil ramificacion en B-(1-6)-D-glicopiranosil

Figura 3. Estructura de p-glucanos segun su origen
Fuente: Volman et al. (2008)

Los tipos de betaglucanos que se han considerado de importancia para su
investigacion es el B-1,3/1,6-glucano, el cual ha sido extraido de hongos

superiores (setas) y levaduras del pan. El betaglucano se ha utilizado para tratar

trastornos inflamatorios cutdneos, actdan en la estimulacién de los macrofagos
un tipo de leucocitos que destruyen microorganismos causantes de
enfermedades ademas de células mutantes precursoras del cancer (Roberts,
2003).

2.3 METODOS DE EXTRACCION

Los B-glucanos se encuentran ubicados en la pared celular de los hongos, para
extraerlos es necesario romper esta estructura con meétodos eficaces sin afectar
la composicién, puesto que, ademas de estar presentes los polisacaridos en la
pared celular también se encuentran proteinas y lipidos. Existen varios métodos

de extraccion y técnicas de purificacion de B-glucanos que presentan ventajas
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y desventajas (Chang & Wasser, 2012, Gani & Ashwar, 2021). A continuacion,

se presentan algunos métodos de extraccion reportados en la literatura.

Método enzimético

En este proceso se utilizan enzimas que actuan sobre la pared celular para
degradarla y obtener el polisacarido. Algunas enzimas como quitinasa y
glucanasa se han empleado para la extraccion de 3-glucanos (Gong et al., 2020).
Diversos estudios han evidenciado el uso de endoxilanasa, xiloacetilesterasa,
esterasa y arabinofuranosidasa para la extraccion de estos polisacaridos en

hongos de diferentes especies (Ahmad et al., 2012; Kanauchi & Bamforth, 2001).

Métodos alcalino y acidos

La extraccion &cida ha sido poco empleada en investigaciones y con fines
industriales al registrarse bajos rendimientos de extraccion. Mientras que la
extraccién alcalina es un método ampliamente utilizado. Este se basa en emplear

soluciones que incrementen el pH de la solucion, seguida de una centrifugacion

exhaustiva para separar el sobrenadante del precipitado que contiene almidén y
fibra insoluble (Vasanthan & Temelli, 2008). Para lograr la separacion completa
del polisacarido se requiere de una doble exposicién de tiempo con la solucién
alcalina. En diversas ocasiones es necesario reducir el pH para poder retirar
impurezas, lo que puede afectar la estructura propia de los B-glucanos (Gani &
Ashwar, 2021).

Extraccion asistida por ultrasonido

Este método se basa en la oscilacion de la muestra bajo ondas ultrasonicas,
como resultado, las burbujas de cavitacidbn provocan la disrupcion celular

acelerando la transferencia de masa (polisacaridos) (Rosell6-Soto et al., 2016).
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Por otro lado, se ha reportado que la tasa de extraccion de los B-glucanos esta
relacionada con el grado de ultrasonido aplicado (Cheung & Wu, 2013). Debido
a lo anterior, es necesario una fase previa para determinar la amplitud ultrasoénica,
temperatura de extraccion y tiempo requerido; ya que estas variables fluctdan
entre las especies de hongos superiores debido a las diferencias morfolégicas de
las células (Chen et al., 2010; Tian et al., 2012).

Extraccion con agua caliente

Debido a que los B-glucanos son compuestos polares, se pueden disolver en
compuestos polares como el agua y precipitados en solventes organicos como
alcohol, éter o cetona a una alta concentracion. La extraccion en agua caliente y
la precipitacion de estos compuestos con etanol o acetona, sigue siendo el
meétodo de extraccion mas empleado debido a su potencial para la obtencion de
B-glucanos, ya que es facil de implementarlo, no necesita de equipos
sofisticados, ademas de su bajo costo. La temperatura de extraccion, tiempo,
relacion de peso de la muestra y volumen del disolvente son factores que deben
considerarse considerar para incrementar la eficiencia del método. La variacion
mas préactica es el incremento de la temperatura de la solucion, ya que favorece
la lixiviacién del polisacarido en agua. De igual forma el uso de etanol, elimina las
impurezas lipidicas y algunas sustancias de bajo peso molecular, lo que
incrementa su porcentaje de pureza (Lie et al., 2013; Gong et al., 2020; Gani &
Ashwar, 2021).

2.4 ALIMENTOS FUNCIONALES

En los afios 80 surge el termino de alimento funcional en Japdn, en busca de
conceptualizarlos como alimentos con fines de mejora a la salud y con la
capacidad de reducir el riesgo de contraer enfermedades ya que varias
enfermedades cronicas estan relacionadas directamente con la nutricion y que

pueden prevenirse con una adecuada dieta (Beltran, 2016).
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Desde el punto de vista practico, significa, que los alimentos funcionales pueden
ser naturales como los vegetales, o bien aquellos a los que se les afaden
sustancias funcionales como bacterias probidticas (organismos vivos que
benefician la salud intestinal), prebidticos (sustancias que ayudan al crecimiento
de bacterias intestinales beneficiosas), o bien alimentos a quienes se les ha
modificado la naturaleza o biodisponibilidad de algunos de sus componentes para
reducir futuros efectos adversos como la leche descremada, o cualquiera de las
combinaciones anteriores (Aguirre, 2019). Los beneficios de la ingesta de un
alimento funcional se reflejan cuando el alimento se consume de manera habitual

en conjunto con los alimentos adicionales de la dieta.

El cultivo de hongos comestibles representa el desarrollo de alimentos
funcionales naturales, la intencion de este cultivo se ha centrado en una gama
de hongos que producen B-glucanos al ser de interés farmacéutico y nutracéutico
(Cheung, 2008).

2.5 PROPIEDADES FUNCIONALES

Las propiedades funcionales son definidas como aquellas propiedades
fisicoquimicas que producen un efecto o modificacion en las caracteristicas
propias de un alimento. El efecto sobre el alimento se puede detectar desde el
proceso de elaboracion y almacenamiento o bien en los atributos sensoriales del

producto final (Damodaran, 2018).

Capacidad emulsificante (CE)

El proceso en el que se prepara una emulsion se denomina emulsificacion, una
emulsién en una mezcla de liquidos inmiscibles donde la fase dispersa que
comprende el liquido es dispersada en otra fase conocida como continua o fase
dispersante. Los emulsificantes son compuestos capaces de formar peliculas en

la interfase y mantener estable la emulsion.

20



Las proteinas solubles son los biopolimeros mas utilizados para este fin, ya que
por su naturaleza anfipatica pueden ser transportadas a la interfase donde se
adsorben y se reorientan, contribuyendo a un menor tamafo de particula en la
fase dispersa lo que dificulta la ruptura de la emulsién (Damodaran, 2018). Por
su parte, los B-glucanos por sus caracteristicas hidrofilicas no presentan la
capacidad de desplegarse en la interfase de la emulsion y reorientarse. Sus
propiedades de viscosidad debidas a pesos moleculares generalmente elevados
(150 000 — 300 000 Dalton) confieren propiedades estabilizantes (Chiozzi et al.,
2021). Veverka et al., (2018) comprobaron el poder de la CE por mas de 12
meses en emulsiones con B-glucanos (1 y 2 %) extraidos a partir de Pleurotus

ostreatus.

Estabilidad de la emulsion (EE)

Los sistemas dispersos como las emulsiones presentan dos interfases
termodinamicamente inestables, cuya integridad depende del tipo de compuesto
gue forma la fase dispersa y la fase continua, asi como de sus proporciones. La
principal causa de la desestabilizacibn de las emulsiones es debida a la
coalescencia o ruptura por hinchazén; el uso de agentes estabilizantes tiene
como objetivo mantener el sistema disperso estable el mayor tiempo posible
(Umafana et al., 2021). Estos agentes estabilizadores pueden clasificarse como
lipéfilos o hidrofilos segun su preferencia por compuestos polares o no polares
(Kosegarten-Conde & Jiménez-Munguia, 2012). Karp et al., (2019) incorporaron
B-glucanos de Avena sativa y Hordeum vulgare en emulsiones de aceite/agua, y
después de monitorear la EE durante 28 dias, las emulsiones mas estables
fueron aquellas donde se coloco el extracto de B-glucano con mayor viscosidad,
concluyendo que una mayor viscosidad en la fase acuosa dificulta la floculacién
de las gotas de aceite. Mejia et al., (2018) al anadir B-glucanos en emulsiones
para productos carnicos, obtuvieron mayores valores de dureza, cohesividad y

elasticidad al incrementar las concentraciones de B-glucano.

21



Poder de hinchamiento (PH)

El PH es una medida del aumento en masa del polisacarido no solubilizado, como
consecuencia de la absorcién de agua por grupos hidroxilo del polimero (Meafio
et al., 2014). El indice de absorcién de agua es determinado por diferencia de
peso después de la centrifugacion de la muestra (Tiwari & Mckenna, 2020). Los
B-glucanos pueden proveer algunas propiedades funcionales como la capacidad
de retencion de agua, la cual es responsable de la jugosidad y suavidad de
diversos productos alimenticios (Zhu & Xu, 2016). Khan et al., (2017) extrajeron
B-glucanos de Agaricus, Pleurotus y Coprinus con la finalidad de evaluar sus
propiedades funcionales; Coprinus presenté una mejor respuesta al PH (4.59 g
g?l) respecto a Agaricus (3.45 g g 1) y Pleurotus (3.74 g g1), los resultados fueron
atribuidos al mayor grado de pureza de B-glucanos en Coprinus. Por su parte De
Moura et al., (2011) evaluaron el PH en B-glucanos de avena nativa, los cuales
sufrieron una despolimerizacién tras un tratamiento

oxidativo, el tratamiento con mayor degradacion de B-glucanos mostré el menor
PH indicando que una ruptura de enlaces glucosidicos disminuy6 la capacidad

de retencion de agua.

Capacidad de unién de la grasa (CUG)

La capacidad de unién de la grasa (CUG) se expresa como la cantidad maxima
de aceite que puede ser absorbida por gramo de material seco. Bacha et al.,
(2017) al extraer B-glucanos de levadura (Saccharomyces cerevisiae) a 90 °C,
pH 7 y tratamiento alcalino (NaOH 1 M), reportaron una CUG de 1.6 g g*. Por
otro lado, Bae et al., (2009) evaluaron la CUG en B-glucanos hidrolizados de
avena, evidenciando que conforme disminuye el peso molecular del hidrolizado
la CUG disminuia, concluyendo que probablemente existe un intervalo de peso

molecular 6ptimo donde el B-glucano demuestra mayor CUG.
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2.6 PROPIEDADES TERMICAS

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una
técnica experimental de alta precision utilizada para caracterizar sistemas
moleculares, cuyas estructuras son estabilizadas por fuerzas débiles,
susceptibles de experimentar cambios o transiciones conformacionales y/o
cambios de fase al aumentar la temperatura (Swanson-Vethamuth et al., 1998).
La implementacién de este analisis permite analizar la capacidad calorifica
aparente de una solucion macromolecular como una funcion continua de la
temperatura (termograma), a partir de la cual se pueden determinar parametros
asociados con la transicion inducida por la temperatura como los cambios de
entalpia (AH) y entropia (AS). El equipo DSC funciona con dos celdas gemelas;
la primera actia como referencia (disolvente de la muestra a estudiar) y la
segunda contiene a la muestra en dispersion, ambas colocadas dentro de un
sistema adiabético. Posteriormente la celda con la muestra es sometida a un
barrido de temperatura, registrandose en un termograma la aparicion de un

efecto térmicamente inducido (Fernandez, 2007).

En un termograma caracteristico de DSC se pueden observar dos transiciones
en forma de pico. La primera correspondiente a procesos endotérmicos
(absorcion de calor) relacionada con la fusion, disociacion, descomposicién y/o
deshidratacion. La segunda correspondiente a procesos exotérmicos
(desprendimiento de calor) relacionada con reacciones como oxidacion del aire,
polimerizacién y reacciones cataliticas o debidas a cambios de fase (Alonso et
al., 2009).

Los valores de temperatura maxima (Tm) de los picos endotérmicos de los geles
de B-glucanos pueden fluctuar en el rango de 65 a 72 °C, dependiendo del peso
molecular y de la cantidad de muestra. Estas dos ultimas variables pueden
afectar también entalpia de fusion aparente (AH) conocida como la energia

requerida para la existencia de una transicion. Mientras que los puntos de
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descomposicion de los B-glucanos se han reportado entre 267 y 300 °C
(Lazaridou & Biliaderis, 2004; Novék et al., 2012).

Los puntos de fusion de los B-glucanos son variables de acuerdo con el peso
molecular, la concentracion de la muestra y el origen. Bacha et al. (2017)
evaluaron puntos de fusion en glucanos de Saccharomyces cerevisiae, los cuales
obtuvieron a partir de implementar la extraccién en agua caliente (90 °C) y una
purificacion con hidroxido de sodio (1 M), los puntos de fusion que reportaron se
encontraron de 125 y 122 °C. Razzaq et al. (2016) realizaron la prueba DSC
sobre dispersiones de B-glucanos de Avena sativa extraidos por un tratamiento
alcalino, los puntos de fusion en los termogramas se registraron a temperaturas
de 171 °C.
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3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y FUNCIONAL DE B-GLUCANOS
EXTRAIDOS A PARTIR DE Pleurotus ostreatus

3.1 RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue caracterizar las propiedades funcionales,
antioxidantes, microestructurales, reologicas y térmicas de B-glucanos obtenidos
a partir de P. ostreatus PoB en agua caliente a tres temperaturas de extraccion;
50 (Gso), 70 (G7o) y 91 (Goez1) °C. El porcentaje de pureza de -glucanos aumento
significativamente conforme aumento la temperatura de extraccién en Gso, G7o y
Go1(71.9+0.2,76.1 £+ 0.4y 82.5 + 0.5 % respectivamente), presentando en su
composicién proteina y lipidos de acuerdo con el analisis quimico proximal y de
Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR). ElI grado de
purificaciéon increment6 el poder de hinchamiento (PH) de 1.2 £+ 0.1 g - g (Gso) a
25+ 0.19g - g? (Ge), mientras que la capacidad de uniéon de la grasa (CUG),
capacidad emulsificante (CE) y la estabilidad de la emulsion (EE) se vieron
influenciadas por el contenido de proteina soluble y la baja concentracion de
lipidos. La capacidad inhibidora de radicales libres disminuy6 al incrementarse la
temperatura de extraccion, esto es Gso presento el mayor porcentaje de inhibicion
(96.1 + 2.9 %), mientras que Go1 presentd el menor valor (50.2 £ 0.7 %). Las
micrografias opticas mostraron un mayor grado de agregacion de la red en Gso,
el cual disminuyo6 en G7oy Goi, presentando un grado de interconexion cada vez
menor. Las caracteristicas estructurales se relacionaron con los valores de
viscosidad (Gso > G7o > Go1). EI comportamiento de flujo de geles de B-glucanos
fue descrito por el modelo de Herschel-Bulkley, donde se evidencié un
comportamiento reoadelgazante en todos los casos, y un mayor esfuerzo de
fluencia en Gso. Con respecto al grado de organizacion conformacional, la mayor
estabilidad térmica se detectd en Gso con una temperatura de fusion de 160 + 4
°C, mientras que para Go1 fue de 133 + 1 °C. La temperatura de extraccion afectd
significativamente las propiedades de los B-glucanos de P. ostreatus PoB.

Palabras clave: B-glucanos, pureza, esfuerzo de fluencia.

Tesis, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Lizbeth Ledn Avendarfio
Director de tesis: Landy Hernandez Rodriguez
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PHYSICOCHEMICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF
B-GLUCANS EXTRACTED FROM Pleurotus ostreatus

3.2 ABSTRACT

The objetive of the present study was to characterize the functional, antioxidant,
microstructural, rheological and thermal properties from -glucans obtained from
P. ostreatus PoB in hot water at three extraction temperatures; 50 (Gso), 70 (Gvo)
and 91 (Ge1) °C. The percentage purity of B-glucans increased significantly as the
extraction temperature rose in Gso, G7o and Go1 (71.9 £ 0.2, 76.1 £+ 0.4 and 82.5
0.5 % respectively), presenting protein and lipids in their composition according
to proximate chemical and Fourier Tranform Infrared Spectrometry analysis
(IFTR). The degree of purification increased the swelling power (PH) from 1.2 +
0.19g-9?*(Gso)to 2.5+0.1 g - g? (Go1), while the fat binding capacity (CUG), the
emulsifying capacity (EC) and the emulsion stability (EE) were influenced by
soluble protein content and lipid low concentration. The free radical inhibitory
capacity decreased with increasing extraction temperature, this is Gso presented
the highest percentage of inhibition (96.1 + 2.9 %), while Go1 presented the lowest
value (50.2 £ 0.7 %). Optical micrographs showed a higher degree of network
aggregation in Gso, which decreased in G7o and Go1 presenting a decreasing
degree of interconnection. Structural characteristics were related to viscosity
values (Gso > Gr7o > Go1). The flow behavior of glucan gels was described by
Herschel-Bulkley model, where a rheoadelgatizing behavior was evidenced in all
cases, and a higher yield stress in Gso. Regarding the degree of conformational
organization, the highest thermal stability was detected in Gso with a melting
temperature of 160 = 4 °C, while for Go1 it was 133 + 1 °C. The extraction
temperature significantly affected the properties of B-glucans from P. ostreatus
PoB.

Keywords: B-glucans, purity, yield stress.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Lizbeth Le6n Avendafio
Advisor: Landy Herndndez Rodriguez
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3.3 INTRODUCCION

La composicion nutricional es un aspecto destacable de P. ostreatus, es
considerado como un hongo silvestre adaptable a condiciones de temperatura
entre 18 a 28 °C, crecimiento en desechos organicos o medios de cultivo que
contienen lignina y con ciclos total del cultivo de 2 a 4 meses (Urbanelli et al.,
2007; Bautista, 1997).

Los polimeros mas sobresalientes en su composicion son los B-glucanos,
agentes bioactivos empleados en la industria alimentaria debido a su estructura
de cadena larga compuesta de glucosas. Estructura que le confiere capacidades
emulsificantes, estabilizantes, hidrodinamicas y de capacidad de union de la
grasa. Algunos ejemplos de sistemas alimenticios en los que se han incorporado
se encuentran los lacteos, cereales y carnicos (Mohebbi et al., 2019; Kaur & Riar,
2020; Jaworska, 2020).

Las propiedades funcionales de los 3-glucanos dependen en gran medida de su
origen, peso molecular, composicion y grado de ramificacion de la cadena
(Izydorczyk et al., 2005). La severidad de algunos métodos de extraccion,
contribuyen a la pérdida de su estructura y por consecuencia de sus propiedades
funcionales (Sourki et al., 2017). Algunos métodos de extraccion son el método
de agua caliente, enzimético, alta presién, alcalino y 4cido (Gong et al., 2020). El
método de agua caliente es el mas utilizado por la baja demanda de tecnologia

avanzada, implementacion practica y bajos costos de implementacion.

Los B-glucanos extraidos a partir de Pleurotus ostreatus POB no han sido
reportados en la literatura por lo que evaluar extraccién y estudio de las
propiedades funcionales de B-glucanos resulta de gran interés para considerarlos

como ingredientes funcionales.
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Con base en lo expuesto anteriormente, los objetivos de este proyecto fueron: a)
reproducir P. ostreatus PoB en sustrato de rastrojo de maiz enriquecido con paja
de avena, b) extraer 3-glucanos a partir del cultivo de P. ostreatus PoB, c) realizar
la caracterizacion fisicoquimica de los B-glucanos extraidos de P. ostreatus PoB,
d) evaluar las propiedades funcionales de los aislados de B-glucanos a través de
la capacidad de hinchamiento, capacidad de unién de la grasa (CUG), actividad
emulsionante (AE) y estabilidad de la emulsion (EE), e) determinar las
propiedades antioxidantes, térmicas, reoldgicas y microestructurales de B-

glucanos aislados.

3.4 MATERIALES Y METODOS

En la Figura 4 se muestra la estrategia experimental utilizada para la realizacion

del presente trabajo.

Protocolo

experimental

Inoculacioén, incubacion, fructificacion
y acondicionamiento del cuerpo fructifero.

—>[ » Método de agua caliente: 50, 70 y 91 °C.

4 N

» Caracterizacion fisicoquimica
Propiedades funcionales
Actividad antioxidante
Calorimetria (DSC)
Microestructura
Espectroscopia FTIR

Curvas de flujo

- /

Figura 4. Diagrama esquematico de la estrategia experimental.

Fase |. Crecimiento de |
P ostreatus PoB

Fase Il. Extraccion y
purificacion de
-glucanos

Fase llIl. Caracterizacion
de B-glucanos
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3.4.1 Ubicacion del trabajo

La produccion de los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus PoB se llevo a
cabo en el Laboratorio de Hongos Comestibles. La obtencion de B-glucanos, asi
como la caracterizacion de estos se efectud en el Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos, ambos laboratorios pertenecientes al Departamento de Preparatoria

Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo.

3.4.2 Materiales

El micelio de Pleurotus ostreatus PoB, fue obtenido del cepario del Laboratorio
de Hongos Comestibles del Departamento de Preparatoria Agricola de la
Universidad Autbnoma Chapingo. Los reactivos utilizados fueron grado analitico:
etanol al 95 % (v/v), hidroxido de sodio (NaOH), hidroxido de calcio (Ca(OH),),
acido acético (CH;COOH), fueron adquiridos en Quimica Laitz S.A. de C.V.
(Ciudad de México, México). Reactivo de Folin-Ciocalteu (FRC), radical libre 1,1-
Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), KIT de Glucosa Exoquinasa (HK) (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemania), metanol, radical del acido 2,2 azinobis-(-3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS), persulfato de potasio (K2S20s), acido
sulfdrico (H,SO,), &cido trifluroacético (C2HF302), acido borico (HsBOs3), acido
clorhidrico (HCI), carbonato de sodio (Na,CO3), tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado (C,H;KNaO4*4H,0), sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO0a4.5H20), rojo de metilo (CisH15N3Oz2), azul de metileno (CisH1sCIN3S),
dodecil sulfato de sodio (SDS), tabletas catalizadoras (Kjeldahl), y albimina de
suero bovino (ASB), fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V.
(Ciudad de México, México). Se utilizé agua destilada en todos los experimentos.

3.4.3 Cultivo de P. ostreatus PoB

El sustrato para el desarrollo de P. ostreatus PoB consistié en una mezcla de

materiales lignocelulosicos a base de rastrojo de maiz y paja de avena con una
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relacion masica de 10:1 respectivamente. El material lignocelulosico fue
fraccionado en fragmentos de 8 + 2 cm, posteriormente fue humedecido y para
realizar el ajuste del valor de pH a 8.5 + 0.2 se adicion6 Ca(OH)2 0.1 M.
Finalmente, con fines de esterilizacion el sustrato fue sometido a un proceso

térmico durante 3ha 78 + 2 °C.

Se inocul6é micelio de P. ostreatus PoB en el sustrato de rastrojo de maiz y paja
de avena a unarelacién de 300 g de micelio por cada 12 kg de sustrato. El periodo
de incubacién fue de 14 dias a 22 £ 1°C en condiciones de oscuridad. La etapa
de fructificacién inicié 25 dias después de la inoculacion a 20 + 2 °C, humedades
relativas entre 70 y 80 % y fotoperiodo natural (14 h luz, 10 h oscuridad). La
cosecha se llevo a cabo los dias 27 y 41.

3.4.4 Acondicionamiento del material fingico

Los cuerpos fructiferos de P. ostreatus PoB fueron fragmentados en trozos de 5
cm y secados a 45 £ 1 °C durante 22 h en un horno de aire caliente (HCF-62,
Riossa Digital, Ciudad de México, México), hasta obtener una humedad de 8 +
0.3 %. Los fragmentos de los cuerpos fructiferos secos fueron triturados en una
mezcladora (Osterizer, 465-42, EUA) operada a 7000 rpm, posteriormente se
sometieron a un tamizado en malla de 355 um. La harina fue envasada en bolsas
de polietileno por lotes de 50 g y almacenada a -20 °C hasta su analisis (Xue et
al., 2019; Chirapongsatonkul et al., 2019).

3.4.5 Extraccion de polisacaridos crudos

Para la extraccion de polisacaridos crudos se establecieron 3 tratamientos
empleando tres valores de temperatura del agua de extraccion: 50, 70 y 91 °C.
Se colocaron 30 g de harina de P. ostreatus PoB en 900 mL de agua destilada a
la temperatura antes descrita. La mezcla se sometio a la temperatura de

extraccién correspondiente y se mantuvo en agitacion constante durante 1.5 h.
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Los polisacaridos fueron recuperados al precipitarlos con etanol al 95 % (v/v) en
una relacién 1:1 v/v. Con la finalidad de lograr una mayor recuperacion de f-
glucanos, la mezcla se almacen6é a 4 °C durante 15 h, posteriormente, se
centrifugd a 8 000 rpm durante 20 min en una centrifuga refrigerada 5810R
(Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a 10 °C (Morales et al., 2019; Castro-
Alves & Do Nascimento, 2016; Morales et al., 2020). El precipitado que contenia
los polisacéridos crudos fue secado a 40 °C durante 2 h (Chirapongsatonkul et
al., 2019).

3.4.6 Extraccidén y purificaciéon de los B-glucanos

Los polisacéaridos crudos fueron sometidos a un tratamiento alcalino (NaOH, 0.01
M) durante 1 h. Transcurrido este periodo, la soluciéon fue enfriada a 4 °C y
centrifugada a 8000 rpm durante 20 min en una centrifuga refrigerada 5810R
(Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a 10 °C. Los polisacaridos solubles se
neutralizaron con &cido acético (20 % p/v) y se dializaron por 24 h mediante una
membrana de celulosa (D9402-100FT, Sigma-Aldrich, mw >12,400 Da) utilizando
agua destilada como liquido dializador (Maity et al., 2017; Morales et al., 2020).
Los B-glucanos extraidos fueron lavados 2 veces con agua destilada, secados a
40 °C durante 2 h, subsiguientemente molidos y almacenados en refrigeracion

hasta su posterior andlisis (Morales et al., 2020).

3.4.7 Analisis quimico proximal

Determinacion de humedad

Se evaporo de manera continua la humedad de la muestra con una termobalanza
Ohaus MB-45 (Ohaus Corporation, EUA) y se registro la pérdida de peso hasta

gue la muestra se situ6 a peso constante (Nollet, 1996; AOAC 1996). El

porcentaje de humedad en base seca se calculé mediante la Ecuacion 1.
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%H,s = ”‘;i % 100 oo Ecuacion 1

S

Donde: magua = masa de agua que contiene la muestra; ms = masa inicial de la

muestra.
Determinacién de cenizas

La concentracion de cenizas se determindé en 2 g de muestra colocadas en
crisoles a peso constante, posteriormente fueron incinerados a 550 °C durante
8 h en una Mufla Felisa (Equipar S.A. de C.V., México) (Nollet, 1996). Los

célculos se realizaron mediante la Ecuacion 2.

% Cenizas = % ¥ 100 ..o, Ecuacion 2
27 M1

Donde: p1= peso del crisol vacio (g); p2= peso del crisol con la muestra (g); ps=
peso del crisol con cenizas (g).

Determinacion de proteina total

Para determinar la concentraciébn de proteina total se siguié el método de
Kjeldahl, colocandose 0.3 g de muestra en tubos de digestiéon que contenian 14
mL de solucion de acido sulfurico (98 % v/v) y 2 tabletas catalizadoras. Las
muestras fueron digeridas durante 5 h a 230 °C en un digestor Foss-Kjeltec 8100
(Auto Sampler Systems, Denmark). A continuacion, se afadieron 50 mL de
NaOH al 40 % (p/v) y se recuperd el amoniaco en un matraz Erlenmeyer con 30
mL de solucion de acido bérico (4 % p/v) y 3 gotas de indicador (rojo de metilo
en etanol al 0.1 % (p/v) y azul de metileno en agua al 0.1 % (v/v), en una relaciéon
1:1), el destilado fue titulado con HCI 0.1 N. El contenido de proteina en la
muestra se calculé multiplicando el contendido de nitrégeno total por el factor de
conversion 6.25 (AOAC, 1996).
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Determinacion de proteina soluble por el método de Lowry

La proteina soluble se determind empleando el método de Lowry descrito por
Peterson (1977) con algunas modificaciones. Se prepararon soluciones base (A
y B) de la siguiente manera; La solucién A, se obtuvo al mezclar volimenes
iguales de tres soluciones (S1, S2 y S3), S1; Solucién de NaOH 0.8 N, S2;
solucién de SDS al 10 % (p/v) y S3; Mezcla de volumenes iguales de solucién de
carbonato de sodio al 10 % (p/v) y solucion de tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado con sulfato de cobre pentahidratado al 0.1 y 0.2% (p/v)
respectivamente. La solucién B correspondié a la solucion de Folin Ciocalteu-
fenol 0.3 N.

Cada ensayo fue preparado adicionando 980 pL de agua destilada a 20 pL de
extracto (0.1 mg mL?), posteriormente se afiadieron 1000 uL de solucién A. Los
ensayos fueron agitados en un Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., New
York, EUA) y almacenados en la oscuridad por 10 min. Finalmente se afiadieron
500 pL de solucién B y después de un reposo de 30 min se determind la
absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

A partir de las absorbancias obtenidas la concentracién de proteina (mg mL) fue

determinada por medio de una curva estandar de albumina de suero bovino
(ASB) (Figura 5).

40



Curva Patron ASB

0.7
0.6 0
— e
€ 05 .-
2
=~ 04 ‘.-"' ®
§ ) .*
g% & R*=09954
o
é 0.2 =]
e Abs =5.7227 [ASB] + 0.0358
0.1 o
¢
0
0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Concentracion ASB (mg mL1)

Figura 5. Curva estandar de proteina (ASB)

Determinacion de grasa

Empleando un cartucho de papel filtro que contenia 40 g de harina el
desengrasado se realizé durante 5 h en un equipo Soxleth con 150 mL de hexano
a 180 °C. Posteriormente la harina de B-glucanos se dejé en una campana de
flujo laminar (RDM, LF-102P, Midland, Ontario, Canada) por 2 h, con el propdsito
de la evaporacion del hexano (AOAC, 1996).

Determinacion de carbohidratos

Los carbohidratos fueron calculados por diferencia de peso (Castro-Alves & Do

Nascimiento, 2016) como se muestra en la Ecuacién 3.

% Carbohidratos = 100 — (% proteina + % humedad + % cenizas + % lipidos)..Ecuacion 3
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Cuantificacion de B-glucano

La determinacion de los de B-glucanos (%) se realiz6 por medio del KIT de
Glucosa Exoquinasa (HK) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) el cual
cuantifica la Nicotiamida-Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH) liberada
durante la fosforilacion de la glucosa por accion de la enzima HK. Siendo la
concentracion de NADPH liberada estequiométricamente equivalente a la
concentracion de 3-glucanos presente en la muestra. Veinte miligramos de cada
tratamiento fueron hidrolizados con 3 mL de acido trifluroacético (TFA) (72.5 %
p/p) y colocados en un bafio de agua a 92.5 + 1 °C durante 3 h. Transcurrido el
tiempo, las muestras fueron neutralizadas con NaOH 1 N, posteriormente
ajustadas a un volumen final de 100 mL con agua destilada y filtradas en papel
filtro (Whatman, grado 1) (Freimund et al., 2005). Se prepararon ensayos de los
extractos previamente hidrolizados en microtubos Eppendorf estériles de 2 mL

de acuerdo con el Cuadro 4.

Cuadro 4. Concentraciones empleadas para la determinacion de glucosa

Tubo Enzima Muestra de Agua
Glucosa (HK) B-glucanos desionizada
Blanco de muestra - 200 pL 1000 pL
Blanco de KIT 1000 pL - 200 pL
Prueba 1000 pL 200 pL -

La mezcla de cada tubo fue mezclada en un voértex a 6000 rpm durante 10 s.
Posteriormente, los tubos fueron incubados a 33 + 2 °C por 15 min.

La cuantificacién de B-glucanos se determiné al medir la absorbancia de cada
ensayo a 340 nm en un espectrofometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Los calculos se realizaron de acuerdo con las

Ecuaciones 4y 5.

Totalgianco = Blancomyestrqa + Blancogr......... Ecuacion 4.
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(44)(TV)(PM Glucosa)(F)

(e)(d)(SV)(1000) * 100 ...... Ecuacion 5.

% f — glucanos =

Donde: 4A = Totalggneo (Ecuaciéon 4); TV = Volumen total del ensayo (mL);
PM Glucosa = Peso molecular de la glucosa (ug umoles™); F = Factor de dilucién
de la muestra; e = Coeficiente de extincion milimolar para NADPH (6.22 cm™); d
= Recorrido de luz (1 cm); SV = Volumen de la muestra (mL); 1000 = Factor de

conversion de pug a mg.

3.4.8 Determinacion de color

El color se determin6 a temperatura ambiente (22 + 1 °C) en 5 g de los
polisacaridos en polvo en cajas Petri de 5 cm de didmetro, empleando un
colorimetro CR-400 (Konika Minolta, Inc., Tokio, Japon) equipado con luz
iluminante D65 (luz de dia) y angulo de 10 grados. Las coordenadas CIE
(Colorimetric Committee 1974) L, a* y b* fueron registradas, donde L corresponde
a la luminosidad, a* representa la escala de verde (- a) a rojo (+ a) y b* la escala
de azul (- b) a amarillo (+ b) (Korley et al., 2015).

3.4.9 Determinacion de las propiedades funcionales

Para evaluar el uso de los extractos como posibles ingredientes en matrices
alimenticias se llevaron a cabo las pruebas de Poder de Hinchamiento (PH),
Capacidad de Unién de la Grasa (CUG), Actividad Emulsionante (AE) y
Estabilidad de la Emulsion (EE).

Poder de hinchamiento (PH)
0.3 g de polisacaridos fueron dispersados en 10 mL de agua destilada durante 1
h. Posteriormente, las dispersiones fueron colocadas en un bafio de agua a 70 +

1 °C durante 10 min y en seguida a 95 £ 3 °C por 10 min, finalmente las muestras
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fueron centrifugadas a1 700 g por 4 min a 23 £ 1 ° C en una centrifuga refrigerada
5810R (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania). El poder de hinchamiento se
expres6 como la relacién entre el peso precipitado humedo y el peso de la

muestra seca (g g*) de acuerdo con la Ecuacion 6 (Bae-lY et al., 2009).

Peso de la muestra humeda

PH(gg™) =( ) e Ecuacion 6

Peso de la muestra seca

Capacidad de union de la grasa (CUG)

Se prepararon dispersiones al 2 % (p/v) de los polisacaridos en aceite de soya
(Nutrioli, Ciudad de México, México), posteriormente las dispersiones fueron
centrifugadas a 2 060 rpm por 30 min en una centrifuga refrigerada 5810R
(Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania). La cantidad de aceite retenido en la
muestra fue obtenida al determinar el peso del precipitado como se describe en
la Ecuacion 7 (Lin y Humbert, 1974).

%CUG=(

Peso de la muestra mas aceite (g)) "
Peso de la muestra seca (g)

100 ..o, Ecuacion 7

Actividad emulsionante (AE)

La actividad emulsionante se determind a partir de la preparacion de emulsiones
de aceite en agua. Las soluciones de cada muestra a una concentracion 4 % (p/v)
fueron hidratadas por 1 h en agitacién constante a 720 rpm (Agitador Magnético
RO-15 (IKA Werke, Staufen, Alemania), la fase dispersa (30 mL de aceite de
soya) se afiadi6 gota a gota a la dispersion acuosa (30 mL de solucion de
muestra) mediante un homogenizador Ultra-Turrax T50 (IKA Works, Inc.
Wilmington, EUA) a una velocidad de rotacion de 2000 rpm durante 2 min. Las
emulsiones gruesas fueron centrifugadas a 2000 rpm en una centrifuga
refrigerada 5810R (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) por 10 min (Khan et
al., 2017; Neto et al., 2001). El calculo de actividad emulsionante se determiné

mediante la Ecuacion 8.
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Hy(mlL)
Hi(mL)

% AE = (

) * 100 ... Ecuacion 8

Donde: H;= Altura inicial de la solucion antes de hacer la emulsion; H,= Altura de

la capa emulsionada.

Estabilidad de la emulsion (EE)

Las emulsiones preparadas descritas en la seccion de AE fueron sometidas a 80
+ 1 °C en un bafio de agua durante 45 min, posteriormente centrifugadas a 1500
rpm en una centrifuga refrigerada 5810R (Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania)
por 5 min. La estabilidad de la emulsién (EE) se calculé de acuerdo con la
Ecuacién 9 (Khan et al., 2017; Neto et al., 2001).
— (Ha(mb) <
% EE = (Hl(mL)) *100 . Ecuacion 9

Donde: H,= Altura de la capa emulsionada antes del calentamiento; H;= Altura

de la capa emulsionada después del calentamiento.

3.4.10 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se evalué ensayando los métodos de
1,1- Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y del cation radical del acido 2,2 azinobis-(-3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS).

Ensayo DPPH

Se determiné la actividad antioxidante de las muestras sobre el radical libre
DPPH empleando el método descrito por Cheison et al., (2007) con algunas
modificaciones. Se afadio 1.5 mL de DPPH (0.08 mM en metanol al 80 % v/v) a
0.5 mL de cada extracto (2.5, 5, 7.5y 10 mg mL1). Las soluciones fueron agitadas

durante 2 min y conservadas en condiciones de oscuridad durante 1 h. El blanco
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fue preparado utilizando la misma cantidad de muestra que se utilizé para cada
ensayo y 1.5 mL de metanol al 80 % (v/v). A continuacion, se determiné la
absorbancia de las soluciones a 515 nm un espectrofotémetro Genesys 10S UV—
VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

La eliminacion de radicales DPPH se determin6 con la Ecuacion 10.

s sz A —-A 'y
% Inhibicion = (“Blance —Muestray . 100 ....Ecuacion 10
ABlanco
Donde: Aganco= Absorbancia del Blanco; Ay,.srq= Absorbancia de la solucién

preparada con muestra.

Los resultados se reportaron como porcentajes de Inhibicion, asi como la

concentracion (mg mL?) en la que se neutraliza el 50 % del radical DPPH (IC50).
Ensayo ABTS

La activacion del radical consisti6 en mezclar, una solucion acuosa de ABTS 7
mM con una solucién de persulfato de sodio 2.45 Mm en una relacién 1:1. La
mezcla se resguard6 en oscuridad por 16 h, transcurrido el tiempo, el radical
ABTS se diluy6é con metanol al 80 % (v/v) hasta obtener una absorbancia de 0.7
+ 0.002 a 734 nm. A continuacion, fueron mezclados 2.8 mL de la solucién ABTS
preparada con 200 pL de cada extracto (2.5, 5, 7.5 y 10 mg mL™), dejandose
reaccionar por 30 min, finalmente se determind la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) (Ret et al., 1999). Los resultados se reportaron como porcentajes de

Inhibicién, los cuales se calcularon mediante la Ecuaciéon 11.

A A 4 .
% Inhibicion = ( Bl“";" Muestray 100 ............ Ecuacion 11
Blanco
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Donde: Ag;.nco= Absorbancia del Blanco; Au,.srq= Absorbancia de la solucion

preparada con muestra.

3.4.11 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los andlisis térmicos se realizaron siguiendo el método descrito por Liu et al.
(2014). Dispersiones de cada muestra (6 mg) al 15 % (p/p) fueron vertidas en
celdas herméticas de aluminio, selladas y almacenadas a temperatura ambiente
(22 £ 1 °C) por 15 h. Las curvas de calentamiento para evaluar las temperaturas
de fusion (°C), se realizaron en un intervalo de temperatura de 30 a 180 °C, a una
velocidad de 10 °C mint! en un calorimetro DSC131 EVO (Setaram

Instrumentation, Caluire, France).

3.4.12 Anélisis de microestructura

Se prepararon dispersiones al 2 % (p/v) con los polisacéaridos, las cuales fueron
colocadas en un portaobjetos y tefiidas con una solucion de cristal violeta en
etanol (10 % v/v) por 30 s, posteriormente se lavaron con agua destilada y
secadas a 22 + 1 °C (Beveridge, Lawrence & Murray, 2007).

Las muestras fueron observadas en un microscopio Optico Olympus BX53F
(Olympus Optical Co., Tokio, Japon) a una magnificacion de 10 x, acoplado a un
sistema analizador de imagenes (Camara digital Olympus C3030 (Olympus
America Inc., EUA).

3.4.13 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de infrarrojo de los [-glucanos se registraron con un
espectrofotometro FTIR CARY 630 (Agilent Technologies, Inc. Agilent, California,
EUA.), equipado con un accesorio universal de reflectancia total atenuado 10 mg

de muestra seca fueron colocados en el cristal de diamante con un ajuste de
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geometria y provisto de una calibracion de fuerza de 60 unidades. Se registro la
absorbancia a longitudes de onda de 4000 a 800 cm™ con una resolucién
espectral de 4 cm™. Se realizaron 4 escaneos por muestra, para identificar las
bandas de estiramiento de los grupos funcionales presentes en la muestra, las
cuales fueron integrados para obtener los valores medios del espectro (Bai, Yi-
Peng et al., 2021).

3.4.14 Curvas de flujo

El comportamiento reolégico de los B-glucanos se determiné aplicando pruebas
dindmicas (curvas de flujo) en un redmetro Discovery Hybrid (HR-3, TA
Instruments, UAE) utilizando una geometria cono-plato (2° y 60 mm de diametro).
2 mL de dispersiones de B-glucanos al 4 % (p/v) fueron colocados en un peltier a
25 + 1 °C y se mantuvieron en reposo durante 5 min para permitir la recuperacion
de la estructura. A continuacion, se realizaron barridos de tasa de corte de 102 a
10° s (Karimi et al., 2019). Los valores de viscosidad aparente de las muestras

fueron registrados y ajustados al modelo de Herschel-Bulkley.

3.4.15 Analisis de datos

Todas las pruebas se ensayaron por triplicado, utilizando un disefio
completamente al azar. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) de clasificacién simple, y cuando fue apropiado se utilizé una prueba
de Tukey para determinar diferencias entre las medias. El nivel de significancia
se establecido en p < 0.05. El analisis se realizd6 con el paquete estadistico
Statistical Analysis System (SAS) version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Cultivo de Pleurotus ostreatus PoB

La produccion y calidad de los hongos superiores estdn directamente
influenciadas por el tipo de medio de cultivo y rendimiento, siendo este Gltimo uno
de los objetivos mas importantes durante su produccion (Zahid et al., 2020). Los
rendimientos de las cosechas realizadas durante el ciclo productivo (35 dias) de
P. ostreatus PoB se muestran en el Cuadro 5, P. ostreatus PoB presentd un
rendimiento superior a 23.3 £ 2.9 % en lacepa IE-115y 21.8 £ 1.8 % en la cepa
IE-728I reportado por Gaitan-Hernandez & Silva (2016), quienes evaluaron el
crecimiento de dos cepas del género Pleurotus empleando como sustrato rastrojo

de maiz.

Cuadro 5. Rendimientos de crecimiento de P. ostreatus PoB

Cosechal Cosecha 2 Rendimiento
(kg) (kg) (%)
1.0+0.2¢ 0.8 +0.42 30.2+6.2¢

z Media *+ desviacion estandar.

Diversas investigaciones (Wang, Li, & Han, 2012; Gomez & Andrade, 2008;
Lechner & Alberto, 2011; Gupta et al., 2013) concluyeron que la combinacion de
sustratos y/o la suplementacion de estos, aumenta el rendimiento de produccién,
lo cual probablemente pudo contribuir en los rendimientos de este estudio al
adicionar paja de avena.

3.5.2 Composicion quimico proximal y rendimientos de los B-glucanos

El andlisis quimico implica la determinacién de la composicion de un alimento lo
gue permite caracterizarlo desde el punto de vista nutricional y a partir de ello,
estimar su uso en la industria alimentaria o bien en investigacion cientifica para

el desarrollo de nuevos productos (Zumbado-Fernandez, 2020). Diversos
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componentes nutricionales y funcionales como fibra dietética, proteinas,
polisacéaridos y acidos grasos insaturados estan presentes en el género Pleurotus
(Cardwell et al., 2018). En este estudio la composicion quimica de los 3-glucanos
se vio afectada significativamente por las temperaturas de extraccion evaluadas
(50, 70 y 91 °C) (Cuadro 6). La concentracion de proteina fue significativamente
(p < 0.05) mayor para Gso y decrecio al incrementarse la temperatura en Gy
Go1, este comportamiento probablemente debido a su desnaturalizacion inducida
por el incremento de la temperatura (Cox, Lehninger & Nelson, 2006). Se ha
reportado que la presencia de proteinas reduce la recuperacion de B-glucanos
(Radhakrishnan & Peter, 2020; Ahmad et al., 2010; Karp & Kurek, 2019; Synytsya
et al., 2009) independientemente del método de extraccién utilizado. Ademas, la
precipitacion de polisacaridos con etanol puede contribuir a la co-precipitacion de
proteinas y otras biomoléculas como; &cidos organicos, y/o algunas sales
(Gebresamuel & Gebre-Mariam, 2012). La proteina soluble present6 la misma
tendencia que la proteina total como sigue: Gso > G70> Goz, la cual tiene un efecto
en los resultados de sus propiedades funcionales (Damodaran & Parkin, 2018).

Cuadro 6. Composicion quimico proximal y pureza de los $-glucanos extraidos

Tratamiento

(%) Base seca Gso G7o Go1
Proteina total 175+0.3c? 145+05b 10.4+0.5%
Proteina soluble 11.0+04c 7.6+0.5b 59+0.52
Carbohidratos 735+0.3a 76.5%+05b 80.3%+0.1c
Humedad 5.2+0.3a 5.7+0.3a 59+0.12
Cenizas 2.3%0.1a 2.0x0.1a 2.0x0.12
Lipidos 1.3+0.03a 1.2+0.08a 1.2+0.12
Purificacion 71.9+0.2a 76.1+£04b 82.5+0.5c

Z Media + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p
<0.05).
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El contenido de carbohidratos en Goa fue significativamente (p < 0.05) mayor que
para G7oy Gso. Una mayor temperatura de extraccion favorecio la solubilidad de
los carbohidratos, exponiendo a los grupos hidroxilo (-OH) para formar puentes
de hidrégeno con las moléculas de agua (Morales et al., 2019), por otro lado, una
mayor temperatura de extraccion modifica el nivel de estructura de los
polisacéaridos, disminuyendo las fuerzas de interaccion lo cual favorece su

rendimiento (Leong, Yang & Chang, 2021).

El contenido de humedad varié entre 5 y 6 %, los tratamientos no mostraron
diferencia significativa (p < 0.05), indicando que el secado a 40 °C por 2 h se

realiz6 adecuadamente para los tres tratamientos.

Por otro lado, el contenido de cenizas no presentd diferencia significativa entre
los extractos, es decir, el incremento de la temperatura no varié el contenido de
minerales (Cuadro 6), esto puede atribuirse a que no existié una variacién en el
pH durante la purificacion, ya que la extraccion de minerales en fibra dietética
tiende a variar entre valores de pH 9 a 10 (Eyal & Canari, 1995). Al evaluar
extractos de B -glucanos de cebada (Hordeum vulgare) Chari et al. (2016)
reportaron 10.4 % de cenizas y la presencia de P, Mg, Ca, Na, K y Fe,
concluyendo que las cenizas pueden ser un componente relevante para las
propiedades funcionales al actuar como amortiguadores en las soluciones de [3-

glucanos.

La extraccion de B-glucanos de P. ostreatus PoB a temperaturas de 50, 70y 91
°C, origind grados de pureza (concentracion de moléculas de glucosa) que
difirieron significativamente; Go1 > Gro > Go1. La mayor concentracién de (-
glucanos en Go1 probablemente debida a una mayor solubilizacion del
polisacarido, ya que la eficiencia del método mejora al incrementarse la
temperatura (Gong et al., 2020). Ahmad et al. (2009) al extraer B-glucanos de
Avena sativa en un intervalo de temperatura de 35 a 55 °C, reportaron una

purificacion superior (78 %) en la temperatura de 55 °C; mientras que Skendi et

51



al. (2009) evidenciaron purificaciones entre 84 y 90 % empleando el mismo
meétodo de extraccion en dos cultivares de avena. Las diferencias de los valores
obtenidos pudieron ser consecuencia de diversos factores como las condiciones
de extraccion de temperatura, tiempo, relacion solido-solvente y origen de la

muestra.

3.5.3 Determinacion de color

El color es un parametro que puede determinar la conveniencia de uso de los B-
glucanos en alimentos (Tiwari et al., 2021). El pardmetro L se expresd como una
variable dependiente de la temperatura de extraccion, al presentar diferencia
significativa; Go1 (83.8) £ 0.2 > G70(80.6 £ 0.3) > Gs0(77.3 £ 0.1), lo anterior puede
atribuirse al mayor grado de purificacion (Cuadro 6) (Crispin-Isidro et al., 2019),
se ha reportado al marron claro como color caracteristico de los (3-glucanos
(Comin & Saldafa, 2012). Valores de L (72.2 y 83.5) obtenidos por Ahmad et al.
(2010) en B-glucanos extraidos a partir de Avena sativa, coinciden con los valores

alcanzados en la investigacion.

Respecto al componente b*, el color amarillo (+) disminuyé al incrementar la
temperatura (Figura 6); Gso (19.1 £ 0.0) > G70(18.9£0.2) > Go1(17.1 £ 0.2), Wong
& Cheung, (2005) reportaron valores comparables (21.1 + 0.09) presentes en

fibra dietética de cebada (Hordeum vulgare).

Gso Gro Go1
Figura 6. B-glucanos extraidos a 50, 70 y 91 °C.
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El parametro a* expuso una tendencia similar a b*, donde Gso (1.5 £ 0.1) fue
significativamente (p < 0.05) mayor que Gro° (0.6 = 0.0) y Go1 (0.4 £ 0.0), esta
disminucién de color rojo (+) en a* y amarillo (+) en b* puede inferirse por la
inhibicién de la enzima tirosina responsable de la sintesis de melanina, que al
interaccionar con una mayor cantidad de proteinas (Gso) potencializan el color
marron (Miyaji, & Baba, 2016; Momtaz & Basson, 2008).

A pesar de las diferencias significativas en L y b* todos los extractos
predominaron en la escala de blanco y amarillo (+), lo que indicaria que pueden
ser incorporados en productos alimenticios de color claro o transparente (Ahmad
et al. 2009). Kondyli et al. (2020) no reportaron cambios significativos de color de
quesos de pasta blanca cuando se adicioné 0.4 % de [(B-glucanos, respecto al
control. En otros estudios el color de los B-glucanos no representd un
impedimento para ser incorporado en otros sistemas alimenticios; Szpicer et al.
(2020) reportaron que la adicion de B-glucanos en diferentes concentraciones (4,
6, 8 y 12 %), no modificd significativamente el color en carne de bovino.

3.5.4 Propiedades funcionales

Poder de hinchamiento (PH)

La posible aplicacion de los B-glucanos en la industria alimentaria como aditivos
con capacidad de retener agua es de interés para la industria de productos
carnicos, ya que esta propiedad es esencial para la jugosidad del producto final
(Borchani et al., 2016).

Los B-glucanos extraidos de la cepa PoB describieron que el agua retenida
fisicamente, expresada como PH (Grhribi et al., 2015) presentaron un aumento
significativo (p < 0.05) relacionado con el incremento de la temperatura; Goi>Gro
> Gso (Figura 7). Considerando que el PH evalla la capacidad de retencion de

agua de los polisacéaridos insolubles (Hromadkova et al., 2003), los valores
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obtenidos reflejaron que los B-glucanos presentaron menor PH que los
reportados por Khan et al. (2014) (3.4 g g* en Agaricus y 3.7 g g* en Pleurotus).
Estos resultados podrian ser atribuidos al método de extraccion acuoso, el cual
probablemente contribuy6 a la obtencién de una mayor cantidad de polisacaridos

solubles lo que redujo el PH.

Por otro lado, el comportamiento Go1 > G7o > Gso puede atribuirse a una mayor
concentracion de B-glucanos en Goi, ya que por su caracter hidrofilico se asocian
por puentes de hidrégeno con moléculas de agua. Por otro lado, Proust et al.
(2014) al evaluar esta propiedad en un intervalo de temperatura de 55 a 95 °C en
almiddén nativo de fiame del Congo (Dioscorea bulbifera L.), obtuvieron valores
superiores de PH a medida que se incremento la temperatura, atribuyendo sus
resultados a la relajacion progresiva de las fuerzas de enlace conforme
aumentaba la temperatura; lo que podria contribuir al PH encontrado en G7o (1.8
+0.1991)yGe(25+0.1gg?).

254
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Figura 7. Poder de hinchamiento (PH) de B-glucanos extraidos a 50 (Gso), 70
(G70) y 91 °C(Ga1).
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Capacidad de unioén de la grasa (CUG)

La prueba CUG identifica posibles aditivos que puedan emplearse en emulsiones
con alto contenido de grasa o como estabilizantes en alimentos (Yuan et al.,
2018).

El incremento de la temperatura tuvo un efecto significativo (p < 0.05) en la CUG
de los tratamientos (Figura 8); Gso (5.3 £0.1 g g?') > G7%(4.3+0.3gg?) > Ga
(3.8 +0.05 g g'1), evidenciando en todos los tratamientos una CUG superior a los
reportados en B-glucanos de levadura (1.6 g g!) Bacha-Umar et al. (2017) y
Pleurotus (5.5 g g*) utilizando agua caliente como método de extraccion (Khan

et al. 2017).

G

70

Tratamiento

Figura 8. Capacidad de unién de la grasa (CUG) de B-glucanos extraidos a 50
(Gso), 70 (G70) y 91 °C(Go1).

Khan et al. (2016) después de haber realizado una degradacion acida en [3-
glucanos de Saccharomyces cereviseae infirieron que la CUG de los B-glucanos

es funcién del gradiente de su degradacion, puesto que, una mayor degradacion
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de los polisacaridos origind grupos hidroxilo activos que pudieron desempefiar un
papel importante en la CUG, reaccién que probablemente no tuvo lugar en las
temperaturas ensayadas, ya que la degradacion de estos polisacaridos ocurre a
temperaturas de extraccién mayores a 150 °C (Zhang et al., 2019). Por otro lado,
las variaciones significativas de CUG, describen el mismo patron que presento la
concentracion de proteina soluble en el andlisis quimico proximal; Gso > G7o >
Go1, ya que esta propiedad se ve afectada por la presencia de compuestos
capaces de unirse a la grasa por interacciones hidréfobas (Aguilera et al., 2011).

Capacidad emulsificante (CE)

Los sistemas dispersos como las emulsiones suelen ser de tipo aceite/agua o
agua/aceite, dos liquidos inmiscibles que requieren de un emulsificante (Singh et
al., 2005). La temperatura de extraccion de los B-glucanos dicté una diferencia
significativa (p < 0.05) en su CE (Figura 9); Gso (57.8 % + 1.0 %) > G70(52.8 £ 0.9
%) > Go1(45.4 £ 1.1 %). Los resultados expuestos indican que probablemente las
moléculas de superficie activa en Gso tuvieron mayor capacidad para migrar a la
interfase y estabilizarla, lo cual puede estar influenciado por la mayor
concentracion (p < 0.05) de proteina soluble evidenciado en el andlisis quimico
proximal; Gso > G7o > Go1, dado que las proteinas poseen un caracter anfifilico
(aminoéacidos polares y no polares), estas pudieron migrar, desplegarse y
reorientarse en la interfaz agua-aceite (Lam & Nickerson, 2013; Crispin-Isidro et

al., 2019) favoreciendo su CE.

Khan et al. (2017) reportaron valores de 64. 26 £ 0.01, 65.35 £ 0.03 y 65.47 +
0.08 % para B-glucanos extraidos de los géneros Agaricus, Pleurotus y
Coprinuscomo, respectivamente al evaluar la capacidad emulsificante,

empleando el método de extraccion en agua caliente sin purificacion adicional.
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Figura 9. Capacidad emulsificante (CE) de B-glucanos extraidos a 50 (Gso), 70
(G70) y 91 °C(Ga1).

Por otro lado, la EE es un indicador que verifica si un emulsionante aplicado en
una emulsion es adecuado para que esta permanezca estable a través del tiempo
(Singh, Kaur & Sogi, 2018).
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Figura 10. Estabilidad de la emulsién (EE) de B-glucanos extraidos a 50 (Gso),
70 (G7o) y 91 °C(Goa).
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Los B-glucanos no son tensoactivos que interactien con la fase dispersa (Temelli,
1997), sino que por su naturaleza hidrofilica suelen permanecer en la fase
acuosa, creando interacciones con moléculas de agua y con proteinas (puentes
de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y fuerzas de London) (Khan et al., 2015;
Anchundia et al., 2016). Probablemente la concentracion de proteinas solubles
en cada tratamiento, tuvieron la habilidad para desdoblarse en la interfase y
presentar un efecto significativo (p < 0.05) sobre la EE (Figura 10) (Totosaus,
2006).

Por otra parte, el comportamiento de los tratamientos a esta prueba posiblemente
fue respuesta a la mayor viscosidad presentado por Gso segun los resultados
obtenidos en la caracterizacion reoldgica de los B-glucanos (seccion 3.5.9).
Infiriendo que una mayor viscosidad en la fase acuosa probablemente dificulté la
coalescencia de las gotas de aceite (Liu et al., 2021), mientras que G7o y Go1
presentaron una menor viscosidad, manifestandose como una debilitacion en la
capacidad de EE (Akhlaghinia & Chan, 2014).

3.5.5 Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante contribuye a la determinacién de la
calidad de los alimentos funcionales y nutracéuticos, para lo cual, se han
desarrollado métodos que se fundamentan en moléculas inestables que se
reducen, debido a la capacidad de otra sustancia para ceder electrones (DPPH,
ABTS y otros) (Apak & Shahidi, 2017).

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH como funcion de la concentracion de
Gso, G7o y Go1 (Figura 11) demuestra en cada tratamiento, que el radical fue

reducido a medida que se incrementd su concentracion.
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Figura 11. Efecto antioxidante de p-glucanos sobre el radical DPPH. Diferente
letra (a-b) denotan diferencia significativa entre las muestras.

Bajo las mismas concentraciones de Gso, G7oy Goi, la inhibicion del radical ABTS
(Figura 12) expreso6 el mismo comportamiento, es decir, cuando una solucién de
radical ABTS o DPPH se combina con un extracto vegetal capaz de donar
electrones, se presenta un gradiente de color propio de la concentracién de la
muestra (Molyneux, 2004).

Las propiedades antioxidantes se pueden determinar empleando mas de un
método, puesto que al utilizar solamente uno, proporciona una idea parcial del
verdadero poder reductor de la molécula antioxidante debido a sus posibles
mecanismos de accién (Kettawan et al. 2011). Gso mostré significativamente (p
<) (Figura 11y 12) el mayor poder reductor en ambos radicales, mientras que Go
y Go1 demostraron estadisticamente tener el mismo efecto en el radical DPPH, a

diferencia del radical ABTS donde G7ofue mayor a Goa.
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Figura 12. Efecto antioxidante de los 3-glucanos sobre el radical ABTS.
Diferente letra (a-b) denotan diferencia significativa entre las muestras.

Por otro lado, las concentraciones (mg mL1) de B-glucanos necesaria para inhibir
el proceso de oxidacion en un 50 % (IC50) (Afiati et al., 2019) se muestran en el
Cuadro 7, donde Gso refleja significativamente (p < 0.05) un superior coeficiente
de inhibicion respecto a Gz y Goi1. Lo anterior, puede atribuirse a que
temperaturas cercanas a la ebullicion originan pérdidas de compuestos

antioxidantes como los fenoles (Faller & Fiahlo, 2009).

Por otro lado, la influencia de glucanasas enddgenas presentes pueden contribuir
a la despolimerizaciéon de los B-glucanos y por ende en la exposicion de grupo
hidroxilo donadores de hidrogenos (Fastnaught & Dreher, 2001), ademas, la
presencia de una mayor concentracion de proteina en Gso pudo influir en un
superior poder reductor. Sihanonth, Piapukiew y Sangvanich (2013) evidenciaron
la presencia de poder reductor para el radical ABTS a partir de un complejo

polisacéarido-proteina de Phaeogyropua portentosus.
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Cuadro 7. Coeficiente de inhibicion (IC50) de los B-glucanos extraidos

Tratamiento  1C50 (mg mL1)

GYs0 Z75+0.1a
G 11.2+0.3b
Goaz 12.4 +0.2c

z Media * desviacidon estandar. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia
significativa (p < 0.05).

¥ Gso: B-glucanos extraidos a 50° C; G7o B-glucanos extraidos a 70° C; Go1 B-glucanos extraidos a
91° C.

Zhang et al. (2012) al estudiar una cepa de Pleurotus reportaron un IC50 de 1.43
mg mL* variaciones que pueden atribuirse a la especie y pesos moleculares de
los extractos (Bai et al., 2021). Mientras que Usulding et al. (2020) evidenciaron
un valor de IC50 de 11.48 + 0.50 mg mL™* al trabajar con Lignosus rhinocerus,
resultado comparable con los obtenidos en esta investigacion. La variacion de
los resultados puede atribuirse a pesos moleculares de los B-glucanos y
probablemente a complejos de polisacaridos con algunos compuestos fendlicos
contenidos en los hongos como acido tanico y galico (Bai et al., 2021; de la Cruz
et al., 2013).

3.5.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La DSC es una técnica en donde un cambio gradual de temperatura provoca un
proceso de transicion conformacional, originando sefales como picos
endotérmicos que indican la fusiébn de dominios estructurales en la muestra
(Hohne et al., 2013; Nagle & Wilkinson,1978). Gso, G7o y Go1 tuvieron picos
endotérmicos de fusion a diferentes temperaturas (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de calentamiento DSC de B-glucanos extraidos a 50 (Gso), 70
(G70) y 91 °C(Ga1).

El punto de fusion de Gso se presento a 160 °C, mientras que en Gy Goia 145
y 133 °C, respectivamente. Con lo anterior podria inferirse que la estructura
conformacional de Gso es mas organizada (Lazaridou et al., 2014) con respecto
a G7oy Goz, por lo que requirid6 de una mayor temperatura para la ruptura de la
cadena de carbono y puentes de hidrégeno (Gao et al., 2020). Lo anterior puede
estar relacionado con el mayor grado de agregacion que evidencio Gso al
interaccionar con las proteinas en el apartado de microestructura, ademas, de
que en estos intervalos de temperatura posiblemente puedan estar
enmascarando picos endotérmicos propios de la evaporacion del agua (Yun et
al., 2018; Bacha et al., 2017).

Bacha et al. (2017) reportaron superior estabilidad térmica en B-glucanos

extraidos a partir de levadura, con un punto de fusién de 125 °C con respecto a

B-glucanos comerciales (122 °C).
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3.5.7 Microestructura

Entre los principales componentes estructurales de los alimentos se encuentran
a los carbohidratos, proteinas y lipidos. Estas biomoléculas pueden formar
estructuras de orden superior segun su nivel de interaccion, por lo tanto, el

empleo de una técnica de microscopica es imprescindible para caracterizar el

régimen estructural de un sistema (Morris & Groves, 2013).

Figura 14. Micrografias opticas de B-glucanos extraidos a 50 (a), 70 (b) y 91 °C (c).

Zielke & Nilsoon, (2019) mencionan que las interacciones intermoleculares entre
B-glucanos y proteinas pueden influir en la agregacion y comportamiento en
solucién del polisacérido. La presencia de proteinas contribuira a la formacién de
agregados de B-glucanos, mientras que una degradacion de proteinas podria
disminuir el nivel de agregacion de los polisacéridos. En la micrografia
correspondiente a Gso (Figura 14a) se observé una red mejor estructurada y
densa en comparacion a G y Goi, probablemente debido a una mayor
concentracion de proteina en comparacion a G7oy Goi, segun el andlisis quimico
proximal, originando una estructura mas agregada. En Gzoy Goz1 (Figura 14b y
14c) se visualizd un nivel de estructuracion menor, lo que puede ser atribuido a
que una menor concentracion de proteina origind que los [B-glucanos

experimentaran una desagregacion (Zielke et al., 2018).
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Por otra parte, con la finalidad del mejoramiento de las propiedades funcionales
de la proteina como la solubilidad, la emulsificacion y la estabilidad térmica Zhong
et al., (2019), formularon un conjugado de proteina y p-glucanos de P. ostreatus,

lo cual origin6 una estructura mas estable en comparacion al control.

3.5.8 Medicion de Infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una herramienta en el analisis quimico que
permite la identificacion de los grupos funcionales que se encuentran en una
muestra, a través de la representacion grafica del nimero de onda donde la

molécula absorbe radiacion infrarroja (Smith, 2011).

La caracterizacion de los espectros infrarrojos de Gso, G7o y Go1 Se representaron
en la Figura 15, donde la intensidad de las bandas percibidas en el intervalo de
3000 a 3500 cm™ son caracteristicas de los polisacaridos y se atribuye a la
vibracion del estiramiento -OH en los puentes de hidrégeno, indicando las
posibles interacciones intermoleculares que las cadenas del polisacarido

pudieron haber establecido (Kozarski et al., 2011).

Por otra parte, la presencia de proteina reportada en Gso, G7o y Goz, fue detectada
en transmitancias caracteristicas (1631, 1527 y 1362 cm) de las vibraciones
Amida |, Amida Il y Amida lll, respectivamente (Trujillo et al., 2018; Kozarski et
al., 2011). Por otro lado, se identificd en la banda 2918 cm™ la presencia de
fracciones lipidicas debida a la vibracion del estiramiento alifatico -CH (Synytsya
et al., 2009; Crispin-Isidro et al., 2019). Se evidencié un pico a 1392 cm, lo que
confirmd la presencia de grupos fendlicos (Tiwari et al., 2021), probablemente
presentes en las moléculas antioxidantes de los B-glucanos. Mientras que la
fuerte region de banda entre 800 a 1200 cm™ se atribuyé a la vibracién del
estiramiento C-C del enlace glucosidico, sefialando la presencia de polisacaridos.
Dentro de este Udltimo intervalo de transmitancia se encontr6 la banda de

estiramiento a 1025 cm?, lo que evidencio los enlaces B presentes en la cadena
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glucosidica en Gso, G7o y G (Tiwari et al., 2021; Murphy et al., 2020; Kozarski et
al., 2011; Eyigor et al., 2018).
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Figura 15. Espectro FTIR de B-glucanos extraidos a 50 (Gso), 70 (G7o) y 91
°C(Go1) de P. ostreatus PoB.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente y con lo observado en los espectros
donde se puede distinguir que los picos equivalentes se fueron desplazando a
ndameros de ondas inferiores o superiores, originando una pequefa variacion
entre cada tratamiento, lo que nos puede indicar que el procedimiento de

extraccion presenté un efecto en la pureza del B-glucano (Sharpy et al., 2020).
3.5.9 Curvas de flujo

Los alimentos son sistemas complejos y su viscosidad depende de la
composicion, esfuerzo, velocidad de corte, temperatura, tiempo de aplicacion del
esfuerzo y preparacion de la muestra. El analisis del comportamiento reolégico
es necesario para el disefio, evaluacion y simulacion de procesos industriales
(Zamora et al., 2021; Botella, 2005).
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El comportamiento de flujo de las muestras de B-glucanos (Figura 16) mostraron
un comportamiento caracteristico de fluidos no newtonianos, al no existir una
relacion lineal entre el esfuerzo cortante y la tasa de corte, es decir, la viscosidad
disminuy6 al incrementar la cizalla (Mott, 1996).
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Figura 16. Curvas de flujo de B-glucanos extraidos a 50 (Gso), 70 (G7o) y 91
°C(Goaa).

Los perfiles de flujo fueron ajustados (R?= 0.99) al modelo de Herschel-Bulkley,

mostrado en la Ecuacién 12.

(t=t9g+ky™) e, Ecuacion 12

Donde; 1= Esfuerzo cortante, 7,= Esfuerzo de fluencia, k= Coeficiente de

consistencia, y= Velocidad de corte y n= indice de flujo.

Los tratamientos describieron un comportamiento reoadelgazante en todos los
casos como lo indican los valores menores a 1 en n (Cuadro 8) (Casarrubias-
Castillo et al., 2012). Por otra parte, las muestras empezaron a fluir cuando el
esfuerzo de corte (t) fue superior al esfuerzo de fluencia (z,) (Mezger, 2011) de

acuerdo con la siguiente tendencia: Gso > Gro > Gos; infiriendo que Gso mantuvo
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una mayor organizacion estructural con respecto a Gro y Goz, €n consecuencia,
requirio un mayor esfuerzo de corte para fluir (Gallego et al., 2012). Los valores
de K presentaron el mismo perfil que 7, (Gso>G7o> Go1), lo cual puede atribuirse
a una diferencia en la composicidn, siendo mas susceptible Go1 a un rompimiento
estructural (Sikora et al., 2007).

Cuadro 8 Valores medios de los parametros del modelo de Herschel-Bulkley

Tratamiento n 70 (Pa) K (Pa-s") R?
GYs0 0.55+0.0c* 5.86+0.06c 0.67 %=0.06¢c 0.99
Gro 0.46 £+ 0.01b 3.63+0.18b 0.47 £ 0.04b 0.99
Goa1 0.42+0.0la 1.83x0.20a 0.29+0.0la 0.99

z Media * desviacidon estandar. Diferentes letras en la misma columna indican diferencia
significativa (p < 0.05).

¥ Gso: B-glucanos extraidos a 50° C; Gro B-glucanos extraidos a 70° C; Go1 B-glucanos extraidos a
91°C.

Definiendo a la viscosidad como la relacién entre el esfuerzo cortante y la
velocidad de corte (Ryu et al., 2012), Gso present6 el mayor valor de viscosidad
(0.323 + 0.0 Pa-s), seguida de G70(0.29 £ 0.02 Pa-s) y Go1(0.172 + 0.01 Pa-s),
valores que son comparables con los obtenidos por Liu et al. (2021) en [3-
glucanos extraidos a partir de Hordeum vulgare por el método de agua caliente
(0.22 — 0.44 Pa-s). Estas diferencias pueden estar asociadas con la composicién
de las muestras. Al respecto Sanchez et al. (1995) reportaron mayores valores
de viscosidad en complejos polisacarido-proteina, en comparacion a la reportada
en los biopolimeros de manera individual. Lo anterior, podria estar relacionado
con la presencia de proteina encontrada en el analisis quimico proximal, lo que
probablemente favorecié el aumento de la viscosidad de la matriz en Gso, a su
vez, este comportamiento podria estar relacionado con el andlisis de
microestructura, donde Gso mostro una red mas compacta en comparacion a Gro

y Ga1
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3.6 CONCLUSIONES

Se obtuvieron tres extractos de B-glucanos (Gso, G7o y Go1) con diferente
composicién quimica. El grado de pureza (> 70 %) tuvo un efecto importante en

sus propiedades funcionales, antioxidantes, reologicas y térmicas.

Los resultados indicaron que el extracto que presentd el mayor grado de
purificacion (Ge1) mostré mayor poder de hinchamiento (PH), mientras que el
extracto con menor pureza (Gso) describio mejor capacidad de union de la grasa
(CUG), capacidad emulsionante (CE) y estabilidad de la emulsion (EE). Todos
los extractos presentaron la capacidad de inhibir los radicales libres DPPH y
ABTS. El andlisis de viscosidad evidencié un comportamiento reoadelgazante,
con un requerimiento superior de esfuerzo de fluencia en Gso, resultados que se
relacionaron con los obtenidos en el analisis de microestructura al mostrar un
mayor grado de agregacion y densidad de la red en Gso. Los resultados obtenidos
respecto al andlisis de calorimetria diferencial de barrido indicaron que los
extractos mantenian grados de dominio estructural significativamente diferentes,

Gso requirio mayor temperatura de fusion para desestabilizarse.
En general estos datos demuestran que la temperatura de extraccion tiene efecto
sobre la composicién quimica de los B-glucanos, que a su vez se refleja en la

capacidad de lograr las propiedades funcionales deseadas en sistemas

alimenticios.
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