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RESUMEN

Por sus atributos sensoriales y nutricionales los hongos son muy apreciados como parte
de la dieta en muchas culturas. Actualmente se conocen cerca de 2,000 especies de
hongos comestibles; sin embargo, muy pocos se cultivan y comercializan. Huitlacoche es
el nombre que aplicaron los aztecas al cuerpo fructifero joven y comestible de Ustilago
maydis, el cual es el agente causal del carbén comun del maiz. Por otro lado, otro hongo
de consumo importante en México, Pleurotus spp., cominmente conocido como hongo
ostra, es un desintegrador comun de madera y residuos vegetales. Pleurotus ostreatus es
el tercer hongo comestible mas importante cultivado alrededor del mundo. Los hongos
han sido usados por siglos tanto como alimentos y medicina principalmente en paises
asiaticos. Los hongos contienen una variedad de metabolitos secundarios, incluidos varios

compuestos fendlicos, los cuales han demostrado actuar como excelentes antioxidantes.

Nosotros pensamos que los hongos comestibles huitlacoche y Pleurotus ostreatus poseen
compuestos fendlicos solubles e insolubles (melanina) como componentes importantes,
que le confieren un valor como alimento nutracéutico; por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue obtener extractos de compuestos fendlicos solubles de ambos hongos, asi
como de compuestos fendlicos insolubles (melanina) de huitlacoche, cuantificarlos y
evaluar algunas de sus posibles propiedades nutracéuticas. Usando los métodos Folin-
Ciocalteu, TEAC-DPPH, ORAC e induccion de motilidad intestinal en intestino aislado de
rata, fueron determinados los fenoles totales, capacidad antioxidante y capacidad de

inducir motilidad intestinal en los extractos antes mencionados.

El extracto de compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus con
mayor contenido fendlico fue el acuoso frio, con 6.8 y 7.9 mg EAG/g base seca
respectivamente. En cuanto a la melanina extraida de huitlacoche, al menos el 74% de
ésta se trata de compuestos fendlicos, mientras que la cantidad de compuestos fendlicos
procedentes de melanina en la muestra fue de 9.1 y 9.7 mg EAG/g base seca, para la
extraccion 1y 2, respectivamente. En la capacidad antioxidante por TEAC-DPPH de los
extractos de compuestos fendlicos solubles, el extracto acuoso frio de huitlacoche y
Pleurotus ostreatus mostré los mayores niveles con 7.1 y 2.1 ymol ET/g base seca
respectivamente. En el caso de la melanina extraida de huitlacoche, la capacidad
antioxidante (TEAC-DPPH) procedente de melanina en la muestra fue de 7.3 y 8.8 umol

ET/g base seca, para la extraccion 1 y 2, respectivamente. También se logré cuantificar
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compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante por TEAC-DPPH en los residuos
de la extraccion de melanina, encontrando niveles muy altos en algunos de ellos,
sugiriendo grandes pérdidas durante el proceso de extraccion. En cuanto a la capacidad
antioxidante por ORAC de los extractos de compuestos fendlicos solubles, los mayores
niveles en huitlacoche fueron mostrados por el extracto etandlico con 136.1 pmol ET/g
base seca, y en Pleurotus ostreatus por el extracto acuoso frio con 109.4 ymol ET/g base
seca. Los valores de capacidad antioxidante por ORAC en la melanina extraida de
huitlacoche fueron muy variables, no obstante se determiné que la melanina posee
capacidad antioxidante por este método. Por otro lado, se determiné que los extractos
saturados (50 mg/mL) de compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus
ostreatus tienen efectos sobre la motilidad del intestino de rata aislado, sobre todo en la
tensién media de la contraccién; los mayores efectos en huitlacoche fueron mostrados por
los extractos etandlico y acuoso caliente, mientras que en Pleurotus ostreatus los
mayores efectos fueron mostrados por los extractos acuosos caliente y frio. El extracto
acuoso caliente de Pleurotus ostreatus mostrd efectos estadisticamente iguales que el
neurotransmisor acetilcolina (1 x 10°® M). La melanina extraida de huitlacoche no mostr6

efectos sobre la motilidad del intestino de rata aislado al usarse en forma de suspension.

La presencia de compuestos fendlicos en todos los extractos, la actividad antioxidante, y
los efectos sobre la motilidad del intestino de rata, sugieren que el huitlacoche y Pleurotus

ostreatus poseen propiedades nutracéuticas importantes.
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1. INTRODUCCION

Las creencias culturales en los poderes misticos de los alimentos han estado pasando por
generaciones. La capacidad de alimentos especificos para prevenir o reducir la severidad
de sintomas de insuficiencias nutricionales ha sido reportada en una variedad de
documentos histéricos. Interesantemente, cuando los cientificos desentrafiaron los
misterios acerca de las necesidades nutricionales especificas, esto vino a dar que
evidentemente algunos componentes dietarios que pudieran no ser requeridos para la
existencia humana pueden en efecto influir marcadamente en la calidad de vida por la
modificacion de uno o mas procesos fisioldgicos. La capacidad de tales alimentos para
influir estos procesos es probablemente dependiente de varios factores, incluyendo
interacciones con otros constituyentes en el total de la dieta y del estado fisiol6gico del
consumidor, patron de comportamiento, y trasfondo genético. La gente en la totalidad del
mundo esta convenciéndose fuertemente de que los alimentos que consumen pueden no
s6lo actuar modulando sino que ademas pueden influir sobre el riesgo de adquirir una
variedad de enfermedades. Esto hace l6gico asumir que la demanda del consumidor por
estos alimentos que promueven la salud y los compuestos fisiolégicamente activos que
ellos contienen continuara creciendo en un futuro préximo, asi como también la

disponibilidad de nuevos alimentos (Milner, 2000).

Por sus atributos sensoriales y nutricionales los hongos son muy apreciados como parte
de la dieta en muchas culturas. Actualmente se conocen cerca de 2,000 especies de
hongos comestibles; sin embargo, muy pocos se cultivan y comercializan (Paredes vy
Valverde, 2006). Los hongos son recurso de alimentos fisiol6gicamente funcionales y
pueden ademas ser usados como materiales para el desarrollo de medicinas benéficas y
no invasivas. A pesar de su bajo valor nutricional (funcién primaria de alimento), tienen
sabor, caracteristicas de preferencia (funcion secundaria), y varias caracteristicas
fisiologicas (funcion terciaria). Ademas, los hongos, como también las formas de plantas
superiores, son un recurso de conjuntos de genes los cuales son invaluables para los

seres humanos (Mizuno, 1995).

Huitlacoche es el nombre que aplicaron los aztecas al cuerpo fructifero joven y comestible
de Ustilago maydis, el cual es el agente causal del carbén comdn del maiz. Esta

enfermedad es caracterizada por la presencia de agallas en varias partes aéreas de las



plantas, incluyendo tallos, hojas, borlas y espigas. Las espigas pueden ser
completamente cubiertas por las agallas.

El huitlacoche es un basidiomiceto del orden de los Ustilaginales; algunas caracteristicas

de éstos son las siguientes:

e Infectan estructuras reproductivas de las plantas, principalmente flores.
e El desarrollo del micelio no es profuso.
e EI promicelio esta septado transversalmente, con basidiosporas laterales y

terminales.
Pertenece al género Ustilago, cuyas especies:

e Tienen soros con apariencia de hollin y vagamente lleno con teliosporas negras o

café oscuro.

Y la especie maydis, nos habla del que es un parasito especifico del maiz (Valverde y
col., 1995).

Las agallas producidas por el hongo Ustilago maydis en las mazorcas de maiz se
conocen como huitlacoche o cuitlacoche y en México se consume desde la época
prehispanica. Generalmente se recolecta y vende en estado fresco y envasado, y se le

considera una exquisitez culinaria.

La popularidad del huitlacoche como comida tipica nuestra ha rebasado las fronteras de
México y su presencia en el mundo es cada vez més visible. Recientemente la demanda
de este exquisito hongo ha aumentado considerablemente y se ha introducido a los
Estados Unidos, donde se le han asignado diferentes nombres como caviar azteca y trufa
mexicana, y se lo ha aplaudido en revistas como Play Boy, Vogue y otras (Paredes y
Valverde, 2006).

El valor dado a los alimentos esta basado ampliamente en su composicion quimica. El
huitlacoche contiene carbohidratos, proteinas, grasas minerales y vitaminas, que
contribuyen a este valor nutricional. Asi, considerando esta composicion quimica, el

huitlacoche es de muy especial interés en el consumo humano (Valverde y col., 1995).



El huitlacoche, como alimento tipico mexicano, debe su creciente popularidad a su
caracteristico sabor, que no se parece a ningun otro alimento conocido. En este sentido
podemos hablar de sabor de huitlacoche, de igual manera que nos referimos a chocolate,
fresa, vainilla, etc.; como sabores clasicos. Existen ciertos compuestos que intervienen en
el sabor de diferentes hongos. Sin embargo, algunos compuestos soOlamente estan
presentes en el huitlacoche y no en ningun otro hongo.

También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones, las cuales
poseen propiedades antioxidantes y antimutagénicas que son muy Utiles para prevenir
enfermedades como el cancer y la ateroesclerosis, y por lo tanto se puede incluir en lo
gue se conoce actualmente como alimentos nutracéuticos (Beas-Fernandez y col., 2008;

Beas-Fernandez y col., 2006; Paredes y col., 2006).

Por otro lado, otro hongo de consumo importante en México, Pleurotus spp., cominmente
conocido como hongo ostra, es un descomponedor primario comin de madera y residuos
vegetales. Este puede ser encontrado naturalmente en bosques lluviosos tropicales y
subtropicales, y puede ser cultivado. Apreciado debido a su delicioso sabor, este hongo
tiene altas cantidades de proteinas, carbohidratos, minerales (calcio, fosforo, hierro) y

vitaminas (tiamina, riboflavina y niacina) asi como también poca grasa.

Por muchas razones los hongos del género Pleurotus han sido estudiados intensivamente
en muchas diferentes partes del mundo: tienen alto valor gastronémico, son capaces de
colonizar y degradar una gran variedad de residuos lignocelulésicos, requieren poco
tiempo de crecimiento cuando se comparan con otros hongos comestibles, demandan
pocos controles ambientales, sus cuerpos fructiferos no son muy cominmente atacados
por enfermedades y plagas y pueden ser cultivados de una forma simple y barata
(Bonatti y col., 2004).

Los hongos del género Pleurotus han sido estudiados minuciosamente en cuanto su valor
nutricional y componentes de sabor. Recientemente, estos hongos comerciales se
encontré6 que son medicamente activos en varias terapias tales como antitumorales,
antivirales, e inmunomodulatorias. Aunque si bien la investigacion se concentré en los
efectos terapéuticos de estos hongos, existe poca informacion disponible acerca de sus

propiedades antioxidantes (Yang y col., 2002).



2. MARCO TEORICO DE REFERENCIA
2. 1. Alimentos Nutracéuticos

Nutracéutico es un término acufiado en 1979 por Stephen DeFelice. De acuerdo a
DeFelice, éste es definido “como un alimento o partes de alimento, que proporciona
beneficios a la salud o médicos, incluyendo la prevencion y tratamiento de
enfermedades”. Subsecuentemente, varios otros términos (alimento médico, alimento

funcional, suplemento nutricional) fueron usados (Kramer y col., 2001).

Nutracéutico puede abarcar nutrientes aislados, suplementos dietarios, y alimentos
diseflados por ingenieria genética, productos herbales, y productos procesados, tales
como cereales, sopas y bebidas. Este creciente interés en los nutracéuticos refleja el
hecho de que los consumidores escuchan acerca de los estudios epidemiolégicos
indicando que una dieta especifica o componente de la dieta est4 asociado con un bajo

riesgo para cierta enfermedad (Kréamer y col., 2001).

Tabla 1. Factores Dietarios Ligados a Enfermedades (Krdmer y col., 2001).

Grasa Antioxidantes Acido | Calcio Complejos Acidos
total o félico carbohidratos, grasos
saturada fibra omega-3
Enfermedad - + + + + +
cardiovascular
Cancer = + + + + +
Diabetes - + + +
Catarata/AMD - +
Obesidad - +
Osteoporosis +
Consecuencias de + + + +
nacimiento
Funcion inmune - + + + +
+ = Impacto positivo sobre la salud; - = Impacto negativo sobre la salud; AMD = degeneracién macular

relacionada con la edad.

Los compuestos que han sido estudiados mas extensivamente son los antioxidantes.
Muchos beneficios potenciales han sido atribuidos a los antioxidantes en la forma de
consumo dietario o suplementacion. Los antioxidantes en general pueden ser Utiles en la

prevencion del cancer y enfermedades cerebrovasculares (Kramer y col., 2001).

Un consumo alto de antioxidantes es asociado con un bajo riesgo de cancer, enfermedad
coronaria del corazén, y otras enfermedades degenerativas. Sin embargo, debe hacerse

notar que mientras exista la correlacion entre el alto consumo de nutrientes y
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enfermedades especificas, la respuesta de cualquier individuo dado es completamente
variable. Estas variaciones individuales en las respuestas dietarias son probablemente
debidas a la diferente composicion genética de cada individuo. Numerosos factores
genéticos estan involucrados en determinar la respuesta hacia nutrientes dietarios
especificos. Estos incluyen genes importantes para la absorcion de nutrientes asi como
también genes importantes para el metabolismo y procesamiento de los nutrientes en la
dieta. Adicionalmente, la cantidad de cada nutriente en la dieta también tiene un impacto
en el nivel de expresion de un gen especifico. Tales mecanismos regulatorios pueden
ademas explicar las diferencias individuales en la susceptibilidad para enfermedades

inducidas por la dieta (Kramer y col., 2001).

Las tecnologias revolucionarias — incluyendo la biotecnologia — han creado una nueva era
en la cual los descubrimientos nutricionales, productos innovadores, y la produccién en
masa son posibles como nunca antes. Estos desarrollos médicos y cientificos han
producido una importante y explosiva nueva era de investigacion, resultando en un alto
namero de productos nutricionales potenciales con beneficios a la salud y médicos
(Kramer y col., 2001).

2. 2. ¢,Qué es un Hongo?

El término “hongo” es popularmente usado para nombrar a los organismos macroflingicos
con su distintivo cuerpo fructifero, el cual puede ser hipogeo o epigeo, lo suficientemente
grande para ser visto a simple visa y ser tomado por una mano. Sin embargo, el término
“hongo” incluye a muchas mas especies ademas de los macromicetos. Desde el punto de
vista taxondémico, principalmente los Basidiomycetes (basidiomicetos) pero también
algunas especies de Ascomycetes (ascomicetos) pertenecen a los asi llamados “hongos”
(macromicetos). El Reino Myceteae (Fungi) esta constituido por al menos 14,000 especies
(y tal vez hasta 22,000 especies) conocidas. El nUmero de especies de hongos sobre la
Tierra se estima que sean 140,000 sugiriendo que s6lo 10% son conocidos. Asumiendo
que la proporcién de hongos utiles entre los aun no descubiertos y no examinados fuera
de sélo el 5%, esto implicaria 7,000 especies aun no descubiertas que serian de posible
beneficio para la humanidad. Incluso entre las especies conocidas la proporcion de

hongos bien investigados es muy baja. Este hecho, junto con el conocimiento acerca del
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gran potencial de los hongos microscopicos para la produccién de metabolitos bioactivos
[p. ejem. Penicillium, Aspergillus, Tolypocladium inflatum W. Gams, Claviceps purpurea
(Fr.) Tul.], la experiencia en el uso etnomedicinal de los hongos, la necesidad ecoldgica
de hongos que produzcan metabolitos secundarios bioactivos y el mejoramiento de las
posibilidades genéticas, farmacoldgicas y analisis quimico, nos permitiria asumir que los

hongos tienen gran potencial para un bioprospecto satisfactorio (Lindequist y col., 2001).

2. 3. Los Hongos en la Tecnologia de Alimentos
2. 3. 1. Introduccion

Los conceptos y aplicaciones practicas de la biotecnologia flingica contindan haciendo
contribuciones significativas a la ciencia de los alimentos. Sin excepcion muchos aspectos
de los ingredientes de los alimentos y procesos tecnoldgicos involucrando hongos son
impactados por la investigacion en biotecnologia, por ejemplo, alimentos funcionales,
nutracéuticos, alimentos de valor agregado, y patégenos de alimentos y sistemas de
deteccién seguros (Arora, 2004).

2. 3. 2. Biotecnologia Fungica en la Produccién de Alimentos

No importa lo anecddtico de la evidencia, incluso las sociedades antiguas reconocian el
uso de la tecnologia fungica, en relacion con su agricultura y alimento. El conocimiento de
la diversidad fungica y el beneficio distinguible de los hongos en la biotransformaciéon de
los ingredientes de los alimentos, ha ayudado a sostener y extender nuestros recursos
alimenticios. A pesar de la poderosa toxicidad de los metabolitos secundarios de varios
hongos, la humanidad sobrevivi6 a ellos y a través de un uso innovador de los
beneficiosos macro y micromicetos encontré un uso culinario, en particular, y otros usos

de los hongos, en general (Arora, 2004).

La importancia de los hongos se relaciona con su particular modo de crecimiento y
proliferacion, produccion, y secrecién de enzimas extracelulares, péptidos de funciones
novedosas (sabor, funciones fisiolégicas, y actividades antimicrobianas) metabolitos
secundarios y los consecuentes antibiéticos a la prevencion del crecimiento microbiano

infeccioso. Los bhi6logos moleculares de hoy en dia trabajan con muy pocos hongos bien
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estudiados, pero muchas otras de las 140,000 especies esperan en la linea de ser
estudiadas (Arora, 2004).

A medida que tenemos una base creciente de algunas 10,000 especies fangicas en varias
colecciones y en la literatura del dominio publico, tenemos algo del conocimiento
relevante para la conexion cruzada hacia la biotecnologia para la explotacién de los
hongos como alimento e ingredientes manufacturados para el beneficio humano (Arora,
2004).

Tabla 2. Especies Fungicas Representativas en la Biotecnologia de Alimentos (Arora, 2004).

Género y especie/sinébnimo Género y especie/sinénimo
Levaduras Hongos filamentosos
Candida Aspergillus
e maltosa e nidulans
e antarctica e niger
e pseudotropicalis e oOryzae
e shehatae Mucor
o utilis e hiemalus
Debaryomyces hansenii e miehei
Kluyveromyces e pusillus
e lactis Penicillium
e marxianus var. maxianus e album
Pachysolen tannophilus e camemberti
Phaffia rhodozyme e caseicolum
Pichia stipitis e roquefortii
Saccharomyces Rhizopus
e bayanus e arrhizus
e carlsbergensis e cohnii
e cerevisiae e delemar
e exiguous e niveus
e lipolytica » oligosporus
e  rosei e oryzae
e rouxii Hongos comestibles
e sake Agaricus bisporus
e uvarum Agaricus campus
Yarrowia lipolytica Lentinus edodes
Pholiota nameke
Pleurotus ostreatus
Volvariella volvacea

2. 3. 3. Produccién de Hongos Comestibles

El mundo de los hongos, debido a su inesperada aparicibn en niumeros, grupos, anillos,
racimos, y también en aislamiento como una estructura Unica atractiva e imponente, ha
fascinado al hombre desde tiempos inmemoriales y hay referencias disponibles en varias
escrituras de muchas civilizaciones antiguas. Teofrasto (372-227 A.C.), el gran filosofo

griego, escribié acerca del valor alimenticio de los hongos cuando los encontré en los
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platos reales para los emperadores griegos y romanos. Existen indicios de que los hongos
existieron mucho antes de que el Homo sapiens apareciera en la Tierra, alrededor de
hace 130 millones de afios; esto hace asumir que el hombre primitivo también consumié
hongos. La colecta y consumo de hongos del medio silvestre es aln una practica en
muchas regiones del mundo, pero el escenario cambidé después del cultivo artificial
satisfactorio de hongos. Aunque los Chinos reportaron haber cultivado algunos hongos de
especialidad como Auricularia, Flammulina y Lentinula entre los afios 600-1000 D.C.,
indudablemente, fue el cultivo artificial del hongo boton comun (champifién, Agaricus
bisporus) en Francia alrededor del afio 1650 el que transform6 el mundo del consumo y

produccion de los hongos (Arora, 2004).

No todos los hongos son comestibles, ya que algunos son altamente venenosos. Mientras
los macromicetos carnosos y comestibles son llamados hongos, los venenosos son
llamados “setas venenosas”. Se ha estimado que de 10,000 especies de macromicetos
carnosos, cerca de la mitad de ellos son comestibles y como mucho unas 100 especies
son altamente venenosas. La colecta y consumo de hongos silvestres requiere
conocimiento y una adecuada precaucion. Esta es una de las razones mas importantes de

la popularidad del cultivo artificial de hongos comestibles seguros (Arora, 2004).

La produccién comercial de hongos comestibles representa la Unica explotacién de la
tecnologia microbiana donde los desperdicios sin valor (agricolas, industriales, forestales,
y domésticos) son convertidos eficientemente en alimentos nutritivos. El cultivo de hongos
en interiores utilizando el espacio vertical es la forma de mayor produccion de proteina por
unidad de é&rea y tiempo, casi 100 veces mayor que la ganaderia y agricultura
convencionales. Se tienen oportunidades promisorias para satisfacer la escasez de
alimento mundial, sin una excesiva presion a la Tierra, para la poblacién humana, la cual
se incrementa a una tasa alarmante de casi 200,000 personas por dia. De alrededor de
2000 hongos carnosos comestibles, 20 tipos estan siendo cultivados artificialmente y
alrededor de 10 estan siendo producidos y comercializados en cantidades considerables:
el hongo boton comun (champifién, A. bisporus), el hongo ostra (Pleurotus spp.), el
Shiitake (Lentinula edodes), el hongo oreja negra (Auricularia spp.), el hongo de paja de
arrozal (Volvariella volvacea), el hongo invernal (Flammulina velutipes), el hongo oreja

plateada (Tremella fuciformis), el Nameko (Pholiota nhameko), el hongo cabeza de mono



(Hypsizygus marmoreus) y dos famosos hongos medicinales llamados Maitake (Grifola
frondosa) y el Reishi (Ganoderma lucidum) (Arora, 2004).

2. 3. 4. Produccién Mundial de Hongos

La rapida tasa de desarrollo de la tecnologia de produccion de hongos a partir de un
cultivo en caverna primitiva en Francia, a la industria de alta tecnologia durante los
pasados tres siglos, es un éxito histérico que ha conservado el paso con la demanda
siempre en incremento de este producto, y existe toda razén para ser optimista acerca de
este crecimiento en los afios que vienen. De manejar 2 millones de toneladas en 1986, la
produccién mundial de hongos ha registrado un incremento de 3 veces su tamafio en una
década y fue alrededor de 6 millones de toneladas en 1997, y cinco hongos, A. bisporus,
Pleurotus spp., Volvariella volvacea, Lentinula edodes y Auricularia spp., los llamados

lideres, suman el 82% del total de la produccién de hongos (Arora, 2004).

Esta claro que el champifion (A. bisporus) es aun el lider contribuyendo con el 31.8% de
la produccién total de hongos, pero esta parte, que fue del 56.2%, se ha reducido con el
paso de los afios. China es el mayor productor de Lentinula, Pleurotus, Auricularia,
Volvariella, Flammulina y Tremella. Indonesia y Tailandia son los otros principales
productores de Volvariella. Japén produce cantidades significativas de Lentinula y
Flammulina y casi la cantidad total de Hypsizygus y Grifola que se produce en el mundo.
La produccion de Agaricus estd concentrada en tres regiones geograficas: Europa,
Norteamérica y el Este de Asia. En Europa, Holanda, Francia, y Reino Unido; en América,
E.U.A. y Canada; y en el este de Asia, ademas del gigante China, Indonesia y Taiwan son
los otros productores principales de este hongo. Asia cuenta con la mayor parte de las
importaciones de E.U.A. Es bastante interesante que los seis paises llamados el grupo de
los seis o los paises G-6 (E.U.A., Alemania, Reino Unido, Francia, Italia, y Canada)
cuentan con mas del 80% del consumo mundial; el consumo per capita en estos paises
es muy alto (2-3 kg). Un indicador importante de la demanda de hongos es el nivel de
ingreso de la poblacion en las naciones G-6. El aumento en el nivel de ingresos es un
fendmeno global y la demanda de hongos se espera que crezca a una tasa mucho mas
rapida (Arora, 2004).



2. 4. Funcion Alimenticiay Medicinal de los Hongos
2. 4. 1. Introduccion

Existen varias miles especies de hongos basidiomicetos y ascomicetos sobre la Tierra.
Todas estas especies son un valioso recurso de conjuntos de genes. Muchas especies de
hongos, debido a las técnicas biotecnoldgicas pueden ser aplicadas, siendo consideradas
no sélo como materiales alimenticios (funcion fisiolégica) sino también como materiales
para el desarrollo de medicinas. Los hongos comestibles, en particular, estan ahora
siendo evaluados en términos de calidad nutricional (funcién primaria) y cuantificacion de
sus componentes, sabor, o preferencia (funcion secundaria), y por su funcion de
biorregulacién (funcién terciaria) de caracteristicas dinAmicas después de la ingestion
(Mizuno, 1995).

2. 4. 2. Funciones Dietarias de Hongos
2. 4. 2. 1. Caracteristicas nutricionales (funcién primaria)

El valor nutricional de los hongos ha sido revisado por muchos trabajos. Es un hecho que
existen amplias variaciones en los valores nutricionales reportados para las mismas
especies por diferentes trabajos. Sin embargo, generalizaciones certeras emergen (Arora,
2004). Ellos estan divididos burdamente en tres grupos: (a) ricos en carbohidratos, (b)
ricos en proteina, y (c) ricos en carbohidratos y proteina (Mizuno, 1995). Aunque la
constitucion de carbohidratos es la principal fraccion (50% de materia seca), ellos no son
significativamente nutricionales (Arora, 2004). Los carbohidratos de hongos estan
compuestos principalmente de sacaridos de bajo peso molecular, tales como la trehalosa,
manitol, y arabinitol; y polisacaridos no digeribles, los cuales no son absorbidos a través
de los intestinos humanos. Estos son fibra dietaria, tales como los [(-glucanos,
heteroglicanos, y quitina (Mizuno, 1995). El contenido de fibra es alto en todos los hongos
(10% del peso seco). Debido al muy alto (90%) contenido de humedad tienen
bésicamente una muy baja cantidad de calorias (25-35 calorias por 100 g de peso fresco)
y esto se adecua bien en esta era de alimentacion saludable por el reducido consumo de
calorias. Sin embargo, el contenido de grasa en los hongos es muy bajo, son ricos en
acidos grasos poliinsaturados y libres de colesterol. Los hongos, debido a su alta cantidad
y calidad de proteina han sido reconocidos por la FAO como alimento aportador a la

nutricion de proteina de los paises que dependen ampliamente de los cereales. Como se
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espera, en la evaluacion nutricional de los hongos, las proteinas han sido el punto de
atencion de los investigadores, sin embargo han sido reportadas amplias variaciones en
los valores del contenido de proteina en los hongos. En términos de cantidad de proteina,
los hongos se encuentran por debajo de los valores de la carne animal asi como por
encima de los vegetales y frutas comunes. La calidad de la proteina de los hongos es por
mucho superior a la de la proteina vegetal y es tan buena o ligeramente inferior a la de las
proteinas animales. Esto es debido a que todos los amino&cidos esenciales estan
presentes en los hongos e, interesantemente, el mas abundante es la lisina, el cual en los
cereales es deficiente. Por lo tanto, se ha sugerido que los hongos pueden suplementar
las dietas a base de cereales de los paises en desarrollo (Arora, 2004). Es bien conocido
gue los hongos generalmente contienen ergosterol (100-800 mg/100 g, peso seco), el cual
es convertido a vitamina D2 cuando la pulpa es secada por luz y calor (Mizuno, 1995).
Los hongos son ricos en vitaminas del complejo B y una mencién especial es realizada
por la presencia del acido félico y vitamina B12. Aunque la vitamina C esta presente, ésta
es vulnerable a las pérdidas poscosecha debido a su muy alta actividad de la enzima
polifenol oxidasa. El potasio, sodio, fosforo y magnesio son los minerales predominantes.
El hierro se encuentra presente en cantidades apreciables en su forma disponible pero los

hongos son relativamente deficientes en calcio (Arora, 2004).
2. 4. 2. 2. Caracteristicas de preferencia (funcién secundaria)

Es principalmente el sabor y la textura por lo cual los hongos son devorados por la
humanidad, y la apreciacién cientifica de sus atributos nutricionales y médicos es un
fendbmeno reciente (Arora, 2004). El deseo de un alimento no tiene correlacion hacia su
valor nutricional. Ademas del valor nutricional, los alimentos deben estimular nuestro
apetito (preferencia) por su apariencia, sabor, y aroma. Ademas de una combinacion bien
balanceada de color, sabor, y aroma, las caracteristicas de textura atractiva deben ser
mantenidas después de la preparacion. EI umami, el completo, sabor redondeado (como
es definido por el japonés) de un hongo es predominantemente el resultado de la
presencia de glutamato monosddico, ademas mejorado con la adicion de cantidades
menores de nucledtidos, tales como el monofosfato de guanidina (GMP) y monofosfato de
adenosina (AMP). El acido tricolémico y el acido iboténico también han sido encontrados.
Los componentes del aroma del Matsutake son el matsutakeol y el metilcinamato. Un

compuesto que contiene azufre, el &cido lentinico, en el Shiitake fresco es insipido, pero
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es convertido por calor a lentionina, el cual es responsable del sabor especifico cuando el
hongo del Shiitake es secado (Mizuno, 1995).

Los terpenoides en Mannentake (Ganoderma lucidum) tienen propiedades medicinales.
Un total de 45 triterpenoides de la serie de los lanostatos — incluyendo el acido ganodérico
(GA), acido ganolucidénico (GLA), acido lucidénico (LA), ganoderiol (G), y lucidona (L) -
han sido aislados, y sus estructuras han sido determinadas. Varios de estos terpenoides
tienen poco sabor y se ha descubierto que existe una correlacion entre el poco sabor y la
estereoquimica de estos compuestos (Mizuno, 1995).

Lo crujiente y la textura de los hongos cocinados son afectadas por las propiedades
fisicas de la pared celular y la constitucién de polisacaridos del citoplasma tales como los
a y B-glucanos, heteropolisacaridos y quitinas asi como también proteinas (Mizuno,
1995).

2. 4. 2. 3. Caracteristicas fisiolégicas (funcion terciaria)

En esta era de una dieta consciente, los hongos son frecuentemente servidos como un
alimento bajo en calorias y debido a su textura caracteristica y sabor delicioso. Ademas,
varias caracteristicas fisioldgicas (efectos farmacolégicos) han sido encontradas en
hongos, tales como biorregulacion (activacion inmune), mantenimiento de la constancia
biolégica (homeostasis), regulacién del biorritmo, restauracion de enfermedades, y
prevencién y mejora de enfermedades de adultos tales como el cancer, embolia cerebral,
y enfermedades del corazén. Muchos componentes estan también siendo confirmados
como efectivos en la remocion del colesterol, mejoradores de la hiperlipidemia,
antitromboticos, reductores de la alta presion sanguinea, accién hipoglucémica,
mejoradores de la demencia senil, etc. Por consiguiente, muchos métodos de utilizacion
de hongos estan siendo probados como materiales alimenticios orientados a la salud

(alimentos fisiolégicamente funcionales) (Mizuno, 1995).

Muy significativas actividades farmacolégicas han sido observadas en algunos hongos;
una industria de un billébn de ddlares existe para los hongos medicinales llamados Reishi
(Ganoderma lucidum), Maitake (Grifola frondosa), Shiitake (L. edodes), Trametes

versicolor, etc. (Arora, 2004).
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2. 4. 3. Hongos con Actividad Farmacolo6gica
2.4.3. 1. Introduccion

El uso medicinal de los hongos tiene una muy fuerte tradicion en los paises de Asia,
mientras que su uso en el hemisferio occidental ha estado incrementando sélo un poco
durante las décadas pasadas. La edicion de la nueva revista cientifica International
Journal of Medicinal Mushrooms, varios libros y revisiones acerca de hongos medicinales
y compuestos biolégicamente activos de hongos asi como también conferencias
internacionales acerca de este tema confirman esta tendencia. El valor en el mercado de
los hongos medicinales y sus suplementos dietarios derivados alrededor del mundo
fueron de 1.2 billones de délares en 1991 y fue estimado en 6 billones de délares en 1999
(Lindequist y col., 2005).

2. 4. 3. 2. Hongos antibacteriales y antifungicos

Los hongos necesitan compuestos antibacteriales y antifiingicos para sobrevivir en su
ambiente natural. Por lo tanto no es sorpresivo que compuestos antimicrobianos con mas
0 menos actividades fuertes pudieran ser aislados de muchos hongos y que pudieran ser
de beneficio para el humano. Pero s6lo compuestos de hongos microscépicos estan en el

mercado como antibidticos hasta ahora (Lindequist y col., 2005).
2.4. 3. 3. Actividad contra bacterias multirresistentes

De especial interés son los compuestos con actividades contra cepas de bacterias
multirresistentes. Un ejemplo de estos son las hidroguinonas sesquiterpenoides
producidas por una especie de Ganoderma europea: Ganoderma pfeifferi, y llamadas
ganomicinas; inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus meticilina-resistente y
otras bacterias. Ademas los extractos de este hongo inhiben el crecimiento de
microorganismos responsables de problemas de la piel (Pityrosporum ovale,

Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes) (Lindequist y col., 2005).
2. 4. 3. 4. Actividades antimicrobianas de compuestos conocidos

El acido aplanoxidico aislado de Ganoderma annulare, mostré tener una débil actividad
antifingica contra Trichophyton mentagrophytes. Esteroides aislados de Ganoderma

applanatum probaron ser débilmente activos contra numerosos microorganismos Gram-
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positivos y negativos. El &cido oxalico es el agente responsable del efecto antimicrobiano
de Lentinula edodes. Los extractos etanolicos de L. edodes poseen actividades

antiprotozoarias contra Paramecium caudatum (Lindequist y col., 2005).
2.4.3.5. Hongos antivirales

Efectos antivirales han sido descritos no sélo para extractos enteros de hongos sino
ademas para compuestos aislados. Tales efectos pueden ser causados directamente por
inhibicién de enzimas virales, sintesis de acidos nucleicos virales, o adsorcién y absorcion
de virus en células de mamiferos. Estos efectos antivirales son mostrados especialmente
por moléculas muy pequefias. Los efectos antivirales indirectos son el resultado de una
actividad inmunoestimulante de polisacaridos u otras moléculas complejas (Lindequist y
col., 2005).

2.4.3. 6. Hongos antitumorales

Las enfermedades causadas por tumores son una de las principales causas de muerte en
el mundo entero. La experiencia de paises de Asia y Europa del Este muestra que los
hongos pueden jugar un importante papel en la prevencion y tratamiento de cancer. El
hongo Piptoporus betulinus fue usado tradicionalmente en Bohemia para el tratamiento de

cancer rectal y enfermedades del estbmago (Lindequist y col., 2005).

En Europa del Este, los cuerpos fructiferos de Inonotus obliquus ha sido usado como una
medicina folclérica para el cancer y enfermedades del estbmago desde los siglos XVI y
XVII. Los efectos antitumorales de varios extractos y compuestos aislados pueden ser
demostrados en sistemas de células tumorales y en ensayos animales. Varios triterpenos
y peroxido de ergosterol contribuyen a la actividad. El complejo melaninico de I. obliquus
tiene un alto efecto antioxidante y genoprotectivo sobre oxidacién catalizada por

peroxidasa de aminodifenilos (Lindequist y col., 2005).

Los llamados “inmunomoduladores” (modificadores de respuesta bioldgica,
inmunopotenciadores e inmunoestimulantes) son las drogas usadas mas importantes de
hongos medicinales especialmente en Japon, China, Corea y otros paises del este de

Asia hoy en dia (Lindequist y col., 2005).
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2. 4. 3. 7. Inmunomoduladores de hongos y adyuvantes en la terapia antitumoral

Algunos polisacaridos o complejos polisacaridos-proteina de hongos son capaces de
estimular de forma no especifica el sistema inmune y ejercer actividad antitumoral a
través de la estimulacion de los mecanismos de defensa del huésped. Las drogas activan
células efectoras como los macrofagos, linfocitos T y células Natural Killer (NK) para
secretar citocinas como el TNF-qa, IFN-y, IL-1B, etc., las cuales son antiproliferativas e
inducen apoptosis y diferenciacion en células tumorales. Existe evidencia de que los -
glucanos inducen una respuesta biolégica por la union al receptor complemento de
membrana tipo 3 (CR3, integrina alfaMB2 ¢ CD11b/CD18) sobre células inmunes
efectoras (Lindequist y col., 2005).

Existen hongos con polisacaridos inmunomodulatorios que son usados como un alimento
delicioso o como alimento promotor de la salud (nutracéutico) o como droga en regiones
geograficas limitadas. Sin embargo, actualmente los estudios cientificos o clinicos no son
suficientes para su uso como medicamento oficial alrededor del mundo (Lindequist y
col., 2005).

Actividades citostaticas contra células tumorales fueron mostradas in vitro para varios
hongos o componentes de hongos; ejemplo de ello son las proteasas (péptidos con un
peso molecular de 8 kDa) de los cuerpos fructiferos de Handkea utriformis, ribosomas
inactivadores de proteinas de Hypsizygus marmoreus y lectinas de Agaricus bisporus y
Pleurotus ostreatus. El extracto en etilenacetato del esporocarpo de Phellinus rimosus
posee una actividad antitumoral significativa comparable a la actividad de cisplatina en

modelos de ascitis y tumor sélido en ratén (Lindequist y col., 2005).

Varios compuestos de bajo peso molecular exhiben actividad citotoxica contra células
tumorales. Estos compuestos han sido aislados de varios hongos como sesquiterpenoides
triciclicos de Omphalotus olearius y Lampteromyces japonicus, el terpenoide
leaianafulveno de Mycena leaiana, acidos ganodérico Z, Y, X, W, V, T; lucialdehidos A, B,
C y acido australico de G. lucidum o Ganoderma austral; el acetoxiscirpenediol, peréxido
de ergosterol de Paecilomyces tenuipes y esteroles del micelio de Cordyceps sinensis.
También triterpenos de Ganoderma concinnum y los triterpenos de acido aplanoxidico A-

H aislados de G. applanatum (Lindequist y col., 2005).
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2. 4. 3. 8. Hongos inmunosupresivos y antialérgicos

Aunque los extractos de muchos hongos pueden estimular el sistema inmune, algunos
suprimen las respuestas inmunes. Esto podria ser de interés, por ejemplo para el
tratamiento de enfermedades alérgicas que se estan incrementando alrededor del mundo
(Lindequist y col., 2005).

Los extractos etandlicos de los basidiomicetes comestibles japoneses H. marmoreus, F.
velutipes, Pholiota nameko y Pleurotus eryngii muestran efectos antialérgicos
significativos en ratén (alergia tipo 1V inducida por oxazolona). Algunos compuestos de G.
lucidum (acidos ganodéricos C y D; ciclooctasulfuro) inhiben la liberacién de histamina de
mastocitos de rata. EI consumo de Tricholoma populinum conduce a la regresién de
sintomas alérgicos severos en pacientes con tromboangitis destructiva y en otros
pacientes con urticaria. Los efectos pueden ser confirmados en modelos animales, como
uno de los compuestos responsables el peréxido de ergosterol. El hispolon e hispidina,
aislada de los cuerpos fructiferos de Inonotus hispidus, inhiben la respuesta
quimioluminiscente de células de sangre mononucleares humanas y la proliferacion

inducida por mitégeno de linfocitos de vaso de ratén (Lindequist y col., 2005).

El choque séptico es un complejo sindrome mediado por la union de lipopolisacaridos
(LPS) de bacterias Gram-negativas a receptores CD14 sobre células inmunes y la
consiguiente liberacién de una cascada de mediadores inflamatorios y especies reactivas
de oxigeno. Debido al gran numero de pacientes con choque séptico un gran acuerdo de
esfuerzos es necesario para el desarrollo de nuevas posibilidades terapéuticas. Los
extractos de cuerpos fructiferos de Polyporus badius, Lactarius vellereus, Heterobasidion
annosum, Trametes versicolor y Piptoporus betulinus inhiben la union in vitro de LPS al
receptor y podrian por lo tanto contener estructuras especificas para drogas contra

choque séptico mediado por LPS (Lindequist y col., 2005).

La activacion del sistema de complemento, induciendo la liberacion de mediadores de los
mastocitos, puede causar una variedad de enfermedades y puede ser fatal si ocurriera
después de un trasplante de o6rgano. Varios triterpenos de G. lucidum (ganoderiol F,
ganodermanontriol y ganodermanondiol) muestran una fuerte actividad anticomplemento

contra la via clasica del sistema de complemento (Lindequist y col., 2005).
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2. 4. 3. 9. Hongos antiaterogénicos

Las especies reactivas de oxigeno y los niveles aumentados de lipidos sanguineos son
elementos clave en la patogénesis de la ateroesclerosis, una de las principales causas de
muerte en paises industrializados. El control de los lipidos sanguineos, especialmente
colesterol, es importante para reducir el riesgo del desarrollo o progresion de la

ateroesclerosis (Lindequist y col., 2005).

Algunos triterpenos de G. lucidum (acido ganodérico C y sus derivados) son capaces de
inhibir la biosintesis del colesterol. Otros triterpenos de este hongo contribuyen a la
proteccién contra la ateroesclerosis por la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (acido ganodérico F) o de la agregaciéon de plaquetas (acido ganodérico S).
Los efectos antioxidativos y de secuestramiento de radicales libres de los polisacéaridos y
triterpenoides de G. lucidum fueron demostrados en diferentes modelos de dafio oxidativo
incluyendo macréfagos peritoneales de ratén dafiados con ter-butilhidroperéxido, diabetes
inducida por alloxan y modelos de dafio de higado experimental. La inhibicion de la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) por células endoteliales y de la
adhesiébn de monocitos a células endoteliales, ha sido demostrada. El efecto
antilipidémico de L. edodes es causado por la eritroadenina, un derivado de nucle6tido
(Lindequist y col., 2005).

Compuestos p-terfenilo de Thelephora ganbajun, Thelephora aurantiotincta, Boletopsis
grisea asi como también de Paxillus curtissii mostraron tener fuertes propiedades
antioxidativas. La betulina A de Lenzites betulinus es alrededor de cuatro veces mas
activo como secuestrador de radicales que la vitamina E en la inhibicion de peroxidacion
lipidica. La peroxidacion lipidica es también inhibida por las esterinas A y B de Stereum
hirsutum (Lindequist y col., 2005).

2. 4. 3. 10. Hongos hipoglucemiantes

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico que afecta alrededor de 250 millones de
personas alrededor del mundo. Modalidades de tratamientos mas seguros y mas efectivos
para los pacientes con diabetes tipo 2 necesitan ser investigados, concentrandose en
superar la resistencia a la insulina secundaria. Una fraccion de polisacaridos de G.
frondosa (fraccion SX) mostrd actividad hipoglucémica en cinco pacientes con diabetes
tipo 2 (Lindequist y col., 2005).

~17 ~



Los compuestos ganoderano A y B, glucanos de los cuerpos fructiferos de G. lucidum,
coriolano, un complejo B-glucano-proteina obtenido de la biomasa que crece sumergida
de T. versicolor, y una glucuronoxilomanana acidica de los cuerpos fructiferos de Tremella
aurantia exhibieron efectos hipoglucémicos en varios sistemas de prueba y mejoré los
sintomas de la diabetes (Lindequist y col., 2005).

2. 4. 3. 11. Hongos antiinflamatorios

Los extractos etandlicos y un proteoglicano de P. linteus mostré efectos antiinflamatorios
en artritis inducida por colageno en raton y efecto antinociceptivo en pruebas de dolor.
Otros compuestos como los acidos ganodéricos A, B, C y H aislados de G. lucidum fueron
efectivos en pruebas de dolor. Estas sustancias mostraron un efecto mas fuerte en este

modelo animal que el acido acetilsalicilico (Lindequist y col., 2005).

Los extractos metandlicos de los cuerpos fructiferos de Pleurotus pulmonaris (500 y 1000
mg/kg) redujeron el edema de pata inducido por carragenina y formalina en ratdén. La
actividad fue comparable al diclofenaco de referencia (10 mg/kg). El efecto parecio estar

relacionado a la significativa actividad antioxidante del extracto (Lindequist y col., 2005).
2. 4. 3. 12. Hongos hepatoprotectivos

Los acidos ganodéricos R y S y el acido ganosporérico A de G. lucidum mostraron
actividad antihepatotéxica in vitro en pruebas citotoxicas inducidas por galactosamina con
un cultivo primario de hepatocitos de rata. En un ensayo in vitro, dos fracciones de los
extractos de triterpenoides totales de G. lucidum (75% etanol) pueden proteger al ratén
contra necrosis hepdética inducida por cloroformo y D-galactosamina. Los efectos
hepatoprotectivos fueron tal vez relacionadas a la habilidad de promover la actividad de
secuestramiento en enzimas para radicales libres hepaticos de ratdon, y asi aumenta la

capacidad de antioxidacion en ratén (Lindequist y col., 2005).

Ganopoly, una preparacion de G. lucidum que contiene polisacéridos, fue probada en
estudios doble ciegos, aleatorizados y multicentrados en pacientes con hepatitis B
cronica. Dentro de los 6 meses de periodo de estudio, 33% de los pacientes tratados
tuvieron valores normales de aminotransferasa y 13% tuvieron antigeno de superficie de

hepatitis B eliminado del suero, mientras ninguno de los controles tuvieron valores de
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enzimas normales o tuvieron pérdida de los antigenos. La droga fue bien tolerada
(Lindequist y col., 2005).

2.4.3.13. Hongos con actividades centrales

Ademas de los bien investigados hongos psicoactivos tales como Amanita muscaria o
especies de Psilocybe, a algunos extractos y compuestos adicionales de hongos se les
han encontrado efectos centrales especiales que podrian ser de interés farmacoldgico
(Lindequist y col., 2005).

Compuestos analogos de fendlicos (hericenonas C, D, E, F, G, H) de Hericium erinaceus
inducen la sintesis del factor de crecimiento nervioso y podria tener un efecto en el
mejoramiento de la demencia por Alzheimer. La erinacina E del caldo de fermentacién de
Hericium coralloides es un agonista altamente selectivo en el receptor opioide kappa.
Tales compuestos pueden exhibir actividad antinociceptiva sin efectos secundarios con

agonistas del receptor y como la morfina (Lindequist y col., 2005).

Investigaciones de basidiomicetos seleccionados indican efectos inhibitorios de P.
betulinus, G. applanatum, Heterobasidion annosum, Fomitopsis pinicola y Daedaleopsis
confragosa sobra la endopeptidasa neutra (encefalinasa, EC 3.4.24.11). Los inhibidores
selectivos de esta metaloendopeptidasa podrian ser Utiles en el tratamiento del dolor con

un espectro similar al de los opioides (Lindequist y col., 2005).
2. 4. 3. 14. Perspectivas

Los hongos, al igual que las plantas, tienen un gran potencial para la produccion de
metabolitos bioactivos utiles y son prolificos recursos para el desarrollo de medicamentos
(Lindequist y col., 2005).

El espectro de actividades farmacolégicas detectadas en hongos es muy amplio.
Dependiendo del incremento en el conocimiento acerca de la quimica, biotecnologia y
biologia molecular de los hongos asi como también una mejoria de los métodos de
investigacion (alto rendimiento de investigacion, genémica y protedémica), se puede
esperar un rapido incremento en las aplicaciones de los hongos para propésitos

medicinales (Lindequist y col., 2005).
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Un acondicionamiento previo para el uso como droga, nutracéutico u otro propdsito es la
continua produccién de hongos (cuerpos fructiferos o micelio) en altas cantidades y en
una calidad estandarizada. Una necesidad mas es el establecimiento de pardmetros
apropiados de calidad y de métodos analiticos para controlar estos parametros. Sin
embargo, las regulaciones legales para la autorizacion como droga o como suplementos

dietarios o como alimento deberia de tener mas atencion (Lindequist y col., 2005).

2. 5. Huitlacoche (Ustilago maydis)
2.5. 1. Introduccién

Los hongos comestibles han sido parte de la dieta humana en muchas culturas desde
hace mucho tiempo. Ellos han sido muy apreciado por sus propiedades sensoriales poco
comunes que les imparten a una gran variedad de platillos. Aunque son conocidas
alrededor de 2000 especies de hongos comestibles, solo unas cuantas son cultivadas
comercialmente. Encabezando la lista esta el Agaricus bisporus seguido por varios otros,
la mayoria de los cuales crecen sobre sustratos inertes de desechos como saprofitos
(Valverde y col., 1995).

Huitlacoche es el nombre que aplicaron los aztecas al cuerpo fructifero joven y comestible
de Ustilago maydis, el cual es el agente causal del carbén del maiz. Esta enfermedad es
caracterizada por la presencia de agallas en varias partes aéreas de las plantas,
incluyendo tallos, hojas, borlas y espigas. Las espigas pueden ser completamente

cubiertas por las agallas (Valverde y col., 1995).

El huitlacoche es un basidiomiceto del orden de los Ustilaginales, algunas caracteristicas

de estos son las siguientes:

e Infectan estructuras reproductivas de las plantas, principalmente flores.
e El desarrollo del micelio no es profuso.
e EI promicelio estd septado transversalmente, con basiodiosporas laterales y

terminales.

Pertenece al género Ustilago, cuyas especies:
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e Tienen soros con apariencia de hollin y vagamente lleno con teliosporas negras o

café oscuro.
Y la especie maydis, nos habla del que es un parésito del maiz (Valverde y col., 1995).

Por sus atributos sensoriales y nutricionales los hongos son muy apreciados como parte
de la dieta en muchas culturas. Las agallas producidas por el hongo Ustilago maydis en
las mazorcas de maiz se conocen como huitlacoche o cuitlacoche y en México se
consume desde la época prehispanica. Generalmente se recolecta y vende en estado

fresco y envasado, y se le considera una exquisitez culinaria (Paredes y Valverde, 2006).

La popularidad del huitlacoche como comida tipica nuestra ha rebasado las fronteras de
México y su presencia en el mundo es cada vez mas visible. Recientemente la demanda
de este exquisito hongo ha aumentado considerablemente y se ha introducido a los
Estados Unidos, donde se le han asignado diferentes nombres como caviar azteca y trufa
mexicana, y se lo ha aplaudido en revistas como Play Boy, Vogue y otras (Paredes y
Valverde, 2006).

El huitlacoche, como alimento tipico mexicano, debe su creciente popularidad a su
caracteristico sabor, que no se parece a ningun otro alimento conocido. En este sentido
podemos hablar de sabor de huitlacoche, de igual manera que nos referimos a chocolate,
fresa, vainilla, etc.; como sabores clasicos. Existen ciertos compuestos que intervienen en
el sabor de diferentes hongos. Sin embargo, algunos compuestos solamente estan

presentes en el huitlacoche y no en ningun otro hongo (Paredes y col., 2006).

El valor dado a los alimentos esta basado ampliamente en su composicién quimica. El
huitlacoche contiene carbohidratos, proteinas, grasas minerales y vitaminas, que
contribuyen a este valor nutricional. Asi, considerando esta composicién quimica, el

huitlacoche es de muy especial interés en el consumo humano (Valverde y col., 1995).
2. 5. 2. Propiedades Alimentarias y Nutracéuticas del Huitlacoche
2.5.2. 1. Proteinas y aminoacidos

La cantidad de proteinas es relativamente moderada pero mas alta que la que presenta el
maiz y otros cereales. El huitlacoche contiene grandes cantidades de los aminoé&cidos

histidina, treonina, lisina, acido aspartico, acido glutamico y serina. Los aminoacidos
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deficientes, comparado con los patrones de la FAO/WHO/UNU (1985) para nifios en edad
preescolar, fueron isoleucina, leucina, treonina y aminoacidos azufrados. Sin embargo, la
proteina del huitlacoche contiene cantidades adecuadas de todos los aminoacidos
esenciales para adultos. Las proteinas de los hongos, como otras proteinas fungicas, son
consideradas proteinas de calidad intermedia entre las vegetales y animales (Valverde y
col., 1995).

2.5. 2. 2. Grasas, carbohidratos y fibra

El contenido de carbohidratos y fibra es alto. Una baja cantidad de grasa resulta en bajas
cantidades de calorias y colesterol. Interesantemente, el huitlacoche contiene altos

niveles de acido linoléico y acidos grasos esenciales (Valverde y col., 1995).
2. 5. 2. 3. Sustancias involucradas en el sabor

El sabor del huitlacoche esta determinado por una amplia gama de compuestos, tanto
volétiles (derivados de acidos grasos, cetonas, aldehidos, etc.) como no volatiles (AA
libres, carbohidratos) (Paredes y col., 2006).

Tabla 3. Compuestos que Intervienen en el Sabor del Huitlacoche (Paredes y col., 2006).

Compuestos no volatiles

Aminoécidos libres Alanina y &cido glutamico

Carbohidratos Glucosa, manitol, sacarosa

Compuestos volétiles

Derivados de &cido graso 1-octeno-3-ol

Cetonas [1(2-hidroxi-5-metil-fenil)]

Aldehidos Octanal, fenilacetaldehido, undecenal, dodecenal

Esteres Acido heptadecanoico, metil éster; &acido 9-
hexadecanoico, metil éster; acido linoléico, etil éster;
acido oleico, etil éster

2. 5. 2. 4. Propiedades nutracéuticas

También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones, las cuales
poseen propiedades antioxidantes que son muy Utiles para prevenir enfermedades como
el cancer y la ateroesclerosis, y por lo tanto se puede incluir en lo que se conoce
actualmente como alimentos nutracéuticos (Beas-Fernandez y col., 2008; Beas-

Fernadndez y col., 2006; Paredes y col., 2006).

Por otro lado se ha encontrado que la sepa P4 de este hongo, excreta una toxina fungica,

la toxina KP4, ésta es codificada por un virus fungico (UMV4) que persistentemente
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infecta las células de este hongo. Este virus, a diferencia de la gran mayoria de los virus
(no fungicos), no se esparce hacia células no infectadas por liberacién en el entorno
extracelular durante su ciclo de vida normal y es de esta manera dependiente de la
supervivencia del hospedante para replicarse. En simbiosis con el hongo hospedante, el
UMV4 caodifica la KP4 para asesinar a otras sepas competitivas de U. maydis, de ese
modo promoviendo la supervivencia de ambos, virus y hospedante. Experimentos
demostraron que la toxina inhibe especificamente los canales de Ca*? abiertos por voltaje
en células mamiferas. Estos resultados sugieren que ciertas propiedades de los canales
de Ca' fungicos son homélogos a los de células mamiferas. La toxina KP4, por lo tanto,
es una nueva herramienta para estudiar los canales de Ca*® mamiferos (Gu y col., 1995).
Es importante mencionar que las contracciones de todos los musculos lisos incluyendo
aquellos del tracto gastrointestinal, dependen absolutamente de la presencia de Ca*.
Consecuentemente, las contracciones del musculo liso pueden ser abolidas por agentes
antiespasmadicos a través de la inhibicién de la entrada o liberacién de Ca*? dentro de las
células (Borrelli y col., 2006). Por lo tanto este hongo podria tener efectos sobre la

motilidad intestinal en mamiferos.

2. 6. Hongo Ostra o Setas Comestibles (Pleurotus spp.)
2. 6. 1. Pleurotus spp.

Pleurotus spp. son los mas versatiles de todos los hongos, representando alrededor de
guince especies capaces de crecer sobre un amplio rango de temperatura y sobre casi
todos los desechos lignocelulésicos; P. sajor-caju, P. florida, P. ostreatus, y P. flabellatus
son las especies comerciales mas populares. Es un hongo de pudricién primario y puede
degradar directamente sustratos humedecidos y no requiere sustratos precomposteados
como los hongos de putrefaccion secundarios como A. bisporus. La facilidad con la cual
los hongos ostra pueden crecer se ha manifestado en las estadisticas de produccion
donde la produccion del hongo ostra registr6 un aumento del 442% durante el periodo
comprendido de 1980-1991 (Arora, 2004).

Este puede ser encontrado naturalmente en bosques lluviosos tropicales y subtropicales.

Apreciado debido a su delicioso sabor, este hongo tiene altas cantidades de proteina,
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carbohidratos, minerales (calcio, fésforo, hierro) y vitaminas (tiamina, riboflavina y niacina)

asi como también poca grasa (Bonatti y col., 2004).

Por muchas razones los hongos del género Pleurotus han sido estudiados intensamente
en muchas diferentes partes del mundo: ellos tienen un alto valor gastronémico, son
capaces de colonizar y degradar una gran variedad de residuos lignocelulésicos,
requieren corto tiempo de crecimiento cuando se compara con otros hongos comestibles,
requieren pocos cuidados ambientales, sus cuerpos fructiferos no son muy cominmente
atacados por enfermedades y pestes y pueden ser cultivados de forma simple y barata
(Bonatti y col., 2004).

2. 6. 2. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es el tercer hongo comestible mas importante alrededor del mundo.
Este puede descomponer eficientemente la lignocelulosa sin pretratamientos quimicos o
biolégicos debido a que posee un complejo sistema enzimatico que incluyen
fenoloxidasas y peroxidasas. Por lo tanto, una amplia variedad de desechos
lignocelulésicos pueden ser utilizados y reciclados por fermentacién en estado sdlido con

este hongo (Snchez y col., 2002).

Se ha reportado que los nutrientes de P. ostreatus son los siguientes:

Tabla 4. Composicién Nutricional del Hongo P. ostreatus (Gaglarirmak, 2007).

Parametro Valores alcanzados Valor promedio

Humedad (g/100 g) 85.24 - 94.70 90.0
Proteina (g/100 g, base hiumeda) 1.18-4.92 1.53
Cenizas (9/100 g, base humeda) 0.52-1.15 0.71

Na (mg/kg, base hiumeda) 1.3-20.1 10.11

K (mg/kg, base humeda) 182.5 —395.9 264.7

Mg (mg/kg, base himeda) 8.6 -45 11.6
Ca (mg/kg, base humeda) 1.4-39 4.2

2. 6. 3. Propiedades Farmacoldgicas de Hongos del Género Pleurotus

Pleurotus sajor-caju es un basidiomiceto perteneciente al género Pleurotus, del orden
Agaricaceae como P. ostreatus. Es un sabroso hongo comestible que ahora esta siendo
cultivado (Mizuno, 1995).
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Los cuerpos fructiferos de este hongo crecidos en China contienen del 85-90% de
humedad, bajos niveles de lipidos, y practicamente no contienen almidén, pero un a-
glucano (un polisacarido glucogénico) estd presente. La proteina esta alrededor de un
21% en base seca. Ocho aminoacidos esenciales para el humano se encuentran
presentes en éste. Es alto en lisina y treonina al compararlo con otros hongos. Contiene
varios minerales y vitaminas, incluyendo 33 mg de vitamina C, 0.2-0.3 mg de vitamina B1,
1.1-1.4 mg de vitamina B2, y de 18.2-21.3 mg de niacina por 100 g de materia seca. Se
ha afirmado que la ingesta diaria disminuye el nivel de colesterol en sangre, previene el

cancer, y muestra actividad carcinostética basada en inmunoactivacion (Mizuno, 1995).

En este hongo cinco polisacéaridos exhibieron alta actividad antitumoral cuando fueron
probados por el método de sarcoma 180 de raton. De los polisacaridos con actividad
antitumoral de este hongo (cuerpos fructiferos), los proteinxiloglucanos vy
proteinmanogalactanos fueron componentes solubles en agua; y los proteinglucoxilano, y

el glucoxilano fueron componentes insolubles en agua (Mizuno, 1995).

Para extractos metandlicos de P. ostreatus se encontraron efectos antimutagénicos. Una
dieta de hongo ostra (P. ostreatus) (5%) redujo los cambios patolégicos en cancer
colorrectal de ratas inducido por dimetilhidrazina pero no influyo de forma significativa en
la incidencia de tumores. Este efecto es explicado por las actividades antioxidantes de

este hongo y por su contenido en fibra (Lindequist y col., 2005).

Han sido demostrados efectos protectivos contra el cancer en los cuerpos fructiferos de P.
ostreatus en ratas. Ademas, P. ostreatus disminuye la toxicidad de la ciclofosfamida en

ratén (Lindequist y col., 2005).

También se ha encontrado un pronunciado efecto hipocolesterolémico del hongo ostra (P.
ostreatus), combinado con inhibidores de la peroxidacion de lipidos; esto ha sido
demostrado en ratas y conejos. Un dieta de hongo ostra (10% cuerpos frutales secos)
reduce significativamente la incidencia y tamafio de placas ateroescleréticas en conejos.
La lovastatina, el principal compuesto de las estatinas (inhibidores de la HMG-CoA

reductasa), pudo ser detectado en esta especie (Lindequist y col., 2005).
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2. 7. Compuestos Fendlicos en Alimentos y Nutracéuticos

Los compuestos fendlicos en alimentos y nutracéuticos son originados de una de las
principales clases de metabolitos secundarios en plantas derivados de la fenilalanina y, en
menor grado en algunas plantas, de la tirosina. Quimicamente, los fendlicos pueden ser
definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico portando uno 0 mas grupos
hidroxilos, incluyendo sus derivados funcionales. Su ocurrencia en tejidos animales y
materiales no vegetales es generalmente debido a la ingestién de alimentos vegetales
(Shahidi y Naczk, 2004).

Las plantas y alimentos contienen una gran variedad de derivados fendlicos incluyendo
fenoles simples, fenilpropanoides, acido benzoico y derivados, flavonoides, estilbenos,
taninos, lignanas y ligninas. Junto con los &cidos carboxilicos de cadena larga, los
compuestos fendlicos son también componentes de la suberina y cutina. La contribucion
de los compuestos fendlicos a la pigmentacion de los alimentos es también bien
reconocida. Ademas, los compuestos fendlicos actlan como antibidticos, pesticidas
naturales, sustancias sefiales para el establecimiento de simbiosis, atrayentes de
polinizadores, agentes protectivos contra la luz ultravioleta (UV), materiales de aislamiento
para hacer las paredes celulares impermeables al gas y agua y como materiales
estructurales (Shahidi y Naczk, 2004).

2. 7. 1. Compuestos Fenélicos en Hongos

Los hongos han sido usados por siglos tanto como alimentos y medicina principalmente
en paises asiaticos. En general, los hongos cultivados contienen poca grasa Yy
carbohidratos digeribles, pero tienen altos contenidos de proteinas mas que los vegetales.
También son ricos en vitaminas B, D y K, y algunas veces vitaminas A y C, haciéndolos
apropiados para dietas hipocaléricas. Los hongos también han sido reportados por tener
propiedades antioxidantes. Algunos ejemplos de ello son varios hongos cultivados tales
como el Agaricus bisporus, Hericium erinaceus, Flammulina velutipes, Lentinus edodes,
Pleurotus eryngii, y Pleurotus ostreatus, los cuales han mostrado significativas actividades
antioxidantes y de secuestramiento de radicales libres. Tales propiedades también han
sido reportadas en hongos medicinales, incluidos Agaricus blazei, Sparassis crispa,

Phellinus linteus, Ganoderma lucidum y Inonotus obliquus (Kim y col., 2008).
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Los compuestos fendlicos son uno de los productos secundarios de plantas mas
ampliamente distribuidos. La capacidad de estos compuestos para actuar como
antioxidantes ha sido bien establecida. Los polifenoles son antioxidantes multifuncionales
por actuar como agentes reductores, antioxidantes donadores de hidrégeno vy
atrapadores-apagadores de oxigeno. Los hongos por su parte, contienen una variedad de
metabolitos secundarios, incluidos varios compuestos fendlicos, los cuales han

demostrado actuar como excelentes antioxidantes (Dubost y col., 2007).

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados como fenoles simples y &cidos
fendlicos tales como el &cido gélico, acido benzoico, acido siringico, acido clorogénico, y
otros asociados; y polifenoles, los cuales son clasificados dentro de muchos grupos tales
como flavonoides, taninos, estilbenos, etc. Los flavonoides son un grupo de compuestos
polifendlicos con propiedades conocidas de beneficio a la salud, los cuales incluyen
atrapamiento de radicales libres, inhibiciébn de enzimas hidroliticas y oxidativas, y accion
antiinflamatoria. Algunas evidencias sugieren que las acciones bioldégicas de estos
compuestos son relacionadas a su actividad antioxidante. Los compuestos fendlicos
tienen propiedades farmacolégicas y biologicas significativas, y algunos han demostrado
una capacidad notable para alterar la conjugacion de sulfato. La bioactividad de los
compuestos fendlicos puede estar relacionada a su capacidad para quelar metales, inhibir
lipooxigenasa, y atrapar radicales libres (Kim y col., 2008). Los radicales libres son
definidos como cualquier molécula o atomo con uno o mas electrones desapareados. Con
la posesion de electrones desapareados, los radicales libres son usualmente inestables y
altamente reactivos. El radical peroxilo es un paso clave en la peroxidacién lipidica y es
una causa importante de destruccion de la membrana celular y de esta manera dafio
tisular. Asi, el consumo de antioxidantes dietarios de estos recursos es benéfico en la

prevenciéon de enfermedades (Lo y Cheung, 2005).

Los contenidos de compuestos bioloégicamente activos pueden variar considerablemente
en los hongos. Los compuestos biologicamente activos son afectados por las diferencias
en la cepa, sustrato, cultivo y condiciones de fructificacion, el estado de desarrollo del
hongo, y la edad de la muestra de hongo fresca. Ademas, los contenidos de agua de los
hongos naturalmente afectan su contenido de nutrientes cuando los resultados son

calculados en base al peso fresco. Los contenidos de agua de los hongos pueden variar
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dependiendo del cultivo y condiciones de humedad durante el cultivo (Mattila y col.,
2001).

En cuanto al huitlacoche existen pocos reportes conocidos del andlisis del perfil de
compuestos fendlicos. Los resultados encontrados sugieren un alto nivel de compuestos
fendlicos solubles (nivel mayor que el del frijol y el de algunas frutas, por ejemplo). Los
principales compuestos fendlicos cuantificados por HPLC fueron el acido ferulico (258
mg/100 g bs), acido 4-hidroxibenzoico (174 mg/100 g bs), &cido siringico (156 mg/100 g
bs), y acido protocatecuico (93 mg/100 g bs). Hacen falta estudios mas profundos sobre
estos fendlicos solubles, asi como de los fendlicos insolubles (melaninas y compuestos
similares) del huitlacoche, ninguno de los cuales nunca han sido explorados en cuanto a
sus posibles propiedades nutracéuticas (Beas-Fernandez y col., 2008; Beas-Fernandez
y col., 2006). En congruencia con los niveles de fendlicos encontrados, los extractos
metandlicos de huitlacoche han mostraron poseer actividades antirradical (antioxidantes
del DPPH) del 57-74%, e inhibieron 16-49% la mutagenicidad del 2-aminoantraceno hacia
cepas de Salmonella typhimurium, ademas de haberse confirmado ausencia de
mutagenicidad y promutagenicidad en los extractos metandlicos de huitlacoche (Guevara-
Laray col., 2008; Beas-Fernandez y col., 2008; Carrillo-Diaz y col., 2008).

2. 8. Melaninas

De hecho, la melanina no es una sola sustancia. Mas bien las melaninas son un gran
grupo de sustancias diversas todas con propiedades similares. En el pasado las
melaninas fueron simplemente definidas por su resistencia relativa a la degradacion por
acidos calientes, soluciones alcalinas concentradas calientes y el blanqueamiento por
agentes oxidantes fuertes. Hoy en dia, técnicas mas sofisticadas, tales como la
resonancia del espin del electron, son usadas para definir a las melaninas. Sin embargo,
como resultado de su gran tamafio, insolubilidad en solventes organicos y acuosos y
heterogeneidad, no han sido resueltas las estructuras completas de las melaninas que
ocurren naturalmente. En general, las melaninas son macromoléculas formadas por
polimerizacién oxidativa de compuestos fendlicos o indolicos. Cominmente los pigmentos
resultantes son marrones o negros en color pero muchos otros colores han también sido

observados. Las melaninas son también hidrofébicas y cargadas negativamente. En
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diversos hongos se han identificado varios tipos diferentes de melaninas a la fecha. Los
dos mas importantes tipos son la melanina DHN (llamada asi por una de las rutas
intermediarias, 1, 8-dihidroxinaftaleno) y melanina DOPA (llamada asi por uno de los
precursores, L-3, 4-dihidroxifenialanina). Ambos tipos de melaninas han sido implicadas
en la patogénesis (Langfelder y col., 2003). La mayoria de las melaninas fungicas se
derivan de la molécula precursora 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN); la ruta biosintética por la
cual se suministran las DHN ha sido denominada ruta policétida y se encuentra
principalmente en ascomicetos y emparentada con deuteromicetos (Jacobson, 2000).

Las melaninas se encuentran en las paredes celulares de las hifas, y en otras en las
paredes celulares de las esporas o esclerocios. Las melaninas permiten la resistencia o
hibernacion de las estructuras de resistencia fungicas mediante la proteccion contra una
variedad de factores ambientales como el ataque de enzimas liticas producidas por
microorganismos del suelo, o protegerlas contra la desecacion y la radiacién de la luz
visible y ultravioleta. Los hongos melanizados son mas resistentes a factores mas que
aguellos mutantes albinos no melanizados u otros hongos normales no melanizados
(Butler y col., 2005). Ademas, mientras no todos los hongos patogénicos producen
melaninas, existe una gran clase de hongos potencialmente invasivos los cuales tienen en
comun la produccién de melaninas (Jacobson, 2000). Las melaninas DHN son las
estudiadas mas extensamente de las melaninas flngicas, principalmente debido a que

ellas tienen un papel esencial en la penetracion del apresorio (Butler y col., 2005).

Los productos de la oxidacion quindnica precursores de la melaninas tienen una alta
reactividad y capacidad toxica, y es de esperarse que estos puedan ser secretados por

los hongos melaninicos para causar dafio a los huéspedes (Jacobson, 2000).

Existe evidencia que las estructuras melanizadas estabilizan radicales libres en los
sistemas biolégicos, esto debido a su gran nivel de resonancia de electrones, lo cual
sugiere que la melanina representa una trampa para electrones desapareados. Este
fendmeno fue interpretado por la evidencia de tres estados de oxidacién de los residuos
quinonicos de la melanina: hidroquinona (estado totalmente reducido), semiquinona
(radical libre estable y parcialmente oxidado), y quinona (producto de la oxidacion de dos
electrones). Las semiquinonas son conocida por ser radicales libres estables, y dado que
la melanina polimérica contiene una amplia estructura aromética conjugada, esto sugiere

que la energia del radical libre semiquinona de la melanina seria reducida por la
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posibilidad de resonancia. Asi, la melanina podria funcionar como un lavado para

electrones desapareados potencialmente dafinos (Jacobson, 2000).

Las melaninas tienen un papel en la resistencia a altas temperaturas. Las bases para esta
proteccién no estan del todo entendidas. Podria ser que las melaninas atrapan radicales
libres de oxigeno toxicos los cuales son generados de la membrana celular como
resultado del calentamiento. Una explicacion alternativa para el efecto de proteccion
podria estar relacionada al entrecruzamiento de la pared celular por la melanina
(Jacobson, 2000).

La melanina se puede unir a varios metales de transicion. La utilidad de esta unién ha
sido interpretada de varias formas, como un decremento en las concentraciones de
metales libres, en el caso de metales toxicos, y creando un deposito adyacente a la
célula, en el caso de metales esenciales. En este papel de intercambiador de electrones,
la melanina puede o reducir u oxidar metales y puede facilitar o inhibir la transferencia de
un electrén, conduciendo a la formacion de un radical libre, dependiendo de si éste se une

al metal efectivamente (Jacobson, 2000).

La estructura de las melaninas es deducida a través de analisis cromatograficos y
electroforéticos de los productos de su degradacion reductiva y oxidativa. Debido a la gran
dificultad de estos trabajos, pocas melaninas han sido analizadas estructuralmente
(Jacobson, 2000).

2. 8. 1. Propiedades Funcionales y Bioactivas de las Melaninas

Ya que las melaninas tienen propiedades radioprotectivas y antioxidantes, son
adsorbentes de radionucleidos y metales pesados y pueden proteger efectivamente a los
organismos vivos de la radiacién ultravioleta, ellas son usadas en medicina, farmacologia,

cosméticos y otros campos (Aghajanyan y col., 2005).

Por otro lado, existe un creciente interés en el desarrollo de aditivos naturales para el uso
en la industria de los alimentos, el cual ha estado alentado por una fuerte demanda del
consumidor por productos naturales. Esta tendencia incluye un considerable interés en
obtener colorantes de alimentos de recursos naturales. Los colorantes naturales se han
vuelto crecientemente populares entre los consumidores debido a que los colorantes

sintéticos son frecuentemente percibidos como indeseables o dafiinos. Algunos colorantes
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sintéticos han sido culpados de reacciones de intolerancia y alérgicas. La preferencia de
los consumidores por los colorantes derivados naturalmente es asociada con la imagen
de una vida saludable y un estilo de vida de calidad. En animales y plantas la coloracion
de semillas, bayas, flores, piel humana, o cabello es especialmente debido a melanina
(Wang y col., 2006). Este fendbmeno de coloracion también puede ser observado en los
hongos, un caso muy especial es el huitlacoche (Ustilago maydis) el cual tiene un muy
sobresaliente color negro en sus cuerpos fructiferos, coloracién la cual pueda también ser
atribuible a la melanina. De esta forma los hongos también pueden ser fuente de

colorantes naturales como las melaninas.

Estudios previos han mostrado que los pigmentos melaninicos extraidos de varios
recursos, incluidas plantas, animales, y microorganismos, exhiben algunas propiedades
fisicas y quimicas comunes. Estas propiedades comunes incluyen alto peso molecular,
insolubilidad en agua, acidos acuosos y solventes organicos comunes, decoloraciéon por
agentes oxidantes (KMnO,4, NaOCl, y H,0,), capacidad de quelacién de metales y una
fuerte capacidad de absorcién UV-Vis. También las melaninas naturales muestran un
amplio rango de actividades bioquimicas, incluyendo fotoproteccién, antioxidacion,

atrapamiento de radicales libres y efectos inmunomodulatorios (Tu y col., 2009).

Estas propiedades de la melanina son de gran interés debido a las implicaciones para el
mantenimiento de la salud y produccién de alimentos funcionales (nutracéuticos). La
participacién de las melaninas en reacciones de radicales libres ha sido ampliamente
reportada. Ha sido encontrado que las propiedades de secuestramiento o quelantes de
las melaninas estan principalmente involucradas en su actividad antioxidante. Estas
propiedades pueden ser utilizadas en el estado de iniciacion de reacciones en cadena por
captura de metales de transicién o inactivacién de radicales superdxido. Sin embargo, los
atrapadores de radicales libres no son efectivos en la prevenciéon de la propagacion de las
reacciones en cadena debido a su incapacidad para reaccionar con radicales peroxilo. No
obstante, la fuerte actividad antioxidante de las melaninas indica que es probablemente

capaz de detener la propagacion de la reaccion en cadena (Hung y col., 2002).

Hung y col. (2002) examinaron la actividad antioxidante de las melaninas derivadas de
hojas de té. En presencia de las melaninas del té, la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad exhibi6 una fase lag distinta, probablemente debido a la terminacién de la

propagacion de las reacciones en cadena. Adicionalmente, se encontré que la actividad
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antioxidante de la melanina depende de su estado de oxidacion. La posibilidad de la
melanina de existir en varios grados de oxidacion es una de sus propiedades

fundamentales. Esta es causada por la estructura melaninica fenol-quinona.

Otro ejemplo de actividad antioxidante de las melaninas en alimentos es la gallina sedosa
de hueso negro (Gallus gallus domesticus Brisson), conocida como una maravilla de la
medicina tradicional China. Adquiri6 este nombre debido a su plumaje blanco-nieve
sedoso pero su piel, carne y huesos negros. En los paises de Asia, la gallina sedosa no
sblo es considerada medicina conocida como “el ave fénix blanca”, sino también un
alimento popular saludable usado como un reforzador inmune y un protector contra la
demacracion y la debilidad. Mientras se buscaba por una explicacion para las
consideradas bondades medicinales del ave, varios aspectos habian sido considerados
como contribuyentes, incluyendo contenidos de antioxidantes y perfiles de
aminoacidos/péptidos. En la gallina sedosa, las melaninas son sintetizadas de novo en los
melanocitos, los cuales estan ampliamente distribuidos en el musculo, la superficie del
hueso, trAdquea, mesenterio, canales digestivos, ovarios, testiculos y otros tejidos.
Considerando esta amplia distribucién de la melanina, se cuestioné si la melanina de la
gallina sedosa (melanina SF), un pigmento natural, podria ser en parte responsable
(Chen y col., 2008). Esto después fue confirmado por Tu y col. (2009), quienes
encontraron que las melaninas procedentes de esta ave tienen una fuerte actividad
antioxidante mediante analisis de actividad antioxidante por el radical DPPH, radical

superoxido y ensayo de peroxidacion lipidica.

Por dltimo, se ha mencionado que las propiedades inmunofarmacolégicas de las
melaninas son de gran interés debido a que puede servir como un promisorio tratamiento
para el SIDA (Wang y col., 2006).

2. 9 Métodos Analiticos para la Evaluacion de Compuestos Fendlicos Totales y

Capacidad Antioxidante

Un antioxidante es definido como una molécula capaz de detener o prevenir la oxidacién
de otras moléculas, mientras que un antioxidante biolégico ha sido definido como
“cualquier sustancia que, cuando se presenta en bajas concentraciones comparada con

aquellas de un sustrato oxidable, significativamente retarda o previene la oxidacion de ese
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sustrato”. Es bien conocido que la oxidacion dafia varias sustancias biolégicas y
subsecuentemente causa muchas enfermedades. En consecuencia, existen varias
revisiones sobre la relaciébn entre dafio oxidativo y varias enfermedades incluyendo
cancer, enfermedad hepatica, Alzheimer, envejecimiento, artritis, inflamacion, diabetes,
Parkinson, ateroesclerosis, y SIDA (Moon y Shibamoto, 2009).Por otro lado, segun
numerosos estudios epidemioldgicos, los antioxidantes de los alimentos parecen estar
estrechamente relacionados a la prevencion de varias patologias, incluyendo diferentes
tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y neurolégicas, y desordenes
relacionados con el envejecimiento (Tabart y col., 2009). Los antioxidantes fendlicos, un
grupo especifico de metabolitos secundarios, desempefian un papel muy importante en la
proteccién del organismo contra los efectos dafiinos de los radicales de oxigeno y otras
especies de oxigeno altamente reactivas (Stratil y col., 2006).

Por lo anterior, la medicién de capacidad antioxidante de los productos alimenticios es un
tema de creciente interés. Varios estudios in vitro han sido conducidos para evaluar la
capacidad antioxidante total de los productos alimenticios. Hasta ahora, sin embargo, no
existe un método estandarizado oficial, y por lo tanto es recomendado que cada
evaluacién deba hacerse con varias condiciones de oxidacion y diferentes métodos de
medicion (Zulueta y col., 2009). De esta manera, en nuestro estudio sobre los hongos
comestibles huitlacoche y Pleurotus ostreatus, se evalué la cantidad de compuestos
fendlicos totales (antioxidantes) por el reactivo de Folin-Ciocalteu, y la capacidad
antioxidante por dos metodologias distintas, TEAC-DPPH y ORAC.

2.9. 1. Compuesto Fenolicos Totales por Folin-Ciocalteu

El método Folin-Ciocalteu se basa en una reaccion de transferencia de un solo electron y
ha sido usada normalmente para estimar el contenido de fenoles en los alimentos
(Jimenez-Alvarez y col., 2008). El método original fue desarrollado en 1927 a partir de
los reactivos quimicos usados para el analisis de tirosina, en el cual la oxidacién de los
fenoles por el reactivo molibdotungstato da un producto coloreado con una Ana, de 745 —
750 nm (Prior y col., 2005).

El método ha sido mejorado con un reactivo heteropolianion molibdotungstofosforico que
reduce los fenoles méas especificamente (Prior y col., 2005). El reactivo reacciona con los

fenoles para formar cromégenos que pueden ser detectados espectrofotométricamente. El
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desarrollo del color es debido a la transferencia de electrones a pH bésico para reducir los

complejos &cido fosfomolibdico/fosfotliingstico para formar cromogenos (Sigma-Aldrich).

El ensayo de Folin-Ciocalteu es simple, rapido y robusto y no requiere de equipo
especializado. Un inconveniente del método es que agentes reductores como el acido
ascorbico pueden interferir en el andlisis y asi sobrestimar el contenido de compuestos

fendlicos (Jimenez-Alvarez y col., 2008).

2. 9. 2. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox con el Radical DPPH (TEAC-
DPPH)

El radical DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil) es uno de los pocos radicales organicos de
nitrogeno estables, el cual lleva un color purpura profundo. Este se encuentra
comercialmente disponible y no tiene que ser generado antes del ensayo como en el caso
del radical ABTS (Prior y col., 2005).

Recientemente, el ensayo del DPPH se ha vuelto completamente popular en los estudios
de antioxidantes naturales. Una de las razones es que este método es simple y altamente
sensible. El ensayo se basa en la teoria de que un donador de hidrégeno es un
antioxidante. El efecto antioxidante es proporcional a la desapariciéon del DPPH en las
muestras probadas. Han sido reportados varios métodos para monitorear la cantidad de
DPPH en los sistemas de prueba antioxidante: resonancia de espin del electron (ESR),
resonancia magnética nuclear (NMR), y espectrofotometria UV-visible. Sin embargo,
recientemente el monitoreo del DPPH con un espectrofotometro de UV-visible se ha
vuelto el método mas amplia y cominmente usado debido a su simplicidad y precision. El
DPPH muestra un maximo de absorcién a 517 nm (purpura). El color se torna de puarpura
a amarillo después de que el DPPH absorbe un hidrégeno procedente de un antioxidante.
Esta reaccién es estequiométrica con respecto al nimero de atomos de hidrogeno
absorbidos. Por lo tanto, el efecto antioxidante puede ser facilmente evaluado siguiendo el

decremento de la absorbancia (Moon y Shibamoto, 2009).

Para estandarizar los resultados de varios estudios, ha sido utilizada la unidad
equivalentes de Trolox (ET). EI Trolox es un derivado hidrosoluble comercial de la
vitamina E, que posee capacidad antioxidante y con el cual se construyen curvas de

calibracion. Asi, la capacidad antioxidante de una muestra es expresada en términos de
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micromoles equivalentes a Trolox (ET) por unidad de muestra (litro, mililitro, gramo, 100
gramos, etc.) (Moon y Shibamoto, 2009).

Recientemente, casi el 90% de los estudios de antioxidantes usan el ensayo del DPPH

combinado con otros ensayos (Moon y Shibamoto, 2009).
2. 9. 3. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Inicialmente, el método ORAC consistia en la medicion del decremento en la
fluorescencia de una proteina como resultado de la pérdida de su conformacién cuando
ésta sufria dafio oxidativo causado por una fuente de radicales peroxil (ROO-). El método
media la habilidad de los antioxidantes en la muestra para proteger a la proteina del dafio
oxidativo. La proteina usada en el método original fue la B-ficoeritrina, pero ésta
presentaba una serie de desventajas, como la inconsistencia entre lotes, fotosensibilidad
e interaccion con compuestos fenodlicos debido a la uniébn no especifica a proteinas
(Zulueta y col., 2009). Para resolver estos problemas las sondas fluorescentes que
actualmente se usan son la fluoresceina (3’, 6’-Dihidroxispiro [isobenzofuran — 1[3H], 9’
[9H]- xanten]-3-ona) o la diclorofluoresceina (2’, 7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato),

las cuales son mas estables y menos reactivas (Prior y col., 2005).

En el ensayo ORAC, los radicales peroxil generados artificialmente reaccionan con la
fluoresceina. Conforme la reaccion progresa la fluoresceina es consumida y la
fluorescencia decrece. En presencia de un antioxidante toma lugar una reaccién
competitiva entre la sonda fluorescente y el antioxidante, retardando el consumo de la
fluoresceina. Asi, la capacidad antioxidante puede ser calculada por la diferencia en el

area bajo la curva (ABC) entre el blanco y la muestra (Jimenez-Alvarez y col., 2008).

Los valores de ORAC son usualmente reportados como equivalentes de Trolox (ET). Una
curva de calibracién es generada usando el ABC de cinco concentraciones estandar de
Trolox, y los equivalentes de Trolox de la muestra son calculados usando relaciones
lineares o cuadréticas entre la concentracion de Trolox y el area neta bajo la curva de la
descomposicion de la fluoresceina (ABC muestra — ABC blanco). Los datos son
expresados como micromoles de equivalentes de Trolox (ET) por unidad de muestra (litro,

mililitro, gramo, 100 gramos, etc.) (Prior y col., 2005).
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El ensayo ORAC ha sido usado para el estudio de la capacidad antioxidante de muchos
compuestos y muestras de alimentos. La industria ha aceptado el método al grado de que
algunos productores de nutracéuticos estdn empezando a incluir valores ORAC en las

etiquetas de sus productos (Prior y col., 2005).
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3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Tal como se plasma en el marco teérico, los hongos, asi como su cultivo y comercio, es
una industria creciente de gran importancia. Los hongos son consumidos por el ser
humano principalmente por sus caracteristicas sensoriales; sin embargo por otro lado, los
hongos tienen un muy buen contenido de nutrientes que podria complementar la dieta de
personas que viven en paises en desarrollo y su base dietaria son los cereales vy
alimentos de origen vegetal. Aunque los dos aspectos tratados anteriormente son
importantes, existe otro, este aspecto es el de sus propiedades funcionales o
biol6gicamente activas. Aunque el aspecto anteriormente mencionado tendria gran
impacto en la industria de los hongos, también habria un gran impacto positivo en la

investigacion quimica, bioquimica, farmacolégica y molecular de los hongos.

En el caso especial del huitlacoche (Ustilago maydis) el panorama anterior se refleja
completamente. La industria de este hongo se encuentra en una tendencia actual de
desarrollo, sus propiedades sensoriales y nutritivas son especiales y de gran interés; sin
embargo, por otro lado, sus propiedades nutracéuticas y biolégicamente activas no han
sido investigadas en una forma extensa y bien determinadas. Por lo tanto es justificable la
investigacion de los compuestos fendlicos tanto solubles como insolubles (melaninas) de

este hongo, asi como todo tipo de investigacion relacionada con este organismo.

En el caso del hongo ostra (Pleurotus ostreatus), aunque ha sido un hongo mas
extensamente investigado y su industria esta bien establecida, es justificable la
intervencion de éste en la investigacién ya que serviran como referencia del potencial

nutracéutico del huitlacoche.

4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Los hongos comestibles huitlacoche (Ustilago maydis) y setas (Pleurotus ostreatus)
poseen compuestos fendlicos tanto solubles como insolubles (melaninas) como

componentes importantes, que le confieren un valor como alimento nutracéutico.
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5. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES
5. 1. Objetivo General

Analizar cuantitativamente los compuestos fendlicos de los hongos comestibles
huitlacoche (Ustilago maydis) y setas (Pleurotus ostreatus) y evaluar algunas de sus

posibles propiedades nutracéuticas.

5. 2. Objetivos Particulares

1.- Implementar metodologias de extraccion de compuestos fendlicos solubles e
insolubles (melaninas) para obtener extractos ricos en compuestos fendlicos de los

hongos comestibles huitlacoche (Ustilago maydis) y de las setas (Pleurotus ostreatus).

2.- Implementar una metodologia rapida para analizar cuantitativamente los compuestos
fendlicos presentes en los extractos obtenidos de los hongos huitlacoche (Ustilago

maydis) y de las setas (Pleurotus ostreatus).

3.- Evaluar algunas de las posibles propiedades nutracéuticas de los extractos obtenidos

del huitlacoche (Ustilago maydis) y de las setas (Pleurotus ostreatus).

6. METAS

e Obtener extractos ricos en compuestos fendélicos tanto solubles como insolubles
(melaninas) de los hongos huitlacoche (Ustilago maydis) y de las setas (Pleurotus

ostreatus).

e Cuantificar los compuestos fendlicos presentes en los extractos obtenidos de

ambos hongos.

e Realizar la evaluacion de las propiedades nutracéuticas (antioxidante y capacidad

de inducir motilidad intestinal) de los extractos obtenidos de ambos hongos.
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7. METODOLOGIA

7. 1. Obtencién de las Muestras de Huitlacoche (Ustilago maydis) y Setas (Pleurotus

ostreatus) Comestibles

Se obtuvieron muestras comerciales de huitlacoche (Ustilago maydis); éstas fueron
adquiridas en el Centro Comercial Agropecuario de la ciudad de Aguascalientes,

Aguascalientes, México.

En cuanto a las muestras de setas comestibles (Pleurotus ostreatus), éstas fueron
obtenidas estableciendo un protocolo de cultivo a partir de micelio del hongo con el que ya
se contaba en el laboratorio. Tal protocolo de cultivo se basé principalmente en el descrito
por Martinez y col. (2001). En primer lugar, el hongo con el que ya se contaba en el
laboratorio fue resembrado en varias cajas con medio agar papa-dextrosa (PDA) con el fin
de tener suficiente cantidad de in6culo para los pasos siguientes. Posteriormente se
adquirieron semillas de trigo entero las cuales fueron limpiadas, remojadas durante 12 hy
después esterilizadas (autoclave durante 30 min a 15 psi de presién) en botes plasticos
de 1 litro. Una vez con el trigo esterilizado fue inoculado el hongo proveniente de las cajas
previamente resembradas, lo anterior en condiciones de esterilidad bajo campana de flujo
laminar (LUmina, V-160) con el fin de evitar la contaminacion por otro tipo de organismos;
la inoculacion se llevé a cabo cortando trozos de medio de cultivo junto con el hongo y
colocandolos dentro de los mismos botes plasticos con el trigo esterilizado. Una vez que
todos los botes fueron inoculados se almacenaron en gavetas para proporcionarles
condiciones de oscuridad aptas para el crecimiento del micelio del hongo, los botes fueron
cerrados con sus tapaderas y con papel aluminio para asegurar que no existiera
contaminacion por parte de otro tipo de organismos. Veinticinco dias después de la
inoculacion del trigo, el micelio del hongo estaba lo suficientemente crecido para continuar

con los pasos siguientes.

Para los pasos posteriores se adquirioé rastrojo de maiz como siguiente sustrato para el
crecimiento y fructificacion del hongo; el rastrojo fue colocado en paquetes fabricados con
gasa con el fin de tener un mejor manejo del rastrojo durante el proceso de
pasteurizacion. Para la pasteurizacion del rastrojo se utiliz6 una solucion de cal al 0.5% la
cual fue colocada en una olla grande tapando totalmente los paquetes de rastrojo; una

vez que los paquetes estaban totalmente cubiertos por la solucion se procedid a un
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calentamiento durante 40 min a 80 °C; el proceso anteriormente descrito tenia como
objetivo el evitar la contaminacién del sustrato donde creceria y fructificaria el hongo.
Posterior al proceso de pasteurizacion el rastrojo era escurrido y extendido sobre la mesa
del laboratorio para permitir su enfriamiento y eliminacion de la humedad extra que
pudiera contener. Una vez que el rastrojo pasteurizado se enfriaba (a temperatura
ambiente) se inoculaba con los botes de trigo invadido por el hongo, esparciendo el
contenido a lo largo del rastrojo extendido sobre la mesa y después mezclando ambos
sustratos hasta homogenizar ambos materiales. Una vez hecha la mezcla, ésta fue
empagquetada en bolsas de plastico y los paquetes trasladados a un area adaptada para
el crecimiento y fructificacion del hongo. El area adaptada para el crecimiento y
fructificacién del hongo tenia como caracteristicas una temperatura templada (23-26°C),
una iluminacion tipo penumbra (casi en oscuridad) y una buena ventilacion, tales
condiciones tratando de asemejar lo mas posible las que se encuentran donde crecen
este tipo de hongos de forma natural. Después de 4 dias de crecimiento del hongo se
realizaron una serie de pequefias perforaciones en las bolsas con el fin de mejorar el
intercambio gaseoso del hongo, tales perforaciones fueron 80 por bolsa y de una
distribucion uniforme. Una vez realizadas las perforaciones se dejé crecer al hongo sin
ninguna modificacién, soélo revisiones continuas con el fin de detectar posibles
contaminaciones. Una vez que las bolsas se encontraban totalmente invadidas por el
micelio del hongo se procedié a inducir su fructificacion; para tal fin, las bolsas se
volvieron a perforar pero ésta vez con orificios mucho mas grandes por donde pudieran
surgir los cuerpos fructiferos del hongo, por otro lado se proporcioné un ambiente de alta
humedad. El ambiente hiumedo se lograba con riegos de 2 a 3 veces al dia con un
aspersor utilizado para fumigacién, también el area fue acordonada con pliegos de
plastico y costales los cuales permitian que la humedad se mantuviera durante mas
tiempo; el riego se realizaba hacia las paredes y los costados de donde se encontraban
los paquetes y no directamente hacia ellos, lo anterior debido a que la fuerza del chorro
podia lastimar los cuerpos fructiferos ya surgidos o inundar las bolsas matando al hongo.
Una vez que los cuerpos fructiferos se encontraban en su estado 6ptimo de maduracion
(lo mas grande posible antes de que los bordes comiencen a doblarse hacia arriba) eran
cosechados utilizando un bisturi y cortando desde el tallo. Los cuerpos fructiferos
posteriormente eran colocados en refrigeracion hasta su traslado al laboratorio para el

procesamiento de la muestra.
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El cultivo se mantuvo hasta que se tenian la cantidad de muestra necesaria para los

experimentos que se realizarian posteriormente.

7. 2. Preparacion de las Muestras para Analisis Posteriores

Tanto el huitlacoche como las setas comestibles fueron limpiados de materiales extrafios
y almacenados en congelacién (-70 °C) (Ultra-congelador, Environmental Equipment
Cincinnati, modelo U85-22) hasta que fueron liofilizados (Labconco modelo Freezone 4.5;
Virtis modelo 620L 3150 OC). El material de cada hongo liofilizado fue triturado en un
molino de café y especias (Krups, modelo GX410011), y almacenado herméticamente
bajo congelacién a -20 °C (General Electric, modelo FCM 155PD WH) hasta que se

realizaron las extracciones y analisis posteriores.

Una vez con el material liofilizado se le determiné el porcentaje de humedad con el fin de
expresar los resultados en base seca. Para tal proceso, alrededor de 1 g (Ohaus, modelo
Explorer Pro 214C) de muestra fue puesta en el horno de secado (Terlab) a 105 °C hasta
alcanzar el peso constante y determinar el porcentaje de humedad por diferencia, lo

anterior se realizé por triplicado.

7. 3. Obtencidén de los Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles e Insolubles
7. 3. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

Para la extraccion de compuestos fendlicos solubles se utiliz6 como base el trabajo
descrito por Lee y col. (2007). Las extracciones se llevaron a cabo utilizando una
cantidad de muestra de hongo liofilizado de 5 g (Adam, modelo PW124) para cada
extraccion y se utilizaron cuatro sistemas de extraccion: etanol al 95%, metanol al 95%,

agua fria y caliente.

Para las extracciones etandlicas, metandlicas y acuosas frias la muestra se coloco con 50
mL del solvente correspondiente y bajo agitacion (Barnstead, modelo 2309) durante 24 h
a temperatura ambiente, una vez completado el tiempo la mezcla fue centrifugada (Sorvall
Instruments, modelo RC-5B) a 10,000 r.p.m. durante 20 min. El sobrenadante y el

precipitado fueron separados por decantacion, el sobrenadante fue almacenado en
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refrigeracion y al precipitado se le repitio la extraccion un par de veces mas. Al final se
mezclaron los tres sobrenadantes (extractos) y fueron centrifugados (10,000 r.p.m.
durante 20 min) y filtrados (Ahlstrom, No. Cat. 0540-1100) con la finalidad de separar los
restos de muestra que pudiera contener el extracto. En el caso de las extracciones
metandlicas y etandlicas, los extractos fueron rotovaporados (Rotovapor y bafio de agua
marca lka, modelo RV10 digital, HB10 digital. Bomba de vacio marca limvac, modelo MPC
301 Zp) y resuspendidos en agua para finalmente ser liofilizados (Virtis, modelo 620L
3150 0C) y de nuevo disueltos en el agente de extraccidon obteniéndose un extracto
concentrado a 50 mg/mL. En el caso del extracto acuoso frio, éste fue directamente

liofilizado y redisuelto en agua a la misma concentracién de 50 mg/mL.

Para el extracto acuoso caliente la muestra fue colocada con 50 mL de agua en ebullicion
y la mezcla mantenida en estas condiciones durante 10 min con agitaciéon (Cimarec,
modelo SP131325). Una vez terminado el tiempo, la mezcla se dejé enfriar y fue
centrifugada a 10,000 r.p.m. durante 20 min. El sobrenadante y el precipitado fueron
separados por decantacion, el sobrenadante fue almacenado y al precipitado se le repitié
la misma extraccion un par de veces. Al final se mezclaron los tres sobrenadante
(extractos) y fueron centrifugados (10,000 r.p.m. durante 20 min) y filtrados con el fin de
separar los restos de muestra que pudiera contener el extracto. Al igual que el extracto

acuoso frio, éste fue liofilizado y redisuelto en agua a una concentracién de 50 mg/mL.

Todos los extractos fueron almacenados en congelacion y bajo proteccion de la luz hasta

los andlisis posteriores. Todas las extracciones fueron realizadas por triplicado.
7. 3. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

La obtencion de extractos de compuestos fendlicos insolubles (melanina) se basé en el
método descrito por Harki y col. (1997). Tal extraccion se realizd utilizando 5 g del hongo
liofilizado. La muestra fue mezclada con 50 mL de KOH 1 M y colocada bajo reflujo
durante 5 h bajo atmésfera de nitrégeno. El producto obtenido fue centrifugado a 10,000
r.p.m. durante 20 min y el sobrenadante acidificado a un pH de 2 con el fin de precipitar la
melanina, por otro lado el precipitado fue sometido a reflujo bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas un par de veces mas. El sobrenadante acidificado a un pH de
2 fue centrifugado a 10,000 r.p.m. por 10 min con el fin de obtener el precipitado. Tal

precipitado es llamado “melanina cruda” y fue sometido a varios lavados con agua
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destilada. Se realizaron 3 lavados, con 40 mL de agua destilada cada uno y agitando en
vortex (Scientific Industries, modelo G560), posteriormente se centrifugé a 10,000 r.p.m.
20, 15y 10 min separando el agua del lavado. Una vez realizados los 3 lavados, el pellet
de “melanina cruda” fue homogenizado con 1 mL de agua destilada y pasado a tubos de
microcentrifuga para un mejor manejo del pellet, los tubos fueron centrifugados (10,000
r.p.m. durante 15 min) (Clay Adams, modelo micro 2000) y el agua separada. El pellet fue
colocado en el desecador para su deshidratacion bajo atmdsfera de nitrégeno. Lo anterior
también se realiz6 para los productos de reflujar por segunda y tercera vez el precipitado

del primer reflujo.

Los pellets de “melanina cruda” ya secos fueron posteriormente sometidos a una hidrdlisis
acida como parte del protocolo de purificacion. Para esto, la “melanina cruda” fue
colocada en un matraz con 10 mL de HCI 7 M y calentada (Cimarec, modelo SP131325) a
100 °C durante 2 h sin permitir que disminuyera la cantidad de HCI por evaporacion. Lo
anterior se realiz6 en una campana extractora (Alder) para evitar riesgos por la
evaporacion del HCI. Terminada la hidrdlisis acida se separ6 el residuo o “melanina no
hidrolizable” mediante centrifugacion a 12,000 r.p.m. durante 20 min; tal melanina fue
sometida a varios lavados con HCI 0.01 M y agua destilada. En total se realiz6 1 lavado
con HCI 0.01 M y 2 con agua destilada separando la “melanina no hidrolizable” mediante
centrifugacion a 12,000 r.p.m. durante 20 min. Por ultimo, se realiz6 una suspension con
agua destilada de la “melanina no hidrolizable” y se pas6 a tubos de microcentrifuga que
fueron centrifugados a 14,000 r.p.m. durante 10 min para precipitarla y separar el agua,
guedando la melanina en los tubos para un mejor manejo. Posteriormente, la “melanina

no hidrolizable” fue secada en desecador bajo atmdésfera de nitrégeno.

Una vez que la “melanina no hidrolizable” se encontraba seca, se procedi6 a aplicarle otro
proceso de purificacion mediante lavados con cloroformo. Para lo anterior, “la melanina no
hidrolizable” fue redisuelta en 7.5 mL de KOH 1 M y posteriormente se le agregaron 2.5
mL de cloroformo y 0.3 mL de 1-butanol; la mezcla fue agitada en vortex durante 30 min
bajo atmosfera de nitrégeno y posteriormente centrifugada (Clay Adams, modelo micro
2000) a 14,000 r.p.m. durante 20 min. La fase de cloroformo fue separada y se repitieron
las operaciones un par de veces a la soluciéon alcalina de melanina. Por ultimo, la
melanina fue precipitada por acidificacion y lavada con agua destilada. La acidificacion se

realizo6 con HClI 7 M y el precipitado se separ6 mediante centrifugacién (Sorvall
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Instruments, modelo RC-5B) a 16,000 r.p.m. durante 20 min, de la misma forma se separé
el agua de los lavados. Al final, la melanina ya purificada se coloc6 en tubos de
microcentrifuga y fue puesta a secar en desecador bajo atmésfera de nitrégeno; estas

condiciones se mantuvieron para conservar la “melanina purificada”.

El proceso de extraccién de melanina dio como resultado residuos o fracciones los cuales
fueron almacenados para posteriormente ser analizados en cuanto a sus compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante por el método TEAC-DPPH. Los residuos o fracciones

gue se produjeron son los siguientes:
Digestion Alcalina:
e Sobrenadante obtenido de la precipitacién de la “melanina cruda”.
e Agua de los lavados de la “melanina cruda”.
Hidrdlisis Acida:
e HCI 7 M utilizado en la hidrdlisis acida de la “melanina cruda”.
e HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no hidrolizable”.
e Agua utilizada en los lavados de la “melanina no hidrolizable”.
Lavados con Cloroformo:
¢ Cloroformo obtenido de los lavados.

e Sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la melanina de la solucién alcalina

de melanina.
e Agua de los lavados de la melanina.

La extraccion de melanina se realizé por duplicado y solo en el huitlacoche ya que era

evidente la presencia de estos compuestos.
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7. 4. Cuantificacion de los Compuestos Fendlicos Totales
7. 4. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

La cuantificacion de los compuestos fenolicos de los extractos etandlicos, metandlicos,
acuosos frios y calientes obtenidos del huitlacoche y Pleurotus ostreatus se realiz6
mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu, segun la metodologia usada por Lee y col. (2007)
con algunas modificaciones. A 2 mL de una solucién acuosa al 2% de carbonato de sodio
se le agregaron 100 pL de los extractos obtenidos. 2 min después se agregaron 100 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu al 50%. Después de 30 min de incubacion en la oscuridad, fue
medida la absorbancia a 750 nm contra un blanco (Thermo Scientific, modelo BIOMATE
3). El blanco contenia todos los reactivos a excepcion del extracto, en lugar de éste se
colocaron 100 pL del agente de extraccién en el que se encontraba disuelto el extracto. El
contenido de fenoles totales fue expresado en miligramos equivalentes de acido galico por
gramo de muestra en base seca (mg EAG/g muestra base seca) y fue calculado en base
a una curva de calibracion de acido galico disuelto en el agente de extraccién en cuestion.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
7. 4. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

La cuantificacion de compuestos fendlicos presentes en la melanina extraida de
huitlacoche, asi como en la melanina sintética, se realizé mediante el reactivo de Folin-
Ciocalteu segun la metodologia usada por Lee y col. (2007) con algunas modificaciones.
Primero, se prepararon soluciones de la melanina extraida asi como de la melanina
sintética usada como estandar. Para preparar las soluciones de melanina se pesaron 2
mg de cada muestra de melanina (sintética, extraccion 1 y extraccion 2). Posteriormente,
cada muestra fue tritutarada en mortero y en este mismo se agregaron 5 mL de KOH 2 M
homogenizando la mezcla. Con una pipeta Pasteur, se coloc6 la mezcla en un vaso de
precipitados y se procedié a calentar con agitaciéon (Cimarec, modelo SP131325) hasta
qgue fue disuelta la melanina. No fue posible disolver toda la melanina, por lo tanto, se
procedié a centrifugar (Clay Adams, modelo micro 2000) las soluciones y separar el
precipitado, éste fue lavado con HCI 1 M y agua destilada, y posteriormente fue puesto a
secar en desecador para por diferencia conocer la cantidad de melanina disuelta. En
cuanto a la solucién de melanina, se procedi6 a realizar la cuantificacion de compuestos

fendlicos. A 2 mL de una solucién acuosa al 2% de carbonato de sodio se le agregaron
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100 uL de las soluciones de melanina preparadas. 2 min después se agregaron 100 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu al 50%. Después de 20 min de incubacion en la oscuridad, la
mezcla de reaccion fue colocada en tubos de microcentrifuga ambar y centrifugada a
14,000 r.p.m. durante 10 min, con el fin de eliminar el precipitado formado. Una vez
terminada la centrifugacion fue medida la absorbancia del sobrenadante a 750 nm contra
un blanco. El blanco contenia todos los reactivos a excepcion de la solucién de melanina,
en lugar de ésta se colocaron 100 puL de KOH 2 M utilizado para disolver la melanina. El
contenido de fenoles totales fue expresado en miligramos equivalentes de acido galico
procedentes de melanina por gramo de muestra en base seca, miligramos equivalentes
de acido galico por miligramo de melanina extraida y miligramos equivalentes de acido
galico por miligramo de melanina soluble (mg EAG procedentes de melanina/g muestra
base seca, mg EAG/mg de melanina extraida y mg EAG/mg de melanina soluble), lo
anterior fue calculado en base a una curva de calibracién de &cido gélico disuelto en KOH

2 M. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

También fueron cuantificados los compuestos fendlicos presentes en los residuos de la
extraccion de melanina, lo anterior se realiz6 mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu
segun la metodologia usada por Lee y col. (2007) con algunas modificaciones. Antes de
las determinaciones, los residuos fueron preparados para su andlisis ya que éstos se
encontraban disueltos en solventes distintos. Primero, fue medido el volumen total del
residuo con el fin de tener los datos suficientes para los calculos posteriores. Luego se
tomd una alicuota de volumen conocido con la cual se trabajaria. A cada alicuota se le
neutralizé el pH (Denver Instrument modelo UP-25, Hanna Instruments modelo HI 8314)
llevandolo a 7 con HCI o KOH segun correspondiera, esto se realizé con todos los
residuos a excepciéon del cloroformo, el cual se coloc6 en una campana extractora para
gue el solvente se evaporara y el residuo quedara seco. Una vez que los residuos tenian
un pH de 7, se procedi6 a rotovapoar a sequedad. Ya secos, los residuos fueron disueltos
en KOH 2 M ya que se conocia de antemano que todos eran solubles en ese solvente.
Los residuos fueron disueltos a los volumenes de las alicuotas tomadas o mas, si existia
la necesidad de aplicar mas solvente. En el caso del cloroformo, una vez seco el residuo,
se agrego también KOH 2 M para disolverlo. A partir de estas soluciones preparadas con
el mismo solvente (KOH 2 M), se procedid a realizar la cuantificacion de los compuestos
fendlicos. A 2 mL de una solucién acuosa al 2% de carbonato de sodio se le agregaron

100 uL de los residuos preparados. 2 min después se agregaron 100 uL de reactivo de
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Folin-Ciocalteu al 50%. Después de 20 min de incubacion en la oscuridad, la mezcla de
reaccion fue colocada en tubos de microcentrifuga &mbar y centrifugada a 14,000 r.p.m.
durante 10 min, con el fin de eliminar el precipitado formado. Una vez terminada la
centrifugacion fue medida la absorbancia del sobrenadante a 750 nm contra un blanco. El
blanco contenia todos los reactivos a excepcién del residuo preparado, en lugar de éste
se colocaron 100 uL de KOH 2 M utilizado para disolver los residuos. El contenido de
fenoles totales fue expresado en miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de
muestra en base seca (mg EAG/g muestra base seca) y fue calculado en base a una
curva de calibracién de &cido gélico disuelto en KOH 2 M. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

7. 5. Evaluacién de las Propiedades Nutracéuticas de los Extractos de Compuestos
Fendlicos Solubles e Insolubles

7. 5. 1. Medicion de la Capacidad Antioxidante Mediante la Reduccién de Radicales
Libres (TEAC-DPPH)

7.5. 1. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

Para medir la capacidad antioxidante mediante la reduccion de radicales libres se utiliz6 la
técnica del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) (Szydlowska-Czerniak y col., 2010;
Tabart y col., 2009; Corral-Aguayo y col., 2008; Zielinska y col., 2007 con
modificaciones). En el caso de los extractos etandlicos y metandlicos de huitlacoche y
Pleurotus ostreatus, se utilizaron 900 pL de una solucion metanélica de DPPH 0.13 mM a
la cual se le agregaron 150 uL del extracto, posteriormente la mezcla de reaccién se
incub6 durante 20 min en la oscuridad y transcurrido el tiempo se ley6 la absorbancia a
una longitud de onda de 515 nm contra un blanco. El blanco consistia de 900 uL de
metanol absoluto mas 150 uL del agente de extraccion en cuestién. La capacidad
antioxidante fue expresada en micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra
en base seca (umol ET/g muestra base seca) y fue calculada en base a una curva de
calibracion de Trolox disuelto en el agente de extraccibn en cuestién. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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En cuanto a los extractos acuosos obtenidos de ambos hongos, el método fue modificado
debido a la produccién de un precipitado al ocurrir la reaccién, tal precipitado alteraba la
lectura en el espectrofotometro de luz UV-visible. La modificacién realizada fue una
incubacién de solo 10 min, posteriormente una centrifugacion (Clay Adams, modelo micro
2000) a 14,000 r.p.m. durante 5 min, y una vez terminada la centrifugacion, el
sobrenadante fue transferido a otro tubo y de nuevo centrifugado a 14,000 r.p.m. durante
5 min. Después de lo anterior, se procedié a realizar la lectura del sobrenadante en el
espectrofotdbmetro de luz UV-visible a 515 nm contra un blanco, el blanco consistia de 900
uL de metanol absoluto més 150 uL de agua destilada. Lo anterior se realiz6 en tubos de
microcentrifuga color &mbar debido a la necesidad de que la reaccion se debia llevar a
cabo en la oscuridad. La capacidad antioxidante fue expresada en micromoles
equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (umol ET/g muestra base
seca) y fue calculada en base a una curva de calibracién de Trolox disuelto en el agente

de extraccion en cuestion. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
7.5. 1. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

También fue medida la capacidad antioxidante de la melanina extraida del huitlacoche y
de la melanina sintética utilizando el radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se
realizaron algunas modificaciones al método debido a la insolubilidad de la melanina,
estas modificaciones se basaron en el trabajo presentado por Serpen y col. (2007).
Primero, la melanina fue preparada en suspension, para estos se pesaron 2 mg de
melanina (sintética, extraccion 1 y extracciébn 2) la cual fue molida en mortero,
posteriormente en el mismo mortero se agregaron 5 ml de metanol absoluto y el
homogenizando fue transferida a viales con una pipeta Pasteur. A partir de las
suspensiones de melanina se realizaron las determinaciones. Las determinaciones se
realizaron utilizando 900 uL de una solucién metandlica de DPPH 0.13 mM a la cual se le
agregaron 150 uL de la suspension metandlica de melanina, luego la mezcla de reaccién
se coloc6 a agitacion en vortex durante 15 min y transcurrido el tiempo se centrifugo (Clay
Adams, modelo micro 2000) a 14,000 r.p.m. durante 5 min. Posteriormente, se procedi6 a
realizar la lectura del sobrenadante en el espectrofotometro de luz UV-visible a 515 nm
contra un blanco, el blanco consistia Unicamente de metanol absoluto. Lo anterior se
realizo en tubos de microcentrifuga color ambar debido a la necesidad de que la reaccion

se debia llevar a cabo en la oscuridad. La capacidad antioxidante fue expresada en
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micromoles equivalentes de Trolox procedentes de melanina por gramo de muestra en
base seca y micromoles equivalentes de Trolox por miligramo de melanina (umol ET
procedentes de melanina/g muestra base seca y umol ET/mg de melanina), lo anterior fue
calculado en base a una curva de calibracién de Trolox disuelto en metanol absoluto.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

De la misma forma en que se midi6 la capacidad antioxidante de la melanina, fue medida
la capacidad antioxidante en los residuos de la extraccion de melanina debido a su
insolubilidad. Sin embargo, los residuos fueron preparados para su analisis de manera
distinta a la melanina ya que se encontraban disueltos en solventes diferentes. Al igual
que para la cuantificacion de compuestos fendlicos, fue medido el volumen total del
residuo con el fin de tener los datos suficientes para los calculos posteriores. Luego se
tomo una alicuota de volumen conocido con la cual se trabajaria. A cada alicuota se le
neutralizé el pH (Denver Instrument modelo UP-25, Hanna Instruments modelo HI 8314)
llevandolo a 7 con HClI o KOH segun correspondiera, esto se realiz6 con todos los
residuos a excepcion del cloroformo, el cual se coloc6 en una campana extractora para
que el solvente se evaporara y el residuo quedara seco. Una vez que los residuos tenian
un pH de 7, se procedi6 a rotoevaporar a sequedad. Ya secos, los residuos fueron
resuspendidos en metanol absoluto; éstos fueron resuspendidos a los volimenes de las
alicuotas tomadas o mas, si existia la necesidad de aplicar mas metanol. En el caso del
cloroformo, una vez seco el residuo, se agregé también metanol absoluto para
resuspenderlo. A partir de estas suspensiones preparadas con metanol absoluto se
procedié a realizar la medicibn de capacidad antioxidante. Las determinaciones se
realizaron en tubos de microcentrifuga color ambar debido a la necesidad de que la
reaccion se debia llevar a cabo en la oscuridad. La capacidad antioxidante fue expresada
en micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (umol ET/g
muestra base seca) y fue calculada en base a una curva de calibracion de Trolox disuelto

en metanol absoluto. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
7.5. 2. Determinacion de la Capacidad Antioxidante in vitro por el Método ORAC
7.5. 2. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

El método empleado fue descrito por Ou y col. (2001). Se preparé una solucion

amortiguadora de fosfatos, la cual se utilizé para preparar todos los reactivos y las
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diluciones necesarias. La solucion amortiguadora de fosfatos se preparé mezclando 71
mL de fosfato de sodio monobésico 0.2 M y 304 mL de fosfato de sodio dibasico 0.2 M,
esta solucion se llevé a 900 mL con agua destilada y se ajusto el pH a 7.4 con solucion de
NaOH o HCI diluida cuidando de no rebasar el volumen de 1 L, posteriormente se afor6 a
1 L. La solucién se almacend en botella &mbar a 4°C. Se prepard una solucion madre de
fluoresceina 0.5315 mM (5 mg en 25 mL), tal solucion se almacena en refrigeracion hasta
por 1 mes. De esta solucion se prepara la solucién de trabajo 8.185 x 10° mM (7.7 pL de

la solucion madre aforado a 50 mL).

Se tomaron 1.5 mL de la solucién de trabajo de fluoresceina y se colocaron en una celda
espectrofotométrica. En la misma celda se agregé 0.75 mL del estandar de Trolox
(disuelto en la solucion amortiguadora de fosfatos), o muestra (diluida en solucion
amortiguadora con el objetivo de que el poder antioxidante decaiga en el lapso de tiempo
menor que el estandar de Trolox 40 uM y mayor que el de 10 uM) y se colocé a bafio
maria (PolyScience) a 37°C por 5 min. Después de este tiempo se agregd 0.75 mL de
solucién de AAPH [2,2’-azobis (2-amidinopropano)-HCI] (0.415 g aforado a 10 mL), y se
mantuvo en agitacion. Inmediatamente se tomé la primera lectura en el
espectrofluorometro (Perkin Elmer, modelo LS 50B) a una Aecitacisn=493 NM Y Aemisisn=515
nm. Se contindo leyendo la celda cada minuto hasta que el valor de la intensidad
correspondié a un 10% del valor inicial. En este procedimiento se corrié un blanco de
solucion amortiguadora junto con la muestra y un blanco de solvente (el cual se prepara
con la misma dilucién a la que se encuentra diluida la muestra), el valor del blanco de
solvente es restado del valor obtenido por la muestra con el fin de eliminar el efecto del
solvente en la reaccién. Los valores se reportaron como micromoles equivalentes de
Trolox por gramo de muestra en base seca (umol ET/g muestra base seca) mediante una
curva estandar usando el area neta bajo la curva (ANBC) de cuatro concentraciones de

Trolox (10, 20, 30 y 40 uM). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.
Para el célculo del valor ORAC se utilizaron las siguientes formulas:

ANBC = (ABC muestra — ABC blanco)

ABC = area bajo la curva = 0.5 + f/fg + foffg +...... + fi/fy

Donde:
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fo = la fluorescencia inicial leida al tiempo 0
f, = la fluorescencia leida al tiempo i
7.5. 2. 2. Extractos de compuestos fenodlicos insolubles

También fue determinada la capacidad antioxidante de la melanina extraida de
huitlacoche asi como de la melanina sintética por este método. Sin embargo, el
procedimiento sufrié algunas modificaciones debido a la insolubilidad de la melanina. Para
las determinaciones se utiliz6 una suspension de melanina usando la solucion
amortiguadora de fosfatos como medio liquido. Las suspensiones fueron preparadas
pesando 2 mg de melanina (sintética, extraccion 1 y extraccién 2) la cual fue molida en
mortero, posteriormente en el mismo mortero se agregaron 5 mL de la solucion
amortiguadora de fosfatos y homogenizando con una pipeta Pasteur fue transferida a
viales. Una vez que se prepararon las suspensiones de melanina se realizaron las
determinaciones siguiendo el mismo método usado para los demas extractos, con la
diferencia de que no se corrié junto con la muestra un blanco de solvente, lo anterior
debido a que el medio liquido de la suspensién era la solucion amortiguadora de fosfatos,
misma con la que se preparan todos los reactivos y por lo tanto no existia un efecto dado
por algun solvente. Los valores se reportaron como micromoles equivalentes de Trolox
procedentes de melanina por gramo de muestra en base seca y micromoles equivalentes
de Trolox por miligramo de melanina (umol ET procedentes de melanina/g muestra base
seca y umol ET/mg de melanina) mediante una curva estandar usando el area neta bajo
la curva (ANBC) de cuatro concentraciones de Trolox (10, 20, 30 y 40 uM). Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
7. 5. 3. Medicion de la Capacidad de los Extractos de Inducir Motilidad Intestinal
7. 5. 3. 1. Extractos de compuestos fenélicos solubles

Para medir la capacidad de los extractos de inducir motilidad intestinal se monté una
técnica utilizando intestino de rata, la cual se basé en la técnica In vitro utilizada por
Borrelli y col. (2006). La técnica, a grosso modo, consisti6 en obtener segmentos (2-3
cm) de la porcion inicial del intestino delgado de rata (Wistar macho), purgar su contenido
y colocarlos en solucién Ringer (NaCl 118.5 mM, KCI 4.5 mM, NaHCO; 25 mM, Dextrosa
10 mM, KH,PO,4 1.1 mM, MgS0O, 1.1 mM, CaCl, 25 mM). El érgano aislado se mont6 de
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tal forma que se pudieran registrar las contracciones del eje longitudinal en un bafio de
organos lleno con solucién Ringer aireada y tibia (37°C); el tejido se conectdé a un
transductor isoténico conectado a un sistema de fisibgrafo (Biopac Systems modelo
MP150; software AcgKnowledge 3.8.2). En el principio de cada experimento, se calibro el
equipo y la porcién de intestino se colocé en el bafio de érganos ajustandose a una
tension basal (= 2 gramos fuerza). Después de un minimo de 10 min de periodo de
equilibrio y sin un cambio en el comportamiento del tejido (tensién y peristaltismo), éste
fue sujeto de estimulacion por los diferentes extractos. Para la estimulacion se agregaron
al bafio de tejidos 500 pL de los extractos a diferentes concentraciones (0.5, 5 y 50
mg/mL) .El efecto de cada concentracion (de la mas pequefia a la mas grande) fue
seguida por un minimo de 10 min antes de estimular con la siguiente concentracion.
Después de que fueron probadas las tres concentraciones de un mismo extracto, el tejido
se desmontd y fue montado un nuevo tejido para probar el siguiente extracto. También fue
probado un control de acetilcolina a una concentracién en el bafio de 6rganos de 1 x 10°®
M. Los valores de tensién media de la contraccion fueron reportados en gramos fuerza
(of) y se realizaron cuatro series experimentales para cada extracto (etandlico,
metandlico, acuoso frio y acuoso caliente) obtenido de ambos hongos y el control. En el
caso de los extractos etandlicos y metandlicos de ambos hongos, fue necesario evaporar
el solvente y redisolver el extracto en agua destilada, ya que de otra manera el solvente

tenia un efecto que enmascaraba el efecto del extracto.
7.5. 3. 2. Extractos de compuestos fenélicos insolubles

Para probar el efecto de la melanina se siguié la misma metodologia usada para los
demas extractos; sin embargo ésta se utilizdé en suspension, teniendo como medio liquido

agua destilada. Las concentraciones utilizadas fueron de 0.4, 0.04 y 0.004 mg/mL.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidén de las Muestras de Huitlacoche (Ustilago maydis) y Setas (Pleurotus

ostreatus) Comestibles

Fueron obtenidas las muestras tanto de huitlacoche como de setas comestibles. Las

muestras de huitlacoche fueron de origen comercial y las de setas comestibles mediante

cultivo en residuos lignocelulésicos (rastrojo de maiz).

K il a4
Figura 2. En la ilustracién se muestra el proceso con el que se obtuvieron los cuerpos fructiferos
del hongo P. ostreatus, lo anterior se logr6 mediante un protocolo de cultivo en residuos
lignoceluldcicos. 1) Cultivo de P. ostreatus en PDA (papa-dextrosa-agar); a partir de estos cultivos
se inoculd el trigo esterilizado. 2) Trigo inoculado con el cultivo de P. ostreatus; después del
periodo de incubacion el trigo se encontraba totalmente invadido por el micelio del hongo. 3)
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Mezcla del rastrojo de maiz pasteurizado con el trigo invadido por el micelio de P. ostreatus. 4)
Paquetes con la mezcla de rastrojo y trigo invadido por el micelio del hongo; los residuos
linocelulécicos (rastrojo) sirvieron como un segundo sustrato para el desarrollo y fructificacion del
hongo. 5) Crecimiento del micelio del hongo en los paquetes de mezcla de rastrojo y trigo invadido;
las condiciones de incubacion fueron de oscuridad parcial, temperatura templada y una buena
ventilacion. 7) Primordios que después dieron origen a los cuerpos fructiferos del hongo; para
inducir la fructificaciobn se mantuvieron las mismas condiciones de incubaciéon afiadiendo una alta
humedad. 8) Cuerpos fructiferos maduros; en estas condiciones se cosecharon los cuerpos
fructiferos utilizados para los analisis posteriores.

Figura 3. En la fotografia se muestran los cuerpos fructiferos ya cosechados, posteriormente
fueron almacenados en refrigeracion y transportados al laboratorio para el procesamiento de la
muestra.

8. 2. Preparacion de las Muestras para Analisis Posteriores

Las muestras de ambos hongos fueron llevadas al laboratorio y limpiadas de materiales
extrafios, posteriormente almacenadas bajo congelacion (-70°C) para ser liofilizadas. La
liofilizaciéon se llevd a cabo en dos liofilizadoras, una de ellas se localiza en el Laboratorio
de Instrumentacién en el edificio 202 de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes
(Labconco modelo Freezone 4.5) y la otra se encuentra en el Laboratorio de Microbiologia
en el edificio 20 de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (Virtis modelo 620L 3150
0C).

Las muestras ya secas fueron trituradas hasta obtener un polvo uniforme. Los polvos
liofilizados de cada hongo fueron mezclados para obtener un pool de muestra de cada

hongo. En total se obtuvieron 120 g de polvo liofilizado por pool de muestra, los cuales
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fueron almacenados herméticamente y bajo congelacion (-20°C) hasta los andlisis

posteriores.

Figura 4. En la ilustracion se muestran las dos liofilizadoras utilizadas para la deshidratacion de las
muestras. Del lado izquierdo se muestra la liofilizadora Labconco modelo Freezone 4.5, localizada
en el Laboratorio de Instrumentacién de la Universidad Auténoma de Aguascalientes. Del lado
derecho se muestra la liofilizadora Virtis modelo 620L 3150 OC localizada en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

Figura 5. En la ilustracion se pueden observar las muestras de ambos hongos liofilizados y
triturados en el molino de café y especias. Del lado izquierdo huitlacoche y del lado derecho P.
ostreatus.

Se determiné el porcentaje de humedad de los pool de muestra de ambos hongos, los

datos se muestran a continuacion:

Tabla 5. Porcentaje de Humedad en Huitlacoche Liofilizado

Repeticion Peso de la Muestra seca a Cantidad de Porcentaje de
muestra (gramos) peso constante humedad humedad (%)
(gramos) (gramos)
1 1.0085 0.9134 0.0951 9.4
2 1.0009 0.9073 0.0936 9.4
3 1.0003 0.9094 0.0909 9.1
Promedio 9.3
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Tabla 6. Porcentaje de Humedad en P. ostreatus Liofilizado
Repeticion Peso de la Muestra seca a Cantidad de Porcentaje de
muestra (gramos) peso constante humedad humedad (%)
(gramos) (gramos)

1 1.0011 0.9051 0.096 9.6

2 1.0014 0.908 0.0934 9.3

3 1.0008 0.9053 0.0955 9.5

Promedio 9.5

El porcentaje de humedad del pool de muestra de huitlacoche y P. ostreatus liofilizado fue
del 9.3% y 9.5% respectivamente. Con los datos anteriores se haran los calculos

necesarios para la expresion de los resultados en base seca.

8. 3. Obtencion de los Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles e Insolubles.
8. 3. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

Se obtuvieron los extractos con los 4 diferentes agentes de extraccion: etanol al 95%,
metanol al 95%, agua fria y agua caliente. Cada uno de los extractos se liofilizé y se llevo
a una concentracién de 50 mg/mL. En las ilustraciones siguientes (Figuras 6, 7 y 8) se

esquematiza el proceso por el que se obtuvo cada uno de los extractos.

Figura 6. En la ilustracién se resume el proceso de extraccion por el que se obtuvieron los
extractos etandlicos, metandlicos y acuosos frios de ambos hongos. 1) Polvo de huitlacoche
(arriba) y P. ostreatus (abajo) liofilizados; a partir de este material se prepararon los diferentes
extractos. 2 y 3) Extraccion; se realiz6 mediante la agitacion de la mezcla preparada con la
muestra y el agente de extraccion durante 24 h continuas, #2 huitlacoche y #3 P. ostreatus. 4)
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Separacion de la muestra y extracto mediante centrifugacion. 5) Filtracion del extracto; este
proceso se realiz6 con el fin de eliminar los restos de muestra que pudiera contener el extracto. 6)
Rotovaporacion de los extractos; este proceso se realizé Unicamente en los extractos etandlicos y
metandlicos para eliminar el alcohol, en el extracto acuoso frio se liofilizo directamente. 7)
Liofilizacion de los extractos; en el caso de los extractos etandlicos y metandlicos después de ser
rotovaporados estos fueron resuspendidos en agua y posteriormente liofilizados. Es necesario
mencionar que cada muestra se extrajo en 3 ocasiones y se unieron los 3 extractos para el
proceso de rotovaporacion y liofilizacion.

Figura 7. En la ilustracién se resume el proceso de extraccion por el que se obtuvieron los
extractos acuosos calientes de ambos hongos. 1) Polvo de huitlacoche (arriba) y P. ostreatus
(abajo) liofilizados; a partir de este material se prepararon los diferentes extractos. 2 y 3)
Extraccion; se realizd6 mediante la agitacion de la muestra en agua en ebullicion durante 10 min, #2
huitlacoche y #3 P. ostreatus. 4) Separacion de la muestra y extracto mediante centrifugacion. 5)
Filtracion del extracto; este proceso se realizd con el fin de eliminar los restos de muestra que
pudiera contener el extracto. 6) Liofilizacion de los extractos. Es necesario mencionar que cada
muestra se extrajo en 3 ocasiones y se unieron los 3 extractos para el proceso de liofilizacion.

Figura 8. En la fotografia se muestran algunos de los extractos obtenidos. Después de haber sido
liofilizados los extractos fueron redisueltos a una concentracion de 50 mg/mL con su
correspondiente agente de extraccion. Posteriormente se almacenaron en envases color ambar
para protegerlos de la luz y en congelacion. A partir de estos extractos se realizaron los analisis
correspondientes.
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En la tabla y gréfica siguientes se muestra el rendimiento de cada una de las extracciones
en ambos hongos. Los resultados se muestran en gramos de extracto por 10 gramo de
muestra base seca (gr de extracto/gr de muestra base seca) y porcentaje de extraccion:

Tabla 7. Rendimiento de Extraccién en Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles de Huitlacoche y
P. ostreatus

Hongo Extracto Rendimiento (gr de Extraccion %
extracto/ 10 gr muestra
base seca)

Huitlacoche Etandlico 1.345 + 0.047 13.45f
Metanélico 1.754 £ 0.131 17.54 e

Acuoso Frio 2.946 + 0.069 29.46 c

Acuoso Caliente 2.953 +0.130 29.53 ¢

P. ostreatus Etandlico 1.174 + 0.091 11.74 f
Metandélico 2.05 £ 0.038 20.5d

Acuoso Frio 5.618 + 0.100 56.18 a

Acuoso Caliente 3.637 £ 0.316 36.37b

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 5.30%.

Rendimiento de Extraccidn en Extractos de
Compuestos Fendlicos Solubles de
Huitlacoche y P. ostreatus

70
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Figura 9. En la gréfica se muestran los rendimientos de extraccion en los extractos de compuestos
fendlicos solubles de huitlacoche y P. ostreatus. Se muestran los promedios de tres repeticiones +
desviacién estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones *+ desviacién estandar.
Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls,
a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 5.30%.

8. 3. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

Siguiendo la metodologia propuesta por Harki y col. (1997) se logré extraer lo que ellos

reportan como melanina; lo anterior mediante un proceso de digestion alcalina (bajo
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atmosfera de nitrdgeno) y purificacion de la misma mediante hidrdlisis acida y lavados con
cloroformo. Esto solo se realizé en huitlacoche, en el cual es evidente la presencia de
melanina. La extraccion se llevé a cabo por duplicado.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los productos obtenidos concuerdan con las
caracteristicas de la melanina, como son la insolubilidad, el color negro-marrén y la

resistencia a los tratamientos quimicos agresivos como acidos y alcalis concentrados.

En las ilustraciones siguientes (Figuras 10, 11, 12 y 13) se esquematiza el proceso por el

que se obtuvo la melanina.

Figura 10. En la ilustracién se muestra el proceso de digestion alcalina. 1) Polvo de huitlacoche
liofilizado; a partir de este material se comenzé la extraccion. 2) Reflujo de la muestra con KOH,;
este procedimiento se llevé a cabo durante 5 h bajo atmdsfera de nitrégeno. 3) Separacion del
producto del reflujo mediante centrifugacion, del lado izquierdo se encuentra el precipitado
(sobrante de la muestra) y del lado derecho el sobrenadante; el sobrenadante es la fraccién con la
gue se siguio trabajando. 4) Acidificacion del sobrenadante a pH 2; este paso se realizd para
precipitar la “melanina cruda” la cual fue separada mediante centrifugacion. En esta parte del
proceso se obtuvo el primer residuo de la extraccion de melanina, que fue el sobrenadante de la
precipitacion de la “melanina cruda”. 5) Lavado de la “melanina cruda” con agua destilada; el agua
obtenida de los lavados fue colectada y de esta forma se obtuvo el segundo residuo de la
extraccion de la melanina cruda. 6 y 7) Transferencia de la “melanina cruda” a tubos de
microcentrifuga; se preparo una suspension de la” melanina cruda” con agua destilada y fue
transferida a tubos de microcentrifuga (6), posteriormente se centrifugo para obtener el pellet de
“melanina cruda” (7). El agua del sobrenadante se junto con el agua de los lavados. 8) Secado de
los pellets de “melanina cruda” en desecador; este proceso se realizd bajo atmdsfera de nitrégeno.
Es necesario mencionar que al sobrante de la muestra obtenido del reflujo se le aplico todo el
procedimiento en otras dos ocasiones, obteniéndose méas “melanina cruda”. Toda la melanina
obtenida se junto en un solo pool de “melanina cruda” a partir del cual se continuaron los siguientes
procesos. Lo mismo se realizd con los residuos de la extraccion de melanina.
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Figura 11. En la ilustracion se resume el proceso de hidrolisis 4cida de la “melanina cruda’. Este
fue realizado con la finalidad de eliminar algunas moléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas
asociadas con la “melanina cruda”. 1) Hidrolisis de la “melanina cruda”; este proceso se realiz6 con
HCI 7 M en ebullicidon durante 2 h. 2) “Melanina no hidrolizable”; una vez terminado el proceso de
hidrolisis la melanina que resiste es llamada “melanina no hidrolizable”, esta fue separada del acido
por centrifugacion y lavada con HCI 0.01 M y agua destilada. Tanto el HCI 7 M de la hidrolisis como
el HCI 0.01 M y agua destilada de los lavados fueron considerados como el tercero, cuarto y quinto
residuo de la extraccion de melanina. 3) “Melanina no hidrolizable” seca; el secado de la “melanina
no hidrolizable” se llevo a cabo en desecador bajo atmésfera de nitrégeno.

Figura 12. En la ilustracion se resume el proceso de lavado con cloroformo de la “melanina no
hidrolizable”. 1) Solucion alcalina de “melanina no hidrolizable”. 2) Mezcla de cloroformo y solucién
alcalina de “melanina no hidrolizable”, se puede observar la separacion de ambos elementos en 2
fases. 3) Agitacion de la mezcla; este proceso se realiz6 bajo atmdsfera de nitrogeno. 4)
Centrifugacion de la mezcla. 5) Separacién de la fase de cloroformo; después de separar la fase de
cloroformo el proceso fue repetido en 2 ocasiones mas a la solucién alcalina de melanina. El
cloroformo separado de los 3 lavados se considero como el sexto residuo de la extraccion de
melanina. 6) Precipitacion de la melanina por acidificacion a pH 2; se realizé con HCl y la melanina
fue separada por centrifugacion. El sobrenadante (HCI) fue considerado como el séptimo residuo
de la extraccion de melanina. 7) Lavado de la melanina con agua destilada. El agua de los lavados
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fue considerado como el octavo residuo de la extraccion de melanina. 8) Secado de la “melanina
pura” en desecador; este proceso se llevo a cabo bajo atmdsfera de nitrégeno.

Figura 13. En la fotografia se muestra la melanina pura después de haber sido lavada con agua
destilada.

El balance de la extracciéon de melanina se muestra a continuacion:

Tabla 8. Balance de la Extraccién de Melanina

Extraccion 1 2
Peso de la muestra (9) 5.0018 5.0007
Peso seco de la muestra (g) 4.5366 4.5356
Melanina cruda (mg) 311.1 328.9
Melanina no hidrolizable (mg) 90.2 87.1
Melanina Pura (mg) 55.4 47.8
Melanina extraida por g de muestra en base seca 12.211 10.538
(mg/g)
Rendimiento de extraccion (%) 1.22 1.05

8. 4. Cuantificacion de los Compuestos Fendlicos Totales
8. 4. 1. Extractos de Compuestos Fenolicos Solubles

Se determind cuantitatvamente el contenido de compuestos fendlicos en los extractos de
compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus (extracto etandlico,
metandlico, acuoso frio y caliente). Los resultados fueron expresados en mg equivalentes
de &cido galico extraidos por gramo de muestra en base seca (mg EAG/ g muestra base

seca). Estos se muestran a continuacion:
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Tabla 9. Fenoles Solubles Totales en Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles de Huitlacoche y
P. ostreatus

Hongo Extracto mg EAG/g muestra base seca

Huitlacoche Etandlico 38+0.1d
Metanélico 42+0.11d

Acuoso Frio 6.8+£0.20 b

Acuoso Caliente 42+0.36d
P. ostreatus Etandlico 23+0.1f°

Metanélico 2.6 +0.23 ef

Acuoso Frio 7.9+0.37a

Acuoso Caliente 44+0.2cd

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 5.19%.

A continuacion se muestran los resultados representados en gréfica de barras:

Fenoles Solubles Totales en Extractos de
Compuestos Fendlicos Solubles de Huitlacoche
y P. ostreatus
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Figura 14. En la grafica se muestran los resultados de fenoles solubles totales en los extractos de
compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y P. ostreatus. Se muestran los promedios de tres
repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones +
desviacién estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Student-
Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 5.19%.

8. 4. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

Se determiné cuantitativamente el contenido de compuestos fendlicos en los extractos de
compuestos fendlicos insolubles de huitlacoche (melanina y residuos de la extraccién de
melanina). Para la determinacion fue necesario prepara soluciones alcalinas (KOH 2 M)

tanto de la melanina como de los residuos. En el caso de la melanina, no fue posible
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disolver toda la cantidad de muestra destinada para preparar la solucién, por lo tanto la
melanina que no se disolvio fue lavada y secada en desecador. Una vez seca ésta fue
pesada y por diferencia se obtuvo la concentracion de las soluciones alcalinas de

melanina. El balance se muestra a continuacion:

Tabla 10. Balance de la Preparacion de las Soluciones Alcalinas de Melanina

Procedencia de la Sintética Extraccion 1 Extraccién 2
melanina
Peso de la muestra (9) * 5.0018 5.0007
Peso seco de la i 4.5366 4.5356

muestra (g)

Cantidad de melanina 2 55.4 47.8
extraida (mg)

Melanina extraida por g * 12.211 10.538
de muestra en base
seca (mg/g)

Cantidad de melanina 2 2 2
extraida usada para
preparar la solucion

(mg)

N

Melanina disuelta (mg) 15 1.9

Melanina soluble por 1 0.75 0.95
miligramo de melanina
extraida (mg/mg)

Melanina soluble por g 4 9.158 10.011
de muestra base seca

(mg/g)

* El dato no existe ya que se trata de un estandar.

Debido a los problemas con la solubilidad de la melanina, los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de acido gdlico por miligramo de melanina soluble,
miligramos equivalentes de &cido galico por miligramo de melanina extraida y miligramos
equivalentes de &cido gélico procedentes de melanina por gramo de muestra en base
seca (mg EAG/mg de melanina soluble, mg EAG/mg de melanina extraida y mg EAG

procedentes de melanina/g muestra base seca). Estos se muestran a continuacion:

~ 63 ~



Tabla 11. Fenoles Totales en Melanina

Muestra mg EAG/mg de mg EAG/mg de mg EAG procedentes
melanina soluble melanina extraida de melanina/g muestra
base seca
Melanina sintética 0.9+0.039 a * *
Melanina extraccion 1 1.0+0.010a 0.74 +£0.007 b 9.1 +0.096 a
Melanina extraccion 2 1.0+ 0.077 a 0.92+0.073 a 9.7+0.778 a

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacién estandar. Letras

diferentes son estadisticamente diferentes.

Prueba Tukey, a=0.05.

Coeficiente
variabilidad, 5.31%.

de

Prueba T-pareada,
0a=0.05. Valor P=0.044.
*El dato no existe ya que
se trata de un estandar.

Prueba T-pareada,
a=0.05. Valor P=0.260.
*El dato no existe ya que
se trata de un estandar.

A continuacion se muestran los resultados representados en gréfica de barras:

Fenoles Totales en Melanina Soluble
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Figura 15. En la grafica se muestran los resultados de fenoles totales en melanina soluble. Se
muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la
media de tres repeticiones * desviacion estdndar. Barras con letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Tukey, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 5.31%.
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Fenoles Totales en la Melanina Extraida
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Figura 16. En la grafica se muestran los resultados de fenoles totales en la melanina extraida. Se
muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la
media de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son estadisticamente diferentes
(Prueba T-pareada, a=0.05). Valor P=0.044.
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Figura 17. En la gréfica se muestran los resultados de fenoles totales procedentes de melanina en
la muestra. Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacién estandar. Cada barra
representa la media de tres repeticiones + desviacién estdndar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba T-pareada, a=0.05). Valor P=0.260.

Los resultados de compuestos fendlicos totales en los residuos de la extraccion de
melanina se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de
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muestra en base seca (mg EAG/g muestra base seca). Estos se muestran en la tabla y
grafica siguientes:

Tabla 12. Fenoles Totales en Residuos de la Extraccién de Melanina
Extraccion Etapade la Residuo mg EAG/g muestra
extraccion base seca
Extraccién Digestion Sobrenadante obtenido de la precipitacion de la
1 alcalina “melanina cruda” 29.7+137a
Agua de los lavados de la “melanina cruda” 17.3+0.94b
Hidrolisis HCI 7 M utilizado en la hidrodlisis acida de la “melanina
acida cruda” 1.0+£00hg
HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.3+0.0h
Agua utilizada en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.5+0.05h
Lavados Cloroformo obtenido de los lavados 0.1+0.0h
con Sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la
cloroformo melanina de la solucién alcalina de melanina 0.3+0.0h
Agua de los lavados de la melanina 44+01d
Extraccion Digestion Sobrenadante obtenido de la precipitacion de la
2 alcalina “melanina cruda” 30.1+£0.66 a
Agua de los lavados de la “melanina cruda” 14.7+£0.20 c
Hidrolisis HCI 7 M utilizado en la hidrdlisis acida de la “melanina
acida cruda” 1.7+£0.05fg
HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.3+0.05h
Agua utilizada en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.4+0.0h
Lavados Cloroformo obtenido de los lavados 0.1£00h
con Sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la
cloroformo melanina de la solucion alcalina de melanina 0.2+0.0h
Agua de los lavados de la melanina 29+0.1e

Se muestran los promedios de tres repeticiones * desviacion estandar. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, 0=0.05). Coeficiente de variabilidad, 7.00%.
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Figura 18. En la grafica se muestran los resultados de fenoles totales en los residuos de la
extraccion de melanina. 1) Sobrenadante obtenido de la precipitacion de la “melanina cruda”; 2)
agua de los lavados de la “melanina cruda”; 3) HCI 7 M utilizado en la hidrdlisis acida de la
“melanina cruda”; 4) HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no hidrolizable”; 5) agua
utilizada en los lavados de la “melanina no hidrolizable”; 6) cloroformo obtenido de los lavados; 7)
sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la melanina de la solucion alcalina de melanina; 8)
agua de los lavados de la melanina. Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion
estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Barras con
letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05).
Coeficiente de variabilidad, 7.00%.

8. 5. Evaluacién de las Propiedades Nutracéuticas de los Extractos de Compuestos
Fendlicos Solubles e Insolubles

8. 5. 1. Medicion de la Capacidad Antioxidante Mediante la Reduccién de Radicales
Libres (TEAC-DPPH)

8. 5. 1. 1. Extractos de compuestos fenélicos solubles

Se determiné la capacidad antioxidante en los extractos de compuestos fendlicos solubles
de huitlacoche y Pleurotus ostreatus (extracto etandlico, metandlico, acuoso frio y
caliente), lo anterior mediante la reduccion de radicales libres por el método del DPPH.
Los resultados fueron expresados en micromoles equivalentes de Trolox extraidos por
gramo de muestra en base seca (umol ET/g muestra base seca). Estos se muestran a

continuacion:
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Tabla 13. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox en Extractos de Compuestos Fendélicos
Solubles de Huitlacoche y P. ostreatus

Hongo Extracto umol ET/g muestra base seca
Huitlacoche Etandlico 0.5+0.05fg
Metanélico 3.3+0.25¢
Acuoso Frio 7.1+0.40a
Acuoso Caliente 3.9+0.05b
P. ostreatus Etandlico 0.4+0.059g
Metanélico 1.0+0.0e
Acuoso Frio 21+0.1d
Acuoso Caliente 09+0.1e

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 7.48%.

A continuacion se muestran los resultados representados en gréfica de barras:

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox
en Extractos de Compuestos Fendlicos
Solubles de Huitlacoche y P. ostreatus

C
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fo o € . e
_:gﬁ_ - - B Pleurotus

Etandlico Metandlico Acuoso Frio  Acuoso
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Figura 19. En la grafica se muestran los resultados de capacidad antioxidante en los extractos de
compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y P. ostreatus. Se muestran los promedios de tres
repeticiones + desviacién estdndar. Cada barra representa la media de tres repeticiones +*
desviacién estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Student-
Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 7.48%.

8. 5. 1. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

Se determiné la capacidad antioxidante en los extractos de compuestos fendlicos
insolubles de huitlacoche (melanina y residuos de la extraccion de melanina) mediante el
método del DPPH. Debido a la insolubilidad de los extractos se prepararon suspensiones
metandlicas tanto de la melanina como de los residuos a partir de las cuales se realizaron

las determinaciones.
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Los resultados en melanina se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por

miligramo de melanina y micromoles equivalentes de Trolox procedentes de melanina por

gramo de muestra en base seca (umol ET/mg de melanina y umol ET procedentes de

melanina/g muestra base seca). Estos se muestran en la tabla y graficas siguientes:

Tabla 14. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox en Melanina

Muestra pmol ET/mg de melanina umol ET procedentes de
melanina/g muestra base seca
Melanina sintética 1.6 £0.05a *
Melanina extraccion 1 0.6+0.15¢c 7.3x185a
Melanina extraccion 2 0.8+0.05b 8.8+0.96 a

Se muestran los promedios de tres

repeticiones + desviacion estandar.

Letras diferentes son estadisticamente diferentes.

Prueba Tukey, a=0.05.
Coeficiente de variabilidad,
10.11%.

Prueba T-pareada, 0=0.05. Valor
P=0.172. *El dato no existe ya que
se trata de un estandar.

1.8

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox

en Melanina
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Figura 20. En la gréfica se muestran los resultados de capacidad antioxidante en melanina. Se

muestran los promedios de tres repeticiones *

media de tres repeticiones

+ desviacion estandar.

desviacion estandar. Cada barra representa la
Barras con

letras diferentes son

estadisticamente diferentes (Prueba Tukey, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 10.11%.
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Figura 21. En la gréfica se muestran los resultados de capacidad antioxidante procedente de
melanina en la muestra. Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacién estandar.
Cada barra representa la media de tres repeticiones * desviacion estandar. Barras con letras
diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba T-pareada, a=0.05). Valor P=0.172.

En cuanto a los residuos de la extraccion de melanina, los resultados de capacidad
antioxidante fueron expresados como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de

muestra en base seca (umol ET/g muestra base seca). Estos se muestran a continuacion:
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Tabla 15. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox en Residuos de la Extraccidon de Melanina

Extraccion Etapade la Residuo umol ET/g muestra
extraccion base seca
Extraccion Digestion Sobrenadante obtenido de la precipitacién de la
1 alcalina “melanina cruda” 15.7+0.88 a
Agua de los lavados de la “melanina cruda” 89+0.1b
Hidrdlisis HCI 7 M utilizado en la hidrdlisis acida de la “melanina
acida cruda” 05+0.15f
HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.2+00f
Agua utilizada en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.2+0.05f
Lavados Cloroformo obtenido de los lavados 0.008 + 0.001 f
con Sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la
cloroformo melanina de la solucién alcalina de melanina 0.2+0.0f
Agua de los lavados de la melanina 44+01c
Extraccion Digestion Sobrenadante obtenido de la precipitacion de la
2 alcalina “melanina cruda” 16.0+0.40 a
Agua de los lavados de la “melanina cruda” 85+155b
Hidrdlisis HCI 7 M utilizado en la hidrdélisis acida de la “melanina
acida cruda” 1.1£020ef
HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.3+0.05f
Agua utilizada en los lavados de la “melanina no
hidrolizable” 0.2+0.05f
Lavados Cloroformo obtenido de los lavados 0.01+0.0f
con Sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la
cloroformo melanina de la solucién alcalina de melanina 0.2+0.05f
Agua de los lavados de la melanina 1.6+0.23de

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 12.96%.

A continuacion se muestran los resultados representados en gréfica de barras:

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox en Residuos
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Figura 22. En la gréfica se muestran los resultados de capacidad antioxidante en los residuos de la
extraccion de melanina. 1) Sobrenadante obtenido de la precipitacién de la “melanina cruda”; 2)
agua de los lavados de la “melanina cruda”; 3) HCI 7 M utilizado en la hidrdlisis acida de la
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“melanina cruda”; 4) HCI 0.01 M utilizado en los lavados de la “melanina no hidrolizable”; 5) agua
utilizada en los lavados de la “melanina no hidrolizable”; 6) cloroformo obtenido de los lavados; 7)
sobrenadante (HCI 7 M) obtenido al precipitar la melanina de la solucion alcalina de melanina; 8)
agua de los lavados de la melanina. Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion
estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones * desviacién estandar. Barras con
letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05).
Coeficiente de variabilidad, 12.96%.

8. 5. 2. Determinacion de la Capacidad Antioxidante in vitro por el Método ORAC
8. 5. 2. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

Se determind la capacidad antioxidante mediante método ORAC (oxygen radical
absorbance capacity) en los extractos de compuestos fendlicos solubles obtenidos de
huitlacoche y Pleurotus ostreatus (extracto etandlico, metandlico, acuoso frio y caliente).
Los resultados fueron expresados en micromoles equivalentes de Trolox extraidos por
gramo de muestra en base seca (umol ET/g muestra base seca) y se muestran en la tabla

y gréfica siguientes:

Tabla 16. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox por Método ORAC en Extractos de
Compuestos Fendlicos Solubles de Huitlacoche y P. ostreatus

Hongo Extracto umol ET/g muestra base seca
Huitlacoche Etandlico 136.1 +21.00 a
Metanélico 75+6.71d e
Acuoso Frio 82.7+6.57cd
Acuoso Caliente 46.6 +3.11ef
P. ostreatus Etanolico 56.1+15.48d ef
Metanélico 38.4 +3.67 f
Acuoso Frio 109.4+£1.48b
Acuoso Caliente 41.1+1.13f

Se muestran los promedios de dos repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 13.62%.

~T72 ~




Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox en
Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles de
Huitlacoche y P. ostreatus (Método ORAC)
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Figura 23. En la grafica se muestran los resultados de capacidad antioxidante en extractos de

compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y P. ostreatus obtenidos por el método ORAC. Cada

barra representa la media de dos repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras diferentes

son estadisticamente diferentes (Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de

variabilidad, 13.62%.

8. 5. 2. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

Se determind la capacidad antioxidante mediante método ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) en los extractos de compuestos fendlicos insolubles (Unicamente
en la melanina extraida de huitlacoche y melanina sintética). Los resultados fueron
expresados como micromoles equivalentes de Trolox por miligramo de melanina, vy
micromoles equivalentes de Trolox procedentes de melanina por gramo de muestra en
base seca (umol ET/mg de melanina y umol ET procedentes de melanina/g muestra base

seca). Estos se muestran a continuacion:

Tabla 17. Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox por Método ORAC en Melanina

Muestra pmol ET/mg de melanina umol ET procedentes de

melanina/g muestra base seca
*

Melanina sintética 1.9+0.23 a
Melanina extracciéon 1 0.1 £0.009¢c 1.3+0.11b
Melanina extraccion 2 1.2+0.07b 13.1+0.77 a

Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras diferentes son estadisticamente diferentes.

Prueba Tukey, 0a=0.05. | Prueba T-pareada, a=0.05. Valor
Coeficiente de variabilidad, | P=0.001. *El dato no existe ya que
12.88%. se trata de un estandar.
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A continuacion se muestran los resultados representados en gréfica de barras:

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox
en Melanina (Método ORAC)
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Figura 24. En la grafica se muestran los resultados de capacidad antioxidante en melanina
obtenidos por el método ORAC. Se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion
estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Barras con
letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba Tukey, a=0.05). Coeficiente de
variabilidad, 12.88%.
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Figura 25. En la grafica se muestran los resultados de capacidad antioxidante procedente de
melanina en la muestra obtenidos por el método ORAC. Se muestran los promedios de tres
repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la media de tres repeticiones +*
desviacion estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba T-
pareada, a=0.05). Valor P=0.001.
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8. 5. 3. Medicién de la Capacidad de los Extractos de Inducir Motilidad Intestinal
8. 5. 3. 1. Extractos de compuestos fenélicos solubles

Se determinoé la capacidad de inducir motilidad intestinal en los extractos de compuestos
fendlicos solubles obtenidos de huitlacoche y Pleurotus ostreatus (extracto etandlico,
metandlico, acuoso frio y caliente). Los resultados de la tensién media de la contraccion
fueron expresados en gramos fuerza (gf). En las tablas y graficas siguientes se muestran
los efectos (aumento de la tension media de la contraccion) de cada extracto desde la
tension basal (sin estimulo por parte del extracto) hasta la concentracién de 50 mg/ml.

También se muestra el efecto del control de acetilcolina.

Extractos de compuestos fendlicos solubles obtenidos de huitlacoche:

Tabla 18. Tension Media de la Contraccion (gf) Bajo Estimulo de los Extractos de Compuestos
Fenolicos Solubles de Huitlacoche

Concentracion del | Extracto etandlico Extracto Extracto acuoso Extracto acuoso
extracto metanélico frio caliente
Sin extracto
(tensién basal) 2.044 +0.070 b 1.834 £0.493 a 2.091 +£0.295 a 2.096 +0.29 b
0.5 mg/mL 2.2+0.175b 1.928 £0.523 a 2.203+0.333 a 2.229+0.297 b
5.0 mg/mL 2.307 +£0.357 b 2.057 £0.596 a 2.303+0.355 a 2.242 +0.185 b
50 mg/mL 2.92+0.387 a 2.785+0.819 a 2.837 +0.538 a 2.896 +0.22 a

Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Letras
diferentes son estadisticamente diferentes. Prueba Tukey, a=0.05.

Coeficiente de | Coeficiente de | Coeficiente de | Coeficiente de
variabilidad, variabilidad, variabilidad, variabilidad,
11.83%. 28.90%. 16.63%. 10.68%.

A continuacién se muestran los resultados representados en graficas de barras:
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Figura 26. En las graficas se muestran los efectos de los extractos de compuestos fendlicos
solubles obtenidos de huitlacoche sobre la movilidad del intestino de rata (tensién media de la
contraccion). Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacién estandar. Cada barra
representa la media de cuatro repeticiones + desviacién estandar. Barras con letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Tukey, a=0.05). Coeficientes de variabilidad: extracto
etandlico, 11.83%; extracto metandlico, 28.90%; extracto acuoso frio, 16.63%; extracto acuoso
caliente, 10.68%.

Extractos de compuestos fendlicos solubles obtenidos de Pleurotus ostreatus:

Tabla 19. Tension Media de la Contraccion (gf) Bajo Estimulo de los Extractos de Compuestos
Fenodlicos Solubles de P. ostreatus

Concentracién del | Extracto etandlico Extracto Extracto acuoso Extracto acuoso
extracto metandlico frio caliente
Sin extracto
(tension basal) 2.121 +£0.095 a 1.958 £ 0.099 b 2.003+0.125b 2.122 £0.259 b
0.5 mg/mL 2.236 £0.111 a 2.075+0.14ab 2.154+£0.169 b 2.3%+0.21b
5.0 mg/mL 2.353+0.233 a 2.058 £+0.155ab 2.241 £0.198 b 2.472+0.257b
50 mg/mL 2.651 +0.487 a 2.307+0.185 a 3.069+0.34 a 3.328+0.445 a

Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Letras
diferentes son estadisticamente diferentes. Prueba Tukey, a=0.05.

Coeficiente de | Coeficiente de | Coeficiente de | Coeficiente de
variabilidad, variabilidad, 7.08%. | variabilidad, 9.43%. | variabilidad,
11.96%. 12.00%.
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A continuacion se muestran los resultados representados en gréficas de barras:
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Figura 27. En las graficas se muestran los efectos de los extractos de compuestos fendlicos
solubles obtenidos de P. ostreatus sobre la movilidad del intestino de rata (tensién media de la
contraccién). Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Cada barra
representa la media de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba Tukey, a=0.05). Coeficientes de variabilidad: extracto
etandlico, 11.96%; extracto metandlico, 7.08%; extracto acuoso frio, 9.43%; extracto acuoso
caliente, 12.00%.

Control de acetilcolina;

Tabla 20. Tension Media de la Contraccién (gf) Bajo Estimulo del Control de Acetilcolina
Tension basal 2.083 +0.088 b
Tensi6n con estimulo de Acetilcolina 1 x 10° M
(dentro del bafio de 6rganos) 3.54 +0.461 a

Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Prueba T-pareada, a=0.05). Valor P=0.006.

A continuacion se muestran los resultados representados en gréafica de barras:
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Figura 28. En la grafica se muestra el efecto del control de acetilcolina sobre la movilidad del
intestino de rata (tensibn media de la contraccién). Se muestran los promedios de cuatro
repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la media de cuatro repeticiones +
desviacién estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Prueba T-
pareada, a=0.05). Valor P=0.006.

Se realiz6 una comparacion estadistica entre los efectos obtenidos con los extractos, el

control de acetilcolina y la tensién basal, lo anterior por cada concentracién en que se uso

el extracto. Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 21. Comparacion Entre el Efecto del Extracto, Control de Acetilcolinay Tension Basal (gf)

Extracto Concentracion del extracto
0.5 mg/mL 5.0 mg/mL 50 mg/mL
Etandlico de huitlacoche 22+0.175b 2.307£0.357 b 2.92+0.387ab

Metandlico de huitlacoche

1.928 +0.523 b

2.057 £ 0.596 b

2.785+0.819ab

Acuoso frio de

huitlacoche 2.203+0.333 b 2.303+0.355 b 2.837 +0.538ab
Acuoso caliente de
huitlacoche 2.229+0.297 b 2.242+£0.185b 2.896 £0.22ab

Tension basal*

2.083 £0.088 b

2.083 +0.088 b

2.083+0.088 b c

Control de acetilcolina* 3.54 +0.461 a 3.54 +£0.461 a 3.54 +0.461 a
Etandélico de P. ostreatus 2236 £0.111b 2.353+0.233 b 2.651+£0.487ab
Metanodlico de P. ostreatus 2.075+0.14 b 2.058 +0.155 b 2.307 £0.185b ¢

Acuoso frio de P.

ostreatus 2.154 +£0.169 b 2.241 +£0.198 b 3.069+0.34ab
Acuoso caliente de P.
ostreatus 23+0.21b 2472 +0.257 b 3.328 £0.445 a

*Valor constante.

Se muestran los promedios de cuatro repeticiones + desviacion estandar.
Letras diferentes son estadisticamente diferentes. Prueba Student-Newman-

Keuls, a=0.05.

Coeficiente
variabilidad, 12.56%.

de

Coeficiente de

variabilidad, 13.69%.

Coeficiente de

variabilidad, 15.61%.
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A continuacion se muestran los resultados representados en gréficas de barras:

Comparacion Entre el Efecto del Extracto (0.5 mg/mL),
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Figura 29. En la grafica se muestra la comparacion estadistica entre el efecto de los extractos
concentrados a 0.5 mg/mL, el control de acetilcolina y la tension basal. Se muestran los promedios
de cuatro repeticiones * desviacion estandar. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes

(Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 12.56%.
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Comparacion Entre el Efecto del Extracto (5 mg/mL),
Control de Ach y Tensién Basal
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Figura 30. En la grafica se muestra la comparacion estadistica entre el efecto de los extractos
concentrados a 5.0 mg/mL, el control de acetilcolina y la tension basal. Se muestran los promedios
de cuatro repeticiones * desviacion estandar. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes

(Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 13.69%.

Comparacion Entre el Efecto del Extracto (50 mg/mL),
Control de Ach y Tensién Basal
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Figura 31. En la grafica se muestra la comparacion estadistica entre el efecto de los extractos
concentrados a 50 mg/mL, el control de acetilcolina y la tension basal. Se muestran los promedios
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de cuatro repeticiones + desviacion estandar. Cada barra representa la media de cuatro
repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes
(Prueba Student-Newman-Keuls, a=0.05). Coeficiente de variabilidad, 15.61%.

8. 5. 3. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

No se encontré efecto alguno sobre la motilidad del intestino de rata por parte de las
suspensiones de melanina extraida de huitlacoche (extraccion 1 y extraccion 2) y
melanina sintética. Lo anterior en ninguna de las tres concentraciones usadas (0.004, 0.04
y 0.4 mg/mL).
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9. DISCUSIONES
9. 1. Obtencion de los Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles e Insolubles.
9. 1. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

En nuestro trabajo se utilizaron cuatro tipos de extracciones: etandlica, metandlica,
acuosa fria y acuosa calientes. Segun la literatura consultada (Lee y col., 2007; Puttaraju
y col., 2006; Lo y Cheung, 2005; Yang y col., 2002; Mau y col., 2001), éstas son de las
mas concurridas para obtener compuestos fendlicos solubles de hongos, asi como para la
evaluacién de sus propiedades nutracéuticas. En huitlacoche se obtuvieron rendimientos
de 13.45% en el extracto etandlico, 17.54% en el metandlico, 29.46% en el acuoso frio y
29.53% en el acuoso caliente. Mientras que en Pleurotus ostreatus los rendimientos
fueron del 11.74% en el extracto etandlico, 20.5% en el metandlico, 56.18% en el acuoso
frio y 36.37% en el acuoso caliente. En general se observa un mayor rendimiento en
ambos extractos acuosos en los dos hongos, siendo mayor en el acuoso caliente en el
caso de huitlacoche, sin que existieran diferencias estadisticas significativas con el
acuoso frio del mismo. En cuanto a Pleurotus ostreatus, el acuoso frio obtuvo un mayor
rendimiento en comparacion con el acuoso caliente, observandose diferencias

estadisticas significativas entre ambos.

Por otro lado, fue mayor el rendimiento en todos los extractos de Pleurotus ostreatus si se
comparan con su contraparte en huitlacoche, exceptuando el extracto etandlico en el cual
el huitlacoche obtuvo un mayor rendimiento sin que existieran diferencias estadisticas
significativas. Lo anterior nos habla que Pleurotus ostreatus posee un mayor nimero de
compuestos solubles en los solventes antes mencionados, 0 es mas sensible a las
extracciones. El hecho de que Pleurotus ostreatus sea mas sensible a las extracciones en
comparacion al huitlacoche, puede deberse a las estructuras de tales organismos.
Profundizando mas, el huitlacoche es el cuerpo fructifero joven del hongo Ustilago maydis
(Valverde y col., 1995), el cual esta formado por sacos llamados agallas que contienen
una gran cantidad de esporas, las cuales tiene funciones reproductivas y de resistencia, lo
cual hace dificil la extraccion de compuestos. Ademas de las estructuras de resistencia o
esporas, el huitlacoche contiene un pigmento color negro llamado melanina, el cual otorga
proteccion contra una gran variedad de factores ambientales como el ataque de enzimas

liticas producidas por microorganismos, la desecacion, la radiacion de la luz visible y
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ultravioleta, entre otros (Butler y col., 2005). En cuanto a Pleurotus ostreatus, lo que se
consume también es el cuerpo fructifero, sin embargo a diferencia del huitlacoche, éste
posee un mayor numero de tejidos sensibles ya que no se trata solo de un saco con
esporas, ademas de que en éste no se observa ninguna estructura melanizada, lo cual lo
hace mas susceptible a factores ambientales. De esta forma, Pleurotus ostreatus a
diferencia de huitlacoche, podria quedar mas expuesto en una extraccion como las
realizadas en nuestro estudio, arrojando un mayor rendimiento de los compuestos que

pudieron ser solubilizados y extraidos.

Es llamativo el rendimiento que se obtuvo en el extracto acuoso frio de Pleurotus
ostreatus, ya que es mas de la mitad del peso seco de la muestra (56.18%), sin embargo
ya han sido reportados rendimientos cercanos como son los casos de Termitomyces
heimii, Helvella crispa, Lentius sajor-caju, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus djamor y
Auricularia polytricha (48, 45, 49, 42, 40 y 43% respectivamente; Puttaraju y col., 2006),
utilizandose extracciones acuosas calientes. Hypsizigus marmoreus u hongo cabeza de
mono, ha sido extraido con etanol, agua fria y agua caliente obteniéndose rendimientos
del 17.1%, 41.3% y 48.2% respectivamente (Lee y col., 2007), los cuales son muy
similares a los rendimientos obtenidos en Pleurotus ostreatus en el caso de los extractos
acuosos, y a huitlacoche en el caso del extracto etandlico. Para extractos metandlicos se
han reportado hongos como los de invierno blanco y amarillo ambos Flammulina
velutipes, que alcanzan rendimientos de 38.1% y 43.9% respectivamente (Yang y col.,
2002), y son muy superiores a los obtenidos por nosotros en ambos hongos. Algunos
otros extractos metandlicos que han ofrecido rendimientos similares a los nuestros son los
de Lentinula edodes o Shiitake con 15.9%-18.8%, Pleurotus cystidiosus u hongo abulén
con 19.5% y Pleurotus ostreatus con 16.9% (Yang y col., 2002). También se han
reportado hongos con rendimientos inferiores en extractos metanélicos como Auricularia
mesenterica u hongo oreja negra, Auricularia fuscosuccinea cepa café u hongo oreja Jin,
Auricularia fuscosuccinea cepa blanca u hongo oreja nevada y Tremella fuciformis u
hongo oreja plateada, los cuales reportan rendimientos de 4.5%-11.57% (Mau y col.,
2001).

De los datos anteriormente mencionados, se puede observar que tanto el huitlacoche
como Pleurotus ostreatus poseen rendimientos favorables de extraccion, los cuales son

comparables a los de otros hongos conocidos por sus capacidades y propiedades
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nutracéuticas como los mencionados anteriormente. Lo anterior orienta a nuestros objetos
de estudio a niveles favorables de compuestos fendlicos, asi como de sus propiedades

nutracéuticas.
9. 1. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

Las melaninas son macromoléculas formadas por la polimerizacion oxidativa de
compuestos fendlicos o inddlicos. Comunmente los pigmentos resultantes son marrones o
negros, aunque también han sido observados otros colores. Entre sus principales
caracteristicas se encuentran la resistencia a la degradacion por acidos calientes,
soluciones alcalinas concentradas calientes e insolubilidad en solventes organicos vy

acuosos (Jacobson, 2000), lo cual hace muy complicado su extraccion y aislamiento.

Los protocolos para la extraccion y aislamiento de melanina tienen semejanzas entre si.
En resumen, primero la melanina es extraida y posteriormente es purificada; los reactivos
y compuestos usados dependen del material bioldgico del que se parta. En nuestro
estudio se logroé la extraccién y aislamiento de melanina mediante un protocolo propuesto
por Harki y col. (1997), el cual usaron para extraer melanina de trufa (Tuber
melanosporum). A grosso modo, el protocolo consiste en una digestion alcalina de la
muestra y posterior purificacion mediante hidrolisis acida y lavados con solventes
organicos. La digestion alcalina se realiza con la finalidad de solubilizar la melanina y asi
poderla extraer; mientas que la hidrdlisis acida y los lavados con solventes organicos se
realizan para eliminar otras moléculas con las que la melanina pudiera venir asociada, tal
es el caso de carbohidratos, proteinas y lipidos. Las bases de este protocolo han sido
aplicadas para la extraccion y aislamiento de melanina en otros materiales biolégicos de
origen vegetal o fingico; algunos ejemplos son hojas de Té (Hung y col., 2004; Hung y
col., 2002), micelio del hongo Aspergillus nidulans (Goncalves y Pombeiro-Sponchiado,
2005), el hongo endofitico Phyllosticta capitalensis (Suryanarayanan y col., 2004),
semillas de Osmanthus fragrans (Wang y col., 2006), y Tuber melanosporum o trufa
(Harki y col., 1997; De Angelis y col., 1996). Para materiales biol6gicos de origen animal
también se han aplicado las bases de este protocolo, sin embargo la forma es extraccion
es diferente. Se tiene el caso de la extraccion de melanina de Gallus gallus domesticus
Brisson o gallina sedosa de huesos negros; en la cual en lugar de utilizar una digestion
alcalina se utiliza una digestion enzimatica y posterior purificacién con solventes organicos

(Tu y col., 2009; Chen y col., 2008). Otro ejemplo es la extracciéon de melanina de mosca
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(Drosophila melanogaster), en la cual se utiliza una hidrolisis acida prolongada para

romper el tejido y posterior purificacion con solventes organicos (Latochay col., 2000).

Tabla 22. Rendimiento (%) de Extraccion de Melanina en Literatura

Material Biol6gico Rendimiento (%) de extraccion Fuente bibliogréafica
Hojas de Té negro 1.21% Hung y col., 2002
Hojas de Té (Thea sinensis) 1.9% Hung y col., 2004
Semillas de Osmanthus fragrans 0.34% Wang y col., 2006
Micelio del hongo Aspergillus 9.45% Goncalves y Pombeiro-
nidulans Sponchiado, 2005
Trufa (Tuber Peridio o 1.78% De Angelis y col., 1996
melanosporum) pericarpio
Gleba o 1.17%
endocarpio
Mosca (Drosophila melanogaster) 4.1-6.3% Latochay col., 2000
Gallina sedosa Periostio 2.13% Chen y col., 2008
de huesos
negros (Gallus i
ga”us Ovario o 1.07%
domesticus testiculo
Brisson
isson) Traquea 1.02%
Piel 0.11%
Musculo 0.1%
Gallina sedosa de huesos negros 0.12% Tu y col., 2009
(Gallus gallus domesticus
Brisson), musculo

Nuestros rendimientos fueron del 1.22% en la extraccion 1y del 1.05% en la extraccion 2,
los cuales son muy similares y superiores a los rendimientos en los materiales bioldgicos
mencionados en la Tabla 22; con excepcién del micelio del hongo Aspergillus nidulans y
mosca (Drosophila melanogaster). Es probable que en el caso de Aspergillus nidulans la
extraccion haya sido mas eficiente; esto ya que no presenta estructuras de resistencia o
esporas que soportarian mas los procesos de extraccién. En cuanto a la extraccion en
mosca (Drosophila melanogaster), los cuerpos fueron sometidos a procesos de hidrélisis
acida muy prolongados, lo que probablemente fue muy eficiente ya que sus células no
tienen estructuras de proteccion como paredes de celulosa o quitina; como en el caso de
los materiales vegetales o fangicos. En el caso de la gallina, es probable que haya
presentado rendimientos cercanos e inferiores a los nuestros, ya que se utiliz6 una

digestion enzimatica para liberar la melanina, esto hace que solo ciertas estructuras
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proteicas especificas para las enzimas sean desarticuladas, liberando melanina solo de
estas y no de la totalidad del tejido.

Como se pudo observar, el rendimiento de la extraccion de melanina en huitlacoche es
comparable con el de otros materiales bioldgicos, pero es aln mas importante el saber de
la existencia de ésta en nuestro objeto de estudio. Esto orienta al huitlacoche a poseer
propiedades nutracéuticas importantes, ya que a las melaninas se les ha conferido una
gran cantidad de beneficios al actuar como radioprotectores, antioxidantes, quelantes de
metales, secuestradores de radicales libres e inmunomoduladores entre otros beneficios
(Tu y col., 2009; Aghajanyan y col., 2005; Hung y col., 2002). Es importante mencionar
que es necesario el desarrollo de protocolos de extraccion mas eficientes, ya que en
nuestro caso no toda la melanina del material pudo ser extraida. Lo anterior debido a que
el material residual asi como los diferentes subproductos o residuos del protocolo de
extraccion presentaban una fuerte pigmentacion negra, lo que nos habla de la presencia
melanina. Estos ultimos también fueron analizados en cuanto a sus compuestos fendélicos

y propiedades nutracéuticas.

9. 2. Cuantificacion de los Compuestos Fendlicos Totales
9. 2. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

En huitlacoche, los niveles de compuestos fendlicos totales fueron de 6.8, 4.2, 4.2, y 3.8
mg EAG/g de muestra base seca; en los extractos acuoso frio, metandlico, acuoso
caliente y etandlico respectivamente. En el caso de Pleurotus ostreatus, los niveles fueron
de 7.9, 44, 26 y 2.3 mg EAG/g de muestra base seca; en los extractos acuoso frio,
acuoso caliente, metandlico y etandlico respectivamente. Estos resultados nos hablan en
parte de la naturaleza de los compuestos fendlicos presentes en ambos hongos, ya que
en ambos hongos fue mayor la cantidad de compuestos extraidos con agua que con
ambos alcoholes. Por otro lado, los resultados elevados en los extractos acuosos,
también pudieron deberse a interferencias que el reactivo de Folin-Ciocalteu puede tener
con otras moléculas organicas, como azucares y acido ascorbico (Prior y col., 2005). El
caso de los azucares es mas probable ya que tanto el huitlacoche como Pleurotus
ostreatus y los hongos en general, poseen elevadas cantidades de carbohidratos,

principalmente sacéridos de bajo peso molecular y polisacaridos no digeribles (Bonatti y
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col., 2004; Mizuno, 1995; Valverde y col., 1995). En cuanto al acido ascérbico o
vitamina C, la interferencia de este compuesto en la reaccion es menos probable, ya que
aungue se encuentra presente en los hongos, es vulnerable a las perdidas post cosecha
debido a que los hongos tienen muy alta actividad de la enzima polifenol oxidasa,

promoviendo su oxidacion (Arora, 2004).

El calentamiento también es un factor importante en los niveles de compuestos fendlicos
totales, ya que se observa una disminucion del 38% en huitlacoche y del 44% en
Pleurotus ostreatus; con respectos al extracto acuoso frio que fue el que obtuvo los
mayores niveles. Posiblemente causado por la degradacion de estos compuestos. Otra
posible opcion, es que en el caso de que los valores fueran sobrestimados en el extracto
acuoso frio a causa de la presencia de acido ascoérbico; el calentamiento actud
principalmente sobre este compuesto, eliminando su presencia ya que se trata de un

compuesto muy termolabil.

Los niveles de compuestos fendlicos totales que encontramos en huitlacoche y Pleurotus
ostreatus se encuentran en los rangos de 3.8-6.8 y 2.3-7.9 mg/g base seca
respectivamente, los cuales son muy similares a los niveles encontrados en otros estudios
de huitlacoche (3.9-6.4 mg/g base seca; Beas-Fernandez y col., 2008) y Pleurotus
ostreatus (2.65 y 4.27 mg/g base seca; Yang y col., 2002; Dubost y col., 2007). En
comparacion con otros hongos comestibles como Grifola frondosa o Maitake, Lentinula
edodes o Shiitake (4.17 y 4.32 mg/g base seca respectivamente; Dubost y col., 2007),
Auricularia polytricha u hongo oreja roja (2.3-3.2 mg/g base seca; Puttaraju y col., 2006)
y los hongo de invierno blanco y amarillo, ambos Flammulina velutipes (3.19 y 4.06 mg/g
base seca respectivamente; Yang y col., 2002); nuestros resultados son muy similares.
Algunos otros hongos comestibles que reportan valores menores a los encontrados por
nosotros son, Pleurotus cystidiosus u hongo abulon (1.99 mg/g base seca; Yang y col.,
2002), Auricularia mesenterica u hongo oreja negra, Auricularia fuscosuccinea cepa café u
hongo oreja Jin, Auricularia fuscosuccinea cepa blanca u hongo oreja nevada y Tremella
fuciformis u hongo oreja plateada (0.20, 0.42, 1.01, 0.063 mg/g base seca
respectivamente; Mau y col., 2001). Por otro lado, también se han reportado hongos
comestibles con valores superiores a los encontrados por nosotros, como son los casos
del champifion, hongo café o Crimini y hongo Portobello, los tres Agaricus bisporus (8.0,

9.89 y 10.65 mg/g base seca respectivamente; Dubost y col., 2007); también Agrocybe
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aegerita (15.3 mg/g base seca; Lo y Cheung, 2005), Termitomyces heimii, Helvella
crispa, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus djamor (11.2-37.0, 4.0-35.0, 7.4-14.3 y 3.6-13.3
mg/g base seca respectivamente; Puttaraju y col., 2006) e Hypsizigus marmoreus u

hongo cabeza de mono (22.05-127.20 mg/g base seca; Lee y col., 2007).

En comparacion con otros alimentos como frijol comun (1.41-1.98 mg/g base seca;
Guevara-Lara y col., 2006), détiles suaves, semi-secos y secos (0.028-0.048, 0.043-
0.066 y 1.41 mg/g base seca respectivamente; Biglari y col., 2008), nuestros resultados
reportan niveles mayores. Otros como el perejil, orégano (18.0 y 60.7 mg/g base seca
respectivamente; Jimenez-Alvarez y col., 2008), mora, frambuesa negra, frambuesa roja,
fresa (13.47, 15.47, 13.46 y 10.33 mg/g base seca respectivamente; Wang y Lin, 2000),
café de grano molido (41-58 mg/g base seca; Brezova y col., 2009), colza (13.78-18.21
mg/g de semilla; Szydlowska-Czerniak y col., 2010), ajo, coliflor, brécoli, jitomate,
pimiento verde y rojo (18.9, 14.0, 18.1, 10.7, 15.1 y 12.6-19.3 mg/g base seca
respectivamente; Stratil y col., 2006) presentan valores superiores a los nuestros. Por
otro lado, también han sido reportados alimentos con valores similares a los obtenidos en
nuestro estudio, como son los de frijol pinto y negro crudos (6.8 y 7.5 mg/g base seca
respectivamente; Xu y Chang, 2009), frijol de soya Virginia (2.9-3.9 mg/g de semilla,;
Chung y col., 2008), papa, calabacin (4.5-6.8 y 7.7 mg/g base seca; Stratil y col., 2006),
jengibre, comino y pimienta verde, negra y blanca (6.3, 2.3, 3.8 y 7.8 mg/g base seca

respectivamente; Shan y col., 2005).

Los datos anteriores demuestran en parte el potencial nutracéutico del huitlacoche, ya que
en el aspecto de los compuestos fendlicos totales alcanza niveles comparables con los de
Pleurotus ostreatus, otros hongos como Maitake y Shiitake, y vegetales o frutos los cuales
son conocidos por sus capacidades y propiedades nutracéuticas. Por otro lado, a pesar
de que también fueron mostrados otros alimentos que presentan valores superiores a los
encontrados en nuestro estudio, hay que tomar en cuenta el tipo de extraccion, ya que en
varios de los trabajos citados utilizaron protocolos de extraccion mas elaborados y
complejos que los utilizados por nosotros, lo cual pudo ser un factor determinante en que

los valores citados fueran superiores a los encontrados en nuestro estudio.
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9. 2. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

La determinacion de compuestos fendlicos totales en melanina y en los residuos de su
extraccion se realizé mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu; esto fue un proceso
complicado debido sus caracteristicas de insolubilidad en agua o solventes organicos.
Para el andlisis se prepararon soluciones alcalinas (KOH 2 M) de melanina y de los
residuos; ya que en este agente es en el Unico en el que se pueden disolver. Lo anterior
ha quedado demostrado ya que en la mayoria de los protocolos de extraccion de
melanina en materiales vegetales o fungicos, las soluciones alcalinas concentradas han
sido usadas para su disolucién y extraccion (Wang y col., 2006; Goncalves y Pombeiro-
Sponchiado, 2005; Hung y col., 2004; Suryanarayanan y col., 2004; Hung y col.,
2002; Harki y col., 1997; De Angelis y col., 1996). Por otro lado, el hecho de que la
melanina y los residuos se encontraran disueltos en un é&lcali no afecto; debido a que un
pH alcalino es importante para el desempefio de la reaccion, ya que por el contrario un pH
acido produce un aletargamiento de ésta (Jimenez-Alvarez y col., 2008; Prior y col.,
2005).

En cuanto a la melanina, la preparacién de las soluciones alcalinas presento algunas
complicaciones; ya que no toda la melanina destinada para preparar las soluciones pudo
ser disuelta. Posiblemente porque se trataba de melanina muy polimerizada y de alto
peso molecular, provocado por los procesos de disolucion y precipitacion que conlleva el
protocolo de extraccion y aislamiento. Pese a esto, el 75% de la melanina de la extraccion
1 pudo ser disuelta, mientras que en la extraccion 2 pudo disolverse el 95%. En cuanto a
la melanina sintética utilizada como comparativo; el 100% de ésta pudo ser disuelta. A
partir de estas soluciones se realizaron los analisis; y como causa de los problemas en la
disolucion de la melanina, los resultados de compuestos fendlicos totales (mg EAG)
fueron plasmados de tres formas: por miligramo de melanina soluble, por miligramo de
melanina extraida y compuestos fendlicos totales procedentes de melanina por gramo de

muestra.

Los resultados obtenidos para compuestos fendlicos totales por miligramo de melanina
soluble (mg EAG/mg de melanina soluble) fueron de 0.9 para la sintética, y de 1.0 para la
extraccion 1y 2; lo cual indica que toda la melanina solubilizada de nuestras extracciones
son compuestos fendlicos, mientras que para la melanina sintética solo el 90%. Para los

compuestos fendlicos totales por miligramo de melanina extraida (mg EAG/mg de

~ 89 ~



melanina extraida), los resultados fueron de 0.74 para la extraccion 1 y de 0.92 para la
extraccion 2; lo cual quiere decir que por lo menos el 74% de la melanina en ambas
extracciones se trata de compuestos fendlicos. Sin embargo esto no indica que el resto no
lo sean; simplemente no pudieron ser solubilizados y por lo tanto analizados. En cuanto a
los compuestos fendlicos totales procedentes de melanina en la muestra (mg EAG
procedentes de melanina/g de muestra base seca), los resultados fueron de 9.1 para la
extraccion 1y de 9.7 para la extraccion 2; los cuales son superiores a los obtenidos en los
extractos de compuestos fendlicos solubles tanto para huitlacoche como para Pleurotus
ostreatus. Estos resultados son de esperarse ya que como indica Jacobson (2000), las
melaninas son polimeros de compuestos fendlicos. Es importante mencionar que no toda
la melanina pudo ser extraida, ya que el material residual (restos celulares) contenia una
fuerte pigmentaciéon negra; por lo tanto estos valores podrian aumentar de forma
considerable si se desarrollaran protocolos de extraccion mas eficientes. Por desgracia no
se encontré algin material bibliografico que planteara un trabajo similar con el cual
comparar nuestros resultados; sin embargo creemos que estos son favorables ya que
averiguamos que la mayor parte de la melanina extraida son compuestos fendlicos; los

cuales son la base estructural de las melaninas.

En cuanto a los residuos de la extraccion de melanina, estos no presentaron
complicaciones al preparar sus soluciones alcalinas utilizadas en el andlisis; ya que se
disolvieron totalmente a diferencia de la melanina. En este caso los resultados solo fueron
reportados como compuestos fendlicos totales por gramo de muestra (mg EAG/g de

muestra base seca).

En general no se encontraron diferencias muy marcadas entre las extracciones, pero si
entre los residuos. Los niveles mas sobresalientes se encuentran en los residuos de la
extraccion con KOH (digestién alcalina); estos son el sobrenadante de la precipitacion de
la “melanina cruda” y el agua de los lavados de la “melanina cruda”. Los valores para
estos fueron de 29.7-30.1 mg EAG/g de muestra base seca en el primero, y de 14.7-17.3
mg EAG/g de muestra base seca para el segundo. Estos valores fueron muy superiores a
los obtenidos con los extractos de compuestos fendlicos solubles en ambos hongos, e
incluso a los obtenidos en melanina. Posiblemente esto se deba a pequefias moléculas de
melanina de bajo peso molecular, que no alcanzaron a precipitar con el HCI usado para

este proposito; en el caso del primer residuo. En el caso del segundo, es posible que
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también se trate de las mismas pequefias moléculas de melanina que fueron retiradas
mediante los lavados con agua destilada. Esta situacién no es extrafia, ya que en varios
de los protocolos de extraccion (Wang y col., 2006; Goncalves y Pombeiro-
Sponchiado, 2005; Hung y col., 2004) se utiliza disolver, precipitar y lavar la melanina
en varias ocasiones para eliminar moléculas de melanina de bajo peso molecular, y

obtener melanina mas homogénea y de alto peso molecular.

En cuanto a los residuos obtenidos en el proceso de hidrdlisis &cida, estos no presentaron
niveles importantes; variando de 0.3-1.7 mg EAG/g de muestra base seca en los tres
residuos (HCI 7 M utilizado en la hidrolisis acida, HCl 0.01 M y agua destilada de los
lavados de “melanina no hidrolizable”). Lo anterior ya que un pH &cido precipita la
melanina, y por lo tanto muy poca pudo haber quedado en el sobrenadante. Ademas de
que las moléculas mas pequefias y que no alcanzan a precipitar con el HCI, ya habian

sido retiradas y contadas en el sobrenadante de la precipitacién de la “melanina cruda”.

Por dltimo, en los residuos de los lavados con cloroformo, solo se obtuvieron resultados
importantes en el agua de los lavados de la melanina; los cuales oscilan de 2.9-4.4 mg
EAG/g de muestra base seca. Posiblemente esto se deba a que este proceso implica la
disolucion de la melanina para ser lavada por el cloroformo, y posteriormente su
precipitacion (HCI) y lavado (agua destilada). Como se mencioné anteriormente, esto
produce la eliminacion de pequefias moléculas de melanina que pudieron ser arrastradas
por el agua de los lavados, elevando sus niveles de compuestos fendlicos totales. En
cuanto al cloroformo de los lavados y el HCI 7 M para precipitar la solucién alcalina de
melanina, los resultados fueron poco importantes (0.1-0.3 mg EAG/g de muestra base

seca).

Los hallazgos mencionados anteriormente son muy importantes, ya que ahora sabemos
que una gran cantidad de compuestos fendlicos se pierde en la primera parte del
protocolo de extraccién y aislamiento, junto con los residuos. Tales compuestos fenélicos
muy probablemente sean parte de la melanina solubilizada y que no alcanza a ser
separada; lo cual elevaria considerablemente el contenido de este compuesto en nuestro
objeto de estudio. Conociendo lo anterior y la cantidad de melanina que logré extraerse;
se puede afirmar que el huitlacoche es un hongo que posee una cantidad formidable de

melanina, y que ésta junto con los compuestos fendlicos solubles que el huitlacoche
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contiene, conducen a éste a ser un excelente alimento con propiedades nutracéuticas

sobresalientes.

9. 3. Evaluacién de las Propiedades Nutracéuticas de los Extractos de Compuestos
Fendlicos Solubles e Insolubles

9. 3. 1. Medicién de la Capacidad Antioxidante Mediante la Reduccidon de Radicales
Libres (TEAC-DPPH)

9. 3. 1. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

En huitlacoche, los niveles de capacidad antioxidante mediada por TEAC-DPPH fueron de
7.1, 3.9, 3.3y 0.5 ymol ET/g de muestra base seca; en los extractos acuoso frio, acuoso
caliente, metandlico y etandlico respectivamente. Mientras que para Pleurotus ostreatus,
los niveles fueron de 2.1, 1.0, 0.9 y 0.4 ymol ET/g de muestra base seca; en los extractos
acuoso frio, metandlico, acuoso caliente y etandlico respectivamente. En ambos hongos
estos niveles presentan una tendencia similar a los obtenidos para compuestos fendélicos
totales, ya que en los dos andlisis, el extracto acuoso frio exhibe los niveles méas altos,
mientras que el extracto etandlico los mas bajos. En cuanto al extracto acuoso caliente y
metandlico, los niveles que presentan en ambos analisis varian, pero siempre tienen los
niveles intermedios. Lo anterior indica que la capacidad antioxidante de los extractos en
este analisis, es determinada por los compuestos fendlicos que estos contienen. Este
fendmeno es de esperarse, ya que en estudios similares en los que se mide compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante por TEAC-DPPH, siempre existe una buena
correlacion entre ambos niveles (Szydlowska-Czerniak y col., 2010; Brezova y col.,
2009; Zhou y col., 2009; Zielinska y col., 2007).

Por otro lado, fueron muy superiores los niveles de capacidad antioxidante en todos los
extractos de huitlacoche, si se comparan con su contraparte en Pleurotus ostreatus. A
excepcion del extracto etandlico; donde los niveles fueron muy similares aunque el
huitlacoche también presenta el nivel mas alto. Estas diferencias son muy notables, y no
coinciden con las diferencias en sus niveles de compuestos fendlicos totales. Lo anterior
puede ser explicado por los diferentes perfiles de compuestos fendlicos que ambos

hongos poseen; ya que al tratarse de hongos distintos, es logico pensar que no contienen
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los mismos compuestos fendlicos desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo. La
afirmacion anterior se sustenta en los trabajos realizados por Tabart y col. (2009), Stratil
y col. (2006) y Gil y col. (2000); donde diferentes estandares de compuestos fendlicos
son probados en su capacidad antioxidante por diferentes métodos (incluyendo TEAC-
DPPH), observandose amplias diferencias. De esta manera, el tipo de compuestos
fendlicos que una muestra posee, influye de manera importante sobre la capacidad
antioxidante de ésta.

Al igual que los niveles de compuestos fendlicos totales, el calentamiento también actla
disminuyendo los niveles de capacidad antioxidante medida por TEAC-DPPH. Tal
disminucion fue de un 45% en huitlacoche, y del 57% en Pleurotus ostreatus; con
respecto al extracto acuoso frio que fue el que mostr6 los mayores niveles. Estos
decrementos son cercanos a los obtenidos en compuestos fendlicos totales, por lo tanto
es de suponerse que estos tienen una alta correlacion con la capacidad antioxidante
medida por TEAC-DPPH, y que tal disminucibn muy probablemente se debié a su

degradacién causada por el calor.

Por desgracia, no se encontré algtiin material bibliografico donde la capacidad antioxidante
en hongos fuera medida con el radical DPPH, utilizando una curva de calibracion de
Trolox para expresar los resultados en equivalentes de este compuesto. Por lo general los
resultados eran expresados en el porcentaje de reduccion del radical, a una cierta
concentracion del extracto. Sin embargo, se encontr6 un trabajo donde se analiza la
capacidad antioxidante en hongos, utilizando el radical ABTS y con la expresién de los
resultados en equivalentes de Trolox. En el trabajo realizado por Bor y col. (2006), se
analizaron extractos acuosos de los hongos Auricularia auricula-judae u hongo oreja de
Judas, Lentinula edodes o Shiitake, Volvariella volvacea u hongo de paja y Flammulina
velutipes u hongo de invierno; obteniéndose resultados de 2.1, 11.58, 7.29 y 34.02 umol
ET/g peso fresco respectivamente (en el caso de Auricularia auricula-judae el resultado es
en base seca). Estos resultados son similares a los nuestros en el caso de Auricularia
auricula-judae con Pleurotus ostreatus y Volvariella volvacea con huitlacoche, pero en el
caso de Lentinula edodes y Flammulina velutipes estos son superiores. En este contexto
hay que tomar en cuenta el contenido de humedad, ya que como se mencioné
anteriormente los resultados son en peso fresco, por lo cual estos valores podrian

aumentar si se expresaran en base seca. Es importante mencionar que ambos métodos

~903 ~



TEAC-DPPH y TEAC-ABTS podrian ser comparados; ya que se ha observado que estos
tienen una buena correlaciéon y generalmente producen valores cercanos, debido a que se
basan en el mismo mecanismo: reduccion de radicales libres usando un antioxidante
donador de hidrégeno, y un monitoreo por decremento en la densidad Optica (Zielinska y
col., 2007; Brezova y col., 2009; Tabart y col., 2009). Sin embargo al tratarse de
metodologias distintas, hay que tomar las comparaciones con reservas.

En cuanto a alimentos que no sean hongos, existe bastante informacién con respecto a su
capacidad antioxidante determinada por el método TEAC-DPPH. Un ejemplo en semillas,
es el frijol de soya Virginia, que alcanza niveles de capacidad antioxidante de 2.9-4.9 ymol
ET/g de semilla (Chung y col., 2008), los cuales son similares a los niveles presentados
por huitlacoche, pero superiores a los niveles de Pleurotus ostreatus. Otro ejemplo son el
frijol pinto y negro (Phaseolus vulgaris L.) crudos, que alcanzan niveles de 19.1 y 19.35
pmol ET/g base seca respectivamente (Xu y Chang, 2009), los cuales son superiores a
los niveles mostrados por ambos hongos. En frutas de amplio consumo en México como
papaya, guayaba, sapote negro, aguacate, mango, fresa y tuna; los niveles fueron de
42.16, 301.35, 73.29, 5.52, 89.24, 189.46 y 7.9 umol ET/g base seca respectivamente
(Corral-Aguayo y col., 2008). En varias de estas frutas los niveles son bastante
superiores a los obtenidos por ambos hongos, lo cual pudo ser influenciado por otros
compuestos antioxidantes como los carotenoides, y las vitaminas C y E. Estos
compuestos también fueron cuantificados en el estudio citado, y mostraron poseer niveles
bastante generosos. A pesar de lo anterior, los niveles obtenidos por huitlacoche son
comparables con los de aguacate y tuna, sin embargo en el caso de Pleurotus ostreatus
sus niveles son inferiores. Para algunas bebidas comerciales como jugo de manzana
(Minute Maid), jugo de naranja (Minute Maid), jugo de uva (Carrefour), jugo de vegetales
V8 (Cambells), té verde (Lipton) y vino rojo (Merlot 2004, Vallé des Rappel, Chile); los
niveles fueron de 0.308, 1.846, 1.046, 0.42, 5.04 y 6.72 uymol ET/mL respectivamente
(Tabart y col., 2009), los cuales son comparables con los niveles de capacidad
antioxidante en ambos hongos, con excepcion del té verde y el vino rojo para Pleurotus

ostreatus, donde los nivele son mayores que en el hongo.

De lo anteriormente mencionado, se puede observar que los niveles de capacidad
antioxidante medidos por TEAC-DPPH en ambos hongos, pueden ser superiores o

inferiores a los de otros alimentos. Sin embargo el hallazgo de capacidad antioxidante
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coloca a nuestros objetos de estudio dentro de los alimentos con propiedades

nutracéuticas.
9. 3. 1. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

Debido a su insolubilidad, la determinacién de capacidad antioxidante por TEAC-DPPH en
melanina y los residuos de su extraccidén, se baso en la metodologia planteada por
Serpen y col. (2007), la cual propuso para componentes insolubles de alimentos. En esta
metodologia la muestra se usa en forma de suspension, y para la interaccion de ésta con
el radical libre, se usa agitacion en vortex. A diferencia de la cuantificacion de compuestos
fenodlicos totales en estos materiales, no fue recomendable disolver estos en KOH. Lo
anterior por que el mecanismo de reaccion se basa en la donacién de un atomo de
hidrégeno por parte del antioxidante, para reducir el radical libre (Moon y Shibamoto,
2009; Molyneux, 2004). De esta manera un pH alcalino podria haber afectado la

reaccion.

Ya que la melanina no tuvo que disolverse, los resultados de capacidad antioxidante
(umol ET) fueron expresados de dos formas: por miligramo de melanina, y capacidad

antioxidante procedente de melanina por gramo de muestra.

Los resultados obtenidos para capacidad antioxidante por miligramo de melanina (umol
ET/mg de melanina), fueron de 1.6 para la sintética, y de 0.6 y 0.8 para la extraccién 1y 2
respectivamente. Estos resultados concuerdan con los de compuestos fendlicos por
miligramo de melanina extraida (mg EAG/mg de melanina extraida), en los cuales se
obtuvieron valores de 0.74 para la extraccibn 1, y de 0.92 para la extraccion 2;
observandose la relacién que existe entre capacidad antioxidante por TEAC-DPPH, y el
contenido de compuestos fendlicos totales. Por otro lado, es visible que ambas
extracciones poseen valores inferiores a la sintética, posiblemente porque el proceso de
extraccion afecto su capacidad antioxidante, ya que este involucra procedimientos
quimicos muy agresivos. A pesar de esto, nuestros resultados fueron muy superiores a
los obtenidos por Serpen y col. (2007) para los materiales insolubles de todos los
alimentos que probaron. En esta lista se incluye material insoluble de lechuga, jitomate,
naranja, cascarilla del grano de café, cascarilla de cacao, cereales de desayuno, corteza
de pan, harina de avena, entre otros. Obteniéndose valores en el rango de 0.00034-0.073

pmol ET/mg de material insoluble, siendo el de menor valor la corteza de pan y el de
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mayor la cascarilla del grano de café. Con los datos anteriores, nos podemos dar cuenta
que es importante la capacidad antioxidante mostrada por la melanina, lo que aporta mas
indicios de las propiedades nutracéuticas del huitlacoche.

En cuanto a la capacidad antioxidante procedente de melanina en la muestra (umol ET
procedente de melanina/g de muestra base seca), los resultados fueron de 7.3 para la
extraccion 1 y de 8.8 para la extraccion 2. Observandose nuevamente la relacion de
capacidad antioxidante por TEAC-DPPH, con el contenido de compuestos fendlicos
totales. Lo anterior ya que los valores para compuestos fendlicos totales procedentes de
melanina en la muestra (mg EAG procedentes de melanina/g de muestra base seca),
fueron de 9.1 y 9.7 para la extraccion 1 y 2 respectivamente. Por desgracia no se
encontré en la literatura un trabajo similar con el cual comparar nuestros resultados. Sin
embargo, comparando estos valores con el extracto acuoso frio de huitlacoche (7.1 ymol
ET/g base seca), que fue el que mostr6 el mayor nivel de capacidad antioxidante por
TEAC-DPPH en los extractos de compuestos fendlicos solubles; se puede observar que la
melanina brinda una mayor capacidad antioxidante. Aunado a esto, se debe recordar que
no toda la melanina pudo ser extraida y que gran parte se pierde en el proceso de
extraccion, por lo cual la capacidad antioxidante aportada por la melanina en este hongo,

podria aumentar considerablemente.

En cuanto a la capacidad antioxidante por TEAC-DPPH en los residuos de la extraccion
de melanina, los resultados siguen una tendencia muy similar a la de compuestos
fendlicos totales. Encontrandose los valores mas sobresalientes en los residuos de la
extraccion con KOH (digestién alcalina), y sin existir diferencias muy marcadas entre
ambas extracciones. Lo anterior viene a corroborar la relacién de capacidad antioxidante
por TEAC-DPPH, y el contenido de compuestos fendlicos totales. En este caso los
resultados solo fueron expresados como capacidad antioxidante por gramo de muestra

(Mumol ET/g de muestra base seca).

Como se menciond anteriormente, los resultados mas importantes fueron los mostrados
por los residuos de la extraccion con KOH (digestion alcalina). Obteniéndose valores de
15.7-16.0 ymol ET/g de muestra base seca para el sobrenadante de la precipitacion de la
‘melanina cruda”, y de 8.5-8.9 ymol ET/g de muestra base seca para el agua de los
lavados de la “melanina cruda”. Al igual que para los compuestos fendlicos totales, estos

resultados son superiores a la capacidad antioxidante mostrada en los extractos de
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compuestos fendlicos solubles en ambos hongos, y a la de la melanina. Lo anterior
posiblemente se debi6 a la misma razon por la cual los compuestos fendlicos son
elevados en estos mismos residuos; pequefias moléculas de melanina de bajo peso

molecular que no alcanzan a ser separadas en el proceso de extraccion.

En cuanto a los residuos obtenidos en el proceso de hidrélisis &cida, estos no presentaron
niveles importantes; variando de 0.2-1.1 ymol ET/g de muestra base seca en los tres
residuos (HCI 7M utilizado en la hidrdlisis &cida, HCI 0.01 M y agua destilada de los
lavados de la “melanina no hidrolizable”), repitiéndose el mismo fenédmeno que en los
compuestos fendlicos totales. Lo anterior no es de extrafarse, ya que al haber un bajo
contenido de compuestos fendlicos totales, es légica una baja capacidad antioxidante.

Por dltimo, en los residuos de los lavados con cloroformo, solo se obtuvieron resultados
de importancia en el agua de los lavados de la melanina; al igual que para los niveles de
compuestos fendlicos totales. En este caso los valores oscilan entre 1.6-4.4 ymol ET/g de
muestra base seca, y es muy posible que también se deban a las pequefias moléculas de
melanina separadas en el proceso de disolucion y precipitacion; las cuales fueron
posteriormente arrastradas por el agua de los lavados. En cuanto al cloroformo de los
lavados y el HCI 7 M para precipitar la solucion alcalina de melanina, los resultados fueron
poco importantes (0.008-0.2 pmol ET/g de muestra base seca).

Los altos valores de capacidad antioxidante por TEAC-DPPH en melanina y los residuos
de su extraccion son de esperarse. Lo anterior ya que varios autores mencionan que en
hongos patégenos de animales, o fitopatdgenos como es el caso de nuestro objeto de
estudio; las propiedades antioxidantes de la melanina actian como un mecanismo de
proteccién contra factores ambientales adversos (Hamilton y Gomez, 2002; Jacobson,
2000; Shcherbay col., 2000; Henson y col., 1999; Butler y Day, 1998).

En conclusion, todos los indicios y datos anteriormente mencionados, aportan mas
evidencia para hacer valida la hipétesis de que el huitlacoche es un alimento con

propiedades nutracéuticas muy importantes.
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9. 3. 2. Determinacion de la Capacidad Antioxidante in vitro por el Método ORAC
9. 3. 2. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

Se determiné la capacidad antioxidante en los extractos de compuestos fendélicos solubles
de huitlacoche y Pleurotus ostreatus por el método ORAC. A diferencia de TEAC-DPPH,
en este método se generan artificialmente radicales peroxilo que reaccionan con
fluoresceina. Conforme la reaccion progresa, la fluoresceina es consumida y la
fluorescencia decrece. En presencia de un antioxidante toma lugar una reaccion
competitiva entre la fluoresceina y el antioxidante, retardando el consumo de la
fluoresceina. Asi, la capacidad antioxidante puede ser calculada por la diferencia en el

area bajo la curva entre el blanco y la muestra (Jimenez-Alvarez y col., 2008).

Para huitlacoche, los resultados obtenidos por este método fueron de 136.1, 82.7, 75 y
46.6 ymol ET/g de muestra base seca; en los extractos etandlico, acuoso frio, metandlico
y acuoso caliente respectivamente. Mientras que para Pleurotus ostreatus, los resultados
fueron de 109.4, 56.1, 41.1 y 38.4 ymol ET/g de muestra base seca; en los extractos

acuoso frio, etandlico, acuoso caliente y metandlico respectivamente.

Como se puede observar, estos resultados son distintos a los obtenidos por TEAC-DPPH
en algunos aspectos. En primer lugar, es muy notable que estos resultados son bastante
superiores a los obtenidos por TEAC-DPPH; lo cual no es raro ya que este fenbmeno
ocurre muy a menudo, y se explica por el pobre desempefio del Trolox en este ensayo
(Tabart y col., 2009). En segundo lugar, estos resultados no siguen una tendencia similar
a los de TEAC-DPPH vy por lo tanto a los de compuestos fendlicos totales. De forma mas
explicita, los extractos que obtuvieron los mayores y menores niveles en las dos pruebas
antes mencionadas (TEAC-DPPH y compuestos fendlicos totales por Folin-Ciocalteu), no
son los mismos que en ORAC. Esto ya habia sido observado por Szydlowska-Czerniak y
col. (2010) en su trabajo sobre semillas de colza; al encontrar una baja correlacion de
ORAC con compuestos fendlicos totales por Folin-Ciocalteu y de ORAC con TEAC-DPPH.
Tabart y col. (2009) también observaron nula correlacion y resultados muy diferentes, al
aplicar TEAC-DPPH y ORAC en varios estandares de compuestos fendlicos. Por otro
lado, también existen reportes donde se observa una correlacion considerable entre
ORAC y compuestos fendlicos totales; tal es el caso de Dubost y col. (2007) en su

trabajo sobre hongos comestibles. Todas estas discrepancias pueden ser explicadas por
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varias razones. Una de ellas es el mecanismo de reaccion, ya que en este ensayo los
radicales libres son generados a una tasa constante a lo largo de la prueba, combinando
tanto tiempo de inhibicion como grado de inhibicion; resultando en una reaccién completa.
Lo anterior quiere decir que el método ORAC toma en cuenta la accion cinética de los
antioxidantes, lo cual le da un significado diferente y no solo refleja el atrapamiento de
radicales libres (Szydlowska-Czerniak y col., 2010; Tabart y col., 2009). Otra posible
razon puede ser que el método ORAC mide la capacidad antioxidante de otros
compuestos, asi como también la de los compuestos fendlicos, lo cual no se observa en
TEAC (Zulueta y col., 2009). Lo anterior puede sustentarse en que en TEAC-DPPH la
accesibilidad estérica es el mayor determinante para la reaccion; asi, las moléculas
pequefias (compuestos fendlicos) tienen un mejor acceso al sitio del radical que las
moléculas mas grandes (compuestos con capacidad antioxidante no fendlicos) (Prior y
col., 2005). Por ultimo, otra posibilidad por la cual se presenten estas discrepancias es el
uso del etanol; ya que se ha reportado que éste interfiere en la determinacion de
capacidad antioxidante por ORAC (Tabart y col., 2009). Esto se traslada a nuestro caso,
en gue los resultados que nos parecieron mas extrafios fueron los de los extractos

etandlicos; pudiendo ser ésta la causa.

A pesar de las discrepancias antes mencionadas, el huitlacoche mantuvo los mayores
niveles de capacidad antioxidante en todos los extractos, si se comparan con su
contraparte en Pleurotus ostreatus. A excepcion del extracto acuoso frio, donde Pleurotus
ostreatus obtuvo un mayor nivel que huitlacoche con diferencias estadisticamente
significativas. Esta situacién pudo deberse al mayor contenido de compuestos fendlicos
que existe en el extracto acuoso frio de Pleurotus ostreatus (7.9 mg EAG/g de muestra
base seca), en comparacion con el de huitlacoche (6.8 mg EAG/g de muestra base ceca).
Por otro lado, también pudo deberse a otro tipo de compuestos antioxidantes que no
fueran fendlicos. Lo anterior ya que el rendimiento de extraccién en el extracto acuoso frio
de Pleurotus ostreatus (56.18%) fue muy superior al del huitlacoche (29.46%). Pudiendo

arrastrar una mayor cantidad de compuestos no fenélicos con capacidad antioxidante.

Los niveles que obtuvimos de capacidad antioxidante por ORAC, se encuentran en los
rangos de 46.6-136.1 y 38.4-109.4 umol ET/g de muestra base seca para huitlacoche y
Pleurotus ostreatus respectivamente. Los cuales son comparables a los obtenidos por

Dubost y col. (2007) para otros hongos comestibles como champifion, hongo café o
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Crimini, hongo Portobello (los tres Agaricus bisporus) y Shiitake o Lentinula edodes (80.0,
100.0, 131.33 y 55.67 umol ET/g base seca); en comparacion con Maitake o Grifola
frondosa (33.67 ymol ET/g base seca) nuestros niveles son ligeramente superiores. En el
trabajo citado anteriormente también se analiz6 Pleurotus ostreatus, presentando un nivel
de 49.67 pmol ET/g base seca, el cual se encuentra dentro del rango obtenido por

nosotros.

Existen varios reportes de alimentos que no son hongos, a los cuales se les ha
determinado su capacidad antioxidante por el método ORAC. Algunos ejemplos de
vegetales que muestran capacidades antioxidantes similares a las nuestras son
zanahoria, col blanca, jitomate, ejote, cebolla blanca, pimiento morrén, coliflor, betabel,
brdcoli, ajo, col de Bruselas, alfalfa, berenjena y lechuga (60, 61, 67, 79, 85, 97, 102, 115,
126, 46, 70, 117, 80 y 49 umol ET/g base seca respectivamente; Ou y col., 2002; Cao y
col., 1996). Algunos otros con capacidades antioxidantes inferiores son chicharo, maiz,
papa, camote, calabaza amarilla, apio y pepino (19, 22, 15, 14, 17, 13 y 15 umol ET/g
base seca respectivamente; Ou y col., 2002; Cao y col., 1996). Y otros con capacidades
antioxidantes superiores son cebolla morada, espinaca y pimiento verde (143,152 y 154
pmol ET/g base seca respectivamente; Ou y col., 2002). En comparacién con algunas
semillas, se tienen reportes de frijol pinto y negro (Phaseolus vulgaris L.) crudos que
alcanzan niveles de 57.9 y 70.2 ymol ET/g base seca respectivamente (Xu y Chang,
2009), los cuales son similares a los obtenidos por nosotros en ambos hongos. Otras
como semilla de colza y frijol de soya Virginia, alcanzan rangos de 40920-129890 y 115.7-
228.6 umol ET/g de semilla respectivamente (Szydlowska-Czerniak y col., 2010; Chung
y col., 2008), siendo bastante superiores a nuestros niveles. También existen reportes en
frutas donde se observa que la ciruela, naranja, uva roja, kiwi, toronja rosada, guayaba
roja, guayaba blanca, pitahaya, lichi y papaya (cv. Red Lady) (79.1, 51.7, 36.0, 36.5, 48.3,
113.6, 76.74, 46.34, 36.24 y 49.53 pmol ET/g base seca respectivamente;
Mahattanatawee y col., 2006; Wang y col., 1996) presentan valores comparables a los
nuestros. Otras como la uva blanca, banana, manzana, pera, melén, mamey, pitahaya
blanca, mango, chicozapote y longan (Dimocarpus longan) (26.2, 9.0, 13.2, 9.6, 12.9,
18.59, 19.6, 12.86, 5.49 y 18.96 pmol ET/g base seca respectivamente; Mahattanatawee
y col., 2006; Wang y col., 1996) presentan valores inferiores. Por otro lado, también hay
frutas que presentan valores superiores a los nuestros, como la carambola y la fresa con

150 y 153.6 umol ET/g base seca respectivamente (Mahattanatawee y col., 2006; Wang
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y col., 1996). En cuanto a algunas especias como perejil, orégano, canela, clavo, semilla
de mostaza amarilla, pimienta negra y azafran (653,1133, 2641, 1533, 287.59, 162.81 y
399.31 umol ET/g base seca respectivamente; Jimenez-Alvarez y col., 2008; Wu y col.,
2004) nuestros resultados fueron bastante inferiores. Por dltimo, en comparacién con
algunas bebidas como jugos de granada, uva Concord, arAndano azul, cereza negra,
acai, arandano rojo, naranja y manzana; asi como vino rojo, té verde, té negro y té blanco
(25.0, 25.9, 20.6, 25.3, 195, 154, 7.4, 48, 25.7, 53, 3.1 y 2.7 umol ET/mL
respectivamente; Seeram y col., 2008) nuestros resultados fueron superiores.

Con todo lo anterior, se puede observar que la capacidad antioxidante por ORAC en
huitlacoche y Pleurotus ostreatus es importante, siendo en la mayoria de las ocasiones
similar o superior a la de otros alimentos. Lo anterior aporta mas evidencia de las

propiedades nutracéuticas que poseen nuestros objetos de estudio.
9. 3. 2. 2. Extractos de compuestos fenélicos insolubles

Se determiné la capacidad antioxidante de la melanina extraida de huitlacoche asi como
de la sintética por el método ORAC. Para esta determinacion la melanina se usé en forma
de suspension, teniendo como fase liquida la misma solucién amortiguadora de fosfatos
con la que se preparo el resto de los reactivos. Al igual que en el ensayo TEAC-DPPH
para melanina, no fue recomendable disolver ésta en KOH. Lo anterior por que la prueba

es sensible al pH y un cambio podria haber afectado la reaccion (Zulueta y col., 2009).

Ya que la melanina no tuvo que disolverse, los resultados de capacidad antioxidante
(umol ET) fueron expresados de dos formas: por miligramo de melanina, y capacidad

antioxidante procedente de melanina por gramo de muestra.

Los resultados obtenidos para capacidad antioxidante por miligramo de melanina (umol
ET/mg de melanina) fueron de 1.9 para la sintética, y de 0.1y 1.2 para la extraccion 1y 2
respectivamente. En cuanto a la capacidad antioxidante procedente de melanina en la
muestra (umol ET procedente de melanina/g de muestra base seca), los resultados fueron

de 1.3 para la extraccion 1, y de 13.1 para la extraccion 2.

Como se puede observar, en la melanina sintética el resultado fue superior al de ambas
extracciones; fendbmeno que ya habia sido observado en el ensayo TEAC-DPPH para

melanina. De igual forma, esto podria ser explicado por el proceso que implica la
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extraccion de melanina, ya que éste pudo afectar su capacidad antioxidante debido a los

tratamientos quimicos agresivos que conlleva.

En el caso de la capacidad antioxidante de la melanina extraida, se observa que la
extraccion 2 obtuvo mayores niveles que la extraccion 1, lo cual ya habia sido observado
en el ensayo TEAC-DPPH para melanina. Sin embargo a diferencia de TEAC-DPPH, la
diferencia entre ambas extracciones es muy amplia en este método. Es dificil explicar por
qué ocurre este fendbmeno, pero creemos que se debe a dos situaciones: perdidas

durante el proceso de extraccion de melanina, y el mecanismo de reaccion de la prueba.

En cuanto a las pérdidas durante el proceso de extraccion de melanina, se sabe que en
los residuos de la extraccibn existen compuestos fendlicos asi como capacidad
antioxidante (TEAC-DPPH). Lo cual posiblemente se deba a pequefios fragmentos de
melanina de bajo peso molecular que no alcanzan a ser separados en el proceso de
extraccion. Como se pudo observar en secciones anteriores, los niveles mas importantes
en ambas extracciones se encuentran en el sobrenadante de la precipitacion de la
“melanina cruda”, en el agua de los lavados de la “melanina cruda” y en el agua de los
lavados de melanina obtenida durante el proceso de purificacion con cloroformo; lo que
quiere decir que estas moléculas pueden ser movilizadas por el agua y no son lo
suficientemente pesadas para alcanzar a precipitar. En general, ambas extracciones
obtuvieron valores similares en todos los residuos (compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante por TEAC-DPPH). Sin embargo en el caso del agua de los lavados de la
“‘melanina cruda”, y el agua de los lavados de melanina obtenida durante el proceso de
purificacién con cloroformo, la extraccion 2 obtuvo valores menores que la extraccion 1,
gue aunque fueron cercanos, presentan diferencias estadisticamente significativas. Lo
anterior a nuestro parecer, indica una menor perdida de estos fragmentos de bajo peso
molecular en la extraccién 2 en comparacion de la extraccion 1. Asi, la melanina de la
extraccion 1 es melanina de alto peso molecular con poca cantidad de fragmentos de bajo
peso molecular que pueden ser facilmente movilizados por el agua; mientras que la
melanina de la extraccion 2 es también melanina de alto peso molecular, pero con una
mayor cantidad de fragmentos de bajo peso molecular que pueden ser movilizados por el
agua. En teoria no es posible que la melanina sea solubilizada por el agua, sin embargo la
estructura molecular de la melanina pudo ser dafiada por el proceso de extraccion, al

grado de producir pequefios fragmentos que pueden movilizarse facilmente en ella. Como
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se mencioné anteriormente, existen protocolos donde se utiliza disolver, precipitar y lavar
la melanina en varias ocasiones, con el fin eliminar moléculas de bajo peso molecular y
obtener melanina mas homogénea y de alto peso molecular, por lo tanto los argumentos
anteriores no parecen tan extrafios (Wang y col., 2006; Goncalves y Pombeiro-
Sponchiado, 2005). En cuanto al mecanismo de reaccion del ensayo, se sabe que se
establece una reaccion competitiva entre el antioxidante y la fluoresceina por el agente
oxidante (Jimenez-Alvarez y col., 2008). En este contexto, la melanina de la extraccion 2
al contener mas fragmentos de bajo peso molecular que pueden movilizarse con mayor
facilidad en el agua de la reaccion (mediante agitacion), compite de forma mas efectiva
con la fluoresceina por el agente oxidante. En cambio la melanina de la extraccién 1, al
contener menor cantidad de fragmentos de bajo peso molecular, no compite con la misma
efectividad por el agente oxidante. Dado que la competencia entre ambas moléculas
(antioxidante y fluoresceina) es determinante para la capacidad antioxidante por este
método, se podrian explicar las amplias diferencias que se obtuvieron en su capacidad

antioxidante.

En el caso de TEAC-DPPH no se observaron estas diferencias tan amplias, ya que esta
prueba solo mide la inhibicién de radicales libres y no toma en cuenta la cinética de los
antioxidantes como en ORAC (Szydlowska-Czerniak y col., 2010; Tabart y col., 2009).
Es decir, en TEAC-DPPH no existe competencia entre el antioxidante y una molécula
sonda, mientras que en ORAC la competencia entre estas es determinante para la

capacidad antioxidante.

Debido a que en la literatura no se encontraron trabajos similares, es dificil explicar los
fendbmenos antes mencionados asi como comparar nuestros resultados. A pesar de esto,
se logro determinar que existe capacidad antioxidante en la melanina de huitlacoche por
el método ORAC. Lo cual aporta mas indicios de las propiedades nutracéuticas de este

alimento.
9. 3. 3. Medicion de la Capacidad de los Extractos de Inducir Motilidad Intestinal
9. 3. 3. 1. Extractos de compuestos fendlicos solubles

Se determind la capacidad de inducir motilidad intestinal en los extractos de compuestos
fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus, al medir el efecto de estos sobre

la tension media de la contraccion del intestino aislado de rata; el efecto general
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observado fue un aumento en la tensién media de la contraccion, lo que indica que se
promueve la motilidad intestinal. En cuanto a huitlacoche, hubo poco efecto a
concentraciones de 0.5 y 5.0 mg/mL en los cuatro extractos, mientras que a una
concentracion saturada de 50 mg/mL se mostr6 el mayor efecto, siendo estadisticamente
significativo Unicamente en los extractos etandlico y acuoso caliente; en general los
mayores efectos fueron observados en los dos extractos antes mencionados. En el caso
de Pleurotus ostreatus también se observo poco efecto a concentraciones de 0.5 y 5.0
mg/mL en los cuatro extractos, mientras que a una concentracion saturada de 50 mg/mL
se observo el mayor efecto, siendo estadisticamente significativo en los extractos
metandlico, acuoso frio y acuoso caliente; en general los mayores efectos fueron

observados en los extractos acuosos frio y caliente.

Por otro lado, también se realiz6 el experimento utilizando el neurotransmisor acetilcolina
(ACh), lo anterior con la finalidad de comparar el efecto producido por éste con el de
nuestros extractos. De antemano se sabe que el neurotransmisor interviene en la
contraccion muscular al unirse a los receptores de ACh (nicotinicos y muscarinicos) de las
fibras musculares (www.biopsicologia.net/fichas/page_86.html). En el caso de musculo
liso del intestino, se sabe que los receptores encontrados son los muscarinicos del
subtipo M3, los cuales al ser activados comienzan una cascada de sefalizacion con
proteina G, que culmina con la liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmaético v,
consecuentemente causa la contraccién del musculo (Eglen y col., 1994); de esta
manera el efecto encontrado fue un aumento en la tension media de la contraccion
(tensién) del intestino aislado de rata. En comparacion con los extractos de ambos
hongos, se observo que a concentraciones de 0.5 y 5 mg/mL los efectos son muy
inferiores a los producidos por ACh, siendo estadisticamente iguales a la tensién basal.
Sin embargo a una concentracion saturada de 50 mg/mL, los extractos de ambos hongos
tienen efectos similares a la ACh, siendo el efecto del extracto acuoso caliente de
Pleurotus ostreatus estadisticamente igual que el mostrado por ACh; en general los
efectos mas parecidos al mostrado por ACh fueron los de los extractos acuoso frio y

caliente de Pleurotus ostreatus.

Con anterioridad ya han sido estudiados los efectos de Pleurotus ostreatus y huitlacoche

asi como de otros hongos sobre la contraccibn muscular, encontrandose diversos
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resultados (Juntes y col., 2009; Zuzek y col., 2006; Schacter y col., 2005; Gage y col.,
2002).

En cuanto a huitlacoche se encontr6 que la cepa P4 de Ustilago maydis bloquea
especificamente los canales de Ca* tipo L dependientes de voltaje en mamiferos, este
tipo de canales de Ca** se encuentran principalmente en musculo y células cardiacas y su
bloqueo inhibe la contraccion muscular. El bloqueo de estos canales es producido por una
toxina denominada KP4, la cual es un polipéptido de 105 aminoacidos producida por el
virus UMV4 que infecta a la cepa P4 de Ustilago maydis, ésta se une competitivamente
con el Ca®" a la porcién exterior del canal (Gage y col., 2002). En nuestros experimentos
sobre intestino aislado de rata no se muestran tales efectos, ya que por el contrario se
promueve la motilidad intestinal al aumentar la tension media de la contraccion; aunque el
efecto no es tan grande como en el caso de los extractos de Pleurotus ostreatus, los
efectos de los extractos etandlico y acuoso caliente (saturados a 50 mg/mL) de
huitlacoche son estadisticamente significativos. La causa mas probable de que no exista
una inhibicion en la contraccién, es que el material utilizado no se encontraba infectado
por el virus UMV4, por lo tanto la toxina antes mencionada no era secretada por nuestro
material. Por el contrario, el aumento en la tension media de la contraccion pudo ser
causada por algunos compuestos aun no identificados que estimularon a las células del
musculo liso del intestino a contraerse; algunos de los compuestos que posiblemente
producen esta estimulacién son fibras solubles y polisacaridos, ya que como se ha
mencionado, el huitlacoche posee altas cantidades de carbohidratos y fibra (Valverde y
col., 1995). También es posible que el hongo contenga otras moléculas que actlen
directamente sobre los receptores que promueven el movimiento del intestino. Los efectos
mostrados por huitlacoche son importantes, ya que su consumo podria evitar ciertos
trastornos digestivos como el estrefiimiento, ademas de que junto con la capacidad
antioxidante mostrada, podria prevenir algunas patologias como cancer de colon. No
obstante, se necesitan mas estudios asi como la identificaciéon de las moléculas que
producen estos efectos en la motilidad intestinal para poder afirmarlo. A pesar de todo, las
evidencias encontradas en estos experimentos nos demuestran las propiedades

nutracéuticas del huitlacoche.

En el caso de Pleurotus ostreatus también se han realizado varios estudios acerca de sus

efectos sobre la contraccion muscular. En 2005 Schacter y col. encontraron que el
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extracto acuoso de Pleurotus ostreatus causa constriccion en relacion a la dosis del
musculo liso aislado de vias respiratorias de cerdo de Guinea; este efecto fue causado
por mecanismos no inmunolégicos involucrando una variedad de mediadores de las vias
respiratorias y posiblemente receptores colinérgicos. En este estudio el pretratamiento
con atropina (antagonista competitivo del receptor muscarinico de ACh) redujo los efectos
contractiles del extracto, sugiriendo una interaccion de éste con receptores muscarinicos.
También el TMB-8 [acido 3, 4, 5-trimetoxibenzoico 8-(dietilamina) octil éster], un inhibidor
de la movilizacién de Ca?* intracelular, blogueo el efecto constrictor del extracto, indicando
el papel de la movilizacién del Ca?" en el efecto constrictor del extracto. Por otro lado, se
ha reportado que Pleurotus ostreatus produce una proteina llamada ostreolisina (Oly), la
cual tiene un peso molecular de 15 KDa y se le atribuyen propiedades toxicas. Se habla
de que han ocurrido intoxicaciones locales esporadicas en humanos y animales después
de la ingesta de altas cantidades de hongos frescos, por lo cual se ha sugerido que la
toxicidad esta asociada con la molécula(s) proteica(s) termolabil (Juntes y col., 2009;
Zuzek y col., 2006). En 2009 Juntes y col. probaron el efecto de Oly sobre anillos
arteriales coronarios porcinos in vitro, encontrando que ésta causa vasoconstriccion
dependiente de la dosis y previene la relajacion mediada por el endotelio. En este estudio
se usaron pretratamientos con verapamilo (bloqueador de los canales de Ca* tipo L) y
cloruro de lantano (bloqueador de canales de cationes no especifico), encontrando que en
el caso del verapamilo se redujeron enormemente las contracciones provocadas por Oly,
mientras que el lantano las elimino por completo. Lo anterior proporciono evidencia de
que las contracciones de las arterias coronarias inducidas por Oly, son debidas
principalmente a la mayor entrada de Ca** del espacio extracelular a través de los canales
de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L y a canales de cationes no selectivos. En nuestro
estudio sobre intestino aislado de rata, los extractos de Pleurotus ostreatus mostraron
efectos superiores que los de huitlacoche, lo cual posiblemente indique que Oly también
actia sobre células de musculo liso del intestino; sin embargo esto no puede ser
confirmado ya que nosotros usamos los extractos crudos sin aislar la proteina. Por otra
parte, los mayores efectos mostrados por Pleurotus ostreatus fueron los del extracto
acuoso caliente y posteriormente los del extracto acuoso frio, lo cual no concuerda con los
antecedentes antes mencionados ya que se dice que Oly es una proteina termolabil.
Posiblemente el fendmeno anterior se deba a que el calentamiento aplicado en la

extraccion no fue el necesario para eliminar a Oly, y a que gracias a éste se extrajeron
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mas moléculas que promueven la motilidad intestinal como fibra soluble y polisacaridos,
observandose los resultados antes mencionados. A pesar de los hallazgos encontrados
por nosotros, se necesitan mas estudios para poder confirmar que la induccién de
motilidad en intestino aislado de rata es causada por Oly. Sin embargo ahora sabemos
que Pleurotus ostreatus promueve la motilidad intestinal (independientemente del
mecanismo), lo cual es importante ya que como en el caso de huitlacoche su consumo
podria evitar trastornos y patologias digestivas. Lo anterior aporta evidencia de las

propiedades nutracéuticas de Pleurotus ostreatus.

Existen otros hongos (comestibles y no comestibles) los cuales han mostrado tener
efectos sobre la contraccion muscular. Un ejemplo de ellos son los hongos del genero
Aspergillus sp., el cual produce un metabolito secundario denominado WIN 64821 que
actla como un antagonista competitivo de la sustancia P (SP), en experimentos sobre la
contractilidad de ileon de cerdo de Guinea. SP pertenece a una familia de neuropéptidos
llamada taquicininas, las cuales tienen diversas acciones farmacoldgicas sobre varios
sistemas del organismo incluyendo el gastrointestinal, de esta manera, WIN 64821 al
actuar como antagonista competitivo de SP, bloguea su acciébn sobre el intestino
inhibiendo las contracciones inducidas por SP (Oleynek y col., 1994). Por otro lado el
hongo Albatrellus confluens produce un compuesto llamado albaconol, el cual induce
contraccion en traquea de cerdo de Guinea in vitro al actuar como agonista del receptor
VR. EIl receptor VR esta involucrado en la transmision y modulaciéon del dolor en el
sistema nervioso central y periférico, no obstante su expresion no esta limitada a tejidos
neuronales, también existe expresibn en muchas otras células entre las que se
encuentran las de musculo liso. A su activacion se produce un rapido incremento de los
niveles de Ca?" intracelular con la consecuente contraccién del musculo (Cortright y
Szallasi, 2004; Yang y col., 2003). Un ultimo ejemplo es una lectina aislada de micelio
del hongo comestible Tricholoma mongolicum, la cual presenta accion hipotensora
mediada por vasorelajacion via receptores de adenosina A, y/o produccién de oxido

nitrico (Wang y col., 1996).

Como se pudo observar anteriormente, existen bastantes hongos que poseen efectos
sobre la contraccion muscular (inhibicion o induccién) en diferentes érganos, sin que
nuestros objetos de estudio sean la excepcion. No obstante, en nuestros objetos de

estudio se requiere mas investigacion para determinar los mecanismos por los cuales se
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originan sus efectos, ya que de esta manera se podrian desarrollar productos benéficos
desde el punto de vista farmacoldgico y de investigacion. Hasta los experimentos
realizados, podemos decir que los efectos sobre la motilidad intestinal mostrados por
huitlacoche y Pleurotus ostreatus son importantes y benéficos, ya que pueden ayudar en

la prevencion y tratamiento de trastornos gastrointestinales.
9. 3. 3. 2. Extractos de compuestos fendlicos insolubles

La melanina (extraida y sintética) no mostré ningun efecto sobre la motilidad del intestino
de rata aislado. La causa mas probable de la ausencia de efecto, fue que la melanina no
se encontraba disuelta sino en suspensién. La disolucion de la melanina para el
experimento fue imposible, ya que el Unico solvente donde puede disolverse (KOH 2M)
hubiera provocado efectos no deseados, enmascarando los posibles efectos de la

melanina.
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10. CONCLUSIONES

* Se logré la obtencion de extractos ricos en compuestos fendlicos solubles a partir
de huitlacoche y Pleurotus ostreatus.

* Se logré la obtencién de extractos de compuestos fendlicos insolubles (melanina)

a partir de huitlacoche.

* Se logré la cuantificacion de compuestos fendlicos totales mediante el reactivo
Folin-Ciocalteu en los extractos de compuestos fendlicos solubles e insolubles

(melanina).

* La cantidad de compuestos fendlicos solubles es considerable en los extractos
etandlicos, metandlicos y acuosos de huitlacoche y Pleurotus ostreatus, siendo

mayor en los extractos acuosos frios de ambos hongos.

* La cantidad de compuestos fendlicos en la melanina extraida de huitlacoche es
alta, siendo superior al 74% de la melanina extraida. En cuanto a los compuestos
fendlicos procedentes de melanina en la muestra la cantidad también es alta,
siendo incluso superior a las mostradas por los extractos de compuestos fendlicos
solubles (extracto etandlico, metandlico, acuoso frio y acuoso caliente) de

huitlacoche y Pleurotus ostreatus.

* Los extractos de compuestos fendlicos solubles obtenidos de huitlacoche y
Pleurotus ostreatus asi como la melanina extraida de huitlacoche poseen
capacidad antioxidante, comprobandose mediante dos metodologias que se basan
en reacciones distintas (TEAC-DPPH y ORAC).

+ Se determind una mayor capacidad antioxidante en la mayoria de los extractos de
compuestos fendlicos solubles (extracto etandlico, metandlico, acuoso frio y
acuoso caliente) de huitlacoche en comparacién con los de Pleurotus ostreatus.
Por otro lado, los mayores niveles de capacidad antioxidante fueron observados

en los extractos acuosos frios de ambos hongos.

« En TEAC-DPPH, la capacidad antioxidante procedente de melanina en la muestra
es alta, siendo incluso superior a las mostradas por todos los extractos de

compuestos fendlicos solubles (extracto etandlico, metandlico, acuoso frio y
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acuoso caliente) de huitlacoche y Pleurotus ostreatus. En ORAC los resultados
fueron muy variables, no obstante se determiné que la melanina posee capacidad

antioxidante por este método.

Se logr6 cuantificar compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante por
TEAC-DPPH en los residuos de la extraccion de la melanina, obteniéndose
resultados muy altos en algunos residuos. Se cree que estos resultados son
ocasionados por moléculas de melanina de bajo peso molecular, sugiriendo

grandes pérdidas durante el proceso de extraccion.

Los extractos de huitlacoche y Pleurotus ostreatus tienen efectos sobre la
motilidad del intestino delgado de rata, sobre todo en la tensién media de la
contraccion. Los mayores efectos fueron mostrados a una concentracion saturada
de 50 mg/mL, principalmente en el etandlico y acuoso caliente de huitlacoche, y en
el acuosos caliente y frio de Pleurotus ostreatus. El extracto acuoso caliente de
Pleurotus ostreatus mostro efectos estadisticamente iguales que el
neurotransmisor acetilcolina (1 x 10° M).

La melanina extraida de huitlacoche no mostr6 efectos sobre la motilidad del

intestino delgado de rata al usarse en forma de suspension.

La presencia de compuestos fendlicos en todos los extractos, la actividad
antioxidante, y los efectos sobre la motilidad del intestino de rata, sugieren que el

huitlacoche y Pleurotus ostreatus poseen propiedades nutracéuticas importantes.
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11. APENDICE

11. 1. Analisis Estadistico del Rendimiento de Extraccién en Extractos de

Compuestos Fendlicos Solubles de Huitlacoche y Pleurotus ostreatus

Tabla 23. Anédlisis de Varianza del Rendimiento de Extraccién en Extractos de Compuestos Fendlicos
Solubles de Huitlacoche y Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P
Factor A 1 454.669922 454.669922 2247424 0.000
(hongo)

Factor B (tipo 3 3341.361328 1113.787109 550.5427 0.000
de extracto)
Interaccion 3 704.181641 234.727219 116.0252 0.000
Error 16 32.369141 2.023071
Total 23 4532.582031
C. V. =5.30%

11. 2. Curvas de Calibracién y Analisis Estadistico en la Cuantificacién de los

Compuestos Fendélicos Totales
11. 2. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles
11. 2. 1. 1. Curvas de calibracién

Para el célculo de los fenoles totales en los extractos de compuestos fendlicos solubles de
huitlacoche y Pleurotus ostreatus, se realizaron tres curvas de calibracién de acido galico
disuelto en los tres diferentes agentes de extraccién usados para preparar los extractos,

las curvas se muestran a continuacion:
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Acido Galico en Etanol 95%

1.5
y=0.0032x-0.0766
R?=0.9797

0.5 /r/.
././l/

0 T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300

Absorbanciaa 750 mn

Concentracién de Acido Galico {partes por millén)

Figura 32. En la ilustraciéon se muestra la curva de calibracion de absorbancia a 750 nm vs. acido
galico disuelto en etanol al 95%. Esta fue utilizada para calcular el contenido de compuestos
fendlicos en los extractos etandlicos de huitlacoche y P. ostreatus.

Acido Galico en Metanol 95%

1.5
y = 0.0035x-0.0754
. R?= 0.9952

0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Absorbanciaa 750 nm

Concentracién de Acido Galico (partes por millén)

Figura 33. En la ilustracién se muestra la curva de calibracion de absorbancia a 750 nm vs. 4cido
galico disuelto en metanol al 95%. Esta fue utilizada para calcular el contenido de compuestos
fendlicos en los extractos metandlicos de huitlacoche y P. ostreatus.

~112 ~



Acido Galico en Agua Destilada

1.5

y =0.0035x-0.1289
. R*=0.9908 /

0 T T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350 400

Absorbanciaa 750 nm

Concentracién de Acido Gélico {partes por millén)

Figura 34. En la ilustracidon se muestra la curva de calibracién de absorbancia a 750 nm vs. acido
galico disuelto en agua destilada. Esta fue utilizada para calcular el contenido de compuestos
fendlicos en los extractos acuosos frios y calientes de huitlacoche y P. ostreatus.

11. 2. 1. 2. Andlisis estadistico

Tabla 24. Anédlisis de Varianza de Compuestos Fendlicos Totales en Extractos de Compuestos
Fendlicos Solubles de Huitlacoche y Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P
Factor A 1 1.306671 1.306661 23.5793 0.000
(hongo)

Factor B (tipo 3 68.390015 22.796671 411.3727 0.000
de extracto)
Interaccion 3) 7.570038 2.523346 45.5345 0.000
Error 16 0.886658 0.055416
Total 23 78.153381
C.V.=5.19%

11. 2. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles
11. 2. 2. 1. Curvas de calibracion

Para el calculo de compuestos fendlicos totales en melanina extraida de huitlacoche y en
los residuos de la extraccion de melanina, se realizaron 2 curvas de calibracién de acido
galico disuelto en KOH 2 M, lo anterior debido a que las determinaciones de la melanina 'y

los residuos se hicieron en tiempos distintos, las curvas se muestran a continuacion:
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Absorbancia A 750 nm

0.8 -
0.6 —

0.4
0.2

Acido Galicoen KOH2 M

(melanina)

R?=0.9863

— y=0.0008x-0.063
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Concentracién de Acido Gélico {partes por millén)

Figura 35. En la ilustracion se muestra la curva de calibracion de absorbancia a 750 nm vs. acido
galico disuelto en KOH 2 M. Esta fue utilizada para calcular el contenido de compuestos fendlicos

en la melanina extraida de huitlacoche y en la melanina sintética.

Absorbanciaa 750 nm

0.8 -
0.6 —

0.4
0.2

Acido Galicoen KOH 2 M
(residuos)

R?=0.9773

_ y=0.0012x-0.1003

/,/f/

——

0 100 200

300 400

600

Concentracién de Acido Galico {partes por millén)

Figura 36. En la ilustracion se muestra la curva de calibracion de absorbancia a 750 nm vs. acido
galico disuelto en KOH 2 M. Esta fue utilizada para calcular el contenido de compuestos fendélicos

en los residuos de la extraccion de melanina de huitlacoche.

11. 2. 2. 2. Andlisis estadistico

Tabla 25. Anédlisis de Varianza de Compuestos Fendlicos Totales por Miligramo de Melanina Soluble

FV GL SC CM F P
Tratamientos 2 0.012863 0.006432 2.5103 0.161
(melanina)
Error 6 0.015372 0.002562
Total 8 0.028235
C.V.=5.31%
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Tabla 26. Prueba T-pareada para Compuestos Fendlicos Totales por Miligramo de Melanina Extraida

Ho: Las poblaciones tienen la misma media (Ho: M1 = M2), no hay diferencia significativa entre los
tratamientos.

Vs
Ha: Las poblaciones tienen diferente media (Ha: M1 <> M2), los tratamientos son diferentes.
N Media Desviacion Error Valor P
Estandar Estandar de 0.044

la Media
Extraccion 1 3 0.7427 0.0079 0.0045
Extraccion 2 3 0.9188 0.0739 0.0427
Diferencia 3 -0.1760 0.0660 0.0381

Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis Ho: M1 = M2, y se concluye que hay una diferencia significativa entre las
medias de las poblaciones.

Tabla 27. Prueba T-pareada para Compuestos Fendlicos Totales Procedentes de Melanina en la
Muestra

Ho: Las poblaciones tienen la misma media (Ho: M1 = M2), no hay diferencia significativa entre los
tratamientos.

Vs

Ha: Las poblaciones tienen diferente media (Ha: M1 <> M2), los tratamientos son diferentes.

N Media Desviaciéon Error Valor P
Estandar Estandar de 0.260
la Media
Extraccion 1 3 9.070 0.096 0.055
Extraccién 2 3 9.682 0.779 0.450
Diferencia 3 -0.613 0.683 0.394

Por lo tanto, no se rechaza la hipétesis Ho: M1 = M2.

Tabla 28. Andlisis de Varianza de Compuestos Fendlicos Totales en Residuos de la Extracciéon de

Melanina
FV GL SC CM F P
Factor A 1 1.959839 1.959839 9.4622 0.004
(extraccion)
Factor B 7 4964.063477 709.151917 3423.8235 0.000
(residuo)
Interaccion 7 13.078857 1.868408 9.0208 0.000
Error 32 6.627930 0.207123
Total 47 4985.730103
C.V.=7.00%
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11. 3. Curvas de Calibracion y Andlisis Estadistico en la Medicion de Capacidad
Antioxidante por el Método TEAC-DPPH

11. 3. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles
11. 3. 1. 1. Curvas de calibracién

Para el célculo de capacidad antioxidante por TEAC-DPPC en los extractos de
compuestos fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus, se realizaron tres
curvas de calibracién de absorbancia de DPPH (515 nm) vs. Trolox, éste se encontraba
disuelto en los tres diferentes agentes de extraccion usados para preparar los extractos.

Las curvas se muestran a continuacion:

Trolox en Etanol 95%

1.2 ‘

1

y=-0.0052x+1.0225

0.8 R2= 0.9826
0.6 ==

0.4 I

0.2 \r

0 L 2

Absorbancia de DPPH a 515 nm

0 50 100 150 200 250

Concentracion de Trolox {uM)

Figura 37. En la ilustracién se muestra la curva de calibracion de absorbancia de DPPH vs. Trolox
disuelto en etanol al 95%. Esta curva fue utilizada para calcular la capacidad antioxidante en los
extractos etanolicos de huitlacoche y P. ostreatus.
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Trolox en Metanol

95%

£

=

g 1.2

T3]

o 1 — y=-0.0035x+1.1175
z 08 S R?= 0.9974

o

S 06 \

=

© 0.4 xi
S 0.2
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<

Concentracion de Trolox (uM)

Figura 38. En la ilustracién se muestra la curva de calibracion de absorbancia de DPPH vs. Trolox
disuelto en metanol al 95%. Esta curva fue utilizada para calcular la capacidad antioxidante en los
extractos metandlicos de huitlacoche y P. ostreatus.

Trolox en Agua destilada

E

=

N

m 1.2 $\

2 il y=-0.0036x+1.0643 — —
Z 08 = R?=0.9998
& \‘\

v 0.6

o \‘\

s 0.4

(&) \‘\

g 02 —9
§ 0 T T T T 1
S 0 50 100 150 200 250

Concentracion de Trolox {uM)

Figura 39. En la ilustracion se muestra la curva de calibracién de absorbancia de DPPH vs. Trolox
disuelto en agua destilada. Esta curva fue utilizada para calcular la capacidad antioxidante en los
extractos acuoso frios y calientes de huitlacoche y P. ostreatus.
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11. 3. 1. 2. Andlisis estadistico

Tabla 29. Andlisis de Varianza de Capacidad Antioxidante TEAC-DPPH en Extractos de Compuestos

Fendlicos Solubles de Huitlacoche y Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P
Factor A 1 39.783737 39.783737 1239.9689 0.000
(hongo)

Factor B (tipo 3 51.071228 17.023743 530.5914 0.000
de extracto)
Interaccion 3 18.141266 6.047089 188.4740 0.000
Error 16 0.513351 0.032084
Total 23 109.509583
C.V.=7.48%

11. 3. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles

11. 3. 2. 1. Curvas de calibracién

Para el calculo de capacidad antioxidante por TEAC-DPPH en melanina extraida de
huitlacoche y en los residuos de la extraccion de melanina, se realizaron dos curvas de
calibracién de absorbancia de DPPH (515 nm) vs. Trolox disuelto en metanol absoluto, lo

anterior debido a que las determinaciones de la melanina y los residuos se hicieron en

tiempos distintos, las curvas se muestran a continuacion:

Absorbancia de DPPH a 515 nm

1.2

1
0.8
0.6
0.4

0.2

0

Trolox en Metanol absoluto

(melanina)
-~— e
| y=-0.0027x+1.0437 e =
~ R?=0.995 =
0 5I0 1(I10 1;0 2(I10 2;0

Concentracion de Trolox {uM)

Figura 40. En la ilustracion se muestra la curva de calibracién de absorbancia de DPPH vs. Trolox
disuelto en metanol absoluto. Esta curva fue utilizada para calcular la capacidad antioxidante en la

melanina extraida de huitlacoche y en la melanina sintética.
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Trolox en Metanol absoluto
E (residuos)
(Vs
h 1.4
Sl2e—
o 1
& 0.8 Kt\g
g 0% y=-0.0031x+1.253 ——
S 02—  R2=0.9938 -
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Figura 41. En la ilustracién se muestra la curva de calibracion de absorbancia de DPPH vs. Trolox
disuelto en metanol absoluto. Esta curva fue utilizada para calcular la capacidad antioxidante en los
residuos de la extraccién de melanina.

11. 3. 2. 2. Andlisis estadistico

Tabla 30. Anédlisis de Varianza de Capacidad Antioxidante TEAC-DPPH por Miligramo de Melanina

FV GL SC CM F P
Tratamientos 2 1.608889 0.804444 80.4413 0.000
(melanina)
Error 6 0.060002 0.01
Total 8 1.668891
C.V.=10.11%

Tabla 31. Prueba T-pareada para Capacidad Antioxidante TEAC-DPPH Procedente de Melanina en la
Muestra

Ho: Las poblaciones tienen la misma media (Ho: M1 = M2), no hay diferencia significativa entre los
tratamientos.

Vs
Ha: Las poblaciones tienen diferente media (Ha: M1 <> M2), los tratamientos son diferentes.
N Media Desviacion Error Valor P
Estandar Estandar de 0.172

la Media
Extraccion 1 3 7.27 1.85 1.07
Extraccién 2 3 8.80 0.96 0.56
Diferencia 3 -1.533 1.27 0.733

Por lo tanto, no se rechaza la hipétesis Ho: M1 = M2.
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Tabla 32. Analisis de Varianza de Capacidad Antioxidante TEAC-DPPH en Residuos de la Extraccion
de Melanina
FV GL SC CM F P
Factor A 1 1.019165 1.019165 4.6371 0.037
(extraccion)
Factor B 7 1388.073242 198.296173 902.2330 0.000
(residuo)
Interaccion 7 12.051086 1.721584 7.8331 0.000
Error 32 7.033081 0.219784
Total 47 1408.176575
C.V.=12.96%

11. 4. Curvas de Calibracion y Andlisis Estadistico en la Medicion de Capacidad
Antioxidante por el Método ORAC

11. 4. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles
11. 4. 1. 1. Curvas de calibracion

Para el célculo de capacidad antioxidante por ORAC en los extractos de compuestos
fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus, se realizd una curva de
calibracion teniendo como agente antioxidante el Trolox. Es necesario mencionar que la
misma curva de calibracién también fue usada para el calculo de capacidad antioxidante

en la melanina extraida de huitlacoche. La curva se muestra a continuacion:

- LI 4
Curva de Calibracion ORAC
T 18
=
g 16 e 3
& 14— y=0.3723x+1.8
2 12— R®=0.9939 il
@ 10
Z 8 A
Z 6
S Y
< 4
g 2
E 0 T T T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0
Concentracion de Trolox {uM)

Figura 42. En la ilustraciébn se muestra la curva de calibracién de Trolox disuelto en solucion
amortiguadora de fosfatos vs. ANBC (Area Neta Bajo la Curva). Esta fue utilizada para calcular la
capacidad antioxidante en los extractos de compuestos fendlicos solubles obtenidos de huitlacoche
y P. ostreatus, asi como en la melanina extraida de huitlacoche y melanina sintética.
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11. 4. 1. 2. Andlisis estadistico

Tabla 33. Andlisis de Varianza de Capacidad Antioxidante ORAC en Extractos de Compuestos
Fendlicos Solubles de Huitlacoche y Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P
Factor A 1 2282.445313 2282.445313 22.9901 0.002
(hongo)

Factor B (tipo 3 8682.382813 2894.127686 29.1514 0.000
de extracto)
Interaccion 3 6198.843750 2066.281250 20.8128 0.001
Error 8 794.234375 99.279297
Total 15 17957.906250
C.V.=13.62%

11. 4. 2. Extractos de Compuestos Fendlicos Insolubles
11. 4. 2. 1. Curvas de calibracion

Para el célculo de capacidad antioxidante por ORAC en la melanina extraida de
huitlacoche, se utilizé la misma curva de calibracion que para los extractos de compuestos

fendlicos solubles de huitlacoche y Pleurotus ostreatus (Figura 42).

11. 4. 2. 2. Andlisis estadistico

Tabla 34. Andlisis de Varianza de Capacidad Antioxidante ORAC por Miligramo de Melanina

FV GL SC CM F P
Tratamientos 2 5.027588 2.513794 127.6117 0.000
(melanina)
Error 6 0.118193 0.019699
Total 8 5.145781
C.V.=12.88%

Tabla 35. Prueba T-pareada para Capacidad Antioxidante ORAC Procedente de Melanina en la Muestra

Ho: Las poblaciones tienen la misma media (Ho: M1 = M2), no hay diferencia significativa entre los
tratamientos.

Vs
Ha: Las poblaciones tienen diferente media (Ha: M1 <> M2), los tratamientos son diferentes.
N Media Desviacién Error Valor P
Estandar Estandar de 0.001

la Media
Extraccion 1 3 1.309 0.110 0.064
Extraccion 2 3 13.115 0.775 0.447
Diferencia 3 -11.805 0.666 0.384

Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis Ho: M1 = M2, y se concluye que hay una diferencia altamente significativa
entre las medias de las poblaciones.
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11. 5. Analisis Estadistico de la Induccién de Motilidad Intestinal
11. 5. 1. Extractos de Compuestos Fendlicos Solubles

11. 5. 1. 1. Extractos de huitlacoche

Tabla 36. Analisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccion Bajo Estimulo del Extracto
Etanodlico de Huitlacoche

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 1.768433 0.589478 7.5133 0.005
(concentracion
del extracto)

Error 12 0.941498 0.078458
Total 15 2.709930
C.V.=11.83%

Tabla 37. Analisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccion Bajo Estimulo del Extracto
Metandlico de Huitlacoche

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 2.244057 0.748019 1.9359 0.177
(concentracion
del extracto)

Error 12 4.636742 0.386395
Total 15 6.880798
C. V. =28.90%

Tabla 38. Andlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccién Bajo Estimulo del Extracto
Acuoso Frio de Huitlacoche

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 1.310898 0.436966 2.8405 0.082
(concentracion
del extracto)

Error 12 1.846031 0.153836
Total 15 3.156929
C.V.=16.63%

Tabla 39. Analisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccion Bajo Estimulo del Extracto
Acuoso Caliente de Huitlacoche

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 1.551674 0.517225 8.1010 0.004
(concentracion
del extracto)

Error 12 0.766167 0.063847
Total 15 2.317841
C.V.=10.68%
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11. 5. 1. 2. Extractos de Pleurotus ostreatus

Tabla 40. Anédlisis de Varianza de la Tension Media de la Contracciéon Bajo Estimulo del Extracto
Etandlico de Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 0.623909 0.207970 2.6551 0.095
(concentracion
del extracto)

Error 12 0.939941 0.078328
Total 15 1.563850
C.V.=11.96%

Tabla 41. Andlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccidn Bajo Estimulo del Extracto
Metandlico de Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 0.262909 0.087636 3.9686 0.035
(concentracion
del extracto)

Error 12 0.264992 0.022083
Total 15 0.527901
C. V. =7.08%

Tabla 42. Analisis de Varianza de la Tensién Media de la Contraccion Bajo Estimulo del Extracto
Acuoso Frio de Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P

Tratamientos 3 2.749664 0.916555 18.3952 0.000
(concentracion
del extracto)

Error 12 0.597908 0.049826
Total 15 3.347572
C. V. =9.43%

Tabla 43. Anédlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccidn Bajo Estimulo del Extracto
Acuoso Caliente de Pleurotus ostreatus

FV GL SC CM F P

Tratamientos 8 3.427994 1.142665 12.1494 0.001
(concentracion
del extracto)

Error 12 1.128609 0.094051
Total 15 4.556602
C.V.=12.00%
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11. 5. 2. Acetilcolina

Tabla 44. Prueba T-pareada para Tensién Media dg la Contraccién Bajo Estimulo de Acetilcolina (1 x
10° M)

Ho: Las poblaciones tienen la misma media (Ho: M1 = M2), no hay diferencia significativa entre los
tratamientos.

Vs
Ha: Las poblaciones tienen diferente media (Ha: M1 <> M2), los tratamientos son diferentes.
N Media Desviacion Error Valor P
Estandar Estandar de 0.006
la Media
Tensioén basal 4 2.083 0.088 0.044
(sin estimulo)
ACh1x10°M 4 3.540 0.461 0.230
Diferencia 4 -1.457 0.425 0.212

Por lo tanto, se rechaza la hipétesis Ho: M1 = M2, y se concluye que hay una diferencia altamente significativa
entre las medias de las poblaciones.

11. 5. 3. Comparacién Entre el Efecto del Extracto, Acetilcolinay Tension Basal

Tabla 45. Anédlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccion Bajo Estimulo de los Extractos
de Ambos Hongos (0.5 mg/mL), Acetilcolina y Tensién Basal

FV GL SC CM F P
Tratamientos 9 7.294083 0.810454 9.7604 0.000
(estimulo)
Error 30 2.491043 0.083035
Total 39 9.785126
C.V.=1256%

Tabla 46. Anédlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccidon Bajo Estimulo de los Extractos
de Ambos Hongos (5.0 mg/mL), Acetilcolina y Tensién Basal

FV GL SC CM F P
Tratamientos 9 6.796494 0.755166 7.2012 0.000
(estimulo)
Error 30 3.145981 0.104866
Total 39 9.942474
C.V.=13.69%

Tabla 47. Anédlisis de Varianza de la Tension Media de la Contraccidon Bajo Estimulo de los Extractos
de Ambos Hongos (50.0 mg/mL), Acetilcolinay Tensién Basal

FV GL SC CM F P
Tratamientos 9 6.743683 0.749298 3.8090 0.003
(estimulo)
Error 30 5.901489 0.196716
Total 39 12.645172
C.V.=1561%

~ 124 ~




12. GLOSARIO

Acetilcolina: Ester de é&cido acético y colina con foérmula quimica
CH3COOCH,CH,N*(CHs)a.

Adyuvante: Que ayuda. En el caso de tratamientos médicos, se dice que un tratamiento
es adyuvante cuando acompafia (posteriormente) a un tratamiento previo considerado

principal.

Agalla: Estructura de tipo tumoral inducida por insectos y otros artropodos, nemétodos,
hongos o bacterias. Se trata de la respuesta del vegetal a la presencia del parasito con un

crecimiento anémalo de tejido que intenta aislar el ataque o infeccién.

Agonista: Sustancia que es capaz de unirse a un receptor y provocar una respuesta en la

célula.

Antagonista: Sustancia que es capaz de unirse a un receptor sin provocar una respuesta

biol6gica, pero bloquea o detiene respuestas mediadas por agonistas.

Antagonista Competitivo: Antagonista que se une a un receptor celular sin activarlo. El
antagonista competira contra cualquier agonista por los sitios de unién del receptor. Una
cantidad suficiente de sustancia antagonista desplazard a la sustancia agonista de los
sitios de union, como resultado habrd una baja en la frecuencia de la activacion del

receptor.

Antiespasmaédicos: Sustancias o farmacos que ayudan a disminuir o detener los

espasmos musculares.

Antimutagénicos: Sustancias que reducen o interfieren con los efectos mutagénicos de

otra sustancia.
Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.

Antiproliferativas: Relativo a antiproliferativo, que es una sustancia que impide la
reproduccion celular, cominmente se refiere a sustancias que previenen la reproduccion

de células cancerosas, aunque pueden actuar sobre células normales.

Antirradical: Caracteristica de contrarrestar radicales libres.
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Antitumoral: Relacionado con lo que impide el crecimiento anormal de las células.

Apresorio: Hifa aplanada, a partir de la cual una pequefa evaginacion puede penetrar en

una célula huésped.

Ascomicetos: Division del reino Fungi. Grupo de hongos en los que las esporas de
origen sexual se producen dentro de las ascas. El desarrollo es complejo en la mayoria de
las especies, al presentar dos fases reproductoras distintas: la fase sexual (asca), también
llamada ascégena o perfecta, y la fase conidica o asexual, también conocida como

imperfecta.

Basidiomicetos: Divisién del reino Fungi que incluye los hongos que producen basidios

con basidiosporas. Contiene a las clasicas setas y hongos con sombrero.

Basidiospora: Esporas tipicas de los basidiomicetos, que se forman en la parte externa

del basidio.

Bioactividad: El efecto de un agente determinado en un organismo vivo 0 en un tejido

ViVvo.

Bioprospecto: Relativo a la bioprospeccion, que es la es la blsqueda sistematica,
clasificacion e investigacién para fines comerciales u holisticos de nuevas fuentes de
compuestos quimicos, genes, proteinas, microorganismos y otros productos con valor

econdmico actual o potencial, que forman parte de la biodiversidad.

Biorregulacién: Se basa en regular los procesos de autodefensa del organismo frente a
las diferentes sustancias patégenas causantes de enfermedad. Involucra compuestos de
principios activos naturales y, a diferencia de los medicamentos denominados “quimicos”,
gue suprimen las vias metabdlicas, los medicamentos biorreguladores modulan las
respuestas biologicas del organismo sin suprimirlas, lo que les otorga su alta tolerabilidad

y su ausencia de efectos secundarios.

Biorritmo: Ciclo periédico en la actividad de los procesos vitales de una persona o

animal.

Biotransformacion: Conversibn de una sustancia en otros compuestos por los

organismos.
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Carcinostéatica: Concerniente a un efecto inhibitorio sobre el desarrollo o progresion de

un carcinoma.

Citocinas: Sustancias elaboradas por las células del sistema inmunitario. Algunas

citocinas pueden estimular la respuesta inmunitaria y otras pueden suprimirla.

Citostaticas: Relativo a citostaticos, que son sustancias que detienen la multiplicacion de

las células, comunmente se utilizan en el tratamiento contra el cancer.

Citotoxica: Relativo a citotoxico, que es un agente o sustancia que dafia o mata las

células o los tejidos.

Cuerpo Fructifero: En basidiomicetos y ascomicetos, estructura multicelular sobre la que

se forman otras estructuras productoras de esporas. También llamado esporocarpo.

Dafio Oxidativo: Dafio causado por un exceso en la concentracion de radicales libres en
el cuerpo o también llamado estrés oxidativo. El dafio oxidativo contribuye a la aparicion y
aceleracion de enfermedades especificas y al deterioro progresivo de las funciones

vitales.

Densidad Optica: Absorbancia de un elemento 6ptico para una longitud de onda

determinada.

Deuteromicetos: También llamados hongos imperfectos, comprenden mas de 15000
especies diferentes que se clasifican juntas porque no se conoce en ellas la fase sexual
de reproduccién. Se trata de hongos de los filos Ascomycota y Basidiomycota que se
reproducen asexualmente. Son de gran importancia para el hombre por ser el filo de

mayor patogenicidad humana dentro del reino Fungi. Muchos también son saprdfitos.
Diferenciacion: En células, es el conjunto de cambios biolégicos para especializarse.
Efecto Antinociceptivo: Reduccion de la sensibilidad a los estimulos dolorosos.

Endotelio: Epitelio plano simple formado por células endoteliales, recubre el interior de

todos los vasos sanguineos incluido el corazén, donde se llama endocardio.

Epigeo: Que se desarrolla sobre el suelo.
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Esclerocios: Estructuras formadas por grupos de hifas estrechamente unidas para formar
cuerpos esferoidales o alargados muy duros. Se trata de una estructura de resistencia con

la que el hongo puede sobrevivir en condiciones ambientales adversas.

Especies Reactivas de Oxigeno (ERO): Incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
peroxidos tanto inorganicos como organicos. Son generalmente moléculas muy pequefas
y altamente reactivas. Estas especies se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un importante papel en la sefializacion celular.
Sin embargo, en épocas de estrés ambiental sus niveles pueden aumentar en gran
medida, lo cual puede resultar en dafios significativos a las estructuras celulares. Esto

lleva en una situacién conocida como estrés oxidativo.

Etnomedicinal: Relativo a la ethnomedicina, que es el conjunto de las técnicas y saberes
que, transmitidos de forma tradicional se utilizan para la prevencion y curacion de

enfermedades.

Extracto: Sustancia obtenida por extraccién de alguna materia prima, a menudo usando

un solvente como etanol o agua.

Fisiégrafo: Instrumento que sirve para medir una constante fisiologica, dicho instrumento

traduce una sefial a un tipo de escritura que se pueda interpretar.

Fitopatdgenos: Organismos (por lo general microorganismos) que causan enfermedades

a las plantas.

Fructificacién: Accion y efecto de formar y producir frutos. Metaféricamente se llama

también a los aparatos esporiferos.
Genoprotectivo: Que otorga proteccién al ADN.
Glucogénico: Glucoformador. Que da lugar a glucosa.

Heterogeneidad: Cualidad de heterogéneo. Mezcla de partes de diversa naturaleza en

un todo.

Hidrolisis: Reaccion quimica o proceso en el cual un compuesto quimico es
descompuesto por la reaccion con el agua. Este es el tipo de reaccion que es usada para

descomponer ciertos polimeros, y es generalmente catalizada por un alcali o acido.
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Hipogeo: Que se desarrolla bajo el suelo.

Homeostasis: Es la caracteristica de un sistema abierto o de un sistema cerrado,
especialmente en un organismo vivo, mediante la cual se regula el ambiente interno para

mantener una condicion estable y constante.

Hongo Endofitico: Hongo endosimbionte, que vive dentro de una planta por al menos

una parte de su vida sin causar una enfermedad aparente.

Inmunomoduladores: Sustancias que regulan, aumentando o disminuyendo, las

funciones inmunolégicas.

Lectina: Glicoproteinas cuyo papel principal esta en los fenbmenos de reconocimiento,
tanto a nivel molecular como celular. Las lectinas pueden unirse al exterior de las células
y causar cambios bioquimicos en ellas. Este tipo de moléculas se encuentran presentes

en la mayoria de los seres vivos.
Melanizada: Que contiene o posee melanina.
Metabolito Bioactivo: Metabolito causante de efectos biolégicos y/o toxicolégicos.

Metabolito Secundario: Compuesto orgénico sintetizado por un organismo que no tiene
un papel directo en el crecimiento o reproducciéon del mismo. A diferencia de los
metabolitos primarios, la ausencia de algin metabolito secundario no le impide la

supervivencia, si bien se vera afectado por ella, a veces gravemente.
Micelio: Masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.
Mitégeno: Factor que actla en el ciclo celular estimulando la divisién celular.
Motilidad: Facultad de moverse.

Mutagenicidad: Capacidad de inducir mutaciones genéticas.

Neuropéptidos: Pequefias moléculas parecidas a proteinas con enlace peptidico de dos
0 mas aminoacidos. Se diferencian de proteinas por su longitud, y porque se originan por
transduccion sinéaptica cerebral. Tienen funcién cerebral tanto estimulante como

inhibidora.
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Neurotransmisor: Sustancia quimica que transmite informacion de una neurona a otra
atravesando el espacio que separa dos neuronas consecutivas (la sinapsis). El
neurotransmisor se libera en la extremidad de una neurona durante la propagacion del
impulso nervioso, y actla en la neurona siguiente fijAndose en puntos precisos de la

membrana de esa otra neurona.

Pellet: Denominacién genérica, no espafiola, utilizada para referirse a pequefas
porciones de material aglomerado o comprimido. El término es utilizado para referirse a

diferentes materiales.

Peroxidacion Lipidica: Proceso en el cual los acidos grasos y el colesterol, lipidos
mayoritarios en sangre, por accién de los radicales libres se transforman en los
correspondientes productos oxidados que pierden su funcién original. Este proceso es
responsable, entre otros, de la ateroesclerosis.

Polimerizacién: Reaccion quimica en la que dos o mas moléculas se combinan para

formar otra en la que se repiten unidades estructurales de las primitivas.
Pool: Acervo, fondo comun, reserva, fuente.
Primordios: Relativo a primordio, que es la primera fase del nacimiento de una seta.

Promicelio: Tubo de germinacion producido por una teliospora de un hongo del grupo de

las royas o de los tizones (denominado también epibasidio).

Promutagenicidad: Capacidad de promover mutaciones genéticas. Permite dafio en los

genes para progresar a mutacion y cancer.

Proteina G: Transductor de sefiales que lleva informacion desde el receptor hasta una o

mas proteinas efectoras.

Quelacion: Reaccion quimica en la que dos o mas grupos de una misma molécula ceden

un par de electrones cada una a un ién metalico para formar un quelato.

Radicales Libres: Compuestos altamente reactivos que interaccionan répida y
agresivamente con otras moléculas. Quimicamente, son moléculas en cuya Ultima 6rbita
existe un electron impar, inestable y altamente reactivo, que necesita "robar" o "donar" un

electrén a otro 4&tomo, que a su vez se transforma en un radical libre, lo que genera una
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reaccion en cadena. Los radicales libres estan implicados en muchas funciones celulares

y son un componente comun de los organismos Vvivos.

Radionucléidos: Elementos quimicos con configuracion inestable que experimentan una

desintegracion radioactiva que se manifiesta en la emision de radiacion.

Radioprotectivas: Relativo a radioprotector, que es una sustancia que proporciona

alguna proteccion contra los efectos dafinos de la radiacion.

Rastrojo: Conjunto de restos de tallos y hojas que quedan en el terreno tras cortar un

cultivo.

Receptor de Acetilcolina: Proteina integral de membrana que responde a la union del

neurotransmisor acetilcolina. También es llamado receptor colinérgico.

Receptor de Adenosina A,. Receptores purinérgicos acoplados a proteina G con
adenosina como ligando endogeno. El A, es responsable de la regulacion del flujo

sanguineo miocardial por vasodilatacion de las arterias coronarias.

Receptor Muscarinico: Receptor de acetilcolina que también logra unirse
especificamente con la muscarina; también es llamado receptor de acetilcolina

“metabotrépico”.

Receptor Nicotinico: Receptor de acetilcolina que también logra unirse especificamente

con la nicotina; también es llamado receptor de acetilcolina “ionotrépico”.

Reflujo: Técnica experimental de laboratorio para el calentamiento de reacciones que
transcurren a temperatura superior a la ambiente y en las que conviene mantener un

volumen de reaccion constante.

Residuos Lignocelulésicos: Residuos vegetales provenientes de la biomasa de la

planta que se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Reticulo Sarcoplasmatico: Es el reticulo endoplasmético de las células musculares. Se
especializa en el almacenamiento de Ca®', y cuando lo libera hacia el citoplasma se da la
contraccién muscular. Se encuentra dispuesto en forma de redes que circundan un grupo

de miofilamentos.
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Saprofitos: Organismos heterotrofos que obtienen su energia de materia organica muerta
o de los detritos desechados por otros seres vivos, de los cuales extrae los compuestos

organicos que requiere como nutrientes.
Septado: Dividido en compartimentos por medio de paredes transversales (septos).

Soro: En los hongos, cumulo de esporas o masas de esporas en vias de expulsion, como

en las royas y tizones.

Suspension: Mezcla heterogénea formada por un solido en polvo 0 pequefias particulas

no solubles que se dispersan en un medio liquido o0 gaseoso.

Teliospora: Espora de resistencia con una pared gruesa, bicelular con cada célula

dicaridtica. Caracteristica de las royas, siendo la fase perdurante durante el invierno.
Termolabil: Que se altera con facilidad por la accién del calor.

Transductor Isotdnico: Un transductor es un dispositivo capaz de transformar o convertir
un determinado tipo de energia de entrada, en otra diferente a la salida. Los transductores
isoténicos son clasicamente usados para medir la amplitud de la contraccion de musculos
aislados en estudios de bafio de 6rganos, es decir, los cambios en la longitud de tejidos

observados bajo una carga constante.

Trufa: Nombre con el que se indican numerosos hongos Ascomicetos de la familia
Tuberaceae (orden Tuberales), algunos de los cuales son comestibles, de sabor
agradable, aromatico, muy apreciados para condimentos y como alimento; las trufas viven
bajo el suelo en simbiosis micorrizica con las raices de encinos, sauces, avellanos;
cuerpo fructifero voluminoso, liso o rugoso, redondeado, de consistencia carnosa,
formado por hifas densamente entrecruzadas, con muchas concameraciones irregulares

retorcidas, cuyas paredes estan revestidas por el himenio que lleva las ascas.

Umami: Es uno de los cinco gustos basicos que reconocen los receptores especializados

de la lengua humana, ademas de dulce, salado, amargo y acido.

Ustilaginales: Es un orden de hongos perteneciente a la clase Ustilaginomycetes. El
grupo de los Ustilaginales comprende los hongos conocidos como carbones por el
aspecto negro y pulverulento de sus masas de esporas. Todos son patégenos de plantas

vasculares, generalmente gramineas, y suelen atacar las partes florales de las mismas.
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Viales: Frascos de vidrio o plastico.

Vortex: También llamado mezclador de voértice, es un dispositivo simple que se usa

comunmente en los laboratorios para agitar pequefios tubos o frascos de liquido.
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