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Resumen

Introduccion: Dentro de las tendencias actuales de la alimentacion, las setas comestibles se
destacan por sus propiedades nutricionales y medicinales, considerdndolas como alimentos
funcionales. En este sentido, el género Pleurotus sp, incluye especies comestibles-medicinales de
alto valor comercial. Materiales y métodos: Se determiné el contenido de proteinas y carbohidratos
presentes en los extractos acuosos de Pleurotus sp, asi como la concentracion de polifenoles y la
actividad antioxidante in vifro de los mismos (ensayos de captacion de radicales DPPH, ABTS,
poder reductor). Resultados y discusion: El contenido de carbohidratos y proteinas en el extracto
de cuerpos fructiferos fue de 70.4 y 15 %, respectivamente, mientras que en el extracto micelial fue
de 28.6 vy 32.6 %, dado por la flexibilidad en las condiciones de extraccion. El procedimiento
empleado para la obtencion de extractos hidrosolubles mediante tratamiento térmico de la biomasa
celular favorecid la liberacion de compuestos fenolicos con una elevada capacidad secuestrante de
especies reactivas de oxigeno, con valores de 38 mg/100g para el extracto micelial y 58 mg/100 g
para el extracto de cuerpos fructiferos. Los extractos acuosos del micelio y cuerpos fructiferos
poseen propiedades antioxidantes demostradas en ensayos a nivel de reacciones quimicas. La
captacion del radical ABTS y el poder reductor resultaron superiores en el preparado de cuerpos
fructiferos; solo en el ensayo de captacion de radicales DPPH el extracto micelial evidencié una
mejor respuesta. Conclusiones. Estos preparados constituyen candidatos potenciales para el disefio
de alimentos funcionales, suplementos dietéticos y/o farmacos utiles en el manejo de las
enfermedades causadas por el estrés oxidativo.
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Introduccion

Uno de los principales objetivos de una correcta dieta, es incorporar suficientes nutrientes, para
cubrir los requerimientos metabdlicos asociados a una buena salud y, por supuesto que se
proporcione la sensacion de bienestar y satisfaccion requeridas.

En este sentido. las tendencias actuales de la alimentacion, estan encaminadas al consumo de
ciertos alimentos que contengan nutrientes y sustancias fisiologicamente activas, que contribuyan a
reducir enfermedades.

Muchos son los alimentos que hoy muestran una interesante perspectiva para este proposito.
derivados fundamentalmente de fuentes naturales. Dichos alimentos suelen clasificarse como
alimentos funcionales. refiriéndose a aquellos que son elaborados no solo por sus caracteristicas
nutricionales. sino también por cumplir una funcion especifica, como puede ser, el mejorar la salud
y reducir el riesgo de contraer enfermedades. Cabe sefialar que en la mayoria de los casos, suele
agregarse componentes biolégicamente activos, como minerales, vitaminas, acidos grasos, fibra
alimenticia o antioxidantes. Esto ha dado lugar a multitud de acepciones como, alimentos de disefio,
nutracéuticos, alicamentos y farmalimentos. etc.

Para el disefio de este tipo de alimentos, una de las premisas fundamentales es que sea capaz de
cubrir ciertos aspectos, como es el caso de sus efectos antioxidantes, contenidos dentro de




componentes alimentarios, tales como, los polifenoles y otros antioxidantes naturales de origen
vegetal. Este tipo de actividad, reviste vital importancia no sélo para las células y los tejidos, sino
que un desbalance del sistema redox en el organismo puede ocasionar diversas enfermedades
cronicas no trasmisibles como, el cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenetativas, entre otras.

Interesante resulta para este analisis, el caso de los hongos comestibles medicinales, utilizados
desde épocas remotas como parte integral de la dieta normal humana, no sélo por sus propiedades
nutricionales, sino ademas por las medicinales.

Investigadores como Chang y Wasser 2012, refirieron en un modelo de piramide del uso de este
tipo de hongos en cuanto a sus cualidades como alimento, suplementos dietéticos y atributos
medicinales.

Dentro de las cualidades de un alimento, las setas comestibles cumplen con todas ellas: nutricion,
sabor y funciones fisiologicas. En la actualidad, estas se utilizan no sélo como drogas boténicas o
farmacéuticas, también como una nueva clase de productos, con una variedad de nombres:
suplementos dietéticos, tonicos, alimentos funcionales, nutracéuticos, nutricéuticos, fitoquimicos,
micoquimicos, bioquimiopreventivos y alimentos disefiados (Wasser, 2010; Wasser y Akavia ,
2008: Chang y Miles ,1989, Chang y Wasser 2014; Hyde et al.,2010).

De marera general, los hongos contienen una serie de elementos que contribuyen a su valor
nutricional como son, proteinas, vitaminas y minerales. Son bajos en calorias, carbohidratos y
calcio. Por otro lado, también presentan compuestos de interés terapéutico, como son, los
metabolitos secundarios, que incluyen moléculas de alto peso molecular, tales como: polisacaridos
(principalmente B-D glucanos), heteroglucanos, sustancias quitinosas, peptidoglucanos,
proteoglucanos, lectinas y componentes ARN, asi como moléculas de bajo peso molecular que
incluyen: lactonas, terpenoides y alcaloides, antibidticos y agentes metales quelantes. Los hongos
medicinales muestran ademas, un numero de enzimas como la lacasa, superéxido dismutasa,
glucosa oxidasa y peroxidasa, las cuales representan un importe papel en el tratamiento contra el
cancer previniendo el estrés oxidativo e inhibiendo el crecimiento celular (Siegel et al., 201;
Delcaire, 1978).

De este grupo, se destacan las especies del género Pleurotus sp, las cuales resultan interesantes por
sus propiedades nutricionales y medicinales. Este género estd caracterizado por ser cosmopolita,
facil de cultivar, en comparacion con otros grupos comerciales. Una de las especies mas conocidas
por los cultivadores predomina Pleurotus ostreatus, debido a la gran variedad de sustratos sobre los
cuales puede crecer, gracias a la elevada plasticidad fenotipica y genética que posee. Pleurotus
ostreatus se encuentra en la lista de 37 especies de hongos descritas por Guzman (1994), utilizadas
en la medicina tradicional de Mesoamérica y México.

Cabe destacar que en el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), se encuentra
depositada en la coleccion de cultivos, la especie de seta comestible Pleurotus sp, la cual ha sido
utilizada en varios estudios referidos a aspectos de valorizacion de diferentes residuos
agroindustriales en el cultivo de este hongo, la obtencion de productos de valor afiadido, tales como
biomasa micelial (Garcia, 2008), setas comestibles (Bermudez 2014), enzimas (Garcia, 2008;
Rodriguez, 2006) y compuestos medicinales (Morris et al., 2012).

Debido a que existen pocas evidencias experimentales con relacion a posibles mecanismos de
accion de las propiedades antioxidantes de esta especie. se hace necesario la evaluacion
farmacoldgica de esta propiedad dentro del balance redox del organismo.

Conociendo ademas, que en nuestro pais, la dieta habitual de la mayoria de la poblacion es poco
variada e incluye un nimero reducido de alimentos y preparaciones culinarias, se justifica la



urgencia de promover el consumo de una dieta variada y equilibrada, que ayude a prevenir
enfermedades y promover salud.

En este sentido, el objetivo de nuestro trabajo estd encaminado a evaluar las propiedades
antioxidantes de extractos acuosos derivados del micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sp con
perspectivas de disefiar alimentos funcionales, suplementos dietéticos y /o drogas de gran utilidad
para la industria alimentaria y médico farmacéutica.

Parte Experimental

Los experimentos fueron realizados en el CEBI (Universidad de Oriente), en la planta de
Investigacion-Produccion de Setas Comestibles y en el Laboratorio de Inmunologia Aplicada.

Cepa utilizada

Para este estudio. se utilizé la cepa de Pleurotus sp CCEBI-3024, depositada en la Coleccion de
Cultivos del CEBI.

Obtencion de extractos acuosos del micelio y cuerpos fructiferos (cultivo sumergido y
Fermentacién en Estado Sélido)

Cultivo sumergido de Pleurotus sp

Se propagé la cepa en medio YPG de composicion: glucosa (2%); peptona (0.5%); extracto de
levadura (0.5%); KH2PO4 (0.1%); Na2SOa. 7H20 (0.1%) pH=5 (Horitsu et al., 1992), suplementado
con agar al 2 %. Se realizo la siembra en 5 placas Petri, que fueron incubadas a 37°C hasta lograr un
crecimiento micelial total.

El medio YPG liquido fue dispensado en 10 matraces erlenmeyer de 50 mL de volumen. La
siembra se realiz6 a partir del crecimiento obtenido en las placas, el cual fue raspado con una
espatula estéril y diseminado en un erlenmeyer con 50 mL de salina fisiologica (0.9%), agitando
vigorosamente. Fueron inoculados 5 mL de la suspension a cada matraz e incubados a 37°C con
agitacion constante (100 r.p.m) en zaranda modelo Mizard. 2001, durante 15 dias.

Fermentacion en estado solido (FES)

Para la fermentacion en estado solido (FES), se empled, como sustrato, pulpa de café, bajo las
condiciones de cultivo requeridas para ello, que incluyen parametros definidos, temperatura,
luminosidad, ventilacion, humedad relativa y riego, entre otros ( Bermtidez, 2001).

Extracto del micelio obtenido mediante cultivo sumergido

Una vez obtenida la biomasa, ésta fue filtrada, separando asi el medio de cultivo. El micelio fue
lavado con agua destilada y pesado en balanza técnica Owa Labor. Se le afiadié 5 mL de agua
destilada por gramo de micelio, y se procedio al tratamiento térmico durante 10 horas con agua
hirviendo a 95 °C. Posteriormente, se centrifugé a 3000 r.p.m durante 10 minutos en centrifuga
Hitachi Kokico modelo SCR 7B y fue concentrada hasta la tercera parte de su volumen. Se filtr6 y
conservo a 4°C hasta su utilizacion.

Extracto de cuerpos fructiferos obtenido por FES

Para obtener el extracto por decoccion, se pesaron 500 gramos de cuerpos fructiferos, los cuales
fueron cortados en pequeifias piezas de 1 cm? aproximadamente y se les adicion6 3 mL de agua
destilada por gramo. Posteriormente, se procedio a la extraccion por tratamiento térmico durante 10
horas con agua hirviendo a 95 °C. El extracto fue centrifugado a 3000 r.p.m durante 10 minutos en
centrifuga Hitachi Kokico modelo SCR7B, se filtrd y conservé a 4°C hasta su utilizacion.
Caracterizacion preliminar de los extractos

Determinacion del contenido de materia seca

Para la determinacion del contenido de materia seca se utilizaron 5 mL de cada extracto y se
depositaron en capsulas de porcelana, pesadas con anterioridad, para ser concentrados a sequedad.
Se colocaron las capsulas en estufa a 105 "C durante tres horas. Con los pesos iniciales y finales de
las capsulas, se determiné la concentracién de materia seca en los extractos, tal y como se muestra



en la siguiente formula:
Peso final de la capsula — Peso inicial capsula (g)
Volumen de muestra (mL)

% materia seca = X 100 %

Determinacion de la concentracién de proteinas

Para la determinacion de la concentracion de proteinas presentes en los extractos acuosos, tanto del
micelio como de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp, se procedio a la realizacién de la técnica de
Lowry (Lowry et al., 1951). Con esta finalidad, se confecciond una curva de calibracién con una
solucion patrén de albumina sérica bovina (BSA) (BDH) de concentracién 0.184 mg/mL, corregida
en un espectrofotdometro LKB-Ultrospec 111 a 280 nm, a partir de su coeficiente de extinciéon de
0.68. Se trabaj6 con diluciones 1:5y 1: 10 para los extractos de micelio y cuerpos fructiferos. La
lectura de la reaccion colorimétrica se realizé a 650 nm.

Determinacion de la concentracion de carbohidratos

La concentracion de carbohidratos fue determinada por la técnica del fenolsulfurico descrita por
Dubois et al., 1956. Se confeccion6 una curva de calibracion a partir de una solucion patrén de
glucosa de concentracion 100 pg/mL. Se realizaron diluciones 1: 50 y 1: 25 del extracto de micelio
y, en el caso de los cuerpos fructiferos, 1: 25- 1: 50. Las lecturas de absorbancia se efectuaron en un
espectrofotometro LKB-Ultrospec 111 a 490 nm.

Cuantificacion de polifenoles

La determinacion del contenido de polifenoles se llevo a cabo segun modificacion realizada al
procedimiento descrito por Slinkard y Singleton. 1977. Una alicuota de 0,5 mL de los extractos
acuosos del micelio y de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. fue transferida a un tubo de
ensayo, donde se le afiadio 1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu al 50%. dejandose reaccionar durante
5 min a 30°C en un cuarto oscuro. Luego, se adicionaron 2 mL de solucion saturada de Na2COs.
Después de 1 h de reposo se determind la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro (Pharo-
300) y se compar6 con una curva de calibracion realizada con acido tanico (13-50 pg/mL; y =
0.009x-0.123: R2= 0,993). Los resultados fueron expresados como pg en equivalentes de acido
tanico por mL del extracto y como mg en equivalentes de acido tanico por 100g del extracto en
seco.

Cuantificacion de flavonoides

Para la determinacion del contenido de flavonoides, se tomo 250 puL. de los extractos acuosos del
micelio y de los cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.. el cual fue mezclado con 1.25 mL de agua
destilada y 75 pL de una solucién al 5% de NaNO:. Luego de 5 min fue afiadida a la mezcla 150 pL
de una solucion acuosa de AICIs al 10%. Después de transcurrido 6 min se afiadié 500 pL. de NaOH
1 My 275 pl. de agua destilada. La solucion se mezclé bien y se leydo a 510 nm en un
espectrofotometro (Pharo-300). Se utilizé catequina para la curva de calibracion (y=0.9629x-
0.0002; R2=0.9999). Los resultados fueron expresados como pg en equivalentes de catequina por
mL del extracto y como mg en equivalentes de catequina por 100g del extracto en seco.

Evaluacion de la actividad antioxidante de extractos de Pleurotus sp

Actividad frente al radical 2,2 difenil -1-picrilhidrazilo (DPPH)

El experimento se realizé preparando una dilucion de cada extracto a diferentes concentraciones. La
metodologia desarrollada (Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995) fue la siguiente: Un mililitro
de la solucion a evaluar se mezclé con 0,5mL de solucion etandlica de DPPH (Sigma, ref. D9132)
al 0.1 mM, se agito bien y se incubd a 25°C por | h, al cabo de la cual, se midi6 la absorbancia a
517 nm en un espectrofotometro VIS-723G. Como blanco de absorbancia se utilizé una solucion
del propio DPPH mientras que como control positivo una solucién de 4cido ascorbico (1 mg/mL).
La ecuacion para determinar el porciento de inhibicion del radical DPPH es:



Ip DPPH % = (AP-AM)/AP *100

Donde: AM = Absorbancia del extracto evaluado (Muestra) AP = Absorbancia del DPPH o blanco
Captacion de radicales 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) (ABTS)

Segln la metodologia desarrollada por Choi et al., 2006 el radical ABTS*+ (2,2-azinobis
(3etilbenzotiazolino-6-acido sulfonico) se obtuvo por la mezcla de 7 mM de ABTS y 2,45 mM de
persulfato de potasio en agua destilada, la cual se dejo reposar durante la noche a temperatura
ambiente en la oscuridad. Se tomaron 5 mL de la mezcla y se diluyeron con 420 ml de agua
destilada. Se tomaron 50pL de una dilucion de cada extracto a diferentes concentraciones,
afiadiéndole 3 mL de solucion de ABTS diluido y luego de 90 minutos se midié la absorbancia a
414 nm. Como blanco de absorbancia se utilizé una soluciéon de 50uL. de agua destilada y 3mL de
solucion diluida de ABTS. La captacion de radicales ABTS por los extractos de micelio y cuerpos
tructiferos de Pleurotus sp. fueron estimados en funcion de las concentraciones de los extractos a
las que se alcanza el 50% de la inhibicion (EC50).

Determinacion del Poder Reductor

El poder reductor se determiné por la técnica referida por Huang y Mau, 2006, a cinco niveles de
concentracion de los extractos analizados. A 2,5 mL de las muestras se le afadié 2,5 mL de
ferricianuro de potasio (10 g/mL). Se incubd durante 20 min a 50 °C y una vez frescas las muestras,
se afadio 2,5mL de 4cido tricloroacético (100g/mL). A continuacion se procedio a centrifugar a
2000 r.pm durante 10 min. Posteriormente se tomaron 5 mL del sobrenadante al cual se le afiadieron
SmL de agua destilada y ImL de cloruro férrico (1 g/L). Luego se paso a leer a 700 nm contra un
blanco preparado con agua destilada. El poder reductor se expresé como la concentracion de los
extractos a los que se alcanza el 50% de la absorbancia maxima (EC50) (Barros et al., 2007).
Resultados y discusiéon

Obtencion y caracterizacion de los extractos de Pleurotus sp

Cultivo sumergido

En este trabajo, a partir del cultivo de la cepa CCEBI-3024 de Pleurotus sp. en medio YPG solido,
se obtuvo crecimiento micelial total al cabo de los diez dias. Por su parte, la propagacién en medio
liquido se mantuvo por un tiempo de 15 dias, hasta obtener una biomasa fresca de 67.5 g
aproximadamente, en el volumen de medio utilizado. El valor de materia seca result6 2.4 g/l..

Los valores correspondientes al contenido de carbohidratos y proteinas presentes en los extractos de
micelio obtenido por cultivo sumergido se muestran en la figura 1. La concentracion en funcion de
la materia seca de carbohidratos y proteinas presentes fue de 70.4 % y 15.0 % respectivamente. El
porciento mas elevado correspondié a los carbohidratos totales (aproximadamente cinco veces
superior respecto a las proteinas).

Fermentacion en estado solido

El porciento de proteinas fue de 28.6 %. En este tipo de extracto se produce la agregacion y
precipitacion de estas biomoléculas, fundamentalmente como resultado de las interacciones
hidrofébicas (Chavez et al., 1990); luego, ocurre una pérdida durante las etapas de filtracion y de
centrifugacién. Ello favorecera el aislamiento y posterior purificacion de sustancias estables al
calor, como glucanos.

El porciento de carbohidratos fue de 32.6 %. Es conocido que las altas temperaturas provocan una
extraccion preferencial de los carbohidratos. Este es un método empleado convencionalmente en la
obtencion de extractos y en el aislamiento de glucanos (Hobbs, 2000: Mckenna et al., 2002; Wasser,
2002; He et al., 2004).

Como se puede apreciar. la flexibilidad en las condiciones de extraccion favorece el predominio de
las proteinas y/o carbohidratos en los extractos. Estas condiciones deben ser optimizadas en el
futuro con vistas a la obtencion de mayores rendimientos.












ABTS y el poder reductor resultaron superiores en el preparado de cuerpos fructiferos, donde se
detecté el mayor contenido de polifenoles y la presencia de flavonoides; solo en el ensavo de
captacion de radicales DPPH el extracto micelial evidencié una mejor respuesta.
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