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Abstract

Lentinula edodes (shiitake), the species of mushrooms that has the potential to be developed into
funtional foods for their high nutritional value and their bioactive compounds with relevant
medicinal uses, such as cholesterol reduction, immunomodulatory, anti-tumor and anti-
inflammatory effects. In the present work, the most convenient method for the incorporation of a
hypocholesterolemic extract obtained from Shiitake fungus has been determined. For this purpose,
the results showed that, in the one hand, the incorporation of the extract into a liquid and/or semi-
liquid vegetable food is indifferent whether it is before or after processing. On the other hand, this
incorporation improved the bioaccessibility of bioactive compounds: ergosterol, ertadenine and -
glucans. In addition, both pasteurization and sterilization treatments did not affect the content of

these functional compounds.

Resumen

Lentinula edodes (shiitake) es la especie de hongos que tiene potencial para el desarrollo de
alimentos funcionales por su alto valor nutricional y sus compuestos bioactivos con relevantes usos
medicinales, como reduccion de colesterol, inmunomoduladora, efecto antitumoral vy
antiinflamatorio. En el presente trabajo se han determinado el método méas conveniente para la
incorporacion de un extracto hipocolesterolémico obtenido a partir de hongo Shiitake. Con este
objetivo, los resultados mostraron que, por un lado, la incorporacion del extracto a un alimento
vegetal liquido y/o semiliquido es indiferente que sea antes o después del procesado. Por otro, esa
incorporacion mejoré la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos: ergosterol, eritadenina y
B-glucanos. Ademaés, tanto los tratamientos de pasteurizacion como de esterilizacion no afectaron

al contenido de esos compuestos funcionales.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una de las causas de muerte mas
frecuente en el mundo occidental (Gil-Ramirez et al., 2018). En Espafia, segun el reciente informe
del Instituto Nacional de Estadistica (INE) sobre las causas de defuncion del afio 2017, las
enfermedades cardiovasculares siguen siendo la primera causa de muerte representando el 28,3%
del total de fallecimientos, lo que se sitdan por encima del cancer (27,9%) y de las enfermedades
del sistema respiratorio (11,9%). Los problemas cardiovasculares tienen un origen complejo y se
deben a muchos factores, por ejemplo, los niveles altos de colesterol plasmatico establecen un
importante indicador de riesgo para el desarrollo de esta patologia (Saini et al., 2004). Por lo tanto,
es esencial una adecuada regulacion de la homeostasis del colesterol y es controlado principalmente
por el higado (Gil-Ramirez et al., 2011).

El colesterol (Figura 1) presente en nuestro organismo puede proceder de dos vias: aquel que
procede de la dieta (via exdgena) o es sintetizado por las células hepaticas (via enddgena). Los
niveles de colesterol en sangre dependen de ambas vias (Gil-Ramirez et al., 2011). EI marcador
mas (til para riesgo de ECV es la concentracion de colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad)
en suero sanguineo, uno de los principales complejos de transporte de colesterol y constituye el 60-

70% del colesterol sérico total (Saavedra et al., 2012).

HO

Figura 1: Estructura del colesterol (Ballantyne et al., 2002)

La sintesis de colesterol es regulada por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa
(HMGCR), cuya actividad es controlada por el flujo de colesterol intestinal hacia el higado. La
inhibicidn de esta enzima y de la absorcion de colesterol a nivel intestinal, mediante estatinas y
ezetimiba, respectivamente, disminuyen el nivel de colesterol, relacionado con una reduccion de

las complicaciones cardiovasculares (Ballantyne et al., 2002).
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La investigacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca la importancia de la
acumulacion excesiva de colesterol en nuestros tejidos y altas concentraciones en sangre (> 200
mg/dL) pueden causar graves problemas cardiovasculares en la poblacion. El informe sobre la
salud mundial en el 2002 estimo que aproximadamente 8% de todas las enfermedades en los paises

desarrollados es causada por el colesterol alto en la sangre (Nichols et al., 2012).

Segun un informe de European Cardiovascular Disease Statistics de 2012, el 56,1% de los
espafioles de més de 25 afios (58,9% de hombres y 52,9% de mujeres) tiene el colesterol elevado
(> 5,0 mmol/L 0 200 mg/dL) y también revelaba que el 16,4% de los espafioles (17,1% de hombres
y 15,4% de mujeres) tiene valores considerados muy altos, por encima de 6,2 mmol/L 0 240 mg/dL.
Las tasas mas altas de niveles elevados de colesterol se observaron en los paises de altos ingresos
del norte y oeste de Europa, mientras que las tasas méas bajas se observaron en los paises de la
antigua Union Soviética (Nichols et al., 2012).

Tradicionalmente, las setas comestibles se han recomendado en la medicina tradicional oriental
debido a sus efectos hipocolesterolémicos. Hoy en dia, la ciencia ha reconocido que su ingesta
podria reducir el riesgo cardiovascular, debido a la presencia de sustancias especificas beneficiosas

y otros compuestos bioactivos (Guillamon et al., 2010).

Las setas son los cuerpos fructiferos de los hongos que forman un reino propio denominado “reino
fangico”, muchos de los cuales pueden desempefiar papeles muy beneficiosos en el ecosistema
forestal. Muchos de estos hongos tienen habilidades Unicas para descomponer madera, hojas, otra
materia organica y reciclar nutrientes en el sistema (Alemu et al., 2015).

En general, la composicidn de los hongos comestibles es el agua (90%), proporcionan proteinas
(2-40%) de alta calidad, rica en fibra (3-32%), carbohidratos (1-55%), ceniza (8-10%) y bajo
contenido de grasas (2-8%) (Firenzuoli et al., 2008), con alta proporcion de &acidos grasos
poliinsaturados en relacién con el total contenido de acidos grasos (Alemu et al., 2015). Ademas,
muchos de los hongos comestibles son importantes fuentes naturales de compuestos
hipocolesterolémicos (Morales et al., 2018a). También se han descubierto relevantes propiedades
medicinales en estos hongos (anticancerigenas, antidiabéticas, etc.), por lo que promueve su

consumo (Martinez-Carrera et al., 2007).



Yo
&

Actualmente, la produccién mundial supera los 10 millones de toneladas de hongos comestibles
cultivados por afio (Tabla 1), y segun los datos de FAOStat (2017), en Espafa, la produccion de
los hongos y trufas es casi 160 mil toneladas por afio, y la importacion es alrededor de 4000
toneladas/afio (FAOStat, 2016) y la exportacion es sobre 5000 toneladas/afio (FAOStat, 2016).
Ademas, el desarrollo de la produccion mundial de hongos y trufas se puede observar que alguno
de los paises es considerado como mayor productor (China), y excepcionalmente, otros paises
como Francia, Bélgica y Japén se han disminuido la produccién. Sin embargo, la produccion

mundial se ha incrementado casi el doble en los ultimos 10 afos.

Tabla 1: Evolucion de la produccion (toneladas) de hongos y trufas durante 2007-2017
documentado por FAO (Hongos y trufas: produccion, 1961-2017; United Nations, FAO, FAOStat).

Pais 2007 2017
Mundo (total) 5914206 10242541
China 4068518 7868782
Japon 67000 65428
Estados Unidos 359630 421208
Reino Unido 71500 99652
Espafa 131974 159018
Francia 131825 99096
Alemania 55000 73454
Bélgica 40168 28000

A nivel mundial, Lentinula edodes es el segundo hongo con mayor produccién, inmediatamente
después del champifion (Agaricus bisporus), y principalmente se debe a que es uno de los mas
cultivados en China (Chang et al., 1999).

e o FACULTAD DE
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1.1 Lentinula edodes (Shiitake)
La seta shiitake también conocida como Lentinula edodes (Figura 2), se han cultivado durante
muchos siglos en China y Japon (Chang y Miles et al., 1987) y actualmente se cultivan a nivel
comercial en todo el mundo. Antiguamente, las poblaciones silvestres de hongos shiitake se
extendian desde el limite norte en Japon y el Lejano Oriente ruso, hasta sudeste de Asia y Oceania
(incluyendo Nueva Guinea, Australia, Tasmania y Nueva Zelanda), y al oeste hasta Nepal e India,
en las estribaciones de la Himalaya. En la actualidad, la seta shiitake se cultiva también en la regién
de la Costa del Golfo de América del Norte, el Caribe, América Central y el norte de América del

Sur (Hibbett et al., 2001).

Figura 2: Hongo Lentinula edodes (Shiitake)

Lentinula edodes es el primer macrohongo medicinal que entra en el campo de la biotecnologia
moderna, y ademas de atribuir un valor nutricional, también es un posible material bioldgico
potencial para usos terapéuticos. Estas setas shiitake se usan con fines medicinales en la medicina
tradicional china para enfermedades relacionadas con la funcion inmune deprimida (incluido el
SIDA), céancer, alergias ambientales, infeccion por hongos, gripe y resfriados frecuentes,
inflamacién bronquial, enfermedades cardiacas, hiperlipidemia (incluido el colesterol alto en
sangre), hipertension, enfermedades infecciosas, diabetes, hepatitis e inconsistencias urinarias
reguladoras. Algunas de esas propiedades se han detectado hoy en dia, con métodos cientificos que
efectivamente reducen el riesgo de padecerlas o pueden ayudar a terapias modernas como
adyuvantes (Bisen et al., 2010). Por lo tanto, se podria utilizar como ingredientes bioactivos para

la elaboracion de alimentos funcionales.
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1.1.1 Cultivo de shiitake

Lentinula edodes crece de forma natural en el tronco seco de madera muerta de muchas especies
de arboles que pertenece a la familia Fagaceae en diferentes condiciones climaticas. Pero la
mayoria de los hongos que se consumen son cultivados por el hombre. Para su cultivo se necesita
partir de un micelio madre que suministran compafiias especializadas. Después se siembra en
semilla de algun cereal tipo trigo, salvado o mijo y cuando esa semilla esta totalmente colonizada
por el micelio del hongo se utiliza como indculo para inocular bloques esterilizados de mijo, serrin
y otros materiales lignocelul6sicos que se incuban a unas temperaturas de unos 24°C. Cuando el
bloque esta practicamente colonizado por el micelio se cambian las condiciones de luz, humedad
y la temperatura se baja a 18 grados y a los pocos dias aparecen los cuerpos fructiferos que se
recolectan en varias floradas, aunque nacen de forma mas dispersa que el champifion (Chang y
Miles et al., 2004).

Figura 3: a) Dong-gu fresco y seco y b) Shiangshyuhn fresco y seco.

Por ejemplo, para el hongo fresco, la recoleccion se realiza cuando el 50-60% del blogue tiene
cuerpos fructiferos, y para los hongos secos, la recoleccion se realiza cuando el blogue contiene el

70-80% de su superficie con cuerpos fructiferos (Figura 3) (Chang y Miles et al., 2004).

1.1.2 Compuestos hipocolesterolémicos de Lentinula edodes

Las setas shiitake secas contienen 58-60% de carbohidratos, 20-23% de proteinas (digestibilidad
del 80-87%), 9-10 de fibras, 3-4% de lipidos y 4-5% de cenizas. Este hongo es una buena fuente
de vitaminas, pero no tiene mucha vitamina D, solo se obtiene cuando se somete a una irradiacion.
Por ejemplo, de ergosterol, porque bajo la luz ultravioleta (UV) se transforma en ergocalciferol
(vitamina D2). También contiene otras vitaminas como B1, B2, B5 y B12 y minerales como hierro,
zinc, magnesio, calcio, etc. Los polisacaridos hidrosolubles representan del 1-5% del peso seco del
hongo, particularmente los B-glucanos, que son fibras dietéticas solubles en agua (Wasser et al.,

2005). Sin embargo, los B-glucanos insolubles, considerados como fibras dietéticas constituyen

5
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casi el 36-40% de su peso junto con las quitinas que suelen ser el 9% (Morales et al., 2019a). Pero
también, cabe destacar que el hongo shiitake es una fuente natural beneficiosa de compuestos
hipocolesterolémicos, como el ergosterol y sus derivados, los B-glucanos, y la eritadenina (Morales,
et al., 2018a).

Ergosterol

Lentinula edodes (L. edodes) contiene cantidades significativas de ergosterol (ergosta-5, 7, 22-
trien-3p-ol) (Tabla 2) y otros esteroles en menor concentracion, que Son compuestos
estructuralmente similares a los fitoesteroles vegetales. El ergosterol se consideré como un potente
competidor para el receptor X del higado (un factor implicado en la regulacion de la homeostasis
del colesterol) y como un inductor de la expresion de los transportadores ABC (unos promotores
del flujo activo de colesterol y esteroles vegetales del enterocito a la luz intestinal para su
excrecion). Ademas, se sefialo como un potente inhibidor de la reductasa C24, una enzima que
cataliza la reduccion del doble enlace en C24 en la biosintesis de colesterol (Calpe-Berdiel et al.,
2009).

Tabla 2: Concentracion de ergosterol (mg/g de hongo en peso seco) en varias especies de hongos
(Gil-Ramirez et al., 2011).

Especie de hongos Ergosterol (ergosta-5, 7, 22-trien-3p-ol)
Boletus edulis 5,69
Lentinula edodes 5,51
Agrocybe aegerita 511
Pleurotus ostreatus 3,75
Agaricus bisporus 3,06
Agaricus blazeii 1,73
Pleurotus eryngii 1,40
Ganoderma lucidum 0,69
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Figura 4: Estructura quimica del 1) ergosterol y 2) ergocalciferol.

Ademas, el ergosterol es el precursor de la vitamina D, un compuesto fundamental en la nutricion
humana como un regulador del metabolismo del calcio y fosfato, que promueve la absorcion de
calcio e influye el proceso de mineralizacion 6sea (Mau et al., 1998). El ergosterol puede ser
convertido a vitamina D2 mediante la accion de los rayos ultravioleta (UV) que produce la ruptura
del anillo B (Figura 4) (Rajakumar et al., 2007).

Eritadenina

La eritadenina (Figura 5), 2 (R), el acido 3 (R) dihidroxi-4- (9-adenil) butanoico), es un alcaloide
hidrosoluble (Morales et al., 2018a) que fue aislado del hongo L. edodes por primera vez e
identificado por Chibata et al., 1969 y por Rokujo et al., 1970. Este compuesto es un metabolito
secundario producido principalmente por el hongo shiitake y es capaz de reducir el nivel de
colesterol en sangre. (Saito et al., 1975). Las setas shiitake contienen un nivel de eritadenina
bastante significativa comparando con otros hongos comestibles (Tabla 3), como otra especie de
la misma familia, Marasmius oreades, 0 como otras que pertenecen al mismo orden (Agaricales),
Amanita caesarea, Lyophyllum shimeji, Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus. Sin embargo,
aunque otros hongos como Boletus edulis, Morchella conica y Lactarius deliciosus también
contenian ciertas concentraciones de eritadenina (0,2 mg/g peso seco), la presencia del compuesto

en mayores concentraciones solo pueden atribuirse al género Lentinula (Morales et al., 2018b).
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Figura 5: Estructura quimica de eritadenina

Tabla 3: Concentracion de eritadenina (mg/g de hongo en peso seco) en varias especies de hongos
(Morales et al. 2018b).

Especie de hongos Eritadenina
Lentinula edodes 1,4
Marasmius oreades 0,7
Amanita caesarea 0,6
Lyophyllum shimeji, Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus 0,2
Boletus edulis, Morchella conica, Lactarius deliciosus 0,2

Actualmente, no esta definido claramente el mecanismo de accion de la eritadenina en la reduccion
del colesterol. Sin embargo, varios estudios demostraron que la actividad hipocolesterolémica de
la eritadenina en ratones y ratas estaba relacionada con su capacidad de inhibir la enzima S-
adenosil-I-homocisteina hidrolasa (SAHH), que es capaz de modular el metabolismo de los
fosfolipidos hepaticos causando una disminucion de la proporcion de fosfatidilcolina (PC) /
fosfatidiletanolmanina (PE) y por eso puede aumentar la captacién o disminuir la liberacién de

colesterol (Enman et al., 2007).
B-glucanos

Los B-glucanos son unos polimeros de glucosa unidos por enlaces glucosidicos, que se encuentran
en niveles altos en la pared celular de hongos, levaduras, avena y cebada (Morales et al., 2019a).
De tal modo, sus propiedades bioldgicas parecen estar relacionadas con su estructura quimica, peso

molecular y caracteristicas reoldgicas, las cuales pueden variar segun fuente de origen (Tabla 4)
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(Volman et al., 2010). Existe una gran variedad de -glucanos, pueden llegar a formar grandes
moléculas compuestas por mas de 250000 unidades de glucosa (Vannuci et al., 2013).

Tabla 4: Estructuras de los B-glucanos segun su fuente de origen (Volman et al., 2008).

Tipo de p-glucano Estructura Descripcion
Bacteria Glucano lineal -1,3 (ej: Curdlan)
Hongo L1111 Glucano ramificaciones cortas B-1,6 y p-1,3

(ej: Esquizofilano)

Levadura — — Glucano ramificaciones largas $-1,6 y p-1,3
(ej: B-glucano WGP, betafectina )

Cereal Glucano lineal B-1,3/1,4 (ej: avena, cebada,

centeno)

En concreto, los B-glucanos de los hongos varian estructuralmente, se han aislado B-glucanos

lineales y B-glucanos ramificados.

e B-glucanos lineales: suelen ser més solubles en agua que los ramificados, ya que estan
formados por cadenas simples de B (1-3)-D-glucosa como las setas Termitomyces eurhizus
y Laetiporus sulphureus. O también las cadenas lineales de  (1-6)-D-glucosa en Agaricus
bisporius, Agaricus basiliensis y Coprinus comatus (Ruthes et al., 2015).

e B-glucanos ramificados: consiste en una cadena principal formada por 3 (1-3)-D-glucanos
con ramificaciones de B (1-6)-D-glucosa, y se ha visto que es la estructura més estudiada
en los hongos y es la mas activa sobre el sistema inmune y se encuentra en shiitake (Giavasis
etal., 2014).

Las concentraciones de los B-glucanos en distintas especies de hongos son muy variados (Figura
6). Segun Gil-Ramirez et al., 2011, Ganoderma lucidum es la especie que contenia una mayor
concentracion de este compuesto (alrededor de 65 mg/100g peso seco), seguido de Pleurotus
ostreatus (alrededor de 45 mg/g peso seco) que pertenece al mismo orden (Agaricales) que L.

edodes (alrededor de 22 mg/g peso seco), pero supone el doble de concentracion que este altimo.

9
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Figura 6: Concentracién de B-glucanos (mg/100g de hongo en peso seco) en varias especies de
hongos (Gil-Ramirez et al., 2011).

Por lo tanto, los hongos comestibles también poseen B-glucanos especificos como el lentinano de
shiitake, el grifolano de setas maitake, etc. y algunos de ellos pudieron reducir eficazmente los
niveles de colesterol en sangre en ensayos in vitro. Aparentemente, las propiedades viscosas y
formadoras de gel de estos compuestos podrian reducir la absorcion de colesterol al inhibir la
formacion de micela en el intestino delgado y acaso también podrian interactuar con los acidos
biliares, incrementando la conversion hepatica del colesterol en acidos biliares y aumentando la

excrecion fecal de estos ultimos (Gil-Ramirez et al., 2011).

1.2 Formulacion de alimentos funcionales hipocolesterolémicos
Para la utilizacion de extractos fungicos como ingredientes funcionales hay que optimizar varios
puntos: la matriz alimentaria en la que se incorporan, el tratamiento térmico necesario para su
comercializacion segura y estudiar el efecto que estos tienen en los compuestos bioactivos, los que
son componentes nutritivos que tipicamente presentan en pequefias cantidades en los alimentos y

ejercen un beneficio funcional en la salud (Kris-Etherton et al., 2002).

10
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1.2.1 Integracion del ingrediente funcional en matrices alimentarias
Los ingredientes funcionales se suelen vehiculizar en matrices alimentarias de facil consumo, como
por ejemplo los fitoesteroles se adicionan a margarinas o yogures para que al consumidor sea mas
agradable su ingesta que si fuera directamente una pastilla o capsula. Sin embargo, esta inclusion
puede modificar la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de los compuestos beneficiosos para la
salud.

Por ejemplo, se sabe que la adicion de fitosteroles a las margarinas disminuye la asimilacion de
otros compuestos ligeramente como la de los B-carotenos (Weststrate y Meijer et al., 1998).
También se sabe que la eritadenina de los hongos se asimila mejor si se encuentra en una matriz
proteica como puede ser una gelatina mezclada con hongo pulverizado que si se adiciona a otras
preparaciones de moda en la gastronomia molecular como es el agar agar o el alginato (Morales et
al., 2018b). También se conoce que el &cido fitico y algunos polifenoles presentes en las legumbres
interfieren en la asimilacion de micronutrientes como hierro, magnesio, etc. porque los secuestran

en su estructura y son eliminados.

La utilizacidn de cremas o preparaciones semi-liquidas para adicionar ingredientes funcionales no
ha sido muy estudiada, la ventaja de usar cremas es gue son compuestos homogéneos faciles de
comer para personas mayores que suelen ser los que tienen niveles de colesterol mas elevados. Asi
mismo, este tipo de alimentos ofrece una forma rapida, nutritiva y comoda de consumir hortalizas
y aporta componentes beneficiosos para la salud como, fibras, vitaminas, antioxidantes y minerales.
Ademas, si se incorporan en su formulacién niveles bajos en grasa, resultan muy convenientes para
personas con complicaciones cardiovasculares, obesidad, etc. Y mas aun, su contenido en fibra
contribuye a un correcto transito intestinal ademas de equilibrar los niveles de colesterol, prevenir
el cancer de colon y controlar las subidas de glucosa en sangre (Lattimer y Haub et al., 2010). Sin
embargo, los que mas problematicos pueden ser son las matrices con grandes cantidades de
polisacaridos porque suelen secuestrar en su estructura moléculas pequefias como podria ser las

vitaminas.

1.2.1.1 Gazpacho
El gazpacho (Figura 7) es uno de los alimentos més relevantes en la dieta mediterranea, y que
podria utilizarse como matriz alimenticia para la incorporacion de ingredientes funcionales debido

a que se consume en forma semi-liquida, los "grumos” son aceptables puesto que tiene muchos
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solidos en suspension. Ademas, proporciona una buena composicion de ingredientes saludables y

beneficiosos contra las enfermedades cardiovasculares (Torija-1sasa et al., 2007).

GAZPACHO
aazeacro  \Ngredientes: Aqua, verduras (34%] [tomatfz.a
N Pimiento rojo, cebolla, pepino), aceite de oliv
= k), vinagre, ajo, sal y estabilizante: 0™
Xantana,

Figura 7: Gazpacho (marca Ferrer)

El “gazpacho andaluz”, una sopa fria preparada con tomates, junto con otras verduras, agua, pan,
sal, vinagre y aceite de oliva (Torija-Isasa et al., 2007). Esta “sopa” tiene una alta proporcion de
agua, entonces tiene un gran poder hidratante. La mezcla de todos los ingredientes supone una gran
cantidad de vegetales, lo que aporta ademas de proteinas y algunas vitaminas y minerales en

cantidades considerables, carbohidratos y fibras (Martin-Moreno y Gorgojo et al., 2002).

Las fibras vegetales que aportan son celulosas, hemicelulosas y pectinas procedentes de las paredes
de las células vegetales como de los tomates (1,59/100g de porcion comestible), pimientos rojos
(19/100g) y pepinos (0,5g/100g) (Moreiras et al., 2013). Las celulosas y hemicelulosas son fibras
dietéticas insolubles capaces de retener el agua en su matriz estructural formando mezclas de baja
viscosidad, y produce un aumento de la masa fecal que acelera el transito intestinal (Alvarez-
Sanchez et al., 2006). La estructura de la celulosa (Figura 8a) estd formada por la union de
moléculas de B-glucosas mediante enlaces B-1,4-glucosidico, puede ser lineal o ramificada, en la
que se establecen multiples puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas
yuxtapuestas de glucosa, lo que hace que sea insoluble en agua, asi aporta rigidez a la pared celular
de los vegetales. Y las hemicelulosas (Figura 8b) son polisacaridos con grupos heterogéneos, son
insolubles en agua, pero se disuelven en medio alcalino. La estructura esta constituida por union
glucosidica de distintos monosacaridos, como arabinosa, xilosa, glucosa, manosa, galactosa,

galacturonico, glucurénico y algunos desoxiazlcares (Dergal et al., 2006).
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Figura 8: Estructura quimica de a) celulosa y b) hemicelulosa.

Ademas de estos polisacaridos, los gazpachos comerciales pueden contener otros que acttan de
espesantes. Los que suelen adicionar son pan, es decir almidon, que mejora la viscosidad y la
estabilidad del gazpacho. La estructura del almidon estd formada por amilosa (Figura 9a) (cadena
lineal) unidas entre ¢llas por enlaces o (1-4) y amilopectina (Figura 9b) como cadenas ramificadas
debidas a enlaces a (1-6). La amilosa es responsable de la estructura gelificada y la amilopectina

produce en los liquidos una mayor viscosidad (Castells et al., 2009).
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Figura 9: Estructura quimica de a) amilosa y b) amilopectina.

Otro posible estabilizante que se encuentra frecuentemente en gazpachos comerciales es la goma
xantana (Figura 10), este polisacarido se obtiene por la fermentacion de carbohidratos por la
bacteria Xanthomonas campestris y esta constituido por unidades repetitivas de pentasacarido, que
consisten de dos unidades de D-glucopiranosilo, dos D-manopiranosilo y un acido D-
glucopiranosilurénico. Y su estructura es un esqueleto de unidades de D-glucosa unidas entre si

por enlaces  (1-4), una de cada dos glucosas se encuentra unida por un enlace a 1-3 a una cadena
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lateral formada por dos manosas con un &cido glucuroénico entre ellas. Alrededor de la mitad de las
manosas terminales de la cadena lateral estdn unidas a un grupo de piruvato, y el 90% de las
manosas mas proximas a la cadena central estan acetiladas en el carbono 6 (Garcia-Ochoa et al.,
2000).

CH,0H CH,OH
o o
o) OH o
COOH OH OH ],
HsC_ _O
o
6
Hc R b
o o
OH
; OH
RSO
cooH P
O, O,

OH

Figura 10: Estructura quimica de goma xantana

La goma xantana es completamente soluble en agua caliente o fria, se hidrata rapidamente y
proporciona unas soluciones de alta viscosidad. Su comportamiento reoldgico permite contribuir a
buenas propiedades sensoriales (sensacion en la boca, liberacion de sabor, etc.) y ademas
contribuye una estabilidad frente a las variaciones de pH, a un mayor rango de temperatura (tanto
congelacién y ebullicion) y resistente a algunas enzimas comunes, por tanto, se ha convertido en

uno de los mejores espesantes y estabilizantes en la industria alimentaria (Katzbauer et al., 1998).

El gazpacho casero se consume sin calentar asi que se conservan las vitaminas hidrosolubles
inestables, como la vitamina C proveniente del pimiento y del tomate (Verde-Méndez et al., 2011).
Los gazpachos que se venden en el supermercado son pasteurizados o tratados con altas presiones,
esta tecnologia es una alternativa de los métodos de conservacion para alimentos a diferencia de

los tratamientos térmicos tradicionales (Plaza et al., 2006).

1.2.1.2 Crema de verduras
Otra forma de vehiculizacién del ingrediente funcional podria ser una crema de verduras, no hay
muchas cremas funcionales, pero si se utilizan cremas pasteurizadas la cantidad de vitaminas y

otros compuestos interesantes se mantienen segun describe Rodriguez-verastegui et al., 2016.
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Las cremas, como por ejemplo de esparragos (Figura 11a) (1g fibra/100g porciéon comestible) o
calabacin (Figura 11b) (1,3g/100g) (Moreiras et al. 2013) aportan fibras celulosas, hemicelulosas

y pectinas principalmente procedentes de sus paredes celulares (Alvarez y Sanchez et al., 2006).

b)

© T COUDCEPARRAGOSTRIGUERDS
@ ‘ﬂ!redientes:Agua, esparrago triguero 5%[I'espe' Catasacin  CREMADE CALABACIN

ESPARRAGOS vk : , 58l . ,
HE Sl et liva 4%),vino blanco'ajobilizadO’ o Ingredientes: Calabacin (36,1%), a9

== Meanidin modificado de maizy €7 T2 pdata, aceite e oliva (3,61%), 52l Y X

— 0! |
\ 7 %oma xantana, - Y,

Figura 11: a) crema de esparrago y b) crema de calabacin (marca Ferrer)

Las cremas comerciales al igual que indicado para el gazpacho también llevan espesantes y
estabilizante como la goma xantana mencionada en la elaboracion de gazpacho, o almidon de maiz
y de patata. Actualmente, el uso de almiddn se extiende mucho més alla de su disefio original como
fuente de energia bioldgica, se usa para controlar o influir la textura, la consistencia, la humedad y
la estabilidad de un alimento. Sin embargo, los almidones nativos de diferentes fuentes botanicas
presentaban ciertas deficiencias como la pérdida de viscosidad, el poder espesante, las
caracteristicas de retrogradacion, etc. Por lo tanto, aparecieron los almidones modificados para
superar esas deficiencias (Tharanathan et al., 2005) y existe diferentes tipos de modificaciones
como, fisicas, quimicas, enzimaticas y bioldgica. Las modificaciones quimicas son las mas
empleadas (Daramola y Osanyinlusi et al., 2006), y las mas comunes son la oxidacién, la
esterificacion, la hidroxipropilacion y la reticulacion, etc. que influyen las propiedades
fisicoquimicas, morfoldgicas, térmicas y reoldgicas de los almidones de diferentes fuentes
botanicas. Ademas, los factores que afectan la eficiencia de la modificacion son la fuente de
almidon, la relacion de amilosa y amilopectina, la morfologia de los granulos y el tipo y la

concentracion del reactivo modificador (Singh et al., 2006).

1.2.2 Efectos del tratamiento térmico en los compuestos bioactivos
Generalmente, durante la preparacion del alimento funcional una vez incorporado en la matriz

alimentaria hay que someterlo a un tratamiento térmico para que sean seguro. Estos tratamientos
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pueden destruir a los compuestos beneficiosos incorporados. Los tratamientos mas utilizados por

la industria alimentaria son la pasteurizacion y la esterilizacion.

1.2.2.1 La pasteurizacion
La pasteurizacion, la usan en la industria alimentaria, consiste usar una temperatura alta en tiempo
corto y normalmente se utiliza para inactivar las bacterias patogenas y extender la vida util del
alimento durante un par de semana. Sin embargo, este tratamiento no inactiva todos los
microorganismos Yy las esporas resistentes al calor, dependiendo de las condiciones de
almacenamiento, el crecimiento de bacterias puede acelerarse (Canovas y Aguirre a et al., 2010).
Por ejemplo, el efecto que produce sobre la leche de vaca pasteurizada, el compuesto mas afectado
es la vitamina C con una pérdida alrededor de un 20%, también la tiamina y vitamina B12 que
pierden como un 10% en la pasteurizacion y otras vitaminas son bastante estables. Ademaés, la
proteina en la leche de vaca pasteurizada se desnaturaliz6 ligeramente (5-15%). Se trata de
mantener los alimentos durante 5 minutos a 90°C y se puede hace al bafio maria de modo casero y

en la industria lo hace mediante unos equipos denominados pasteurizadores (Fellows et al., 1988).

1.2.2.2 Laesterilizacion
La esterilizacion es un tratamiento térmico mas severo que utiliza temperaturas alrededor de 121°C
durante 15 minutos e inactivas esporas, extiende la vida atil del producto por varios meses
(Céanovas y Aguirre a et al., 2010). Es mas drastico, pero mas corto con lo cual afecta destruyendo
las vitaminas termolabiles como, la tiamina se destruye en un 30%, la vitamina C en un 50% Yy casi

toda la vitamina B12 y los restos de vitaminas son bastante termoestables (Fellows et al., 1988).

1.2.2.3 Otras tecnologias de esterilizacion
En caso de los tratamientos tradicionales con calor, la funcionalidad de nutrientes en algunos
alimentos se ve afectado negativamente debido a la sensibilidad térmica. Entonces es de gran
interés desarrollar nuevas tecnologias “no térmicas™ para disminuir o evitar ese inconveniente y a
la vez mantener la seguridad microbioldgica del alimento. Por ejemplo, como el tratamiento con
altas presiones (HP), se caracteriza por tres parametros de procesamiento: temperatura, presion y
tiempo y se ha demostrado cientificamente que HP puede producir productos de mejor calidad y
microbioldgicamente estables y seguros. (Dhiman et al., 2012). Esta tecnologia “no térmica” retuvo
mas contenido de acido ascorbico que el procesamiento térmico, por ejemplo, en la conservacion

de puré de verduras, retuvo un 90% de acido ascorbico y no afectan su contenido de compuestos
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fendlicos (Patras et al., 2009). Otras tecnologias como la alta presion hidrostatica, por ejemplo,
segun Barra et al., 2010 retiene méas acidos ascorbico en bebidas vegetales que los tratamientos

térmicos tradicionales.

1.2.2.4 Efecto de calor en los compuestos bioactivos de los hongos
Actualmente, se ha visto que el procesamiento térmico puede afectar el contenido y la
funcionalidad de algunos compuestos bioactivos. Por ejemplo, en el mercado actual se puede
encontrar productos como setas enlatadas de consumo directo, entonces es necesario un proceso
térmico para eliminar los microorganismos patdgenos. El proceso se denomina como el enlatado
que consiste en, envasar las setas frescas en un recipiente de hojalata o vidrio y posteriormente se
somete a un proceso de calentamiento o esterilizacion con el fin de eliminar las bacterias presentes.
Sin embargo, se ha observado que el proceso de enlatado influye notablemente en el contenido de
los nutrientes de hongos. Por ejemplo, durante el enlatado, el contenido de las vitaminas (como
vitaminas B1 y B2) se reducian bastante y el contenido total de aminoacidos libres, polioles y
azUcares solubles también se perdieron. Ademas, el contenido de proteinas se disminuyd en varias
especies de setas y produjo una pérdida significativa del contenido de compuestos fenélicos totales
y algunos minerales. Las pérdidas podrian deberse de que algunos compuestos son térmicamente
inestables y tiene una alta tendencia a sufrir oxidacién y polimerizacion, y ademas por el proceso

de blanqueamiento (Xue et al., 2016).

El blanqueado es un proceso previo al enlatado que consiste en escaldar un alimento durante unos
minutos en agua u otras soluciones acuaticas, con el fin de reducir las cargas microbianas y el
pardeamiento enzimético (Vullioud et al., 2011), pero este proceso puede causar unos efectos
negativos como, la extraccién de compuestos solubles de bajo peso molecular (algunas vitaminas,
proteinas, compuestos fendlicos y minerales). Sin embargo, aunque el tratamiento térmico mostré
una ligera disminucion en el contenido de nutrientes, es un método bastante relevante para

almacenar el hongo durante un largo periodo (Xue et al., 2016).

En cuando a los compuestos bioactivos de los hongos, el enlatado es posible reducir el contenido
de algunos polisacaridos solubles en agua (Xue et al., 2016) y por ejemplo también la
concentracion de la eritadenina, ya que tambien es un compuesto que tiende a solubilizar durante

el proceso de blanqueado (Morales et al., 2018a).
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1.3 Transformaciones del alimento funcional por la digestion humana
Posteriormente, los componentes bioactivos que sobreviven a los tratamientos culinarios podrian
variarse ain mas durante la masticacion, las digestiones gastricas y/o intestinales que influyen en

sus niveles de absorcion en el intestino humano (Gil-Ramirez et al., 2014).

1.3.1 Etapas de la digestion humana
Segun Boticario y Cascales et al., 2012, en la masticacion las enzimas amilasas de la saliva se
mezclan con el alimento ingerido, formandose el bolo alimenticio y degradan principalmente

polisacaridos como el almidon. Y las grasas permanecen sin digerir hasta que llega al estomago.

En la digestion estomacal, el bolo alimenticio llega hasta el estmago y se degradan
principalmente proteinas en péptidos pequefios y el bolo alimenticio se transforma en quimo.
Aunque algunas enzimas degradadas en lipidos también son activas en este paso (Gil-Ramirez
etal., 2018)

En la intestinal, el quimo llega al duodeno estimulando la liberacién de jugos pancreéticos del
pancreas y bilis del higado, el organismo utiliza la bilis como detergente para disolver las grasas
y formando micelas, pequefias gotas de grasa que favorecen la absorcion de vitaminas
liposolubles (A, D, E y K) y colesterol. Las fibras dietéticas no suelen digerirse y pasan al colon
donde esta la microbiota, que fermenta esas fibras produciendo la fermentacion coldnica,
obteniendo nutrientes para las células del colon y muchas funciones del organismo (Boticario
y Cascales et al., 2012).

En cuando a la biodisponibilidad de los nutrientes, los que son biodisponibles pasa a través de
los enterocitos y son absorbidos en el plasma. Después se distribuye al sitio de accién donde
ejerce un efecto al organismo (Martinez et al., 1999). Cuando las sustancias son absorbidas en
el tracto gastroduodenal, el higado ejerce su funcidn de distinguir las toxinas y otras moléculas
extrafias y convertirlas en moléculas facilmente eliminables por la orina o por las heces. Por
ejemplo, este 6rgano es importante para el metabolismo de las grasas, donde se sintetiza 'y se

elimina el colesterol de la sangre, en forma de acidos biliares (Boticario y Cascales et al., 2012).
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1.3.2 Efecto de la digestidon en los compuestos bioactivos de los hongos
La digestion de un alimento influye tanto el contenido como las propiedades de una serie de
compuestos bioactivos. Segun Morales et al., 2018b se ha visto que tras la digestion, el
contenido de la eritadenina se redujo como un 73 %. Ademas, hay reduccion de las propiedades
antioxidantes en la digestion bucal, lo que sugiere que los compuestos antioxidantes podrian
estar relacionados con los polisacéridos de las setas, porque cuando se degradan (Boticario y
Cascales et al., 2012) podria liberar antioxidantes unidos a sus estructuras complejas

exponiéndolos a medios desfavorables (Soler-Rivas et al., 2009).

2. OBJETIVOS
El objetivo general de este trabajo fue el de estudiar el método de procesado mas conveniente para
la adicion de un extracto hipocolesterolémico (obtenido de shiitake) a la matriz alimenticia méas
adecuada, como parte del disefio previo a la formulacién de un alimento funcional, que

posteriormente sera utilizado en un ensayo clinico.

El extracto hipocolesterolémico se debia adicionar a matrices alimentarias producidas por la
empresa Conserves Ferrer S.A. que formaba parte del proyecto AGL2014-56211-R asi que se

estudiaron los siguientes aspectos:

Determinacion de la matriz alimentaria mas adecuada para adicionar el extracto de entre una crema
de esparrago, una de calabacin y un gazpacho estudiando el efecto de la misma en el contenido de
los compuestos hipocolesterolémicos incluidos en el ingrediente funcional (ergosterol, eritadenina
y B-glucanos).

Evaluar el momento de incorporacién del extracto a la matriz, o bien durante su produccion y
posterior tratamiento con calor o bien una vez que la matriz alimentaria esta producida someterlo
a otro tratamiento térmico tras la incorporacion del ingrediente.

Determinar la influencia de la matriz o el tratamiento térmico en la bioaccesibilidad de los

compuestos hipocolesterolémicos tras su digestion usando un modelo de digestion in vitro.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biol6gico

El extracto hipocolesterolémico (Figura 12) fue una mezcla de fracciones especificas obtenidas con
diferentes métodos de la seta shiitake (Lentinula edodes, Berkeley) segin se describe en Morales
etal., 2019a.

El extracto llamado BGE (enriquecido en B-glucanos) consistia en una mezcla de 2,5% B-glucanos
solubles en agua (Morales et al., 2018a), 26% de un concentrado de B-glucanos solubles en agua
caliente (Morales et al., 2019a) y un 71,5% de una fraccion que contiene quitinas y f-glucanos
insolubles (Morales et al., 2019a). La mezcla liofilizada se almaceno a -20°C hasta su uso contenia
en total un 33.5% (p / p peso seco) de B-glucanos, 21,3% de proteinas, 6,8% de quitina, 0,27% de
eridatenina y 0,23% de ergosterol (Morales et al., 2019a).
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Figura 12: Extracto de Lentinula edodes

Se utilizaron 3 productos de la empresa Conserves Ferrer, su crema de esparrago, de calabacin y

gazpacho que fueron suministrados por la propia empresa para su utilizacion en el estudio clinico.

Ademas, se compraron tomate, pepino, pimiento rojo, cebolla, ajo, calabacin, patata y esparrago

frescos de un supermercado local.

4.2 Disolventes y reactivos
Los disolventes y reactivos empleados en los diversos analisis y procesos fueron los siguientes:
pepsina, extracto biliar, lecitina de huevo, pancreatina, trizma, maleico, hidroxido de potasio,
hidréxido de sodio, cloruro sédico, &cido ascorbico, BHT (2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol),
acido clohidrico (37%), acido trifruoroacético (TFA) procedentes de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia). Tanto cloroformo (grado HPLC) y metanol (grado HPLC) fueron suministrados por LAB-
SCAN Analytical Science (Gliwice, Polonia), y cloruro calcico y etanol de Panreac (Barcelona,

Espafia). Ademas, el hexano suministrado por Macron (Gliwice, Polonia).

4.3 Formulaciéon de los alimentos funcionales con adicion del extracto durante el
procesado del alimento

Se reprodujeron en el laboratorio el gazpacho y las cremas producidas por la empresa en escala

mas pequefia y sin la adicion de los estabilizantes (goma xantana) ni espesantes (almidén

modificado) pero manteniendo sus proporciones (Figura 13).
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Figura 13: Aspecto de las preparaciones antes y después de refrigeracion / coccién y tras su

liofilizacion: a) gazpacho, b) crema de esparrago, ¢) crema de calabacin.

Para la preparacion del gazpacho se mezclaron 20 g de tomate con 7 g de pimiento rojo, 5 g de
cebolla, 2 g de pepino, 1g de ajo, 1 g de vinagre, 3 g de aceite de oliva, 0,88 g de sal y 4,5 g de
extracto BGE por cada 100 g de gazpacho. Después se tritur6 todo en una batidora casera (marca
Mandine), se tom6 una alicuota y se congeld, y el resto se dej6 en refrigeracion durante 24 horas y
posteriormente también se congel6. Ambos gazpachos congelados fueron liofilizados (Telstar

LyoQuest) y almacenados a -20°C hasta su analisis.

Para la preparacion de la crema de esparrago se agregaron 15 g de esparrago triguero, 10 g de
cebolla, 4 g de aceite de oliva, 1 g de ajo, 2 g de vino blanco, 1 g de maicena, 0,6 g de sal y 4,5 g
de extracto BGE por cada 100 g de crema. Mas tarde, se trituraron todos los ingredientes, se tomd
una alicuota que se congeld y el resto de la crema se someti6 a una coccion de 20 minutos a 100°C.

Después, la crema también se congeld y liofilizé como se ha indicado para el gazpacho.

Para la preparacion de la crema de calabacin se utilizaron 36,1 g de calabacin, 5 g de cebolla, 3,6
g de aceite de oliva, 10 g de patata, 0,56 g de sal y 4,5 g de extracto BGE por cada 100 g de crema.

Posteriormente, se mezcld todo y se triturd en la batidora. Y posteriormente se tomo una alicuota
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antes y después del tratamiento térmico que fue igual al indicado para la crema de esparragos.

Finalmente, también se congel6 vy liofiliz6 como se ha indicado para la crema anterior.

4.4 Formulacion de alimentos funcionales con adicidn del extracto después del procesado
del alimento

La incorporacion del extracto BGE (10,4 g) a matrices alimentarias comerciales (230 g de cada

matriz: gazpacho, crema de esparrago y crema de calabacin) de marca Ferrer. Tras el mezclado

usando se realizaron dos tratamientos térmicos, la pasteurizacion y la esterilizacion y uno control

sin tratamiento térmico.

a) b) <)
e o

o 1) H‘-.‘bw ?‘hwh-m

<] G R L

Figura 14: Mezclas de a) esparrago, b) gazpacho, c) calabacin tras su liofilizacion.

Para la pasteurizacion, las mezclas se colocaron a un bafio maria durante 1 hora a 100°C. Y para
Ilevar a cabo la esterilizacidn, 240 g de cada alimento se introdujeron en un autoclave durante 20
minutos a 120°C. Después, se sometieron al proceso de liofilizacion y se almacenaron hasta su

posterior analisis (Figura 14).

4.5 Digestion in vitro
Los alimentos funcionales preparados como se describe en el apartado 4.4 fueron siguiendo el
procedimiento descrito por Morales et al., 2018b con modificaciones. El proceso de digestion
consta de tres fases: la oral, la gastrica y la intestinal. En primer lugar, para la fase oral, se obtuvo
5 mL de saliva humana que se mezcl6 con 5 mL de agua MiliQ. Después se afiadi6 los 20 mL del
alimento funcionalizado con el extracto BGE y otros 34 mL de agua MiliQ, y se transfiri¢ al vaso
de precipitado con agitacion suave durante 2 minutos. El contenido del recipiente se acidifico con
acido clohidrico (HCI) de 6 M (ajustando el pH a 2) y también se incorpor6 275 mg de pepsina.
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Posteriormente, fue incubado a 37°C en un titulador (Figura 15) (Titrino plus, Metrohm, Herisau,
Suiza) con agitacion durante 1 hora simulando la digestion géstrica. La digestion intestinal
comenzo afiadiendo 1 mL de CaCl>325 mMy 3 mL de NaCl 3,25 M, y se ajusto el pH a 6 mediante
adicion de NaOH 0,5 M. Luego, se agregd una solucion pancreatica que contiene 633mg de
extracto biliar, 228 mg de lecitina de huevo, 20 mg de pancreatinay 6 mL de buffer trizma-maleato
50 mM, pH 7,5. Finalmente subio el pH hasta 7,5 y se mantuvo a 37°C con agitacion durante 2 h

para simular a la digestion intestinal.

Figura 15: Titrino plus para la simulacién de la digestion.

Después del proceso de digestion, las muestras digeridas se sometieron a centrifugacion (7000 rpm
durante 15 minutos) para separar el sobrenadante (que simularia la fraccion bioaccesible) y el
precipitado no soluble que simularia la fraccion no bioaccesible. Ambas fracciones se congelaron
rapidamente con nitrogeno liquido y obtuvieron muestras secas para el analisis de los compuestos

bioactivos mediante la liofilizacién.

4.6 Determinacion de ergosterol
La extraccion de ergosterol se realiz6 por el método de saponificacion descrito por Gil-Ramirez et
al., 2013 con pequefias modificaciones: se adicionaron muestras liofilizadas (500 mg) en una
botella de vidrio con una iman magnética y 15 mL de KOH 11,5% (p/v) en etanol:agua (45:55 v/v)
con un 300 mg de acido ascorbico como un antioxidante hidrosoluble. Esta mezcla se llevd a un
bafio de 80°C con agitacion magnética durante 15 minutos para que se produjese la saponificacion.
Una vez que se detuvo la reaccién enfriando rapidamente la botella bajo el agua frio, se afiadieron
10 mL de hexano con BHT 0,01% (p/v), un antioxidante liposoluble, se agitaron 2 minutos en un
agitador magnético y se dejaron reposar durante 5 minutos para que se provocara una separacion

de dos fases. Se recogio la fase insaponificable y se agregaron otros 5 mL de solucion de BHT a la
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fase acuosa para una segunda extraccion. Finalmente, se juntaron ambas fracciones
insaponificables en un matraz, se evaporaron con una corriente de nitrégeno y se obtuvo la fraccion

insaponificable seca.

Las fases insaponificables obtenidas se analizaron por cromatografia de gases (Figura 16) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU, modelo 7890) acoplada a espectrometria de masa en
tandem (GC-MS/MS) modelo 5975C para identificar y cuantificar el compuesto de interés:
ergosterol. El analisis se realizé siguiendo el protocolo descrito por Gil-Ramirez et al., 2013, las
muestras se inyectaron a una concentracion de 6 mg/mL con un auto inyector modelo G4513A en
una columna capilar Agilent de 30 metros (0,25 mm de didmetro interno y 0,25 mm de espesor de

fase).

—_L;ﬂ | 2z
1 |-

Figura 16: Cromatografo de gases Agilent Technologies modelo 7890A

La temperatura del inyector se fijé en 260°C, la del detector en 350°C y el programa de temperatura
del horno se sigui6 el método descrito por Gil-Ramirez et al., 2013, que comenzé a 60°C,
aumentando 40°C/min hasta los 310°C mantenida durante 15 minutos. El gas de arrastre fue helio,

a un flujo de 29,4 mL/min y una presion de entrada de 0,19 MPa.

Para poder identificar y cuantificar el ergosterol en las muestras, primero se realiz6 una recta de
calibrado utilizando el patron de ergosterol y hexadecano (10% v/v en cloroformo:metanol 2:1),
entonces se identificd que ese compuesto aparece a los 12,2 minutos como tiempo de retencion en

el cromatograma.

4.7 Determinacion de la eritadenina
La extraccion de eritadenina se siguié al método descrito por Morales et al., 2018b consistié en
incorporar 10 mL de etanol 60% a 1 g de muestras liofilizadas y se homogenizaron agitando 2
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minutos en un vortex. Después se centrifugd a 7000 rpm durante 15 minutos y se recogio el
sobrenadante (fase organica). Se realiz6 una segunda extraccion repitiendo los pasos anteriores,
juntando los sobrenadantes y se filtraron al vacio. Tras la filtracion, se traspasaron a un matraz
aforado para eliminar el etanol en un rotavapor Buchi B480 con vacio a 60°C. Finalmente, se

congelaron y liofilizaron para eliminar el agua.

Figura 17: HPLC-DAD

Las muestras liofilizadas se analizaron mediante cromatografia de liquido (HPLC) (Pro-Star 330,
Varian, Madrid, Espafa) acoplado a un detector de PDA (Pro-Star modelo 363, Varian, Madrid,
Espafia) (Figura 17). Las muestras secas se disolvieron en la fase mévil (20 mg/mL), se inyectaron
(10 pL) en la columna C18 Spherisorb ODS2 (4 x 250 mm, 5 um, Waters, Missisagua Ontario,
Canada) desarrolladas a un flujo de 0,5 mL/min con agua:acetonitrilo (98:2, 1% v/v TFA). La
eritadenina se cuantific6 a 260 nm utilizando estandar comercial (0,004-0,25 mg/mL). El
compuesto se eludié después de 10,5 minutos, donde mostro el espectro UV caracteristico de la
eritadenina. El programa fue seguido al método descrito por Morales et al., 2018b con ligeras

modificaciones.

4.8 Determinacion de los p-glucanos
La determinacion del contenido de B-glucanos se llevd a cabo mediante un kit enzimatico
especifico para setas y levaduras (Megazyme, Biocom, Barcelona, Espafia) (Figura 18). Para esa
determinacion, por un lado, se realizé la solubilizacion e hidrdlisis parcial de los glucanos totales

y otros azUcares, y por otro, la de los a-glucanos y otros azucares.

Para determinar el contenido de los glucanos totales, ademas de la D-glucosa presente en
oligosacéaridos y sacarosa y la D-glucosa libre, se afiadieron 750 uL de HCI 37% a las muestras (50

mg) en los tubos de ensayos, se agitd en vortex y se incub6 en un bafio (Memmert GmbH + Co,
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Schwabach, Alemania) a 30°C durante 45 minutos. Al finalizar, se agregaron 5 mL de agua miliQ,
se agitaron y se incubaron durante 2 horas en bafio a 100°C. Cuando transcurrid 2 horas, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 5 mL de KOH 2M. Después se transfirio el contenido
de los tubos a un matraz aforado de 50 mL y se enrasé con tampon acetato de sodio 200 mM pH 5.
De los matraces se tomd una alicuota de 2 mL y se centrifugd en una micro-centrifuga MiniSpin
Plus (Eppendorf Ibérica, Madrid, Espafia) a 10000 rpm durante 10 minutos. Se tomaron 100 pL
por duplicado del sobrenadante de las muestras centrifugadas, se afiadieron 100 pL de exo-1,3-
beta-glucanasa (20 U/mL) y betaglucosidasa (4 U/mL), se agitaron y se incubaron en el bafio a
40°C durante 60 minutos. Posteriormente se agregaron 3 mL de GOPOD (mezcla de glucosa
oxidasa/peroxidasa) y se incubaron a 40°C durante 20 minutos. Finalmente, se midio la absorbancia

a 510 nm en el espectrofotometro Genesys UV (Thermo Fisher Scientific, Espafia).

Y para determinar el contenido de los a-glucanos, D-glucosa presente en sacarosa y la D-glucosa
libre, se afiadieron 1 mL de KOH 2M a las muestras (50 mg) en los tubos de ensayos con un iman
y se incubd 20 minutos en un bafio de hielo y agua con agitacion magnética. Al terminar, se
afiadieron 4 mL de tampon acetato de sodio 1,2 M pH 3,8 e inmediatamente después 100 uL de
amiloglucosidasa (1360 U/mL) con invertasa (500 U/mL) e incubar en un bafio (Memmert GmbH
+ Co, Schwabach, Alemania) a 40°C durante 30 minutos. Posteriormente, se sometio a
centrifugacion en una micro-centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf Ibérica, Madrid, Espafia) a 4000
rpm durante 10 minutos. Se tomaron 100 pL por duplicado del sobrenadante, se afiadieron 100 pL
de tampdn acetato de sodio 200 mM pH 5 y 3 mL de GOPOD (mezcla de glucosa
oxidasa/peroxidasa) para incubar a 40°C durante 20 minutos. Por ultimo, se midio la absorbancia

a 510 nm en el espectrofotometro Genesys UV (Thermo Fisher Scientific, Espafia).

Figura 18: kit enzimatico especifico para setas y levaduras de Megazyme

El contenido de los B-glucanos se calcularon siguiendo las instrucciones del kit y se indican como:

[B-glucanos] = [glucanos totales + otros azlcares] — [a-glucanos + otros azlcares].
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4.9 Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé mediante un test ANOVA y un post-test de Tukey, que permitio
agrupar los datos en funcion de si fueron significativamente distintos o no, teniendo un nivel
significancia de p<0,05. A su vez, los graficos de los datos procesados fueron las medias obtenidas
con barras de error correspondiente a su desviacion estandar muestral.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de realizar un estudio clinico se debe de asegurar que el ingrediente funcional que se desea
probar no se destruya con el tratamiento de incorporacién del mismo en la matriz alimentaria
vehicular y que dicha incorporacién no reduzca su biodisponibilidad. Por ello, se realizaron
diversas pruebas para poder elegir la matriz alimentaria mas efectiva para su incorporacién y su
forma de incorporarlo, ya que el tratamiento térmico posterior necesario para que sea seguro su
envasado puede alterar la concentracion de los compuestos bioactivos. Ademas, como la matriz
alimentaria donde se incorpore puede también modificar su bioaccesibilidad, se realizaron pruebas
para determinar si con la digestién seguirian estando asequibles los principales compuestos
hipocolesterolémicos descritos en el extracto BGE (extracto enriquecido en B-glucanos, B-glucan
enriched extract) (Morales et al., 2019a).

5.1 Efecto de las diferentes formulaciones en el contenido de ergosterol
En primer lugar, se estudié el efecto de la adicion de la mezcla BGE simultdneamente con la
preparacion de los alimentos (gazpacho y cremas de calabacin y esparragos) en las concentraciones
de ergosterol que procedian del extracto fungico (Figura 19a). El BGE contenia 2,3 mg ergosterol/g
alimento (Morales et al., 2018a) lo que equivalia a una concentracion de 2,45 mg/g alimento
teniendo en cuenta las concentraciones en las que fue adicionado a las diferentes matrices
alimentarias. Tras su incorporacion y mezclado con los ingredientes del gazpacho o de las cremas

no se observaron variaciones significativas en su contenido.

El gazpacho como es un producto fresco que se consume sin calentar se probo su posible deterioro
durante el proceso de conservacion de 24h en el frigorifico. Los resultados indicaron que el
ergosterol era estable ya que sus valores fueron los mismos que inmediatamente después de su

preparacion.
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Figura 19: Concentracién de ergosterol en a) un gazpacho, una crema de esparrago y una de
calabacin suplementados con un extracto de shiitake (BGE) durante su elaboracion y b)
suplementados una vez los productos estaban ya elaborados siendo necesaria un segundo
tratamiento térmico para su conservacion (pasteurizacion, esterilizaciéon y control sin tratamiento

térmico). Las letras (a-b) indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sin embargo, a la empresa suministradora de los productos alimenticios le era mas conveniente
mezclar el ingrediente funcional a posteriori, cuando sus productos estaban ya elaborados puesto
que asi garantizaba que habian seguido sus procedimientos estandarizados y mantenian los
parametros de calidad. Ademas, no podia desviar una linea de produccion a la incorporacion de un
extracto que habia sido obtenido en un laboratorio sin certificacion ni maquinaria especifica para
la manipulacién de alimentos. Por lo cual se decidié probar el efecto que supondria la adicion del
extracto BGE tras la elaboracion de la matriz alimenticia, incluso cuando esto suponia la necesidad
de someter a la mezcla resultante a un segundo tratamiento térmico para poder ser envasado y
conservado con seguridad. Asi, se mezclaron las cremas y el gazpacho comercial con el extracto

de shiitake y tras el segundo tratamiento térmico no se notaron diferencias significativas respecto
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a sus niveles de ergosterol (Figura 19b) cuando se incorporaron en gazpacho y crema de esparrago
y una ligera disminucion pero significativa cuando se adiciond a la crema de calabacin.
Posteriormente, ni la pasteurizacion de los alimentos funcionalizados ni su esterilizacion
supusieron pérdidas importantes en este metabolito comparadas con el control no sometido a
tratamiento térmico y comparadas también con los valores obtenidos cuando la adicion del extracto
se produjo al mismo tiempo que la produccién de las cremas o del gazpacho, indicando que la
adicion a posteriori no era ningun problema para mantener intactos los niveles de ergosterol en los

alimentos funcionales.

Estos resultados no fueron muy sorprendentes porque el ergosterol es un compuesto termoestable
segun indicaron Morales et al., 2018a. Ademas, los niveles también fueron similares en los tres
tipos de alimentos probados indicando que cualquiera de ellos podria servir como matriz para la
incorporacion del ingrediente respecto a los niveles de ergosterol. Pero, la matriz alimentaria donde
se incorpora un alimento puede también influir en su asimilacion posterior. Durante la digestion
pueden haber compuestos procedentes de esta matriz que dificulten o faciliten la liberacion de estos
compuestos bioactivos de la integridad del alimento modificando su bioaccesibilidad, es decir,
impidiendo o mejorando la solubilidad de los compuestos funcionales en los liquidos fisiol6gicos
para que puedan ser asimilados por los enterocitos de las paredes intestinales. Por ello se estudid
también el efecto que producia en los niveles de ergosterol la digestion in vitro de las 3 matrices

alimentarias funcionalizadas con el extracto BGE.

Los resultados indicaron que la incorporacion del extracto dentro de una matriz como el gazpacho
(Figura 20a) favorecia la bioaccesibilidad del ergosterol porque cuando el extracto se digeria
directamente (sin estar incorporado en ningun alimento) la fracciéon supuestamente bioaccesible
mostraba concentraciones muy bajas de este metabolito. Ademas, era mas facilmente destruido por
las enzimas o el pH estomacal ya que se reducia aproximadamente un 14% su concentracion
comparada con los niveles de ergosterol antes de la digestion. Incorporado en el gazpacho e
independientemente del tratamiento con calor dado a posteriori, el ergosterol parecia encontrarse
en mayores concentraciones en la fraccion supuestamente bioaccesible indicando que la
incorporacion del extracto en esta matriz era incluso aconsejable para una mejor asimilacion del
metabolito hipocolesterolémico. La manera de dar el tratamiento térmico tras la incorporacion del

extracto BGE tampoco parecia influir demasiado en la posterior bioaccesibilidad, tal vez el

30



2%
l... FACULTAD DE
&

pasteurizado interferia ligeramente en la concentracion de ergosterol en la fraccion bioaccesible
mientras que el control sin tratamiento tenia mejores concentraciones de este metabolito pero

porque se habia destruido menos durante su digestion.

Segun Boileau et al., 2002, el licopeno del tomate y otros compuestos facilitan el que se formen
micelas en presencia de aceite de oliva u otros aceites vegetales que incorporan al ergosterol,
porque al ser una molécula lipidica solo puede encontrarse en fluidos acuosos y se encuentra
encapsulado en micelas de digestion mixtas segun Gil-Ramirez et al., 2014. Por tanto, la
bioaccesibilidad de ergosterol en el gazpacho podria ser mayor, debido a que la absorcion del

compuesto aumento gracias a la estimulacion de la formacion de micelas (Boileau et al., 2002).

Cuando el exacto se incorpord en la crema de esparrago (Figura 20b) sin tratamiento térmico
posterior se detectaron también mayores concentraciones de ergosterol en la fraccion
supuestamente bioaccesible comparada con la digestion del extracto digerido sin ninguna matriz.
También se detectd una mayor destruccidn que en el gazpacho entre antes y después de la digestion,
sobretodo en aquel que no fue tratado con calor (aproximadamente 14% menos en el gazpacho y
30% menos en la crema). Una vez mas, el tratamiento con pasteurizacion fue el menos adecuado
para garantizar una mejor resistencia a la digestion y bioaccesibilidad del compuesto
probablemente el tratamiento durante 1 hora fue excesivo, aunque la temperatura fuera méas baja
que durante la esterilizacion. Podria deberse a que, aunque el metabolito es bastante resistente al
calor, algin otro compuesto se modificd facilitando la degradacion del ergosterol durante la
digestion. De todas formas la diferencia con respecto a la fraccion bioaccesible conseguida sin

tratamiento o con esterilizacion no es muy elevada.
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Figura 20: Concentracién de ergosterol antes y después de someter a un modelo de digestién in
vitro a) un gazpacho, b) una crema de esparrago y c) una crema de calabacin suplementadas con
un extracto de shiitake (BGE) (una vez que la matriz alimentaria estaba ya preparada) y sometidas
a un segundo tratamiento térmico. Las letras (a-c) indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).

Cuando el extracto se incorpor6 a la crema de calabacin (Figura 20c) ademas de poder detectar

menores concentraciones de ergosterol que en las otras dos matrices alimentarias también se pudo
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notar degradaciones con la digestién del compuesto ligeramente mayores (33%) comparadas con
las otras dos matrices (14% y 30%). indicando que esta matriz protege ligeramente menos de la
digestion que las otras dos. Ademas, el contenido en ergosterol de la fraccion supuestamente
bioaccesible (36%) es menor que el gazpacho (45%) y la crema de esparrago (57%) en la muestra

sin tratar y también en las otras dos tratadas.

Estas diferencias de bioaccesibilidad entre las cremas pueden deberse a la diferente cantidad de
fibra dietética que contienen las diferentes matrices. Ninguna de las dos protege al ergosterol
totalmente de su digestion (la degradacion es bastante similar en cualquiera de las matrices
comparadas con el extracto solo y con los diferentes tratamientos térmicos) pero posteriormente,
permiten una mejor incorporacion en la fase bioaccesible. La ligera diferencia de bioaccesibilidad
entre las cremas de calabacin y de esparragos podria deberse a que la de calabacin contiene mas
fibra dietética (aproximadamente 2,49/100g) que la de esparragos (0.92 g/100g) lo que tenderia a

secuestrar un poco mas de ergosterol en su estructura arrastrandolo a la fraccion no bioaccesible.

5.2 Efecto de las diferentes formulaciones en el contenido de eritadenina
Otro de los compuestos potencialmente hipocolesterolémico del shiitake es la eritadenina por lo
cual también se estudid el efecto de la adicion de la mezcla BGE simultdneamente con la

preparacion de los alimentos, a posteriori y el efecto de la digestion en la bioaccesibilidad.

Segun los resultados analiticos el extracto BGE contenia una concentracion de 2,7mg/g de
eritadenina (Morales et al. 2018a). Niveles superiores al hongo (1,43 mg /g, tabla 3) porque el
extracto se prepard para tener concentraciones elevadas de B-glucanos y de este compuesto. Aun
asi la concentracion de eritadenina en el alimento funcionalizado fue 0,44 mg de eritadenina/g

alimento.

Cuando se realizo la incorporacion del extracto de shiitake al gazpacho no se observaron
variaciones significativas en los niveles de eritadenina con respecto al extracto control. La
refrigeracion durante 24h no modificé tampoco sus niveles (Figura 21a). Sorprendentemente,
cuando se determind la concentracion del metabolito en las cremas se observaron niveles més altos
del compuesto, mas incluso que el extracto de partida. Este aumento podria haberse debido a que

algun compuesto presente en las cremas coeluia con la eritadenina durante su determinacion por
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HPLC, pero el espectro de absorcion correspondia al de la eritadenina con un maximo de 260nm y
cuando se analizaron las cremas comerciales no se detectaron estos niveles tan elevados (Figura
21b). Por lo que podria deberse a que las cremas contuvieran algun enzima que durante el mezclado
fuera capaz de modificar algin precursor de este compuesto transformandolo en eritadenina.
Eritadenina se puede encontrar unida a azucares formando compuestos glucosilados y a otros
alcaloides formando estructuras mas complejas (Do y Cormier et al., 1991). En las cremas
comerciales estas enzimas estarian inactivadas con lo cual no se produciria esta liberacion de la
estructura caracteristica de la eritadenina. No obstante, no se ha encontrado ninguna bibliografia
referente a la posible transformacion de otros compuestos en eritadenina puesto que su biosintesis
ha sido poco investigada, asi que es un resultado que para explicarlo necesitaria de mas
investigacion. De todos modos, los resultados demostraron que la eritadenina era termoestable ya

gue no se observaron variaciones significativas entre antes y después de someter a un tratamiento
con temperatura.
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Figura 21: Concentracidn de eritadenina en a) un gazpacho, una crema de esparrago y una crema

de calabacin suplementados con un extracto de shiitake (BGE) durante el proceso de elaboracion
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de la matriz alimentaria y b) suplementados una vez los productos estaban ya elaborados siendo
necesaria un segundo tratamiento térmico para su conservacion (pasteurizacion, esterilizacion y
control sin tratamiento térmico). Las letras (a-b) indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

En cuando a las mezclas del extracto BGE con el gazpacho y las cremas ya elaboradas y que incluso
se sometieron a un segundo tratamiento térmico, tampoco se notaron diferencias significativas
respecto a los niveles de eritadenina (Figura 21b). Ni la pasteurizacion ni la esterilizacion
supusieron pérdidas importantes en este compuesto comparando con el control no sometido a

tratamiento térmico.

Estos resultados son similares a los de Sanchez-Minutti et al., 2019, mostraron que en tratamiento
con bafio de agua caliente (pasteurizacion) o con autoclave (esterilizacion), la concentracion de
eritadenina se mantuvo, mientras que con el tratamiento de tostado y fritura, la concentracién de
ese compuesto se disminuy6. Entonces, podemos deducir que, la presencia de agua durante el
tratamiento a altas temperaturas mostr6 un efecto positivo en la preservacion de eritadenina
(Sanchez-Minutti et al., 2019).

Ademas, como mostraron también que es mas conveniente para la empresa alimentaria incorporar
el ingrediente funcional a posteriori y las concentraciones de eritadenina también fueron similares
en los tres tipos de alimentos probados indicando que cualquiera de ellos podria servir como matriz

para la incorporacién del ingrediente respecto a los niveles de eritadenina.

Sin embargo, durante la digestion puede haber compuestos procedentes de esta matriz que influyen
en la integridad de estos compuestos bioactivos del alimento modificando su bioaccesibilidad. Por
ello se estudid también el efecto que producia la digestion in vitro de las 3 matrices alimentarias

funcionalizadas con el extracto BGE en el contenido de eritadenina.

Los resultados indicaron que la incorporacion del extracto dentro de una matriz como el gazpacho
(Figura 22a) favorecia la bioaccesibilidad de la eritadenina comparando con el extracto control,
porque cuando el extracto se digeria directamente la fraccion bioaccesible mostraba
concentraciones muy bajas de este metabolito. Aparentemente era facilmente destruido por las
enzimas o el pH estomacal ya que, tiene una alta solubilidad en agua, por tanto se reducia

aproximadamente un 84 % su concentracion comparada con los niveles de eritadenina antes de la
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digestion. Incorporado en el gazpacho, la concentracion de la eritadenina después de la digestion
disminuyo solo ligeramente, si la adicion se realizaba sin tratamiento térmico posterior. Y la mayor

parte de la eritadenina se encontraba en la fraccion supuestamente bioaccesible indicando que la
incorporacion del extracto en esta matriz mejora la asimilacion de ese compuesto
hipocolesterolémico. Sin embargo, si posteriormente se esterilizaba o particularmente se
pasteurizaba se producia una mayor destruccion de la eritadenina durante la digestion dejando

menos compuesto bioaccesible.
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Figura 22: Concentracion de eritadenina antes y después de someter a un modelo de digestion in

vitro a) un gazpacho, b) una crema de esparrago y c) una crema de calabacin suplementadas con
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un extracto de shiitake (BGE) (una vez que la matriz alimentaria estaba ya preparada) y sometidas
a un segundo tratamiento térmico. Las letras (a-f) indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).

Cuando el exacto se incorporé en la crema de esparrago (Figura 22b) no se detectaron degradacion
del compuesto (0%) y mayores concentraciones de eritadenina en la fraccion supuestamente
bioaccesible comparada con la digestion del extracto digerido sin ninguna matriz (84%). Excepto
cuando la crema fue sometida posteriormente a un proceso de esterilizacion donde se producia una
mayor pérdida durante la digestion y menor cantidad de eritadenina en la fase bioaccesible.
Comparado con el gazpacho, parece que si no se trata con calor es mejor adicionarlo al gazpacho
puesto que la fraccidon bioaccesible es mayor, pero si se va a pasteurizar el producto es mejor

adicionarlo a la crema de esparragos.

Cuando el extracto se incorpor6 a la crema de calabacin (Figura 22c) se detect6 también una mayor
bioaccesibilidad que la digestion del extracto control. La degradacién debido a la digestion en el
producto sin calentamiento fue minima mientras que el uso de algun tratamiento térmico suponia
mayores péerdidas de eritadenina en la fase bioaccesible debida principalmente a la disminucion
producida por la digestion. Comparada con las otras dos matrices, los valores sin calentamiento
previo fueron parecidos y el pasteurizado fue negativo al igual que se noté para el gazpacho. Segln
Morales et al., 2018b, los tratamientos térmicos como fritura, a la parrilla, hervidor, cocinar en
microondas, etc., reducian los niveles de eritadenina, asi que aparentemente la integracion del
extracto en una matriz protege al compuesto parcialmente de esa degradacion térmica ya que en el
trabajo citado se utilizaron directamente cuerpos fructiferos de shiitake. Sin embargo, de alguna
manera si que condiciona al alimento de alguna manera de forma que durante la digestion se

produce una mayor degradacién que si no se le somete al tratamiento térmico.

5.3 Efecto de las diferentes formulaciones en el contenido de g-glucanos
Finalmente se estudio el efecto de la adicion de la mezcla BGE simultaneamente con la preparacion
de los alimentos (gazpacho y cremas de calabacin y esparragos) en las concentraciones de f-
glucanos que procedian del extracto fangico. La adicion del BGE a un alimento suponia

enriquecerlo en B-glucanos fangicos hasta alcanzar un contenido de 12,8 mg/100g alimento (Figura
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23a). Tras su mezclado con los ingredientes del gazpacho o de las cremas no se observaron

variaciones significativas en su contenido con respecto al control sin matriz.

Ademas, los resultados indicaron que el tratamiento con calor no afectaba a los niveles de P-
glucanos, porque la mayoria de los B-glucanos del extracto de shiitake son insolubles en agua
caliente y estos polisacaridos son resistentes a las altas temperaturas como las que tienen lugar

durante las cocciones culinarias (Morales et al., 2019a).
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Figura 23: Concentracion de B-glucanos en a) un gazpacho, una crema de esparrago y una crema
de calabacin suplementados con un extracto de shiitake (BGE) durante el proceso de elaboracién
de la matriz alimentaria y b) suplementados una vez los productos estaban ya elaborados siendo
necesaria un segundo tratamiento térmico para su conservacién (pasteurizacion, esterilizacién y
control sin tratamiento térmico). Las letras (a-c) indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

En cuanto a las mezclas del extracto BGE con el gazpacho y las cremas comerciales sometidos a

un segundo tratamiento térmico, mostraron que con la crema de calabacin obtuvo un nivel de -
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glucanos mayor que otras dos matrices (Figura 23b). Esta crema era la que mayor contenido en
fibra dietética presentaba luego los niveles tan elevados, superiores incluso a los del extracto
control, pudieron deberse a que como la determinacion de B-glucanos se realiza mediante un Kit
colorimétrico, aunque sea especifico para hongos, podria haber cierta interferencia con los -
glucanos propios del producto, sobre todo por la gran concentracion que presentaba. Aun asi, se
pudo observar que ni la pasteurizacion ni la esterilizacion supusieron pérdidas importantes en este
compuesto comparando con el control no sometido a tratamiento con calor. Sin embargo, estos
tratamientos si fueron perjudiciales si el extracto se adicionaba a la crema de esparragos, puesto
que sobre todo la esterilizacion supuso una disminucién de aproximadamente 33% de los B-
glucanos comparado con el alimento no tratado con calor. EI gazpacho presenté menores niveles
de B-glucanos que los otros dos productos. Podria deberse a que la mayor cantidad de grasa de este
producto interfiriera con la extraccion o el uso del kit ya que no hay una respuesta clara que
justifique esta observacion. En los métodos colorimétricos hay mayor posibilidad de error o
interferencias que si se utilizan tecnologias méas avanzadas como RMN etc. A pesar de eso, los
tratamientos térmicos secundarios no modificaron significativamente los niveles de -glucanos

detectados.

Cuando se estudio también el efecto que producia la digestion in vitro de las 3 matrices alimentarias
funcionalizadas con el extracto BGE en el contenido de -glucanos, los resultados indicaron que la
incorporacion del extracto dentro de una matriz como el gazpacho, la digestion debia de facilitar
la extractabilidad de los B-glucanos puesto que se detectaban mayores concentraciones que antes
de su digestion (Figura 24a). Luego el kit colorimétrico utilizado no era capaz de determinar de
forma precisa la concentracion real de los B-glucanos de la mezcla. Esta observacion también
coincide con lo detectado por otras publicaciones (Morales et al., 2019b) (Moreiras et al., 2013) y
constituye el inconveniente de estas determinaciones indirectas. Sin embrago, también podria estar
ocurriendo que, como se indicé en el apartado anterior, debido a la grasa 0 a otros compuestos
presentes se hubiera infravalorado el nivel de B-glucanos presente en estas muestras (antes de
digestion). Una vez digerido, la determinacion de B-glucanos volveria entonces a ser la correcta y
pareceria un aumento en los niveles de este metabolito. De todas maneras, los resultados indicaron
que la incorporacion del BGE en el gazpacho aumentaba la concentracion de los mismos en la
fraccion supuestamente bioaccesible comparando con el extracto control, porque cuando el

extracto se digeria directamente la fraccion bioaccesible mostraba concentraciones muy bajas de
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este metabolito. Ademéas aumentaron también los niveles de B-glucanos bioaccesibles tras la

digestion hasta aproximadamente un 50% cuando el tratamiento térmico era la esterilizacion.
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Figura 24: Concentracion de B-glucanos antes y después de someter a un modelo de digestion in

vitro a) un gazpacho, b) una crema de esparrago y c) una crema de calabacin suplementadas con

un extracto de shiitake (BGE) (una vez que la matriz alimentaria estaba ya preparada) y sometidas

a un segundo tratamiento térmico. Las letras (a-f) indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).
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Sin embargo, los B-glucanos fangicos no son bioaccesibles y normalmente no son asimilados por
los enterocitos sino que pasan al colon donde son fermentados por el microbioma del colon por lo
que son considerados como fibra dietética. Aparentemente, actdan como compuestos
hipocolesterolémicos porque secuestran en su estructura al colesterol y sales biliares, luego en
principio, que disminuya la proporcion de B-glucanos en la fraccion no bioaccesible podria
significar que disminuiria su capacidad como agentes hipocolesterolémicos. Pero, podria no ser
del todo un efecto negativo puesto que los B-glucanos son compuestos que también presentan
actividades inmunomodulatorias y segun los estudios (Theuwissen y Mensink et al., 2008) parece
que son los B-glucanos solubles en agua son parcialmente bioaccesibles consiguiendo atravesar la
barrera intestinal por las llamadas células M (Chan et al., 2009) donde ejercerian su funcion

reguladora del sistema inmune.

Cuando el exacto se incorpor6 en la crema de esparrago (Figura 24b) no se detectaron diferencias
de valores tan significativas entre antes y después de la digestion como las notadas en el gazpacho
por lo que probablemente, las diferencias notadas en el gazpacho se debieron a una infravaloracion
de los niveles de B-glucanos en las muestras de antes de la digestion (debidas a la limitacion de
realizar la determinacion con un kit antes indicadas). La digestion practicamente no modifico los
valores de los B-glucanos, solo los disminuyd ligeramente en la pasteurizacion pero probablemente
no sea significativo debido a la limitacion del kit usado para su deteccién al igual que tampoco se
cree que sea significativo el ligero aumento detectado en la esterilizacion. Lo que si se pudo
comprobar es que la digestion cortaba las cadenas de los polisacaridos haciéndolos méas solubles
en agua y por lo tanto mas bioaccesibles de igual forma a lo que se observo con el gazpacho,
disminuyendo la posibilidad de que estos compuestos llegaran al colon ya que pasaban a formar

parte de la fraccion supuestamente bioaccesible.

Cuando el extracto se incorporé a la crema de calabacin (Figura 24c) se detectd una ligera
disminucion de los niveles de B-glucanos con la digestion lo que requiere de mas estudios con
determinaciones mas complejas que el kit para saber si son debidas a interferencias o0 a que
realmente la digestion supuso una ligera destruccion de B-glucanos fangicos. Pero lo que si se pudo
observar es que con esta matriz la fraccion accesible contenia ligeramente menos -glucanos que
el gazpacho sobre todo en la muestra que fue sometida posteriormente a esterilizacion. Indicando

que para mantener los B-glucanos hipocolesterolémicos, la mezcla con gazpacho sin tratamiento
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térmico era la mas recomendada pero si se deseaba también que hubiera B-glucanos solubles con
potencial actividad inmunomodulatoria, la mezcla mas recomendada debia ser la de la crema de
esparragos sin tratamiento (la esterilizada también podria recomendarse pero disminuye

ligeramente la proporcion de B-glucanos hipocolesterolémicos).

6. CONCLUSION
En este trabajo, se ha evaluado el método de procesado mas conveniente para la adicion de un
extracto hipocolesterolémico (L. edodes) a la matriz alimenticia mas adecuada para mantener las

propiedades beneficiosas del extracto y segun los resultados obtenidos se puede concluir que:

- Laincorporacion del extracto de L. edodes a los alimentos vegetales seleccionados se podria
llevar a cabo tanto durante el procesado como a posteriori porque no suponia pérdidas
importantes en ergosterol, eritadenina y -glucanos pero era ligeramente preferible no
someterlos a un tratamiento térmico secundario.

- Las tres matrices seleccionadas podian ser utilizadas como portadoras puesto que las
diferencias entre los niveles de los metabolitos estudiados eran similares teniendo cierta
ventaja el uso del gazpacho en dos de los metabolitos estudiados, en los niveles de B-
glucanos dependerad de si se desea estimular su nivel en polisacaridos potencialmente
hipocolesterolémicos o incorporar también posibles p-glucanos potencialmente
inmunomoduladores.

- La incorporacidon del extracto en las matrices alimentarias es muy recomendable porque
ayuda a que los compuestos bioactivos sean menos destruidos durante la digestion mas

bioaccesibles.

Por todo ello, en el ensayo clinico realizado, el extracto BGE fue administrado a los tres alimentos
comerciales (y asi se conseguia diversificar la dieta de los voluntarios) y su mezcla se realizo justo
antes de su ingesta evitando las ligeras disminuciones notadas en alguno de los procedimientos
térmicos secundarios estudiados para un metabolito concreto. Si el producto posteriormente se
comercializa podria ser sometido a un tratamiento secundario (preferiblemente una esterilizacion)

sin que los niveles de los metabolitos de interés se vieran modificados drasticamente.
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