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Introduccion

Capitulo 1
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1.1. Los Glucanos

Los glucanos son polisacaridos constituidos por mondémeros de D-glucosa
unidos por enlaces glucosidicos. Estas D-glucosa pueden estar conectadas unas a

otras, en una variedad de posiciones en la estructura del anillo dando lugar a:

e Los oa-glucanos: Formados por enlaces glucosidicos entre el carbono 1 de
una D-glucosa y el carbono 4 o 6, segiun el tipo de enlace, de otra
D-glucosa. Tienen funcibn de reserva principalmente. Dentro de este grupo

podemos encontrar la amilosa y la amilopectina, que forman el almidén y el

glucogeno.
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Figura 1. Estructura amilosa (enlace a-1,4) y amilopectina (enlace a-1,4 y 0-1,6)

e Los B-glucanos: Formados por enlaces glucosidicos entre el carbono 1 de
una D-glucosa y el carbono 3, 4 o 6, segun el tipo de enlace, de otra
D-glucosa. Tiene funcién estructural principalmente. Dentro de este grupo

podemos encontrar la curdlana, la celulosa, la liquenina y el pleurano.
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Figura 2. Estructura curdlana (enlace B-(1,3), celulosa (enlace f-1,4), liquenina

(enlace B-1,3 y B-1,4) y pleurano (enlace p-1,3 y B-1,6)

Estos enlaces pueden dar como resultado polimeros lineales, ramificados e
incluso ciclicos (Bacic A. y col, 2009). Ademas, pueden contener en su
estructura acido glucurénico, xilosa, galactosa, manosa, arabinosa y/o ribosa

(Synytsya A. y col., 2009).

1.1.1. Los B-glucanos y sus propiedades beneficiosas

Los B-glucanos pueden ser extraidos de varias fuentes, como cereales, hongos,
levaduras, algas y bacterias. Para los cereales, los [-glucanos con enlace lineal
B-(1,3)(1,4) son los predominantes, sin embargo, para el caso de los hongos,
levaduras y algas, la mayoria de los B-glucanos presentes contienen enlaces lineales
B-(1,3) y ramificados B-(1,3)(1,6). Para las bacterias, predomina el enlace lineal B-(1,3)
(Bacic A. y col, 2009; Rivero M., 2011; Vetvicka V. y Novak M., 2011).

La estructura macromolecular de los B-glucanos, ademas de depender de la
fuente de obtencion, depende del método de aislamiento, variando principalmente la
distribucion y la longitud de las cadenas laterales. Parametros como la estructura
primaria, solubilidad, grado de ramificacion (GR) y el peso molecular (PM), asi como
la carga de sus polimeros y su estructura en medios acuosos estan relacionados con
la actividad biolégica del B-glucano. Los B-glucanos con 0.2 < GR = 0.33, 100 < PM
2 200 kDa, y una estructura de triple hélice son los mas eficaces biologicamente

(Zekovic D.B. y col, 2005). Ademas, los [-glucanos que integran unidades de



D-glucosa unidas unas a otras en la posicion B-(1,3) son mas activos (Mantovani M.
y col., 2008; Rivero M., 2011; Petravic’-Tominac, V. y col., 2010).

Los B-glucanos han sido objeto de estudio desde hace muchos afios por sus
diversas propiedades beneficiosas, lo que ha generado su aplicacion en diferentes
campos como Vveterinaria, industrias farmacéutica, cosmética y quimica, y en la

produccion de alimentos y piensos.

Dentro de estas propiedades se encuentra la actividad inmunoestimulante, que
ayuda a combatir una variedad de infecciones bacterianas, virales, flngicas vy
parasitarias. Este efecto inmunoestimulante de los p-glucanos se asocia con la
activacion de células natural killer (NK), macréfagos citotoxicos, linfocitos T-helper y
con la promocién de la diferenciacion de los linfocitos T y su activacién, por la via
alternativa del complemento (Mantovani M. y col, 2008). Esta actividad se ha
relacionado con una variedad de receptores, aunque solamente para un tipo de
receptores, denominados Dectin-1, se ha demostrado de forma concluyente su
implicacion en dicha respuesta. Estos receptores, especificos de los f-(1,3)-glucanos,
pertenecen a la familia de los receptores denominada Receptores de lectina tipo C,
los cuales se expresan en células fagociticas, incluyendo macréfagos, neutréfilos y en

células dendriticas (Werning M.L., 2010).

Los pB-glucanos también se han descrito como moduladores de la inmunidad
humoral y celular. Los B-(1,3)-glucanos de los hongos han demostrado tener efectos
beneficiosos en la respuesta pre-inflamatoria, lo que indicaria un posible efecto
modulador de la respuesta anti-inflamatoria como mediadores de interleucina (Mantovani

M. y col, 2008).

Recientemente, varios estudios /7 vitro han demostrado que los B-glucanos
podrian proteger contra diferentes agentes mutagénicos. EI mecanismo de accién no
estd claro, pero se sugiere que los p-glucanos pueden reaccionar con agentes
mutagénicos, impidiendo su interaccion con el ADN (Mantovani M. y col., 2008;
Oliveira R.J. y col, 2006; Angeli J.P.F y col, 2006). Los [-glucanos tienen también
propiedades antioxidantes y algunos de ellos han demostrado estimular la cicatrizacion

de heridas (Petravic-Tominac, V. y col, 2010).

Con respecto al efecto antidiabético que muestran los [B-glucanos, uno de los
posibles mecanismos propuestos es la interaccion de éstos con receptores Dectin-1,

presente en las células de Langerhans del pancreas. (Werning M.L., 2010).



Por otra parte, el hecho que los B-glucanos no sean degradados por los
acidos y las enzimas humanas del ftracto digestivo, dota a estas moléculas de
propiedades de fibra alimentaria. El mayor interés de esta propiedad es su efecto
hipocolesterolémico, reduciendo el riesgo de formacion de la placa de ateroma. Sin
embargo, el mecanismo de accibn no esta completamente esclarecido (Daou C. y
Zhang H., 2012; Bilal T. y col, 2012). Se sabe que los [B-glucanos tienen una alta
viscosidad a muy baja concentracion (1%) (Bilal 7. y col, 2012), por lo que podrian
reducir los niveles de colesterol en la sangre a través de su interaccibn con el
colesterol y los acidos biliares, lo que provocaria una disminucion de su absorcion
intestinal favoreciéndose la sintesis de acidos biliares a partir de colesterol (Brown L.
y col, 1999). Ademas, los B-glucanos son capaces de inhibir a la HMG-CoA
reductasa, enzima clave en la biosintesis de colesterol y de elevar los niveles de

ARNm del receptor hepatico LDL (Guillamon E. y col., 2010).
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Figura 3. Efecto de los hongos comestibles en el metabolismo del colesterol (Guillamon E. y

col., 2010)

Este comportamiento de los B-glucanos de fibra alimentaria podria dotarles de
un efecto prebidtico en el organismo (Petravic’-Tominac V. y col, 2010; Aida F.M.N.A.
y ca., 2009).

Otro fenédmeno que favoreceria la disminucién del colesterol en sangre seria la
fermentacion de los B-glucanos por las bacterias intestinales a acidos grasos de
cadena corta (acetato, propionato y butirato) los cuales son absorbidos en el lumen

intestinal e inhiben la sintesis de colesterol hepatico (Rivero M., 2011).



1.1.2. Los hongos como fuente de B-glucanos

La obtencion de p-glucanos, actualmente, se lleva a cabo principalmente a
partir de los granos de cereales, fuente para la que han sido aceptadas las
declaraciones de salud sobre los efectos beneficiosos de los [B-glucanos (EFSA, 2011).
Sin embargo, en la Ultima década ha generado un gran interés la extraccion de
B-glucanos a partir de setas debido a recientes estudios que pondrian de manifiesto
una mayor actividad biolégica de estos compuestos debido a su enlace ramificado
B-(1,3;1,6) (Petravic-Tominac V. y col, 2010; Rop O. y col, 2009). Ademas, la
produccion de ciertas especies de hongos comestibles constituye en la actualidad una
actividad con una gran implantacion, tanto en nuestro pais, como en el resto del

mundo (Pardo A. y col., 2008).

Para la extraccion de pB-glucanos de las paredes celulares de setas, se
prefiere el uso de especies comestibles para evitar la extraccion de compuestos

toxicos o no deseables.

Extracellular Space
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cell wall

Phospholipid bilayer
of the fungal cell

L '
B-(1,3)-glucan synthase 0,\

Fungal cytoplasm

Ergosterol

Figura 4. Estructura y componentes de la pared celular fungica (Kartsonis N. A. y col., 2003)

Los niveles de [-glucanos en setas van desde los 245 a 1.1 mg/100 g de
peso comestible, lo que representa del 4 al 13% de la fibra dietética total (Manzi P.
y col., 2004). Dentro de las diferentes especies, la concentracion de B-glucanos no es
homogénea, algunas especies muestran una alta concentracion de [-glucanos, tales
como, G. lucidum, P. ostreatus, A. aegerita y L. deliciosus (Gil-Ramirez A. y col.,

2011).
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Figura 5. Concentracion de B-glucanos en diferentes especies de setas (Gil-Ramirez A. y

col., 2011)

Dentro de las especies con una alta concentracion de B-glucanos, la especie
mas producida y consumida en Espafa es la Pleurotus ostreatus. El cultivo de esta
seta pertenece al siglo XX y, a pesar de ser relativamente reciente, ha tenido un
desarrollo muy rapido cultivandose en la actualidad en casi todas las latitudes del
mundo. Su caso merece una atencion especial, debido a la diversidad de substratos
sobre los que es capaz de crecer ademas de que permite el aprovechamiento de sus

desechos agropecuarios (Pacheco M. y col., 2005).

En la actualidad, Espafa ocupa el cuarto lugar en Europa como pais productor

de hongos cultivados, por detrds de Holanda, Polonia y Francia.
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Figura 6. Produccion mundial de hongos cultivados en la temporada 2007/2008 (Gea F.J. y
col., 2011)

La producciébn espafiola de setas, durante la campafia 2007/08, ascendid a
136.625 toneladas, de las que 15.628 correspondieron a setas del género Pleurotus,
lo que representd el 11,4% del total de hongos cultivados en Espafia (Gea F.J. y
col, 2011).

En el hongo del género Pleurotus el principal p-glucano presente es el
pleurano, el cual tiene diversos efectos beneficiosos, entre los que destacan Ia
disminucion de la presion arterial y la disminucion de la actividad antioxidante de la
enzima glutation peroxidasa, asi como sus propiedades hipocolesterolémicas, que
incluyen la disminucion de las lipoproteinas VLDL y LDL, la disminucion del colesterol
total y triglicéridos en sangre, y la inhibicion de la enzima HMG-CoA reductasa por
accion de la lovastatina (Guillamon E. y col, 2010; Rop O. y col, 2009; Bobek P. y
col, 2001; Cheung P.C.K, 1998; Gunde-Cimerman N. y Cimerman A., 1995).

1.2. El ergosterol

El ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3B3-ol), es un lipido de la familia de los
esteroles sintetizado principalmente por hongos que se almacena como ésteres de

acidos grasos en particulas lipidicas.

El ergosterol es el principal esterol de las membranas de las hifas de las

setas (aprox. 80% de los esteroles, w/w) seguido de otros derivados tales como



ergosta-5,8,22-trien-3-0l; ergosta-7,22-dien-3-ol; ergosta-5,7-dien-3-ol y ergosta-7-en-3-ol
(fungisterol) (Gil-Ramirez A. y col, 2013). Ademas, es responsable de las propiedades
de sus membranas biolégicas, tales como la integridad, la fluidez, la permeabilidad, y
la actividad de las enzimas unidas a la membrana. El ergosterol es, también, un

precursor de la vitamina D, (ergocalciferol).

El contenido en ergosterol de los hongos normalmente se encuentra entre
02% y 0,6% del peso seco, pero los contenidos puede variar ampliamente
dependiendo de la época de la cosecha y las condiciones de crecimiento (7iangi W.
y col., 2007)

Figura 7. Estructura quimica del Ergosterol

El ergosterol actualmente se utiliza como ingrediente en alimentos funcionales
con propiedades hipocolesterolémicas, junto con los [-glucanos. ElI mecanismo de
accion del ergosterol, podria ser similar al descrito para otros fitoesteroles, basandose
en su capacidad de impedir la absorcidon del colesterol al desplazarlo de la micelas
formadas durante la digestion (Jesch E.D. y col, 2006; Carr T.P. y col, 2010). Los
fitoesteroles comparten una similitud estructural con el colesterol compitiendo por su
inclusiobn dentro de la micela, favoreciendo asi la precipitacion de colesterol y su
excrecion. Ademas, es importante destacar que los fitoesteroles tienen una menor tasa
de absorcion comparada con la del colesterol (Valenzuela A. y col, 2004; Giraudo M.

y col., 2010).

Otro mecanismo de accion estudiado para algunos fitosteroles incluye la
inhibicibn de la ACAT (colesterol aciltransferasa), enzima implicada en la absorcién de
colesterol por los enterocitos intestinales, y la modificacibn de los niveles de expresion
de las proteinas NPC1L1 y ABC, ambas implicadas en el mecanismo de transporte

del colesterol (Davis H.R. y col, 2004).



1.3. Justificacion del desarrollo de un alimento

hipocolesterolémico

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se encuentran entre las causas mas
comunes de muerte en el mundo occidental y los paises en vias de desarrollo.
Durante las ultimas décadas se han hecho grandes esfuerzos para prevenir o tratar
los factores de riesgo de ECV, los cuales se han traducido en tasas
significativamente mas bajas de mortalidad por estas enfermedades. Sin embargo,
muchos pacientes no logran un control adecuado de los factores de riesgo de ECV.
Ademas, la creciente incidencia de obesidad y diabetes mellitus tipo 2 amenaza con

aumentar la prevalencia de las ECV.

Son muchas las intervenciones llevadas a cabo sobre el estilo de vida de los
pacientes para la reducciébn de los factores de riesgo de ECV, pero son dificiles de
mantener durante largos periodos de tiempo (Cannon C.P., 2007). Estas intervenciones
se basan en disminuir biomarcadores de riesgo de ECV ampliamente aceptados, como
es el aumento de las lipoproteinas LDL y los triglicéridos en sangre (Guillamon E. y
col, 2010). Hoy en dia existen en el mercado medicamentos que bloquean Ila
absorcién del colesterol reduciendo su concentracion plasmatica, pero pueden tener
una serie de efectos colaterales (Giraudo, M. y col, 2010), por lo que se hace
necesario estudiar a fondo compuestos que puedan inhibir la absorcion del colesterol
de modo que, ingeridos en la dieta, puedan llegar a controlar su absorcion por
medios no farmacolégicos, siempre que la hipercolesterolemia del individuo no sea

elevada.

Sin embargo, aunque los pacientes no logren mantener buenos habitos en su
estilo de vida, cada vez son mas conscientes de que los alimentos pueden mejorar
su salud. Hoy en dia, los alimentos no sélo proporcionan los nutrientes necesarios
para el ser humano, sino que también pueden prevenir enfermedades relacionadas con
la nutricibn y mejorar el bienestar fisico y mental de los consumidores; en este
sentido, los alimentos funcionales juegan un papel fundamental. El aumento de la
demanda de este tipo de productos se puede explicar por el aumento del costo de
la atenciobn médica, el aumento de la esperanza de vida, y el deseo de las personas

por mejorar su calidad de vida (Siré /. y col., 2008).

Por lo tanto, el desarrollo de alimentos funcionales con propiedades

hipocolesterolémicas dirigidos a una poblacion adulta con hipercolesterolemia leve o

10



moderada, se plantea como un nuevo tratamiento hacia la reduccion de las ECV

impulsado por la preocupacién de los consumidores por su salud.

11
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2.1. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo de investigacion ha sido el estudio del

posible uso de un extracto de Pleurotus ostreatus como ingrediente bioactivo para el

desarrollo de un alimento funcional con propiedades hipocolesterolémicas debidas a la

incorporacion de b-glucanos flungicos.

2.1.1.

Objetivos especificos

Extraccion y aislamiento de la fraccion de polisacaridos de alto peso molecular
del hongo Pleurotus ostreatus e inclusion de la misma en diferentes matices

alimentarias.

Cuantificacion de los o- y p-glucanos presentes en las diferentes matrices
alimentarias preparadas sin tratamiento, tras el horneado y tras un proceso de
digestion J/n vitro que simula las condiciones fisiologicas de la digestion

humana para evaluar su bioaccesibilidad.

Comparacion entre diferentes matrices alimentarias para estudiar la estabilidad
del ingrediente bioactivo en una matriz rica en hidratos de carbono y otra rica

en proteinas.
Estudio de posibles sinergias, tanto positivas como negativas, cuando se

incorporan, ademas de [-glucanos, otros compuestos hipocolesterolémicos

presentes en los hongos como es el caso del ergosterol.

13
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3.1. Muestras y Reactivos

3.1.1. Materia Prima

Descripcion y clasificacion taxonémica de /la muestra biologica

En este trabajo se ha utilizado como material de partida cuerpos fructiferos del

hongo Pleurotus ostreatus. A continuacion, se indica en la tabla su clasificacion

taxonomica.
Tabla 1. Clasificacién taxonémica del hongo P. ostreatus
Nombre botanico Division Orden Familia Género Especie Nombre comin
Pleurotus Basidiomicota  Agaricales Pleurotaceae Pleurotus ostreatus Seta de ostra
ostreatus Girgola

Seta de chopo

Orellana

El hongo P. ostreatus es una seta comestible entre cuyas caracteristicas se
encuentra su sombrero de hasta 20 cm de diametro, con forma de concha,
inicialmente convexa pero que se va aplanando con el tiempo. ElI sombrero es,
ademas, liso, sedoso y de un color que va desde el marrdn violaceo hasta el azul

pizarra.

Sus laminas son en parte bifurcadas y de color crema, su pie es corto, lateral
y blanco, mientras que su carne es blanca y fibrosa, de olor parecido al del pescado
y de sabor suave. Esta seta crece en grandes matas sobre madera de arboles vivos

y sobre material en descomposicién, encontrandose muy extendida en Europa central.

15



Laxinillas

Sombrero

Figura 8. Esquema e imagen de una piiia de Pleurotus ostreatus y sus diferentes

componentes.

Las setas fueron obtenidas de las salas de cultivo del CTICH (Centro
Tecnolégico de Investigacion del Champifion de La Rioja, Espafa) y pertenecieron a
la primera florada, siendo recolectadas cuando su desarrollo fue el 6ptimo para su

consumo.

Descripcion de las matrices alimentarias

Las matrices alimentarias se obtuvieron en ambos casos en supermercados.

La masa utilizada pertenece a la marca "La cocinera" siendo indicada para la

realizacion de bizcochos, magdalenas y pasteles de limon. Sus ingredientes y la

informacion nutricional se indican a continuacion.

16



Ingredientes: Azlcar, agua, harina de trigo,
aceite vegetal, huevo en polvo, almidon,
gasificante (bicarbonato sbdico), zumo de
limén concentrado (0.7%), aroma de limén,
frutas

sal, concentrado de y hortalizas

(zanahoria, manzana y limon).

El yogur utilizado fue natural de

Tabla 2. Informaciéon nutricional de la

masa para magdalenas.

la marca

Informacion Por 100 g Por porcion
nutricional de 55 g
Valor energético 389 kcal 228 kcal
Proteinas 59¢g 29 g
Hidratos de carbono 489 g 286 g
De los 31 g 181 g
cuales
azlcares
Grasas 192 g 112 g
De las 2g 12 g
cuales
saturadas
Fibra alimentaria 03 g 02 g
Sodio 011 g 0.06 g
"Hacendado". Sus ingredientes y la

informacion nutricional se indican a continuacion.

Ingredientes: Leche parcialmente desnatada,

lactosa y proteinas de leche, fermentos

lacticos.

3.1.2. Reactivos y otros materiales

Tabla 3. Informacion nutricional del yogur

Informacion Por 100 g Por porcion
nutricional de 125 g
Valor energético 64 kcal 80 kcal
Proteinas 33 g 41 g
Hidratos de carbono 28 g 35 ¢
De los 28 g 35 ¢
cuales
azlcares
Grasas 29 g 36 g
De las 19 ¢ 24 g
cuales
saturadas
Fibra alimentaria 0g 0g
Sodio 0.05 g 0.06 ¢

El etanol absoluto, el cloruro de calcio, el cloruro de sodio y el acido acético

glacial se obtuvieron de Panreac (Barcelona,

Espana), mientras que el

Trizma, el

acido maléico, la pepsina de mucosa gastrica porcina, el extracto biliar porcino, la
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pancreatina (desoxicolato sbédico) de péancreas porcino, la lecitina de huevo (L-o-
fosfatidilcolina), el hidroxido de sodio, el hidroxido de potasio y el acido clorhidrico al
37% se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (Steinheim, Alemania). Por dltimo, el
ergosterol (96% pureza) se consigui6 de Alfa Aesar GmbH & Co (Karlsruhe,

Germany).

Por otra parte, el kit comercial K-YBGL, fue obtenido de Megazyme (Wicklow,

Irlanda) y las membranas de dialisis se adquirieron en Berlabo S.A (Madrid, Espana).

3.2. Preparacion de las muestras

3.2.1. Liofilizacion

Las setas se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm’ y se sometieron a
un proceso de liofilizacion (Telstar, LyoBeta 15). Las condiciones del proceso de
liofilizacion fueron las siguientes: temperatura de congelacion: -20 °C; presion de vacio:

0,020 mbares; temperatura de secado: 4 °C; duracion: 4 dias.

Una vez liofilizados, los trozos de setas se homogeneizaron en un molino
(Grindomix GM 200) a 8000 rpm durante 30 s, hasta obtener un tamafio de particula
inferior a 300 pm. La seta en polvo se almacen6 en bolsas de cierre hermético a

-20 °C hasta su posterior tratamiento.

Figura 9. Esquema del proceso de liofilizacion y molienda
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3.2.2. Aislamiento de polisacaridos de la muestra y exclusion de los polisacéaridos

de bajo peso molecular

Este paso se llevd a cabo segun el protocolo descrito por Jeurink P.V. y col.,
(2008). En dicho protocolo, se parte de 1 g de muestra, que en nuestro caso fueron
polvo de hongo, yogur o magdalena (se cogieron muestras tanto del centro de la
magdalena como de la corteza). La muestra se disolvi6 en 100 mL de agua Milli Q,

tras lo cual fue autoclavada (Tomy SX-700E) durante 20 min a 120°C.

Posteriormente, la mezcla fue enfriada a temperatura ambiente y se le
afadieron 200 mL de etanol absoluto a 4°C, el cual actué como antisolvente (Rivero
M., 2011) provocando la aparicibn de un precipitado correspondiente a la fraccion
de polisacaridos, esta mezcla se mantuvo toda la noche en refrigeracion. Los
polisacaridos precipitados se recuperaron por centrifugacion (Thermo Scientific, Heraeus
Multifuge 3SR Plus) de la disolucion anterior a 4.000 rpm durante 30 min a 4°C.
Inmediatamente se descartd el sobrenadante, donde se encuentran la mayoria de las

proteinas y las grasas, y el precipitado fue resuspendido en 50 mL de agua Milli Q.

Para finalizar, la mezcla anterior fue introducida en membranas de didlisis de
3500 Da, previamente acondicionadas, las cuales se dejaron 24 horas en un bafo de
agua MilliQ a 4°C con agitacion constante para favorecer la salida de los
polisacaridos de un peso molecular menor a 3500 Da. Transcurridas las 24 horas, el
contenido de las membranas (PM > 3500 Da) se conservd a -20°C hasta su
posterior liofilizacion, obteniendo finalmente un extracto de polisacaridos de alto peso

molecular que de aqui en adelante serd denominado como "Extracto de PSC".
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Figura 10. Esquema del proceso de aislamiento de polisacaridos de la muestra y exclusion

de los polisacaridos de bajo peso molecular.

3.2.3. Preparacion de las matrices alimentarias

Para el desarrollo de este proyecto, como matrices alimentarias se eligieron
dos: 1) la magdalena, por ser un modelo de alimento rico en hidratos de carbono
diferentes a los B-glucanos y que sufre un tratamiento térmico seco, este tratamiento
térmico supone un procesado agresivo de la matriz alimentaria lo que podria dar
lugar a la destruccion parcial de los compuestos bioactivos, ademas, fue elegido por
sus ventajas para ser manipulado en el laboratorio [facilidad de preparacion vy
pequefio volumen], y 2) el yogur, elegido como ejemplo de alimento rico en proteinas,
las cuales no interfieren con los [(-glucanos debido a que a esta matriz no se le
aplica ningun tratamiento térmico antes de su consumo, también fue elegido por su

facil manejo durante la preparacion de las diferentes mezclas a estudio.
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Para la preparacion de las magdalenas, se llevaron a cabo cuatro mezclas

homogéneas diferentes que se explican en la siguiente tabla:

Tabla 4. Composicion de las magdalenas

Mezcla Gramos Masa Gramos Extracto PSC Gramos Ergosterol
1 355 - -
2 35 0.5 -
3 35 0.5 0.05
4 35.5 - 0.05

Cada mezcla se realizd por triplicado, obteniendo 3 magdalenas con la misma

composicion, dos de las cuales se hornearon a 180°C durante 20 minutos.

Magdalena 1.1

Para la Mezcla 1 }|Magdalena 1.2 a 0
Magdalena 1.3 . ‘

Horneado

Figura 11. Esquema de la preparacion de magdalenas

Para la preparacion de los yogures, se realizaron las mismas mezclas que

aparecen en la Tabla 4, pero se realiz6 solamente un yogur por mezcla.

En el caso concreto de las magdalenas, se prepararon unas magdalenas
control sin ingredientes bioactivos, con la finalidad de calcular la cantidad de a-
glucanos procedentes principalmente del almidén de la harina de la masa [amilosa y
amilopectina] asi como los [-glucanos procedentes principalmente del endospermo
amilaceo del trigo del que se obtuvo la harina de Ila masa [enlaces

B-(1,3)-(1,4)-glucano] (Rivero M., 2011; Bacic A. y col.,, 2009).

Una segunda mezcla consisti6 en la sustitucion de 0.5 g de masa por 0.5 ¢
del extracto de PSC con la finalidad de estudiar el comportamiento de los B-glucanos
procedentes de setas comestibles de configuracion principalmente [B-(1,3)-glucanos vy
B-(1,3)-(1,6)-glucanos (Bacic A. y col.,, 2009; Vetvicka V. y col., 2011). En la mezcla
se usaron 0.5 g del extracto de PSC debido a que en estudios anteriores realizados
en nuestro laboratorio se observd que era la maxima cantidad que se podia adicionar
sin afectar de manera relevante a la textura del producto, lo que supone una adicion

de un 1,43% (p/p).
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La tercera mezcla incluye, ademas de los 0.5 g de extracto de PSC, una
cantidad de ergosterol. Esta mezcla sirvio para evaluar los posibles efectos, tanto
positivos como negativos, de la adicion de ergosterol sobre los [B-glucanos. Se piensa
que el ergosterol podria tener efectos negativos sobre los [-glucanos debido a la
capacidad de estos Ultimos para unirse a moléculas lipidicas como el colesterol.
Debido a la similitud estructural entre el ergosterol y el colesterol, el ergosterol podria
influir en la determinacion de los B-glucanos. En este caso, se adicionaron 50 mg de
ergosterol, que seria el equivalente de ergosterol que contendrian 0.5 g de polvo de
hongo; ademas, habitualmente, al formular un alimento funcional la cantidad de
ingredientes bioactivos adicionados no suelen sobrepasar del 10% del total del peso

del alimento.

Por (ltimo, se realiz6 una mezcla con 355 g de masa y 50 mg de ergosterol
a modo de control, lo que nos permiti6 estudiar el efecto de este ingrediente

Unicamente sobre los B-glucanos presentes en la masa.

En cuanto a los yogures, se realizaron las mismas mezclas que en el caso
de las magdalenas por los mismos motivos, aunque en este caso, el control sin
ingredientes bioactivos, tuvo el objetivo de determinar los posibles a- y B-glucanos
sintetizados por bacterias lacticas [B-(1,3)-glucano, a-(1,3), a-(1,4) y a-(1,6)-glucano] por
accion de las glucansacarasas y glucosiltransferasa presentes en el yogur de partida,

los cuales influyen en la viscosidad caracteristica del yogur.

3.2.4. Digestion in vitro de muestras

La digestion de las muestras fue llevada a cabo en tres etapas: Masticacion,
Digestion gastrica y Digestion intestinal. Las muestras que se sometieron a digestion
fueron: una magdalena horneada de cada tipo de mezcla, un yogur de cada tipo de

mezcla y el extracto de PSC sin matriz.

En la etapa de masticacion, 4 g de muestra, 5 mL de saliva humana y 5 mL
de agua del grifo fueron mezclados en un mortero durante dos minutos intentando
reproducir la friccion que producen los dientes sobre la muestra. En el caso del

extracto de PSC, para mantener la proporcién, se utilizaron 0.057 g de muestra.

En la etapa de digestion gastrica, primeramente se prepar6 un medio acido
mezclando 54 g de agua Milli Q con unas gotas de HClI 6 M hasta conseguir un pH

de 2, luego se disolvid en ella 0.275 g de pepsina (equivalente a 0.5 g pepsina/100

22



mL homegeneizado). Se adiciond la muestra masticada al recipiente termostatizado del
dispositivo valorador (Titrimo Plus 877, Metrohm) junto con el medio acido con

pepsina y se mantuvo en agitacion a nivel 8 durante 15 minutos a pH 2 a 37°C.

Tras los 15 minutos, se comenz6 con la digestion intestinal afadiendo 1 mL
de solucibn de CaCl, 5 mM, y 3 mL de solucion de NaCl 150 mM y se ajustd el
pH a 6, una vez alcanzado este valor, se afiadi6 una solucibn pancredtica que
constaba de 6 mL de tamp6on Trizma-Maleato 50 mM a pH 7.5, 0.633 g de sales
biliares (equivalente a 20 mM en el recipiente del dispositivo valorador) y 0.228 ¢
lecitina (equivalente a 4 mM en el recipiente del dispositivo valorador). Por ultimo, se
ajusté y se mantuvo el pH en el recipiente del digestor a 7,5 afadiendo NaOH 1M y
utilizando un electrodo viscotrode (Metrohm, Herisau) colocado en el dispositivo del

valorador. La digestion se llevdo a cabo durante 1 h a 37°C en agitacion a nivel 8.

12) Muestra
Muestra + Saliva

+ Agua del grifo

29) Solucién

pancreatica

Figura 12. Esquema de la digestion in vitro de muestras

Tras finalizar la digestion, el contenido del recipiente del digestor se mantuvo
a -20°C hasta el aislamiento y exclusion de los polisacaridos de bajo peso molecular

mediante el protocolo explicado en el punto 3.2.2.

3.3. Determinaciéon de B-glucanos

La determinaciéon de los f-glucanos se llevd a cabo con un kit comercial
especifico para hongos y levaduras. Este kit se basa en un primer ensayo que
determina los glucanos totales de la muestra (a-glucano + [-glucano), la D-glucosa en

oligosacaridos y en sacarosa y la D-glucosa libre; y otro segundo ensayo, que
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determina los a-glucanos (glucégeno y almidén), la D-glucosa en sacarosa y la
D-glucosa libre de la muestra. Debido a que los mono-, di- y oligosacaridos de la
muestra, asi como polisacaridos rotos o pequefios son insignificantes, los valores
obtenidos mediante la realizacion del primer ensayo pueden referirse principalmente a
los glucanos totales, y en el segundo ensayo a los da-glucanos. Por lo tanto, en
estos tipos de muestras, los [B-glucanos se pueden cuantificar mediante la diferencia

de ambos ensayos, obteniéndose asi los mg de B-glucanos por 100 mg de muestra.

Para la determinacion de a-glucanos, a 50 mg de muestra se le anadieron 1
mL de KOH 2M, y se mantuvieron en un bafio de hielo en agitacidon durante 20 min.
Posteriormente, se afadieron 4 mL de tampon de acetato de sodio 1,2M de pH 3.8,
se sacdé la muestra del bano de hielo y se adiciond, inmediatamente, 0.1 mL de
amiloglucosidasa. La muestra se llevd después a un bafio de agua a 40 °C y se

mantuvo durante 30 min.

Para el caso de las magdalenas, debido a que su contenido en a-glucanos es
superior al 10%, procedentes en su mayoria de la harina de su formulaciéon, se
realizd una dilucion 1/10 usando agua Milli Q, tras sacar la muestra del bafio a
40°C.

Posteriormente se centrifugd la mezcla a 4700 rpm durante 10 min tras lo
cual se traspasaron 0.1 mL del sobrenadante a tubos de vidrio a los que se les
adicion6 0.1 mL de tampdn de acetato soédico 200mM pH 5 y 3 mL de reactivo de
determinacion de glucosa (GOPOD). Esta operacion se llevd a cabo por duplicado.
Ademas, se realizd un blanco con 0.2 mL de tampéon de acetato sédico 200mM pH
5 y un patron de glucosa con 0.1 mL de glucosa y 0.1 mL de tampéon de acetato
sodico 200mM pH 5. La mezcla se incub6 a 40°C durante 20 min. Finalmente, se

midi6 la absorbancia a 510 nm (Evolution 600 UV-VIS, Thermo Scientific).

Para la determinacion de los glucanos totales, a 100 mg de muestra se le
anadi6 1.5 mL de HCI al 37% y se incub6é la mezcla en un bafio de agua a 30°C
durante 45 minutos. Luego, se afadieron 10 mL de agua Mili Q y se incubd Ila

mezcla a 100°C durante 2 h.

La mezcla fue posteriormente enfriada tras lo que se le anadieron 10 mL de
KOH 2M. Después, se realizd una dilucion 1/5 enrasando con tampén de acetato
sédico 200mM a pH 5 y se centrifugb la muestra a 4700 rpm durante 10 min.

Posteriormente, un volumen de 0.1 mL del sobrenadante fue trasvasado a tubos de
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vidrio a los que se les anadi6 0.1 mL de tamp6n de acetato sodico 200mM pH 5, y
0.1 mL de suspension de exo-1,3-B-Glucanasa y PB-glucosidasa. Esta operacién se

lleva a cabo por duplicado. Las mezclas se incubaron durante 1 h a 40°C.

Por ultimo, se afadieron 3 mL de GOPOD, y ademas, se realizO un blanco
con 0.2 mL de tampon de acetato so6dico 200mM pH 5, y un patrébn de glucosa con
0.1 mL de glucosa y 0.1 mL de tamp6on de acetato sbédico 200mM pH 5. Las
mezclas se incubaron a 40°C durante 20 min. Finalmente se midieron las

absorbancias a 510 nm.

El principio del kit Megazyme se basa en que los [-(1,3)(1,6)-D-glucanos,
B-(1,3)-D-glucanos y a-glucanos se solubilizan en un concentrado de &acido clorhidrico
(37%; 10 N) y luego se hidrolizan con una solucion de HCI 1,3N a 100 °C durante
2 h. La hidrélisis de D-glucosa se completa mediante la incubaciébn con una mezcla
de alta pureza de exo-(1,3)-B-glucanasa y [-glucosidasa. Mientras que algunos
B-glucanos son faciimente solubles en agua caliente o KOH caliente, estos disolventes
no son eficaces en la solubilizacion de los [B-glucanos de la levadura o las setas. El
analisis de estos glucanos requiere de una hidrolisis acida parcial previa para eliminar
las propiedades de formacidbn de gel y enlaces covalentes a otros polisacaridos -por

ejemplo quitina- o proteinas.

La reacciobn que tiene lugar en ambas determinaciones, se basa en que la
glucosa, el agua y el oxigeno son los sustratos, mientras que el acido gluconico y el
peroxido de hidrégeno son los productos. En la determinacion, medimos rapidamente
uno de los productos formados, el peroxido de hidrégeno. Para que esto se pueda
medir, a la enzima glucosa oxidasa se le adicionan dos componentes, la
4-aminoantipirina y un fenol; cuando estos dos compuestos reaccionan con el peroxido
de hidrogeno da lugar a la aparicibn de un compuesto (Quinoneimina), de color rosa,

por lo tanto, a mayor color rosa, mayor cantidad de peroxido de hidrogeno formado.

Tabla 5. Reacciones en la determinaciéon de los a-glucanos

Condiciones Reaccion

Amiloglucosidasa, 40°C, a.glucanos + H,O ——» D-glucosa

30 min

Glucosa oxidasa, 40°C, D-glucosa + H,O + O, —» D-gluconato + H,0,

20 min.

Peroxidasa, 40°C, H,O, + acido p-hidroxibenzoico + 4-aminoantipirina —» Quinoneimina + H,O
20 min.
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Tabla 6. Reacciones en la determinacion de los glucanos totales

Condiciones

Reaccion

HCI concentrado, 30°C,
45 min.

1,3:1,6-B-glucanos + 1,3-B-glucanos + a-glucanos + H,O -% Glucanos solubles

HCI 1.3 M, 100°C, 2 h.

Glucanos solubles + H,O0 —» D-glucosa + Polisacéaridos (trazas)

Exo-1,3-B-glucanasa +
B-glucosidasa, 40°C, 1 h.

Polisacéaridos (trazas) + H,O ——»  D-glucosa

Glucosa oxidasa, 40°C,
20 min.

D-glucosa + H,0O + O, —» D-gluconato + H,0,

Peroxidasa, 40°C,
20 min.

H,O, + acido p-hidroxibenzoico + 4-aminoantipirina —» Quinoneimina + H,0O
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4.1. Magdalenas enriquecidas en p-glucanos fiungicos como

alimento funcional

Para determinar la resistencia del extracto enriquecido en [-glucanos a los
diferentes procesados se eligieron dos modelos de alimentos: uno minimamente
procesado, con una minima influencia sobre el extracto de [-glucanos, como fue el
yogur, que se describira posteriormente; y la magdalena, donde se esperaba una gran
influencia sobre el extracto debido al tratamiento térmico durante su procesado y a la

gran cantidad de hidratos de carbono que el producto contiene de partida.

4.1.1. Efecto del horneado en las magdalenas funcionalizadas con extracto enriquecido

en B-glucanos

El extracto flngico se mezcld6 con una masa cruda de un preparado comercial
para hacer magdalenas al 1.43%, y se determind el contenido en o- y p-glucanos
mediante el aislamiento de aquellos PSC con masa molecular mayor que 3.5 KD para
poder diferenciarlos de oligbmeros o productos de degradacion generados por el
procesado. La masa utilizada para hacer las magdalenas contuvo entre 100 y 140 mg
a-glucanos/g masa (Figura 13). Aparentemente, la masa control (CONTROL) y la masa
con soOlo ergosterol (ERG) contuvo menos cantidad de a-glucanos -aproximadamente
entre 20 y 40 mg/g masa menos- que cuando se mezcl6 con el extracto de PSC.
Podria pensarse que estas diferencias fueran debidas al aporte extra de a-glucanos
provenientes del extracto de PSC, sin embargo, las bajas cantidades en que fue
adicionado en la mezcla 1.43% (p/p) no son suficientes para explicar estas
diferencias. Por lo tanto, estos resultados indican que podria darse una cierta
interaccion entre los o- y [-glucanos, procedentes estos Ultimos del extracto de PSC.
Esta interaccion podria ser debida a los demas componentes de la mezcla, puesto
que la masa contiene una elevada cantidad de proteinas tipo gluten y agentes
emulsionantes de forma que, algunos p-glucanos de baja masa molecular podrian
unirse durante el amasado a los a-glucanos en la red del gluten y pasar a formar
parte de los PSC de mas alto peso molecular (> 3.5 KD), lo que haria aumentar
tanto el numero de a-glucanos como el de B-glucanos determinados en las muestras.
Ademas, la formacion de estos complejos podria interferir a la hora de cuantificar
correctamente el numero de o- y P-glucanos, ya que en el tipo de ensayo empleado
el céalculo de los PB-glucanos se hace por sustracciébn del nimero de a-glucanos a los

glucanos totales.
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160 1
M Beta glucanos masa cruda

140 M Alfa glucanos masa cruda

120 1 M Beta glucanos masa horneada

100 A M Alfa glucanos masa horneada

mg/g masa

60 -

20 -

CONTROL PSC PSC + ERG ERG

Figura 13. Contenido de a-glucanos y B-glucanos en las diferentes formulaciones de

magdalenas crudas y horneadas.

En todas las muestras de masa cruda, la mayoria de los glucanos presentes
en las magdalenas fueron a-glucanos procedentes del almidon de la harina de las
magdalenas. La cantidad de [-glucanos en las masas crudas en comparacion con los
a-glucanos fue muy pequeia debido a que el extracto contuvo 3.6 mg [-glucano/g
extracto fue adicionado en un porcentaje bajo sin que se pudiera distinguir de los

B-glucanos originales del trigo y aquellos procedentes de los extractos fungicos.

El proceso de horneado produjo una pérdida de agua de constitucion de
alrededor de un 9%, factor que se tuvo en consideracion a la hora de hacer los
calculos para poder referirlos todos a g de masa cruda y, por tanto, poder comparar
valores. Ademas dio lugar a la adquisicibn de un tono marron en la superficie, y un
aumento de volumen debido a la expansiébn de las burbujas de gas (CO,) con el
calor del horno. Los resultados mostrados en la Figura 13 sugieren que el horneado
supuso una disminucion de los a-glucanos excepto para el caso de las magdalenas
control. Pero para entender los cambios que sufre la masa con las altas
temperaturas, hay que ver los pasos que se dan durante el horneado. Primero,
durante los primeros minutos de horneado (T2 < 60°C), las a-amilasas catalizan la
reaccion de hidrélisis de los a-(1-4)-glucanos dando lugar a unidades mas elementales
lo que conlleva una disminucion en la viscosidad de la masa. Por otra parte, las
B-amilasas liberan maltosa a partir del almidon. Sin embargo, cuando se alcanzan

temperaturas de 70-85°C tiene lugar la inactivacion térmica de las amilasas. Al mismo
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tiempo, al superar los 60°C, las proteinas del gluten empiezan a coagularse y liberan
agua, que es tomada por el almidon presente. Esas proteinas coaguladas se adhieren
a la superficie del almidon y forman una malla compacta pero elastica que evita la
pérdida de las burbujas de gas y mantiene la forma hinchada de la masa, luego se
generan estructuras moleculares grandes de alta masa molecular. Por Ultimo, al
enfriar las magdalenas, se obtiene una estructura con menos agua, mas compacta y
entrelazada (A.A.P.P.A., 2004).

Por lo tanto, aunque parezca que los a-glucanos se degradan no ocurre lo
mismo que con los P-glucanos, que parecen aumentar, cosa que no puede ser
posible debido a que no pueden sintetizarse de novo, de ahi que los resultados
podrian sugerir que las estructuras complejas que se forman con el horneado son
también debidas a la union de a- y [-glucanos, generando moléculas dificiles de
separar y analizar. En cualquier caso, si se tiene en consideracion la totalidad de los
glucanos, se puede concluir que el proceso de horneado no modifica de manera
importante la cantidad de glucanos de masas moleculares > 3.5 KD, comparado con
la masa cruda, excepto para las muestras enriquecidas con ergosterol, donde el nivel

se reduce significativamente.

Si consideramos pues, el total de glucanos antes y después del horneado se
observa un ligero incremento con el horneado. El horneado es un tratamiento térmico
que favorece la formacion de enlaces fuertes entre la trama de la magdalena por lo
que no es de extranar que después del horneado se aislen y midan mayor cantidad

de polisacaridos de alto peso molecular.

El dnico dato sorprendente fue el encontrado para la magdalena adicionada
con soblo ergosterol, donde el horneado supuso una disminucion significativa de
glucanos de alto peso molecular, como si la presencia de este compuesto favoreciera
la degradacion de o-glucanos, hecho al que no se encuentra explicacion puesto que

ocurri6 en las cuatro determinaciones realizadas.

4.1.2. Efecto de la digestion /n vitro en las magdalenas horneadas y funcionalizadas

con extracto enriquecido en [-glucanos

Tras el horneado, las magdalenas fueron sometidas a un proceso de digestién
/in vitro que simulaba las condiciones fisioldgicas de la digestion humana. Como se

muestra en la Figura 14, tras la digestibn de las magdalenas los niveles de a-
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glucanos disminuyeron drasticamente en los cuatro tipos de magdalenas estudiadas.
Estos resultados fueron los esperados puesto que el almidon es un polisacarido
facilmente digerible por los animales monogastricos, pudiendo ser degradado totalmente

y transformado en monosacaridos para ser absorbidos.

160 1
140 - Beta glucanos masa cruda
120 A
B Alfa glucanos masa cruda
o 100 -
(7]
1]
£ 80 - Beta glucanos masa horneada
o
> y digerida
E 60 -
M Alfa glucanos masa horneada y
40 digerida
20 -
0 -

CONTROL PSC PSC + ERG ERG

Figura 14. Contenido de a-glucanos y B-glucanos en las diferentes formulaciones de

magdalenas crudas, horneadas y digeridas

En nuestro modelo de digestion /n vitro, la digestibn del almidon comenzaria
en la etapa de masticacion, proceso mecanico en el que se aumenta la superficie de
exposicion a las enzimas hidroliticas aportadas por la saliva de voluntarios, entre las
que se encuentra la o-amilasa salivar, que hidroliza uniones o-(1,4); hasta el descenso
del pH en la etapa de digestiobn gastrica. La digestiébn del almidéon propiamente dicha
tendria lugar en la etapa de digestion intestinal, en un proceso que simularia los
primeros tramos del intestino delgado, donde la enzima que participa es la a-amilasa
pancredtica, enzima presente en la solucion pancreatica adicionada en nuestro modelo
de digestion /n vitro. La a-amilasa pancreatica romperia la cadena lineal de la amilosa
pero no podria romper las ramificaciones de enlaces o-(1-,6) de la amilopectina por lo
que se generarian en el recipiente del digestor una mezcla de glucosa, maltosa y
oligosacaridos (Mataix J., 2009). Todo este proceso de digestion provocaria una
disminucion de las cantidades de a-glucanos en la muestra, entendiendo esta pérdida
de oa-glucanos como una absorcion de las moléculas mas elementales que lo

conforman.
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Los B-glucanos se vieron afectados en menor medida por la digestion al no
ser degradados por nuestras enzimas digestivas (Bilal 7. y col, 2012). Los B-glucanos
presentes en nuestras muestras pertenecen principalmente al extracto de PSC obtenido
de la seta Pleurotus ostreatus. En este género los [-glucanos se distribuyen
aproximadamente entre un 27.1 y un 37.8 % como fibra soluble, y entre un 62.2 y
un 72.9 % como fibra insoluble (Manzi P. y col, 2004), por lo tanto, la mayoria de

los PB-glucanos de nuestras muestras pueden ser considerados como fibra no digerible.

A continuacion se recogen los datos obtenidos en forma de porcentaje de

degradaciéon tras el horneado y digestibn de las muestras:

Tabla 6. Porcentaje de degradacion de a-glucanos y B-glucanos tras el horneado y la

digestion de las magdalenas

Muestra a-glucanos p-glucanos
CONTROL 78.58% 42.56%
PSC 85.17% 32.76%
PSC + ERG 86.09% 23.59%
ERG 87.55% 80.86%

Si se calcula el % de degradacion de los o- y [B-glucanos se obtiene que el
% de degradacion tras la digestion de los a-glucanos es superior al de los
B-glucanos en todos los casos estudiados puesto que los a-glucanos (almidon) son
compuestos muy digeribles, mientras que los B-glucanos forman parte de la fibra no
digerible (Tabla 6). El porcentaje de degradacion de los a-glucanos fue del 78-88%

aproximadamente.

Para el caso de los p-glucanos, el porcentaje de degradaciéon es menor del
50%, excepto en el caso de la magdalena suplementada Unicamente con ergosterol.
También podemos ver que las magdalenas suplementadas con Extracto de PSC tienen
porcentajes de degradacion mas bajos para los B-glucanos que las magdalenas sin
suplementar, esto se debe a que los [-glucanos procedentes del extracto de PSC

son principalmente insolubles y no pueden ser degradados por las enzimas digestivas.
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4.2. Yogures enriquecidos en f-glucanos fingicos como alimento

funcional

El otro alimento funcional objeto de estudio fue el yogur en el que, al igual
que en la magdalena, el extracto se adicion6 al 1.4% (w/w). La composicion de los
polisacaridos de los yogures es totalmente diferente a la que encontramos en las
magdalenas puesto que no tienen casi a-glucanos. En realidad no tienen casi hidratos
de carbono sino proteinas, por lo que la adicion de pB-glucanos fungicos supone un
cambio muy acusado en su perfil de polisacaridos. Esto se puede observar en la
Figura 15, donde la cantidad de a- y p-glucanos del yogur control es muy baja
comparada con la de los yogures suplementados. Los azlcares que contiene son
principalmente disacaridos como la lactosa, ya que la cantidad de p-glucanos

sintetizados por bacterias lacticas es muy pequefa.
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Figura 15. Contenido de a-glucanos y B-glucanos en las diferentes formulaciones de yogures

suplementadas y tras la digestion.

En los yogures suplementados, los o- y B-glucanos que se observan proceden
del extracto de PSC del hongo Pleurotus ostreatus que contenia principalmente -
glucanos y, en menor cantidad, o-glucanos. Segun los datos, este suplemento aportd
entre 5 y 6 mg de P-glucanos/g yogur. La suplementacion del yogur se hizo tras la
fermentacion de la leche, luego es un ejemplo de alimento poco procesado, que sbélo
fue sometido a un proceso de homogeneizado no térmico tras el cual se pas6 al

proceso de digestion in vitro.
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La digestion de los yogures funcionalizados supuso una degradacién de hasta
un 52% de los a-glucanos. Sin embargo, los p-glucanos se degradaron entre un
23-30% aprox. (Tabla 7). Esta degradaciéon pudo observarse tanto en los yogures
enriquecidos con extracto de PSC como en el yogur enriquecido con extracto de PSC
y ergosterol, luego la adicion de ergosterol no supuso cambio alguno durante el
proceso de digestion al que se sometieron las muestras (su efecto se describira con

mayor detalle mas adelante).

Tabla 7. Porcentaje de degradacion de los a- y B-glucanos tras la digestion de los yogures

Muestra a-glucanos B-glucanos
CONTROL 3.85% 7.18%
PSC 50.23% 30.51%
PSC + ERG 52.65% 23.47%
ERG 8.50% 7.79%

De forma similar a lo observado para las magdalenas, el porcentaje de
degradacion de los B-glucanos fue menor comparado con el de los a-glucanos puesto

que los primeros forman parte de la fibra no digerible.

4.3. Comparacion de las matrices alimentarias

Para poder seleccionar la mejor matriz alimentaria para la incorporacion del
extracto de PSC se compararon los cambios que sufrian los [-glucanos tras la
digestion si formaban parte de una magdalena, un yogur o si se digerian directamente

sin la proteccion de una matriz alimentaria (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la matriz alimentaria en la digestion de los B-glucanos

Cuando el extracto formaba parte de una magdalena, tras la digestion se
observd una degradacion del 32.76% lo que, comparado con los datos de cuando
formaba parte del yogur (30.51%), se trata de un % de degradacion muy similar. Sin
embargo, si se digeria el extracto solo, la degradacién era del 42.56%, luego lo mas
adecuado seria que se consuman como [B-glucanos dentro de una matriz alimenticia.
Sin embargo, en este estudio los dos tipos de matriz alimentaria fueron igualmente

adecuados como medio para incorporar los [B-glucanos.

4.4. La suplementacion conjunta de ergosterol y B-glucanos

A la hora de tratar de disefiar un alimento con una mezcla de dos
compuestos con actividad hipocolesterolémica (ergosterol y p-glucanos) hay que
investigar posibles sinergias positivas/negativas, ya que los B-glucanos presentes en el
extracto de PSC son considerados como fibra no digerible, existiendo la posibilidad de
que puedan unirse al ergosterol, de igual forma que lo harian al colesterol, formando
complejos que dificultasen tanto su actuacion como agentes hipocolesterolémicos, como

la correcta determinacion de los [B-glucanos.

Para poder estudiar la influencia del ergosterol en la determinacidon de
B-glucanos se determin6 la concentracion de ergosterol presente en las matrices
alimentarias y se compardé la cantidad de [-glucanos en la matriz alimentaria
suplementada con extracto de PSC frente a la cantidad de p-glucanos en la matriz

alimentaria cuando se adicionaba, ademas, ergosterol.
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En las magdalenas suplementadas con ergosterol, la concentracion de
ergosterol en la masa cruda rondaba los 0.4-0.6 mg ergosterol/g alimento crudo.
Esta cantidad se mantenia mas o menos constante tras el horneado y la digestion de
las magdalenas, sin embargo, al adicionar extracto de PSC la cantidad de ergosterol
disminuia con el horneado y la digestion (Figura 17) (el horneado supuso una
disminucion del 43% aproximadamente, mientras que el horneado y la digestion del

producto dio lugar a una disminucion del 79%).

B Masa cruda ™ Masa horneada Masa horneda y digerida

0,4 -

0,2 A

mg ergosterol/g masa cruda

ERG ERG + PSC

Figura 17. Cantidad de ergosterol en las magdalenas suplementadas

El motivo por el cual parece que el extracto de PSC induce una disminucion
en la cantidad de ergosterol detectada cuando se encuentra adicionado en una
magdalena podria ser debido a una accidon secuestradora provocando su eliminacion
de la fase organica durante el proceso de saponificacion, lo que indicaria que la

mezcla de ambos compuestos seria negativa.

Por otra parte, en los yogures suplementados con ergosterol la concentracion
de ergosterol fue similar a la de las magdalenas, sin embargo ambas muestras

sufrieron una degradacion similar del ergosterol tras la digestion del yogur (Figura 18).

B Yogur suplementado

Yogur tras digestion

0,6 A

mg ergosterol/g yogur

ERG ERG + PSC

Figura 18. Cantidad de ergosterol en yogures suplementados
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Una vez conocida las concentraciones de ergosterol en las muestras y la
influencia de los [-glucanos sobre la determinacion del ergosterol, se estudio la
influencia del ergosterol sobre la determinacion de los [-glucanos en las diferentes

matrices alimentarias estudiadas (Figura 19).

Para el caso de la magdalena, la adicion de ergosterol a la masa no influyo
en la cantidad detectada de B-glucanos. En el yogur, si que se observd una ligera
disminucién de la cantidad de [B-glucanos presentes en la materia prima pero, por el
contrario, esta disminucidbn no se observo tras la digestion del yogur. Estos resultados
podrian ser achacables al error experimental. Por lo tanto, podemos concluir que la
digestion afectd a los B-glucanos por igual en presencia o ausencia de ergosterol e

independientemente de la matriz usada.
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Figura 19. Influencia del ergosterol sobre los B-glucanos en alimentos suplementados con

extracto de PSC
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5.1. Conclusiones

v El extracto de polisacaridos obtenido a partir del hongo Pleurotus ostreatus
contuvo un 36 % de B-glucanos (p/p), lo que lo hace susceptible de ser

empleado como ingrediente para funcionalizar matrices alimentarias.

v" El proceso de horneado de magdalenas con/sin extracto enriquecido en
B-glucanos no modifico el contenido en glucanos totales pero supuestamente si
dio lugar a la formacion de complejos entre los a- y B-glucanos, impidiendo la

determinacion adecuada de unos y otros.

v’ Tras la digestion in vitro de las magdalenas y yogures suplementados, los
a-glucanos se degradaron en mayor medida que los B-glucanos, ya que estos

ultimos son considerados fibra alimentaria.

v" La incorporacion de los B-glucanos dentro de una matriz alimentaria mejora su
bioaccesibilidad en comparacion con la ingesta directa, siendo las dos matrices

de estudio adecuadas para incorporar este ingrediente bioactivo.

v" El ergosterol no interfiere en las determinaciones de B-glucanos mediante el kit
comercial utilizado, sin embargo, los [-glucanos si podrian interferir en Ia
capacidad del ergosterol de actuar de forma similar a los fitosteroles vegetales
en la reduccibn de la absorcion del colesterol, aunque se necesitan mas

estudios para confirmarlo.
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