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Resumen.

Se elaboraron alimentos con potencial funcional, utilizando a Lentinula edodes y Lactobacillus sp.
como ingredientes bioactivos. Para ello se realiz6 la caracterizacion de las cepas de Lactobacillus
sp. Al, A2, A5 y B1 con potencial probiético utilizando las técnicas de antagonismo contra
bacterias patdgenas, resistencia a sales biliares y resistencia a pH acido. Se evaluaron tres
medios de crecimiento para los lactobacilos los cuales fueron denominados como M2 (suero de
leche 90 % y sacarosa 10 %), M3 (suero de leche 60 % y leche de soya 40 %) and M3 (leche de
soya 75 %, sacarosa 10 % y agua 15%), en el medio M2 se vari6 el porcentaje de sacarosa
afladida y se determind el crecimiento de la cepa A5, estos medios fueron denominados como
M2a (5 % de sacarosa), M2b (2.5 % de sacarosa) y M2c (0 % de sacarosa). Por otra parte, se
determiné la captura del radical DPPH, polifenoles totales y concentracion de eritadenina en el
hongo Lentinula edodes sometido a tratamientos de coccién y secado. Los alimentos elaborados
con Lentinula edodes y Lactobacillus sp. fueron evaluados sensorialmente utilizando una prueba
hedénica, ademas de determinar antagonismo, viabilidad, concentracion de antioxidantes,
polifenoles totales y eritadenina. Se encontré que las cepas de Lactobacillus sp. Al, A2, A5y B1
presentaron potencial probiético; la cepa A5 fue la que presentd mejores caracteristicas
probidticas por lo cual fue utilizada para la elaboracion de los alimentos con potencial funcional, el
medio M2a fue el seleccionado para el crecimiento para la cepa A5, la cual fue integrada junto con
el medio de crecimiento en los alimentos al 20 %, con un inoculo inicial de 2 x 10’ UFC/ml de la
cepa A5 inoculada en el medio M2a incubada a 37 °C/16 h. Por otro lado, Lentinula edodes fue
secado a 4 °C con un asado por 2 min e integrado al 9 y 4.5 % en los alimentos. Las férmulas
alimenticias 31" y 65" correspondientes a un queso y un chamoy, respectivamente, fueron las
mejor evaluadas por los panelistas y presentaron actividad antagénica contra E. coli, S. aureus y
S. typhimurium. La cepa de Lactobacillus sp. A5 en las férmulas 31" y 65" se mantuvo viable en los
14 dias de almacenamiento. Se encontré un efecto por el agregado del hongo y las bacteria en los
alimentos sobre su actividad antioxidante (104.0 y 30.3 mg/ml en el queso y chamoy,
respectivamente), polifenoles totales (3.0 £+ 0.2 y 59 = 0.2 mg GAE/g muestra seca,
respectivamente) y eritadenina (53.5 + 2.8 y 39.5 £ 5.7, respectivamente). Las férmulas 31" y 65
elaboradas en este trabajo presentaron todos los elementos necesarios para poder ser

consideradas alimentos con potencial funcional.



Abstrac.

Foods with functional potencial we prepared using Lentinula edodes and Lactobacillus sp. as
bioactive ingredients. Lactobacillus sp. A1, A2, A5 and B1 strains with probiotic potential we
characterized using the techniques of antagonism against pathogenic bacteria, resistance to bile
salts and acid pH resistance. The media evaluated for lactobacilli were made and called M2 ( whey
90 % and sucralose 5 %), M3 (whey 60 % and soy milk 40 %) and M3 (soy milk 75 %, sucralose 10
% and water 15 %); the media M2 was changed the percentage of added sucrose and determined
the growth of strain A5, these were called as M2a (5 % sucralose), M2b (2.7 % sucralose) and M2c
(0O % sucralose). Furthermore, was determined the reducing power with the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, total polyphenols and eritadenine in Lentinula edodes after to boiling
and drying treatments. The foods add with Lentinula edodes and Lactobacillus sp. were evaluated
using a hedonic sensory test, subsequently, the antagonist capacity, viability, reducing power,
totals polyphenols and eritadenina were determined. These assays demonstrated the probiotic
potential of four strains of Lactobacillus sp. (A1, A2, A5 and B1). The A5 was the best and was used
to prepare foods with functional potential. The media M2a was selected for growth for the A5 strain
and integrated at 20 % in food, initial inoculum was of 2 x 10’ CFU/ ml of A5 strain A5 inoculated in
the medium M2a at 37 ° C/16 h. On the other hand, Lentinula edodes was dried at 4 ° C with
subsequent roast for 2 min and integrated 9 and 4.5% food. The food formulas 31 'and 65" of
cheese and chamoy, respectively, were the best evaluated by the panelists and presented
antagonistic activity against E. coli, S. aureus and S. typhimurium. The A5 strain of Lactobacillus
sp. in the food formulas (31', 65') remained viable to 14 days of storage. We found a additional
effect over reducing power (104.0 and 30.3 mg/ml in cheese and chamoy, respectively) total
polyphenols (3.0 £ 0.2 and 5.9 + 0.2 mg GAE/ g dry sample , respectively) and eritadenine (53.5 +
2.8 and 39.5 = 5.7, respectively) of food formulas added mushroom and bacteria. The food
formulas 31 'and 65' made in this work showed all the necessary elements to be considered
potential functional foods.



1. INTRODUCCION.

El concepto de alimentacién ha evolucionado, en un pasado se enfocaba a proveer nutrientes al
organismo, se adquirian alimentos por los beneficios de sus componentes que ayudaban al
crecimiento y desarrollo. El concepto actual de alimentacion es mas variado e incluye la
prevencion de enfermedades, ademés de promover una calidad de vida mejor ante circunstancias

patolégicas.

Debido a la preocupacion por los consumidores de una mejor alimentacion, la industria alimentaria
ha creando productos que retinan los requisitos del concepto actual de alimentacion, surgiendo los
alimentos funcionales. La Academia Nacional de Ciencia de los Alimentos y Nutricién, define a los
alimentos funcionales como cualquier modificacién en un alimento o ingredientes del alimento que

puedan brindar un efecto en la salud, més alla de los nutrientes que contiene (Hasler, 2002).

Los alimentos funcionales ejercen su actividad en multiples sistemas, especialmente el
gastrointestinal, cardiovascular e inmunolégico (Silveira y col., 2003) teniendo como complemento
una dieta balanceada. Modificar un alimento para convertirlo en funcional implica incrementar,
eliminar o concentrar algun ingrediente o compuesto, tales ingredientes pueden ser obtenidos de
fuentes bacterianas, animales, plantas u hongos. Una clasificacién de los alimentos funcionales
con base a su valor nutritivo es la siguiente: alimentos con alto contenido nutricional (por ejemplo,
el yogurt), bajo contenido nutricional (por ejemplo, los condimentos), alimentos saludables no
convencionales (por ejemplo, el shiitake), alimentos condicionados (por ejemplo, el cacao) y

alimentos controvertidos (por ejemplo, el vino y cerveza).

Dentro de los alimentos funcionales que son elaborados por la adicion de un compuesto estan los
integrados con probibticos, éstos son microorganismos que sobreviven al paso gastrointestinal y
colonizan el intestino ejerciendo beneficios en su consumidor, son ampliamente utilizados en la
industria para la elaboracion de leches y vegetales fermentados, en la elaboracion del pan y
yogurt. Algunas especies de Lactobacillus spp. son consideradas como probidticas y entre
algunas de sus funciones pueden colonizan el tracto gastrointestinal, por lo cual son relacionadas
con el aumento de la inmunidad contra infecciones intestinales, con la prevencion de
enfermedades diarreicas, cancer de colon, hipocolesterolemia, enfermedades gastrointestinales y
estabilizacién la barrera de mucosa en el intestino (Kailasapathy y Chin, 2000).



Por otro lado, Lentinula edodes (shiitake) puede ser utilizado como un ingrediente en los alimentos
debido a sus propiedades terapéuticas, este hongo es usado ampliamente en la medicina china y
su incorporacion en la alimentacion produce efectos benéficos como el inmunomodulatorio,
hipocolesterolémico, hepatoprotector, antibacteriano, antiparasitario, actividad antiviral y
anticarcinogénico (Wasser, 2005). Es un alimento considerado como no convencional en México

por el consumo no generalizado en la poblaciéon en comparacién con otros hongos comestibles.

En los dltimos afios el consumo de hongos ha aumentado junto con la preocupacién publica de
dieta y salud (Ghorai y col., 2009), la incorporacién de ingredientes o compuestos con actividad
fisioldgica en los alimentos esta tomando mayor fuerza y el estilo de vida de la poblacién es un
factor determinante. En el presente trabajo se elabor6é un alimento con potencial funcional que
representa una opcién para disminuir factores de riesgo que puedan desencadenar en algunas

patologias.



2. ANTECEDENTES.

En los afios 70 las principales causas de muerte en México eran atribuidas a diarreas, neumonias,
enfermedades de la infancia e infecciones; actualmente las enfermedades que atacan a la
poblacién son distintas y estan relacionadas con factores de riesgo (obesidad, consumo excesivo
de alcohol, tabaco, mala nutricion, etc.) y estilos de vida no dinamicos. El Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (2009) reporto las principales causas de muerte en México relacionadas
con factores de riesgo y entre ellas se encontraron las enfermedades del corazén, diabetes

mellitus y tumores malignos.

Las enfermedades que en un principio preocuparon a la poblacién como las diarreas e infecciones
pasaron a ser secundarias, debido al avance de la tecnologia, la mayor accesibilidad a médicos, el
incremento en tratamientos terapéuticos, el cambio en el estilo y esperanza de vida de la
poblacién, sin embargo, el surgimiento en otras enfermedades gener6 la preocupacién de la
poblacién y surgieron alternativas para reducir o prevenir factores que promuevan la incidencia de
las enfermedades como arterioesclerosis, cancer y enfermedades del corazén y una de ellas es el

consumo de alimentos funcionales.

2.1 Alimentos funcionales.

El uso de los alimentos funcionales tuvo su origen en Japén en 1980 y actualmente se engloban
bajo el nombre de FOSHU: Alimentos de Uso Dietético Especial, el Instituto de Medicina y la
Academia Nacional de Ciencias (1994) definieron a los alimentos funcionales como cualquier
alimento o ingredientes que provean un efecto benéfico a la salud mas alla de los efectos
benéficos causados por los nutrientes que contiene (Hasler, 2002). Los alimentos funcionales
deben de ser inocuos, no generar componentes nocivos a la salud, el componente activo debe
estar caracterizado, cuantificado y su funcidn debe ser conocida; los alimentos funcionales deben
mostrar funcién biolégica y ser consumidos en cantidades de consumo regulares, no en

presentaciones como pildoras, pastillas o comprimidos (Dipplock y col., 1999).

En la primera Reunion Plenaria de Ciencia de los Alimentos Funcionales en Europa: Estado del
Arte (1996) se destacaron seis areas de interés para el desarrollo de los alimentos funcionales, las

cuales fueron la funcion digestiva, antioxidante, metabolismo intermediario, sistema



cardiovascular-gastrointestinal, crecimiento-desarrollo y la funcién cognitiva (Dipplock y col.,
1999).

Los probiéticos son considerados como elementos que integrados en los alimentos los pueden

ejercer beneficios en sus consumidores.

2.2 Probiodticos.

El termino probidtico se refiere a una preparacion o producto que contenga microorganismos
viables, en suficiente nimero que alteren la microflora intestinal y ejerzan efectos benéficos en la
salud del hospedero (Havenaar y Huis In't Veld, 1992). Para poder proporcionar un beneficio
deben estar en cantidades adecuadas en el alimento y asegurar su supervivencia por el tracto
gastrointestinal, la dosis minima recomendable de probi6ticos en un alimento debe ser de 10°
UFC/g o mly para efectos terapéuticos de 10’ UFC/g o ml por dia (Chavarriy col., 2010).

La caracterizacion de especies de Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. con potencial
probiético ha sido de importancia para la aplicacion de estos microorganismos en la industria
alimentaria. Algunos microorganismos considerados como probiéticos son: L. acidophilus, L.
amylovorus, L. casei, L. crispatus, L. delbruckii, L. gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei,
L. plantarum, L. ruteri, B. adolescentes, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B.
longum, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, Leuconstoc
mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Sporolactobacillus insulinus y Streptococcus
thermophilus (Holzapfel y col., 2001).

2.2.1 Lactobacillus spp.

Las bacterias del género Lactobacillus spp. son microorganismos pertenecientes a la clase Bacilli,
orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (Tannock, 2004), se conocen alrededor de 97
especies diferentes, caracterizadas por habitar en el intestino humano y de algunos animales y ser
capaces de soportar condiciones drasticas por su paso a través del tracto gastrointestinal y
colonizar el intestino humano. Lactobacillus spp. es un bacilo Gram positivo, catalasa negativo y
no esporulado (Holzapfel, 2001). Producen &cido lactico como Unico producto de su fermentacion
(homofermentativo) y acido lactico junto con otros &cidos como el acético (heterofermentativo)
(Tannock, 2004).



Algunos de los beneficios reportados por el consumo de Lactobacillus spp. a la salud son la mejora
del sistema inmune (Schiffrin y col., 1995), la reduccién del riesgo de enfermarse (Tannok, 2004),
la prevencion de infecciones intestinales (Kailasapathy y Chin, 2000), la mejora en la utilizacion de
la lactosa (Kim y col., 2008, Kim y col., 1983), la estabilizacién de la barrera de mucosa en el
intestino (Kailasapathy y Chin, 2000) y la prevencién de cancer (McIntosh y PhD, 1996).

Lactobacillus spp. puede ser ingerido en un alimento sin causar dafio a sus consumidores, esto se
debe a que esté clasificado como un microorganismo seguro y es un habitante normal del tracto
gastrointestinal de los humanos, en la cavidad oral se han reportado de 10° - 10° Lactobacillus/ml
de saliva, en el estémago 10° Lactobacillus/ml y en las heces 10° - 10° Lactobacillus/g (Tannock,
2005).

2.2.2 Caracterizacién de cepas con potencial probiético.

La blsqueda de cepas de Lactobacillus spp. con potencial probidtico ha sido desarrollada
tomando en cuenta criterios que confirmen su actividad como posibles microorganismos
benéficos, en el estudio de nuevas cepas, los efectos positivos a la salud del hospedero podrian
incrementarse en referencia a los ya estudiados y se podria entender la interaccidn existente entre
la fuente de aislamiento y las bacterias que la colonizan. Algunas caracteristicas requeridas para
la seleccion de cepas probidticas son el antagonismo contra bacterias patdégenas, la resistencia a
la acidez gastrica y sales biliares, la colonizaciéon y adherencia en el intestino (Chéavarri y col.,
2010). La capacidad de las células para sobrevivir a las condiciones gastricas, a la bilis y de
adherirse al epitelio intestinal puede conferir una ventaja competitiva y es importante para el
mantenimiento de bacterias en el tracto gastrointestinal humano (Naidu y col. 1999).

A continuacién se describen algunas caracteristicas de las cepas con potencial probiético.

2.2.2.1 Antagonismo de los probiéticos contra bacterias patégenas.

Se ha reportado que los probidticos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de algunas
bacterias patégenas, entre ellas Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus y E. coli
(Langhendries y col., 1995). El efecto antagonista de Lactobacillus spp. se atribuye principalmente
a la produccion de sustancias llamadas bacteriocinas, de constitucién peptidica y biolégicamente
activas, capaces de destruir la integridad de la membrana citoplasmatica del patégeno por la



formacion de poros, provocando la salida de compuestos pequefios o alterando la fuerza motriz de
los protones, necesaria para la produccion de energia y sintesis de proteinas o acidos nucleicos
(Montville y Chen, 1998; Chikindas y col., 1993). Aunado a las bacteriocinas, la produccién de
acidos orgéanicos esta relacionada con la disminucion de pH del medio y la inhibicion del
crecimiento de cepas patdégenas (Langhendries y col., 1995).

2.2.2.2. Resistencia de los probiéticos a pH acidos.

Las bacterias con caracteristicas probiéticas deben de resistir a pH acidos. Cuando los probidticos
son ingeridos, las bacterias deben de recorrer la cavidad oral, pasar al estbmago y posteriormente
llegar al intestino para colonizarlo. Es de importancia su paso por el estbmago, aqui las bacterias
se encuentran sometidas a condiciones de estrés por pH &cido. El pH del estbmago (2 a 3) es
proporcionado por la presencia de acido clorhidrico y pepsinas que ayudan a la degradacion de los
alimentos. La resistencia de Lactobacillus spp. a pHs &cidos puede deberse a la formacion de un
gradiente de pH entre el medio extracelular y el citoplasma bacteriano, en bacterias Gram
positivas se ha observado un mecanismo de proteccion a estas condiciones y se ha descrito la
actividad del complejo enzimético FoF;-ATPasa, el cual mantiene un gradiente de tolerancia a pH
acido por la traslocacion de protones a través de canales de membrana hacia el medio
extracelular, esta actividad enzimatica puede modular el pH intracelular (Corcoran, 2005).

Chandramouli y col. (2004) reportaron las condiciones Optimas para proteger a Lactobacillus spp.
en condiciones géstricas artificiales y una de ellas fue encapsulando las bacterias con alginato de
calcio, ellos encontraron conteos altos de células viables en comparaciéon con las bacterias no

encapsuladas.

2.2.2.3 Resistencia de los probiéticos a sales biliares.

Las sales biliares son toxicas para las células, la microbiota intestinal autdéctona ha desarrollado
estrategias para defenderse de éstos compuestos (Noriega y col., 2004). Al ingerir un alimento con
Lactobacillus spp., las bacterias llegaran al intestino donde deben de resistir la accion de la bilis.
La bilis es una secrecién digestiva que desempefa un papel importante en la emulsificacion de los
lipidos, tiene la capacidad de afectar a los fosfolipidos y proteinas de las membranas celulares y
alterar la homeostasis celular (Burns y col., 2008). Es un fluido generado por la secrecion hepética
y modificado por la via biliar en su trafico desde el hepatocito hacia la vesicula biliar y el intestino,



sus principales solutos son las sales biliares (68 %), la lecitina (22 %), el colesterol (4 %) y la
bilirrubina (0.3 %).

Las sales biliares se dividen en primarias y secundarias. Las primarias (acido glucocdlico,
glucogquenodesoxicolico, taurocdlico y tauroquenodesoxicélico) son sintetizadas en el higado
como resultado de la conjugacion del &cido cdlico y quenodesoxicélico con la glicina y la taurina.
Las secundarias (acido desoxicélico y litocélico) son sintetizadas en el intestino y se forman por la
accion enzimatica de algunas bacterias (Hofmann, 1984).

Algunas bacterias probidticas pueden desarrollar mecanismos de resistencia a sales biliares por la
produccién de hidrolasas de sales biliares, las cuales las desconjugan a la taurina utilizandola
como ultimo aceptor de electrones y reduciendo la toxicidad de éstas sales, sin embargo, no todas
las bacterias que sintetizan estas hidrolasas pueden resistir a las sales biliares (Moser y Savage,
2001). Goméz y col. (2002) reportaron que una exposicion a largo plazo de bacterias a la bilis
puede causar cambios metabdlicos que afectan sus propiedades adhesivas de manera
irreversible, esto puede tomarse como un criterio para definir las propiedades probi6ticas de cepas
diferentes.

2.3 Lentinula edodes.

Para que un alimento funcional pueda ser considerado como tal, debe de tener concentrado,
reducido, integrado o eliminado algun ingrediente o compuesto con actividad benéfica al
organismo, el hongo Lentinula edodes puede ser considerado como un elemento para convertir un

alimento en funcional.

Lentinula edodes (shiitake) es un hongo comestible, ocupa el 2do. lugar de produccién a nivel
mundial después de Agaricus bisporus (Ghorai y col., 2009). México genera alrededor del 58.6 %
de la produccion total de latinoamérica, ubicandose como el 18vo. productor a nivel mundial, en los
ltimos afios el incremento en la produccién de hongos comestibles en paises latinoamericanos ha

aumentado (Martinez-Carrera, 2002).

Su nombre esta asociado con el arbol del Shii (Castanopsis cuspidate) y la palabra take (hongo)
(Wasser, 2005), es un organismo saprofito, crece sobre madera muerta en el arbol del Shii, roble y
haya, de pudricién blanca, muy apreciado por su sabor caracteristico y buena fuente de proteinas,



carbohidratos y algunos elementos como hierro y zinc, ademas de ser bajo en grasas y contener
polisacéaridos y compuestos que promueven la salud de los individuos (Longvah y Deosthale,
1998).

Lentinula edodes es ampliamente usado en la medicina tradicional China debido a las propiedades
funcionales que presenta (Enman, 2007). Algunos efectos benéficos reportados por el consumo
de este hongo son el efecto inmunomodulatorio (Wang y Lin, 1996), hipocolesterolémico (Enman,
2007), anticarcinogéno (Chihara y col, 1969), hepatoprotector (Akamatsu, 2004), actividad
antiviral (Suzuki y col., 1989), antibacterial y antiparasitario (Bender y col., 2003).

A continuacién se describen algunos efectos benéficos reportados por el consumo del hongo
Lentinula edodes.

2.3.1 Efecto hipocolesterolémico.

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad a nivel mundial, altos
niveles de colesterol en la sangre son un factor de riesgo para el desarrollo de éstas enfermedades
(Mensah y Brown, 2007). La bisqueda y desarrollo de nuevos alimentos que ayuden a la
poblacién a disminuir enfermedades esta tomando mayor auge. Shimada y col. (2003) reportaron
en el hongo Lentinula edodes el compuesto llamado eritadenina o acido (2R), 3 (R)-4(9-adenil)

butirico y al cual se le atribuye el efecto hipocolesterolémico.

La accidn hipocolesterolémica de la eritadenina ha sido investigada, sin embargo, el mecanismo
por el cual causa tal efecto no esta bien entendido (Enman, 2007). Shimada y col. (2003)
sugirieron que un cambio en el metabolismo de fosfolipidos en el higado podria generar éste
efecto, especificamente por un descenso de la relacion fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. La
reduccion de ésta relacion se debe a que la eritadenina es un potente inhibidor de la enzima
S-adenosilhomocisteina hidrolasa; al inhibir esta enzima hay un incremento en la concentraciéon de
la S-adenisilhomocisteina, que a su vez, inhibe diferentes metiltransferasas reduciendo la
produccién de fosfatidilcolina. Enman y col. (2007) reportaron que en futuros estudios se puede
sugerir que éste cambio en la concentracion de fosfolipidos puede aumentar la absorcion del
colesterol por lipoproteinas plasmaticas y reducir el colesterol.

Se han realizado estudios en ratas y humanos en los cuales se ha observado el efecto de agregar



eritadenina a su dieta. Wasser (2005) agrego eritadenina (0.005 %) en la dieta de ratas y encontrd
un descenso del 25 % del colesterol total en una semana. Suzuki y col. (1974) suministraron 90 g
de Lentinula edodes fresco/ dia en humanos durante una semana y observaron la disminucién de

los niveles de colesterol en un 12 %.

Otro de los beneficios atribuidos por el consumo del hongo Lentinula edodes es el efecto

anticarcinogéno.

2.3.2 Efecto anticarcinogéno.

Se entiende por agente cancerigeno a un compuesto que tiene la capacidad de inducir o causar
una neoplasia (Bello y col.,, 2001). Muchos de los héabitos de vida poco saludables son los
responsables una mayor incidencia en el desarrollo de tumores, es decir, un agente cancerigeno
no da lugar a la aparicion de tumores bajo cualquier circunstancia, sino que se encuentra

condicionado a diversos factores (Bello y col., 2001).

Los seres humanos estan expuestos a una amplia gama de compuestos que contienen nitrégeno y
agentes nitrosantes como los nitritos, nitratos y 6xidos de nitrégeno, que pueden reaccionar in vivo
para formar compuestos N-nitrosos cancerigenos (Bartsch y col., 1996). Los compuestos
N-nitrosos se encuentran en agua y verduras debido a la existencia de nitratos y nitritos en el
suelo, en las carnes y embutidos donde utilizan a los nitratos y nitritos para conservarlos y curarlos,
en las bebidas alcohdlicas como el whisky debido a la aparicion de aminas secundarias en el
proceso de fermentacion, en el tabaco y sus humos (Ansorena y col., 2003). Los procesos
carcinégenos, por el consumo de alimentos, puede iniciar con la reduccion de nitratos a nitritos por
accion de la saliva seguida de una reaccién en el estbmago con las amidas y aminas para formar

nitrosamidas (compuestos N-nitrosos) que inducen al cancer.

Algunos compuestos que inhiben la formacién de los compuestos N-nitrosos por la destruccién de
los agentes nitrosantes son el 4cido ascérbico, los tocoferoles, los compuestos antioxidantes y
fendlicos (Bartsch y col., 1996).

Los antioxidantes son compuestos que actllan como captores de radicales libres neutralizando
especies reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes (Satué-Gracia y col., 1997). Algunos

compuestos fendlicos que capturan radicales libres son los flavones, flavonoides, antocianinas,



entre otros, estos compuestos han sido reportados en frutas y verduras y se ha encontrado una
relacion inversa entre el consumo de estos alimentos y el riesgo de padecer enfermedades (Reyes
y col., 2007).

Se ha reportado que los hongos comestibles contienen compuestos fendlicos con capacidad
antioxidante (Kyoung y col., 2010; Ferreira y col., 2007; Heleno y col., 2010). Los procesos de
coccion en los hongos pueden incrementar la concentracion de antioxidantes, tal y como lo report6
Choi y col. (2005) quienes encontraron en Lentinula edodes un incremento de polifenoles totales y
antioxidantes en hongos calentados a 100 °C y 121 °C por 15 y 30 min.

Otro compuesto de interés en el hongo shiitake es el acido thiazolidina-4-carboxilico o tioprolina, el
cual ha demostrado tener efectos anticancerigenos debido al bloqueo de compuestos N-nitrosos,
la tioprolina es producida por hongos secos sometidos a un proceso de calentamiento (Wasser,
2005).

La tioprolina es un producto no enzimético resultado de la condensacion de cantidades
equimolares del formaldehido y L-cisteina (Unger y Demoss, 1966). Capaz de atrapar los nitritos
en el cuerpo permitiendo que sean removidos en la orina funcionando como un compuesto

antioxidante (Jones, 1995).

10



3. JUSTIFICACION.

La incidencia de enfermedades como la hipocolesterolémia, disfunciones del tracto digestivo y
cancer son cada vez mas comunes en la poblacion. Existen alimentos que aparte de suministrar
los nutrientes necesarios para el mantenimiento del cuerpo, pueden tener un efecto benéfico en la
salud. La preocupacién de la poblacién por mejorar su salud por medio de los alimentos
funcionales ha venido aumentando en los Ultimos tiempos, el presente trabajo tuvo como finalidad
desarrollar un alimento con potencial funcional a partir de los complementos Lentinula edodes y
Lactobacillus sp. los cuales podrian ayudar a prevenir o reducir el riesgo de padecer

enfermedades crénico degenerativas.

Tanto Lactobacillus spp. como Lentinula edodes han demostrado tener efectos benéficos en la
salud. La elaboracion de un alimento con potencial funcional a partir de estos dos complementos
podria incrementar el beneficio en los consumidores por interaccion entre ellos y como

consecuencia podrian ayudar a prevenir o reducir el riesgo de padecer enfermedades.
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4. OBJETIVOS.

4.1 General.

Desarrollar un alimento con potencial funcional a partir de Lentinula edodes y Lactobacillus sp.

4.2 Particulares.

e Evaluar el potencial probiotico de las cepas de Lactobacillus spp.

e Determinar las condiciones adecuadas de cultivo para el crecimiento de Lactobacillus spp.

¢ Realizar el acondicionamiento del hongo para su incorporacién en el alimento.

o Determinar las proporciones en que se van a integrar Lentinula edodes y Lactobacillus spp.
en el alimento.

e Establecer la metodologia para la incorporacion de Lactobacillus spp. en el alimento.

o Determinar el efecto de la adicion de los diferentes componentes en el alimento.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Para la realizacion de este trabajo se plante6 el diagrama de trabajo (Figura 1) y la metodologia
descrita en los siguientes puntos.

5.1 Material bioldgico.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron cuatro cepas de Lactobacillus spp. nombradas
como Al, A2, A5, B1 aisladas de agua miel de agaves de la region de Zacatlan en el estado de
Puebla. Como controles positivos se utilizaron las cepas Lactobacillus sp. 22 caracterizada como
probidtica y una cepa aislada del producto comercial Yakult.

El hongo Lentinula edodes se adquirié en la region de Belén en el estado de Tlaxcala.

En las pruebas de antagonismo se utilizaron las cepas indicadoras de Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus 6538P (ENCB-IPN) y EHEC EDL 9333 (CIBA-TLAX).

Para la elaboracion de medios de crecimiento para Lactobacillus spp. se utilizé suero de leche de

vaca proporcionado por de la empresa Lacto productos La Providencia S.A. de C.V.

5.2 Conservacion de las cepas.

Las cepas Al, A2, A5 y B1 se sembraron las en caldo De Man Rogosa y Sharpe (MRS)
incubandose a 37 °C/24 h en condiciones de anaerobiosis, el cultivo fue centrifugado a 10,000
rpm/10min/4°C, se decant6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en caldo MRS con 20
% de glicerol vertiéndose en crioviales para su almacenamiento en un ultracongelador (-70°C).

5.3 Morfologia de Lactobacillus spp.

Se confirmd la morfologia microscépica y colonial de las cepas Al, A2, A5 y B1 por medio de la

prueba de tincion de Gram y la identificacion de colonias tipicas en placa.
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Figura 1. Diagrama general de trabajo.
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5.4 Evaluacion del potencial probidtico de Lactobacillus spp.

La caracterizacion de las cepas de Lactobacillus spp. A1, A2, A5y B1 como probi6ticas se llevé a
cabo con las pruebas de antagonismo, resistencia a pH &cidos y resistencia a sales biliares, las

cuales se describen a continuacion.
5.4.1 Antagonismo de las cepas de Lactobacillus spp. contra bacterias patégenas.

La prueba de antagonismo fue realizada entre los lactobacilos y las cepas indicadoras de
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus 6538P y EHEC EDL 9333 seguln la
técnica descrita por Rammelsberg y Radler (1990) con algunas modificaciones, las cuales
consistieron en un ajuste de inoculo de las bacterias indicadoras a 9 x 10® UFC/ml y el depésito de
220 ul de sobrenadante de Lactobacillus spp. en la placa de agar de soya tripticaseina. El halo de

inhibicion fue medido con ayuda de una regla milimétrica.
5.4.2. Resistencia de Lactobacillus spp. a pH éacido.

Se evaludé la resistencia de las cepas A1, A2, AS5yBlapHde 2.5y 3.5 en caldo MRS con un inoculo
de 2 x 10" UFC/ml, incubandose a 37 °C/24 h, posteriormente se determind la viabilidad de las
cepas por conteo de colonias en placa por el método de Miles & Mirsa (Miles y col., 1938) con
algunas modificaciones las cuales consistieron en agregar 20 pl de la muestra en la caja de agar,
como control positivo se utilizé la cepa de Lactobacillus sp. 22 caracterizada como probiética. Se

registro el pH en cada tiempo de muestreo.
5.4.3 Resistencia de Lactobacillus spp. a sales biliares.

Para la realizacion de esta prueba se siguié la técnica descrita por Burns y col. (2008). Se
prepararon tubos de caldo MRS con 0.3 % de hiel y 0.3 % de &cido taurocolico, posteriormente se
inocularon con 2 x 10" UFC/ml de las cepas Al, A2, A5 y B1 y se incubaron a 37 °C/24 h. La
resistencia de las cepas fue monitoreada por el conteo de las células viables. Se registro el pH en
los tiempos evaluados. Como controles positivos se utilizaron las cepas de Lactobacillus sp. 22

caracterizada como probiética y cepa aislada del producto comercial de Yakult®.
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5.5 Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Lactobacillus spp.

Se elaboraron medios de crecimiento para Lactobacillus spp. formulados con leche de soya y suero
de leche como componentes principales, posteriormente se realizd la optimizacion del medio
seleccionado a fin de obtener un mayor crecimiento celular. Los medios evaluados se mencionan a

continuacion.

5.5.1 Primera seleccién del medio de crecimiento.

Se elaboraron tres medios de crecimiento tomando como base lo reportado por Savoie y col. (2007);
Dimitrijevic-Brankovic y Baras (2001); Pescuma y col. (2008), los medios fueron denominados como
M2 (suero de leche 90 % y sacarosa 10 %), M3 (leche de soya 75 %, sacarosa 10 % y agua 15 %) y
M5 (suero de leche 60 % y leche de soya 40 %), se prepararon ajustado el pH a 6.5, posteriormente
se inocularon con 2 x 10 UFC/ml de la cepa A5 y se incubaron a 37 °C/72 h, se registraron los

conteos de células viables . Como blanco se utilizé el medio de crecimiento sin inoculo.

5.5.2 Segunda seleccién del medio de crecimiento.

De los medios anteriores se selecciond el medio M2 y se evalué el efecto de la adicion de la
sacarosa sobre el crecimiento de Lactobacillus sp. A5. Los medios fueron denominados como M2a
(suero de leche 95 % y sacarosa 5 %), M2b (suero de leche 97.5 % y sacarosa 2.5 %) y M2c (suero
de leche 100% y sacarosa 0 %). A cada medio se le agreg6 un inoculo de 2 x 10" UFC/ml y se
incub6 a 37 °C/72 h monitoreando el crecimiento de la cepa por el conteo de células viables.

5.6 Acondicionamiento de Lactobacillus spp. para su integracion al alimento.
Seleccionada la cepa con potencial probiético y seleccionado el medio de crecimiento, se determiné
la forma en que serian acondicionadas las bacterias para su incorporacion en el alimento, esto se
realiz6 de dos maneras.

La primera consistié en agregar directamente las bacterias &cido lacticas junto con el medio de

crecimiento, para ello se sembraron 2 x 10’ UFC/mI de la bacteria de Lactobacillus sp. en el medio

de crecimiento seleccionado y se incubaron por 16 h a 37 °C.
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La segunda forma de acondicionamiento consistié en el agregado del paquete celular sin el medio
de crecimiento, para ello se sembraron las bacterias en las condiciones de crecimiento anteriores y
se centrifugé a 10,000 rpm/4 °C/5 min, el sobrenadante fue retirado y el paquete celular se lavé dos
veces con agua destilada.

5.7 Acondicionamiento de Lentinula edodes para su integracion en el alimento.

Se someti6 el cuerpo fructifero del hongo fresco a diferentes tratamientos de coccion y secado con
la finalidad de incrementar su contenido de antioxidantes e integrarlo en las férmulas alimenticias.
Enlatabla 1 se puede observar cada uno de ellos. El secado de los hongos se realiz6 en un secador
de charolas.

Los hongos con tratamiento con ebullicién en agua fueron cocidos en dos relaciones hongo:agua, la
primera consistié en poner 10 g de hongo con 100 ml de agua (1:10) y la segunda consistié en poner
10 g de hongo con 200 ml de agua (1:20), el agua de ebullicién utilizada en los tratamientos también
fue analizada.

En todos los tratamientos de coccion y secado del hongo se determiné la concentracién de actividad
antioxidante y polifenoles totales.

5.7.1 Extraccién de los compuestos antioxidantes y polifenoles totales.
La extraccion se realiz6 agregando 1 g de muestra seca 0 10 g de muestra hiumeda en 40 ml de
etanol al 80 %, se dej6 en agitacién a 200 rpm/ 28 °C por 24 h en oscuridad. Pasado este tiempo se

retir6 el sobrenadante y se guardd para su andlisis. El agua de ebullicién fue analizada directamente

sin extraccion.
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Tabla 1. Tratamientos de coccion y secado al hongo Lentinula edodes.

Tratamiento Ebullicion en agua Secado Asado Frito Autoclave Bafio maria
Tiempo (min)  hongo: agua Temperatura (°C) Tiempo (min)
5 10 30 1:10 1:20 35 60 100 2 45 2 45 10 30 5 10 30

H
HE-1 X . . X
HE-2 . X
Hongo fresco HE-3 . . X X
HE-4 X . . . X
HE-5 . X
HE-6 . .o X . X

X

X

HS35
HS35E-1 X . . X
HS35E-2 . X
HS35E-3 . . X X
HS35E-4 X . . . X
HS35E-5 . X
HS35E-6 . . X . X

X

Hongo seco a
35°C

X

HS60
HSG60E-1 X . . X
HS60E-2 . X
HSG60E-3 . . X X
HSG60E-4 X . . . X
HSG60E-5 . X
HSG60E-6 . . X . X

X

Hongo seco a
60 °C

X

HS100
HS100E-1 X . . X
HS100E-2 . X
HS100E-3 . . X X
HS100E-4 X . . . X
HS100E-5 . X
HS100E-6 . . X . X

X

Hongo seco a
100 °C

X

HES35-1 X . . X
HES35-2 . X
HES35-3 . . X X

HES35-4 . . . . X
HES35-5 . X
HES35-6 . . X . X
HES60-1 . . . X

HES60-2 . X
HES60-3 . . X X

HES60-4 X . . . X
HES60-5 . X
HESG60-6 X . X
HES100-1 X . . X

HES100-2 . X
HES100-3 . . X X

HES100-4 X . . . X
HES100-5 . X
HES100-6 . . X . X

X

x
X X X X X X

X

Hongo fresco

x
X X X X X X

X

>
X X X X X X

HS4
HS4As-1 . . . . . . . . X
HS4As-2 . . . . . . . . . X
HS4As-3 . . . . . . . . .. X
HS4Ac-1 . . . . . . . . S X
Hongo seco HS4Ac-2 . . . . . . . . S . X
4°C HS4Ac-3 . . . . . . . . S .. X
HS4A-1 . . . . . . . . S S X
HS4A-2 . . . . . . . . S S . X
HS4B-1 . . . . . . . . S S . . X
HS4B-2 . . . . . . . . S S . . . X
HS4B-3 . . . . . . . . S S . . . . X
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5.7.2 Determinacioén de la actividad antioxidante.

Se determind la actividad antioxidante a las muestras hongos sometidos a los tratamientos de
coccion y secado (Tabla 1) siguiendo la metodologia descrita por Choi y col. (2005). La actividad
antioxidante fue expresada como porcentaje de captura del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
y para su calculo se utilizé la ecuacion:

ﬁbsorbancia de la muestra

L- LAbsorbancia del testigo J " 100

Porcentaje de captura del radical DPPH =

5.7.3 Determinacion de polifenoles totales.

A las muestras de hongo tratadas seguln la tabla 1 se les determiné la concentracion de polifenoles
totales utilizando la técnica de Folin-Ciocalteu descrita por Choi y col. (2005). Los resultados fueron
expresados como mg de &cido galico/g de muestra seca (mg GAE/g muestra seca). Como estandar
se utilizé el acido galico.

5.7.4 Determinacién de eritadenina.

Se realiz6 la extraccion y cuantificacion de eritadenina de las muestras tratadas de hongo Lentinula
edodes (Tabla 1) siguiendo la metodologia descrita por Enman y col. (2007).

La extraccion se realizé colocando 1 g de hongo en 80 ml de metanol (80 % en agua) en reflujo por
3 h, posteriormente se filtr6 en papel Wathman No. 5, una vez hecho esto se evaporé al vacié a
50-60 °C y se diluy6 50 ml de agua destilada. Se hizo pasar tres veces por éter al 99.5 % y se incub6
12 h a -20 °C, pasado este tiempo el precipitado fue eliminado. El liquido fue evaporado al vaci6 a
50-60 °C y se diluy6 en 50 ml de agua destilada.

La concentracion de eritadenina en las muestras de hongo fue cuantificada por HPLC utilizando una
columna de C18 a una temperatura de 23 °C con flujo de 1 ml/min y un detector de UV a 260 nm,
como fase movil se utilizd una mezcla 98:2 de 0.05 % acido trifluoroacético en agua y 0.05 % de
acido trifluoroacético en acetonitrilo. La elucion se realiz6 con gradiente de 98:2 por 5 min, 40:60 por
15 min y 98:2 por 10 min, antes del andlisis los extractos fueron diluidos dos veces en la fase movil
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en la proporcién 98:2. Se realizé una curva de calibracion de 0.006 mg/ml a 0.2 mg/ml con

eritadenina comercial utilizada como estandar.

5.8 Determinacion de las proporciones en que seran integrados Lentinula edodes y Lactobacillus sp.

en el alimento.

Para determinar las concentraciones de Lentinula edodes y Lactobacillus sp. que fueron agregadas
al alimento, se realiz6 un céalculo tomando como base los reportes encontrados de ingesta del hongo
y de los lactobacilos en ratas y humanos, en los cuales se ha encontrado un efecto benéfico por su
consumo. Los calculos consideraron la cantidad de alimento final propuesta en este trabajo que fue
de 80 goml.

5.9 Formulacién de alimento.

Una vez determinadas las concentraciones de agregado del hongo y las bacterias en el alimento, se
realizaron férmulas alimenticias para su posterior evaluacion y ajuste sensorial, la evaluacion de

tales alimentos se realizé en tres etapas las cuales se describen a continuacion.

5.9.1 Primera evaluacién de las férmulas alimenticias.

Consistid en la elaboracion de 67 formulas alimenticias, entre ellas 17 presentaciones de jugos, 9 de
untables, 18 de quesos, 15 de aderezos y 8 de dulces de confiteria, con/sin el agregado de Lentinula
edodes y Lactobacillus sp. a fin de identificar aquellos ingredientes que brindaron mejores

cualidades al alimento. En la tabla 2 se muestra la composicion principal de cada una de ellas.

La evaluacion sensorial se realizé por medio de una prueba hedénica preferencial con un panel de
evaluacién de 6 personas.

5.9.2 Segunda evaluacion de las férmulas alimenticias.

Se realiz6 un ajuste sensorial de las formulas alimenticias aceptadas de la primera evaluacién con el
agregado de Lentinula edodes y Lactobacillus sp. En esta etapa se integré la férmula de natilla de
leche denominada férmula 68°. Se realiz6 una prueba hedodnica preferencial con un panel de 6
personas. Los ingredientes principales de cada una de las féormulas se presentan en la tabla 3.
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Tabla 2. Férmulas alimenticias de la primera evaluacion.

Jugos Quesos Aderezos Untables Confiteria
Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes
I I 1 I I 1 I I 1 I I 1 I 1
1 a 4 0 18 s 4 0 36 Y4 4 0 51 m,r 4 0
2 a,b 4 0 19 s,ee 4 0 37 Ze 4 20 52 m.r 4 20 60 (aa), p, q 4 0
3 a,c 8 20 20 s,ee 4 20 38 Ze 8 20 53 m,r 8 20 61 (aa), p, q 8 0
4 af 4 0 21 s,ee 8 20 39 Zf 4 54’ m,n 4 0 62 (aa), x, p. 4 0
5 af 4 20 22 s,V 4 40 Z.X 4 55 m,n 4 20 63 (aa), x, p. 8 0
6 af 8 20 23 s,n 4 41 ZX 4 20 56 m,n 8 20 64" (bb), g, (cc) 4 0
7 b 4 0 24 t,w 4 42 Z X 8 20 57 m,o 4 0 65 (bb), g, (cc) 8 0
8 e 4 0 25 te 4 43 zy 4 0 58 m.o 4 20 66" (dd) 4 0
9 c,f 4 0 26’ te 4 20 44’ zy 4 20 59 m,o 67 (dd) 8 0
10 g,h 4 0 27 te 8 20 45 zy 8 20
11 i, 4 0 28 t,v 4 46 zy 4 0
127 F.i 4 0 29 ty 4 47" Zy 4 20
13 j 4 0 30 u 4 48 zZX 8 20
14 k 4 0 31 ue 4 49 z,t 4
15 J. k| 4 0 32 u,e 4 20 50 zv 4
16 c 4 0 33 y,e 8 20
17 d 4 0 34 YA 4
35 u,n 4

I= ingrediente, 11=% de Dosis de Lentinula edodes y llI= % de Dosis de Lactobacillus sp.

a) Naranja, b) Pifa, c) Papaya, d) Betabel, €) Mango, f) Jitomate, g) Chayote, h) Zanahoria, i) Manzana, j) Lechuga, k)
Mandarina, l) Calabaza, m) Aguacate, n) Chile poblano, o) Chile arbol, p) Chile en polvo, q) Chile serrano, r) Sal, s)
Queso afigjo, t) Queso panela, u) Queso fresco, v) Camarén molido, w) Orégano, x) Chipotle, y) Nuez, z) Crema, aa)
Chile escarchar, bb) Pelén, cc) Tamarindo, dd) Gomitas, ee) Chile chipotle polvo y ff)Naatilla
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Tabla 3. Formulas alimenticias de la segunda evaluacion.

Jugos Quesos Aderezos Untables
Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes Férmula Ingredientes
I I 1 I 1 I I 1 I I
a,c 9 20 18 s 9 20 36" z,e* 9 20 51 m,r 9 2
a,j 9 20 19 S,X 9 20 37 z,e* 9 20 54’ m,n 9 2
Cj 9 20 21 S, X,* 9 20 38 z.e* 9 20 57 m,o 9 2
14 k 9 20 23 s,n 9 20 39 zf 9 20
22 S,V 9 20 40 z,h 9 20
25 t,x* 9 20 41 z,h* 9 20
26 t,x,* 9 20 42 z,y* 9 20
28 t,v 9 20 43 z,y* 9 20
29’ ty 9 20 vy Z,y* 9 20
31 u,e* 9 20 45 z.e* 9 20
32 u,e* 9 20 46 z.e* 9 20
33 y,e* 9 20 47 z.e* 9 20
34 VA% 9 20 48 z,t 9 20
35 u,n 9 20 49 zv 9 20

* Las proporciones de los ingredientes variaron en la formula con respecto a férmulas similares.

I=ingrediente, 1= %

a) Naranja, b) Pifa, c) Papaya, d)
Mandarina, I) Calabaza, m) Aguac
Queso afigjo, t) Queso panela, u)
Chile escarchar, bb) Peldn, cc) Ta

Tabla 4. Férmulas alimenticias de la tercera evaluacion.

Formula | ] 1]
31 Y, X 9 20
65 (bb), g, (cc 4.5 20




5.9.3 Tercera evaluacion de las férmulas alimenticias.

La tercera evaluacion sensorial se realizé con las férmulas seleccionadas de los ensayos anteriores,
y consistié en ajuste sensorial con la modificacion de las proporciones de los ingredientes a fin de
obtener la mayor aceptabilidad de los panelistas, las férmulas fueron evaluadas por una prueba
hedénica por 68 personas seleccionadas al azar entre 15 y 50 afios de edad y de diferentes
ocupaciones. En la tabla 4 se presentan los ingredientes y dosis de Lentinula edodes y Lactobacillus
sp. de cada férmula.

5.10 Evaluacion del potencial funcional de las formulas alimenticias seleccionadas.

De los ensayos anteriores se seleccionaron dos férmulas alimenticias y se les realizaron las
pruebas de antagonismo, viabilidad de la cepa probidtica, determinacion de la actividad
antioxidante, polifenoles totales y cuantificacion de eritadenina a fin de poder catalogarlas como
alimentos con potencial funcional. A continuacion se describe cada prueba.

5.10.1 Antagonismo de los alimentos contra bacterias patégenas.
El ensayo de antagonismo de las férmulas alimenticias finales contra las bacterias patégenas E.
coli, S. typhimurium y S. aureus se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Rammelsberg y
Radler (1990) con algunas modificaciones (Punto 5.4.1 ).
Se prepararon 10 g de cada alimento, se centrifugaron a 1000 rpm/4 °C/4 min y el sobrenadante fue
utilizado para la realizacion de la técnica, como controles se utilizaron los alimentos con/sin hongo y
bacterias. El halo de inhibicion fue medido con ayuda de una regla milimétrica.

5.10.2 Viabilidad de Lactobacillus sp. en los alimentos.
Las férmulas alimenticias finales fueron preparadas, posteriormente se tom6 0.1 g del alimento, se

hicieron diluciones seriadas y se realiz6 el conteo de células viables por el método de gota en placa
(Miles y col., 1938) hasta los 14 dias de almacenamiento.

23



5.10.3 Determinacion de la actividad antioxidante y polifenoles en los alimentos.

Se evalud la actividad antioxidante y polifenoles totales de las formulas alimenticias finales, la
extraccion de tales compuestos se realizé segin la metodologia descrita en el punto 5.7.1, la
cuantificacion de la actividad antioxidante y polifenoles totales se realiz6 segun lo descrito en el
punto 5.7.2 y 5.7.3.

5.10.4 Cuantificacion de eritadenina en los alimentos.

Se realiz la extraccion y cuantificacion de eritadenina a las formulas alimenticias finales segun lo

descrito en el punto 5.7.4
5.11 Analisis estadistico.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo con sus respectivas replicas, las medias de los
resultados fueron analizados mediante ANOVA (p<0.05). Se utiliz6 el programa Statgraphics Plus

version 5.1 para determinar las diferencias significativas entre las medias individuales usando la
prueba de Tukey.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Morfologia microscépica y colonial de Lactobacillus spp.

Se confirmd la morfologia colonial de los lactobacilos en agar MRS. Se observaron colonias suaves,
convexas, con margenes enteros y redondeados de 2 a 5 mm de didmetro y color crema. En la
morfologia microscopica se observaron bacterias con forma de bacilos largos o cortos, que forman

cadenas, no moviles y Gram positivos, tal como se muestra en la figura 2.

Morfologia microscopica Morfologia colonial

Figura 2. Morfologia de Lactobacillus spp.

La morfologia colonia y microscépica obtenida en este ensayo confirmd la pureza de la cepa crecida
en el medio MRS, asi como las caracteristicas tipicas de los lactobacilos segun lo reportado por
Holzapfel y col. (2001); Tannok (2004); Vamanu y col. (2005) y Mejia y col. (2007).

6.2 Evaluacion del potencial probiético de las cepas de Lactobacillus spp.
Se evalud el potencial probiético de las cepas Al, A2, A5 y B1 a fin de determinar si estas podrian
tener un efecto positivo en la salud del hospedero una vez que hayan sido ingeridas. Para ello se

realizaron ensayos de antagonismo, resistencia a pH &acidos y sales biliares los cuales se describen
a continuacion.

25



6.2.1 Antagonismo de Lactobacillus spp. contra bacterias patégenas.

Los resultados de la prueba de antagonismo de las cepas de Lactobacillus sp. Al, A2, A5 y B1
contra las cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus 6538P y EHEC
EDL 9333 se muestran en la tabla 5.

Se encontrd que todas las cepas presentaron antagonismo contra E. coli y S. aureus, presentando
halos de inhibicion de 1.0 £ 0.23 hasta 1.6 £ 0.21 cm. No se encontro diferencia significativa en la
inhibicion de S. aureus y E. coli por las cepas de Lactobacillus spp. (excepto en la cepa Al para E.
coli). No se encontr¢ diferencia significativa en una misma cepa para inhibir el crecimiento de E. col

0 S. aureus (excepto en la cepa Al para E. coli). Para S. typhimurium no hubo inhibicion.

Tabla 5. Antagonismo de Lactobacillus spp. contra bacterias patégenas.

Halo de inhibicion (cm)

E. coli S. aureus S. typhimurium
Lactobacillus sp. Al 1.0+0.23"" 1.5+0.13%" -
Lactobacillus sp. A2 1.5+0.17 ®A 1.5+0.28%" -
Lactobacillus sp. A5 1.2 +0.34 ®A 1.4+011°%" -
Lactobacillus sp. B1 1.4 +0.30 ®A 1.4+0.15%" -

Control: Lactobacillus sp. 22 1.6 £ 0.21 2 1.5+0.10** -

Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). Letras minusculas: comparacion entre columnas, letras

mayusculas: comparacion entre filas. (-) = no hubo inhibicién. n=6

La inhbicion del crecimiento E. coliy S. aureus por los lactobacilos se puede deber a la producciéon
de sustancias llamadas bacteriocinas, de naturaleza proteica que exhiben actividad bactericida
contra algunos microorganismos (Yamato y col.,, 2003) y pueden destruir la integridad de la
membrana citoplasmatica a través de la formacion de poros (Montville y Chen, 1998 y Chikindas y
col., 1993). Otra manera de inhibir el crecimiento de bacterias como S. aureus es por la produccion
de acidos organicos como el lactico o acético, que afectan el crecimiento de bacterias por la
acidificacién del medio afectando su pared celular (Charlier y col., 2008). Se ha reportado que
algunas bacterias &cido lacticas, ademés de producir bacteriocinas y acidos organicos, producen
pequefias moléculas como el perdxido de hidrégeno, acetaldehido y diéxido de carbono que inhiben
el crecimiento de patégenos (Ouwehand y Vesterlund, 2004).
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La inhibicion de igual magnitud de las cepas A2, A5 y B1 contra E. coli y S. aureus podria deberse a
que todas las cepas provienen de la misma fuente (aguamiel) y quizas a una produccion similar o

parecida de bacteriocinas y acidos organicos (tipo y concentracion).

Ninguna de las cepas ensayadas inhibi6 el crecimiento de Salmonella typhimurium, debiéndose
quizas al tipo de moléculas antagénicas producidas por Lactobacillus spp. y a las caracteristicas
especificas de la cepa indicadora. Sin embargo en otros trabajos como el realizado por Klose y col.
(2010) se ha reportado la actividad antagénica hacia S. typhimirium por L. salivarus FACA12, L.
salivarus LSS y L. salivarus LCS, con halos de inhibicién de 4,5 a 11 mm, lo que indica que cepas

diferentes generan diferentes grados de inhibicién.

Los resultados encontrados en este ensayo superan a los reportados por Zhang y col. (2010),
quienes reportaron halos de inhibicién de 1 a 5 mm con las cepas de Lactobacillus paracasei subp.
M5-L, L. rhamnosus J10-L y L. casei Q8-L contra la cepa indicadora de E. coli, asi como lo
encontrado por Silva y col. (1987) para la cepa de Lactobacillus sp. GG contra E. coli y Salmonella

spp. con halos de inhibicién entre 4 y 8 mm.

Todas las cepas de Lactobacillus spp. presentaron antagonismo contra E. coliy S. aureus y podrian

ser utilizadas para la elaboracion de un alimento funcional.

6.2.2 Resistencia de Lactobacillus spp. a pH acidos.

Una caracteristica de las cepas con potencial probidtico es la capacidad de sobrevivir al pH acido
del estbmago. En este ensayo se evalud la sobrevivencia de las cepas de Lactobacillus sp. A1, A2,
A5yBlapHsde25y3.5.

En la figura 3 se presentan éstos resultados, donde se encontré que no hay un descenso en las
UFC/ml a través del tiempo, todas las cepas fueron resistentes a pH 2.5 y 3.5. Se observa en el
inciso a de la figura 3, que las cepas A5 y 22 (control) muestran un aumento significativo en las
primeras 2 h de incubacion a pH de 2.5 (4.4 x 10" UFC/ml y 4.7 x 10" UFC/ml, respectivamente) y
aunque pasadas estas horas hay un descenso de la poblacién celular, estas se mantienen con
respecto al inoculo inicial. Considerando que el paso del bolo alimenticio por el estbtmago es de
aproximadamente 2 a 4 horas podemos decir que las bacterias ensayadas podrian sobrevivir a esta

condicién de estrés al ser ingeridas o incluso aumentar su nimero.
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Figura 3. Resistencia de Lactobacillus spp. en medio MRS a pH &cido. a) 2.5y b) 3.5.
(=) AL, (-e-) A2, (4-) A5, () Bl y (- control.
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A pH de 3.5 y después de 2 h de inoculacién de la cepa A5 (inciso b, figura 3) se cuantificaron 5.7 x
10" UFC/ml y después de 4 h increment6 a 8.9 x 10" UFC/m, dicha densidad celular es 2.4 veces

superior a la del control cuya méaxima cuenta celular fue de 3.7 x 10" UFC/m.

Lactobacillus spp. es un microorganismo que habita normalmente el intestino delgado (Tannok,
2004) pudiendo soportar condiciones acidas del estbmago, resulta interesante en éste ensayo la
capacidad de sobrevivencia de las cepas debido a que son aisladas de agua miel, donde no existen
condiciones extremas de acidez (pH de 6.5), indicando la capacidad de las cepas para adaptarse al
medio que las rodea, esta adaptacion puede representar la diferencia para la seleccion de cepas
con potencial probi6tico.

Las estratégias de resistencia a pH acidos por los lactobacilos se podria deber a la actividad del
complejo enzimatico FoF;-ATPasa, el cual mantiene un gradiente de tolerancia a pHs acidos por la
traslocacién de protones a través de canales de la membrana hacia el medio extracelular (Corcoran
y col., 2005).

Los resultados obtenidos en este ensayo son similares a los reportados por Shukla y col. (2010) y
Mejia y col. (2007).

Oh y col. (2000) reportaron en L. acidophilus 30CS inoculada en pH &cidos un recuento celular de
de 6 x 10* UFC/ml a las 3 h de de incubacion, la cepa A5 usada en este ensayo supera estos
resultados, debido a que no solo mantiene su numero de UFC/ml, sino aumenta su cuenta celular a
las 2 y 4 h para pH de 2.5y 3.5, respectivamente.

Pan y col. (2009) reportaron que L. acidophilus NIT despues de 3 h de incubacibn apH de 2,3y 4
presentd un porcentaje de sobrevivencia del 0, 10y 60 %, respectivamente, sin embargo, las cepas
Al, A2, A5 y B1 mostraron un 100 % de sobrevivencia despues de las 6 h de incubacion, lo que
sugiere que estas cepas son mas resistentes a las condiciones acidas que las reportadas en otros
trabajos.

Se monitored la sobrevivencia a pH acidos de las cepas de Lactobacillus spp. a las 24 h de
incubacion, la figura 4 (inciso a) muestra los resultados a pH 2.5, donde se encontré que todas las
cepas de Lactobacillus spp. sobreviven a este tiempo de incubacion. No se encontré diferencia

significativa entre las cepas Al, A2, A5 y B1, pero si se encontré diferencia significativa con
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Figura 4. Sobrevivencia de Lactobacillus spp. a las 24 h de incubacién a pH &cidos. a) 2.5y b) 3.5.
(=) Al, (&) A2, (-#) A5, () Bl y (-m+ control. Letras diferentes indican una diferencia significativa
(p<0.05). n=3.
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respecto al control, las cepas de lactobacilos A5 y B1 superan a la cepa de Lactobacillus sp. 22

utilizada como control.

En el inciso b de la figura 4 se observa la resistencia de las cepas a pH 3.5 y 24 h de incubacién, se
encontré una diferencia significativa en la cepa de Lactobacillus sp. 22 (control) con una cuenta
celular de 7.9 x 10’ UFC/ml. La cepa A5 no es igual al control, sin embargo, presento una resistencia
parecida con 6.4 x 10" UFC/ml.

Todas las cepas de lactobacilos sobrevivieron a pH &cidos en el tiempo de incubacion evaluado, las
cuentas celulares mas bajas fueron observadas a pH de 3.5 para la cepa A2 y B1 (2.1 x 10’ UFC/ml
y 2.2 x 10" UFC/ml, respectivamente). Las diferencias encontradas se pueden deber al ambiente
extracelular (pH &cidos) al que estan sometidas. Corcoran y col. (2005) mencionaron que la energia
necesaria para mantener el pH intracelular es incrementada cuando existe una condicion de estrés
y otras funciones celulares que requieren de energia son disminuidas, por lo que no todas las
células sometidas a esta condicion logran sobrevivir. Wu y col. (2011) encontraron que los niveles
de expresion de 33 proteinas son inducidas en L. casei Zhang cuando esta en condiciones de pH

bajos.

La caracterizacion de cepas con potencial probiético nos da la oportunidad de utilizarlas para su
integracion en un alimento, el cual servira de matriz para hacerlas llegar al tracto gastrointestinal,
aqui deberan sobrevivir a pH acidos y metabolitos generados la microflora intestinal. Se debe
asegurar que las bacterias permanezcan viables el mayor tiempo posible, de esta manera el
alimento es el primer eslabén donde las bacterias sufren estrés.

6.2.3 Resistencia de Lactobacillus spp. a sales biliares.

Una de las caracteristicas de los probi6ticos es su resistencia a sales biliares, en este ensayo se
evalug ésta resistencia a las cepas Al, A2, A5y B1 usando hiel comercial y acido taurocélico.

En la figura 5 se presenta la resistencia de Lactobacillus spp. a sales biliares donde se encontré que

las cepas A1, A2, A5y B1 fueron resistentes a hiel y &cido taurocélico, debido a que mantuvieron su

cuenta celular con respecto al inoculo inicial.
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Figura 5. Resistencia de Lactobacillus spp a sales biliares. a) acido taurocolico y b) hiel.
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Se encontré en el &cido taurocdélico (inciso a de la figura 5) que después de las 4 h de incubacién las
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cepas Al, A5 y control (cepa 22) elevaron su nimero de UFC/ml en comparacion con los tiempos
anteriores, siendo de 9.5 x 107, 8.2 x 10" y 1.04 x 10° UFC/m, respectivamente. Para la hiel hay un
comportamiento similar (inciso b), donde las cepas Al, A5 y B1 elevan su nimero de células a 4.1 x
10%, 3.9 x 10® y 3.8 x 10® UFC/m, respectivamente.

Este incremento se podria atribuir a la sintesis de hidrolasas de sales biliares las cuales reducen la
toxicidad del medio permitiendoles adaptarse mejor. Se ha reportado que no todas las bacterias
producen hidrolasas de sales biliares y que no todas las que lo producen son resistentes a estas
condiciones de estrés (Moser y Savage, 2001).

Las primeras 4 h son criticas para la sobrevivencia de Lactobacillus spp. tanto en el estGmago como
en el intestino. El proceso de digestion involucra tiempos largos de residencia que pueden afectar la
viabilidad de las células. Desde que un alimento es consumido hasta que es liberado del estbmago
transcurren 90 min (Berreda y col., 1991), durante el cual las bacterias se encuentran sometidas a
pH &cido, pasado éste tiempo se encuentran nuevamente ante una condicion de estrés: las sales
biliares, cuya concentracion disminuye despues de la primera hora hasta la cuarta hora de
digestion, en este ensayo se encontrd que las bacterias pueden sobrevivir las condiciones de estrés
generadas por las sales biliares.

El incremento significativo de celulas a partir de la quinta y sexta hora de incubacion le podrian
permitir a los lactobacilos adherirse y colonizar el intestino, debido a que la resistencia a sales
biliares en estas horas fue mayor y quizas la célula se encuentre en una condicion de estrés menor

gue en horas anteriores.

Los resultados encontrados en este ensayo son comparables con los realizado por Shukla y col.
(2010) quienes evaluaron la resistencia a sales biliares de varias cepas de Lactobacillus por 3 h de
incubacion, ellos encontaron que la cepa no disminuye su poblacion en los tiempos evaluados.
Tambien coiciden con lo reportado por Moser y Savage (2001) quienes reportaron en varias cepas
de Lactobacillus aisladas de humanos, resistencia a sales de sodio del 4cido taurodesoxicdlico con

cuentas celulares de 2.31x 108 células/ml a las 5 h de incubacion.

La colonizacion y adherencia de Lactobacillus spp. se realiza en el intestino, donde frecuentemente
hay excresién de sales biliares para la emulsificacion de los lipidos, un monitoreo de la resistencia a
estas sales por mas tiempo es fundamental. En este ensayo se evalud la resistencia de las cepas
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Figura 6. Resistencia de Lactobacillus spp. a 24 h de incubacién en sales biliares. a) acido
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diferentes indican diferencia significativa (p<0.05). n=3.
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Al, A2, A3y B1 alas 24 h de incubacioén (Figura 6, incisos a y b).

Se encontré que todas las cepas fueron resistentes a este tiempo de incubacién. En el inciso a de la
figura 6 se observa la resistencia al acido taurocdlico, se encontr6 diferencia significativa en la cepa
de Yakult con 3.3 x 108 UFC/ml, seguida de la cepa A5 con 2.4 x 10® UFC/m.

No se encontr6 diferencia significativa en el ensayo de hiel (inciso b de la figura 6) en las cepas A5 y
la de Yakult, que presentaron cuantas celulares de 2.8 x 10° UFC/ml y 2.9 x 10° UFC/ml,

respectivamente.

Oh y col. (2000) reportaron para varias cepas de Lactobacillus acidophilus resistencia a sales
biliares a las 24 h de incubacion, las cuales aumentaron una orden exponencial sus células con 7 x

10° UFC/ml con respecto al indculo inicial, datos que son simiares a los encontrados en este ensayo.

Comparando la resistencia de las cepas de Lactobacillus spp. a las 24 h de incubacién entre sales
biliares y pH &cidos se encontré que todas las cepas ensayadas fueron mas resistentes a sales
biliares que a pH &cidos. Esto se puede deber al pH del medio el cual se mantuvo en 2.5y 3.5 para
el ensayo de pH 4cido y de 4.5 y 3.5 para el acido taurocdlico y hiel, respectivamente, por lo que el
medio del ensayo de sales biliares cred un ambiente menos hostil a las bacterias.

Se utilizé la correlacién de Pearson para determinar la relacion entre la resistencia a hiel y acido
taurocdlico para la cepa de Lactobacillus sp. A5, encontrando una correlacion positiva fuerte de 0.9,
esto indicé que tanto la hiel como el acido taurocdélico se pueden utilizar para la evaluacion de cepas
resistentes a sales biliares. Considerando que en condicones reales en el intestino no se encuentra
al &cido taurocélico en su forma pura, sino en una mezcla de compuestos conocida como hiel,
consituida por las sales biliares (68 %), lecitina (22 %), colesterol (4 %) y bilirrubina (0.3 %) (Alvarez
Alcalde, 2003).

Todas las cepas de lactobacilos evaluadas en este trabajo presentaron potencial probidtico.
Observando el comportamiento de las cepas Al, A2, A5 y Bl en las diferentes condiciones de
estrés (antagonismo, pH y sales biliares) podemos descartar aquellas con un potencial probiético
menor en comparacion con los controles y con las mismas cepas evaluadas. En la tabla 6 se

observa este analisis.
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Tabla 6. Caracteristicas probioticas de las cepas de Lactobacillus spp.

Antagonismo Resistencia a pH acido Resistencia a sales biliares
Cepa/ Ensayo ] o . )
E. coli S. aureus 25 35 Acido taurocolico Hiel

Al X X X

A2 X X

A5 X X X X X X

Bl X X X

Control 22 X X X X

Cepa de Yakult

X = mejor caracteristica probidtica.

Se encontrd que la cepa A5 es la que presenta mayores caracteristicas probidticas en comparacion
con las demas cepas, por lo cual podria sobrevivir el paso por el tracto gastrointestinal una vez que
haya sido ingerida y fue la seleccionada para su integracién en el alimento con potencial funcional.

6.3 Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Lactobacillus spp.

Se elaboraron medios de crecimiento para la cepa A5 (seleccionada en los ensayos anteriores), a
fin de tener un abasto celular y pueda ser integrada en una férmula alimenticia, tales medios fueron
evaluados en dos etapas que a continuacion se describen.

6.3.1 Primera seleccién de los medios de crecimiento.

Se determingd la viabilidad de la cepa A5 en tres medios de crecimiento elaborados a partir de suero
de leche, leche de soya y sacarosa.

En la figura 7 se muestra el perfil de crecimiento de ésta cepa en los medios evaluados. Se encontré
un mayor crecimiento celular a las 12 h de incubacion en los medios M3 y M5 con 2.6 x 10°y 2.5 x
10° UFC/ml, respectivamente. En el medio M2 se encontraron 1.1 x 10° UFC/ml en el mismo tiempo
de incubacion.

Pasadas las 12 h de incubacién se observé una disminucién de las células en los medios M3 y M5
hasta las 48 y 60 h de incubacién con 6.9 x 10° y 7.6 x 10 UFC/ml, respectivamente. El medio M2
fue el inico que mantuvo una cuenta celular constante hasta las 60 h de incubacion, perfil deseado
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para las cepas con potencial probiético debido a que deben de permanecer viables el mayor tiempo
posible.
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Figura 7. Crecimiento de Lactobacillus sp. A5 en los medios M2, M3 y M5. (-e-M2) suero de leche 90
% y sacarosa 10 %, (-4-M3) leche de soya 75 %, sacarosa 10 % y agua 15 % y (-8-M5) suero de leche 60 %
y leche de soya 40 %. n=3.

La diferencia en crecimiento de la cepa de Lactobacillus sp. A5 en los diferentes medios se debe a la

composicion quimica de cada uno de ellos, asi como a las necesidades nutricionales de la cepa.

Se realiz6 un estimado de la composicion quimica de los medios evaluados (Tabla 7) encontrando
en los medios M3 y M5 una concentracion de sélidos totales de 133.3 y 50.8 g/L, respectivamente. A
mayor concentracion de nutrientes existe la posibilidad de mayor crecimiento celular, debido a que

las células tienen nutrientes para convertirlos en biomasa. La cepa A5 en el medio M5 con menor
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concentracion de sélidos totales presentd una disminucion celular conforme se fueron agotando los
nutrientes. El medio M3 con 133.3 g/L de sélidos totales, presentd un crecimiento acelerado a las 12
h de incubacién, sin embargo, este no disminuy6 tan drasticamente como en el medio M5 debido a
la mayor concentracién de sélidos totales.

Tabla 7. Composiciéon quimica de los medios de crecimiento de Lactobacillus sp. A5

Nutriente / Medio M2 M3 M5
(g/L)
Carbohidratos 145* 113.2 37.0
Proteinas 4.7 20.1 13.8
Total 149.7 133.3 50.8

*Datos calculados

El medio M2 con mayor concentracion de nutrientes (149.7 g/L) fue el que present6 un crecimiento
celular sostenido a partir de las 12 h de incubacién y hasta las 60 h, confiriéndole ventaja sobre los
demés medios evaluados. La concentracion de sdlidos totales en los medios M2 y M3 fue similar
(149.7 y 133.3 g/L, respectivamente) lo cual podria sugerir crecimientos celulares parecidos, sin
embargo depende de la composicion de cada medio y de los nutrientes suministrados para que

exista igual crecimiento.

La fuente de carbono en el medio de cultivo es importante para el crecimiento de las bacterias acido
lacticas. En este ensayo se encontr6 mayor concentracién de carbohidratos en el medio M2 (133.3
g/L) en comparacion con los demas medios. El crecimiento acelerado del la cepa en el medio M3 a
las 12 h de incubacién se podria deber a las caracteristicas nutricionales de la leche de soya. Segln
Bozanic y col. (2011) la leche de soya es un buen sustrato para el crecimiento de bifidobacterias
debido a la asimilacién de oligosacaridos como una fuente de carbono y a la presencia de
B-galactosidasas. La leche de soya de los medios M3 y M5 estimulan el crecimiento de la cepa en
las primeras 12 h de incubacién, sin embargo, pasado este tiempo hay una disminucién celular.

El perfil de crecimiento de la cepa de Lactobacuillus sp. A5 en el medio M3 coincide con lo reportado

por Bozanic y col. (2011) quienes crecen a L. acidophilus y Bifidobacterium spp. en leche de soya y

encontraron a las 8 h de incubacion cuentas celulares de 6.3 x 10° y 1 x 10" UFC/ml,
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respectivamente, a las 24 h observaron una disminucién significativa de las UFC/ml en L.
acidophilus y mencionaron que Lactobacillus spp. crece pobremente en leche de soya, pero este
efecto se ve reducido cuando el in6culo es suplementado con Bifidobacterium spp.

Segun Morishita y col. (1974) la fuente de nitrégeno es importante para el crecimiento de los
lactobacilos. La concentracion de proteina del medio M2 (4.7 %) resultd ser la més favorable para el
crecimiento y sostenimiento de la cepa A5, el medio M3 y M5 con una concentracion de proteina de
20.1 y 13.8 %, respectivamente, favorecieron el crecimiento inicial de la cepa pero no el

mantenimiento de las células viables a través del tiempo de incubacion.

Hebert y col. (2000) reportaron el requerimiento de aminoécidos como el acido glutamico, histidina,
isoleucina, metionina, entre otros, para el crecimiento de L. herviticus CRL 974, la omision de otros
como &cido aspartico, asparagina, glutamina o cisteina no afectd el crecimiento de esta cepa y
algunos otros no son esenciales para el crecimiento de bacterias lacticas, pero funcionaron como
factores de crecimiento. En este ensayo, se realizé un célculo aproximado de los aminoacidos
presentes en cada medio con base a lo reportado por Nilsson y col. (2007); Wang y Calvins (1989),
encontrando mayor concentracion de aminoacidos en los medios M3 y M5 (4643 y 2972 mg/g N,
respectivamente), siendo de aproximadamente de 2 a 10 veces mayor en comparacion con el medio
M2 (674 mg/g N), esto indica que altas concentraciones de aminoacidos estimulan el crecimiento de
la cepa de Lactobacillus sp. A5 en las primeras horas de incubacion pero no el sostenimiento de las
cuentas celulares, esta ultima caracteristica es importante para las cepas con potencial probiético,
por lo que el medio M2 con 674 mg/g N resulté favorable para el crecimiento de la cepa probiética
A5.

Hofman y Thonart (2001) reportaron que la proteina de soya contiene aminoacidos como arginina,
isoleucina y &cido glutamico que favorece el crecimiento de los probi6ticos. Pescuma y col. (2008)
reportaron el crecimiento de Lactobacillus sp. en suero de leche reconstituido con un consumo del
27 al 77 % de treonina y arginina a las 24 h de incubacién. La baja concentracién de aminoacidos en
el suero de leche podria ocasionar un crecimiento celular menor, sin embargo, existen otros factores
que lo favorecen debido a que no disminuye sus cuentas celulares drasticamente como en los
medios M3 y M5. Segun Kuniji y col. (1996) el crecimiento de las bacterias acido lacticas en medios
complejos esté limitado a la produccion de proteasas, al existir mayor concentracion de proteinas en
los medios M3 y M5 existe la posibilidad de menor crecimiento celular debido a que deben de estar

presentes las enzimas necesarias para su desdoblamiento.
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En otros ensayos se inocul6 la cepa A5 en el medio enriquecido MRS, encontrando cuentas
celulares de 1.5 x 10° UFC/ml a las 12 h de incubacion (datos no mostrados), las cuentas celulares
encontradas en los medios M3 y M5 (2.6 x 10° y 2.5 x 10° UFC/ml a las 12 h de incubacién,
respectivamente) son superiores a las encontradas en el medio MRS, los medios M3 y M5 estimulan
el crecimiento de la cepa de manera similar al medio MRS a las 12 h, su posterior crecimiento
dependi6 de la composicién de cada uno de ellos.

Lactobacillus sp. A5 en el medio M2 presentd un perfil de crecimiento ideal para los
microorganismos con propiedades probidticas, los cuales deben de mantenerse viables por largos
periodos de tiempo, se requiere un medio con la capacidad de mantener un nimero constante de
microorganismos y una vez que sea integrado en una matriz alimenticia puedan sobrevivir el tiempo
de almacenamiento y tener efecto benéfico en el hospedero, los medios M3 y M5 no presentan esta
caracteristica. El medio M2 es el seleccionado para el crecimiento de la cepa de Lactobacillus sp.
A5.

6.3.2 Segunda seleccién de los medios de crecimiento.

Con la finalidad de incrementar el crecimiento de la cepa A5, se varid la concentracion de sacarosa
afiadida en el medio M2 seleccionado en el ensayo anterior. En la figura 8 se presentan los
resultados encontrados en cada medio evaluado.

Se puede observar que Lactobacillus sp. A5 inoculada en todos los medios evaluados present6 el
mismo perfil de crecimiento independientemente de la cantidad de sacarosa afiadida. A las 16 h de
incubacién se encontré una diferencia significativa (andlisis no mostrado) en el crecimiento de la
cepa A5 en el medio M2a (suero de leche 95 % y sacarosa 5 %) con una cuenta celular de 1.1 x 10°
UFC/ml y a partir del tiempo 24 h y hasta las 52 h de la fermentacién en este mismo medio se
encontro diferencia significativa en comparacion con los medios M2b y M2c¢. Lactobacillus sp. A5 en
el medio M2c (suero de leche 100 % y sacarosa 0 %) fue el que presentdé menor crecimiento celular
a partir de las 24 h de incubacion.

El comportamiento encontrado en los medios M2a, M2b y M2c indican la capacidad de Lactobacillus
sp. A5 para utilizar los hidratos de carbono y el efecto que tiene la concentracion de sacarosa sobre
su crecimiento, en esté ensayo se encontrd una relacion proporcional entre el crecimiento de la

cepa A5 y las concentraciones de sacarosa afiadidas. No se encontro una diferencia significativa
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Figura 8. Crecimiento de Lactobacillus sp. A5 con diferentes % de sacarosa. (#4-M2) suero de leche
90 % y sacarosa 10 %, (-®-Mz2a) suero de leche 95 % y sacarosa 5 %, (= M2b) suero de leche 97.5 % y

sacarosa 2.5 % y (= M2c) suero de leche 100 % y sacarosa 0 %.

cuando la concentracién de sacarosa fue del 10 % (M2) y del 5 % (M2a) en todos los tiempos
evaluados (excepto al tiempo 36 h), lo cual indica que los medios M2 y M2a son buenos candidatos
para el crecimiento de la cepa A5.

Se realiz6 la estimacion de los sdlidos totales, concentracion de carbohidratos y proteinas en los
medios evaluados (Tabla 8). Se encontré que una concentracion de sélidos totales de 149.7 (M2) o
102.5 g/L (M2a) no afectaron el crecimiento de Lactobacillus sp. A5, sin embargo, cuando la
concentracion de sélidos totales fue de 81.3 y 53 g/L (M2b y M2c, respectivamente) si afectaron el

crecimiento de la capa A5, donde se encontré un crecimiento celular inferior.

41



Tabla 8. Composicion quimica de los medios de crecimiento de Lactobacillus sp. A5

Nutriente / Medio M2 M2a M2b M2c
(g/L)

Carbohidratos 145~ 97.5 76.2 50.0

Proteinas 4.7 50 5.1 5.3

Total 149.7 102.5 81.3 53.0

*Datos calculados

No se encontrd diferencia significativa en el crecimiento de las bacterias con un contenido de
carbohidratos de 145y 97.5 g/L (medios M2a y M2, respectivamente). Las células necesitan energia
en forma de ATP para su supervivencia. Calderén y col. (2003) crecieron a Lactobacillus fermentum
Ogi E1 en diferentes mezclas de sustratos entre ellos almidén, fructosa, sacarosa y glucosa,
encontrando que diferentes mezclas de hidratos de carbono presentan una eficiencia de ATP
diferente sobre la formacion de biomasa (g de biomasa/mol de ATP) y que la competitividad de una
cepa se basa en su capacidad de utilizar simultdneamente hidratos de carbono. Los medios de
crecimiento elaborados en este ensayo contienen principalmente lactosa y sacarosa como fuente
de carbono, la variacion en la concentracién de sacarosa en los medios si tienen un efecto
significativo en el crecimiento de la cepa A5, indicando mayor eficiencia en la produccion de ATP en
el medio M2a (5 % de sacarosa) y M2 (10 % de sacarosa), donde se encontré6 una mayor
concentracion de células viables a partir de las 16 h de incubacion.

El consumo de ambas fuentes de carbono (lactosa y sacarosa) depende del tipo de cepa ensayada,
se ha reportado que algunas cepas de Lactobacillus spp. tienen la capacidad de crecer Unicamente
en un limitado nimero de sustratos prefiriendo la utilizacién de mono y disacaridos (De Vos, 1996).
Se ha reportado en Lactobacillus delbruecki subsp. Bulgaricus CRL 454 inoculadas en suero de
leche reconstituido el consumo del 12 % de la concentracion inicial de lactosa (Pescuma y col.,
2008). En otros ensayos como los realizados por Calderén y col. (2003) las cepas de Lactobacillus
sp. presentaron preferencia por el consumo de sacarosa. Se deben de realizar mas ensayos para
determinar que sustrato es preferentemente consumido por la cepa A5 en los medios evaluados.

La temperatura de fermentacion es un factor importante para el consumo de la lactosa por bacterias

mesofilicas, el incremento de la actividad enziméatica a temperaturas de 30 °C promueve la sintesis
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de enzimas para desdoblar la lactosa (Aritidis y col., 2011). Los medios evaluados en este ensayo
mantuvieron una temperatura de fermentacién de 37 °C que pudiera favorecer la sintesis de
enzimas por los lactobacilos y su uso para adquirir los nutrientes del medio.

En la tabla 9 se muestran algunos parametros cinéticos calculados de los medios de crecimiento,
como la velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de generacion de la cepa. La p fue

calculada cuando el crecimiento celular exponencial se ajusté a un modelo lineal de crecimiento.

Se puede observar en la tabla 9 que no se encontrd diferencia significativa en los medios M2 y M2a
(10 y 5 % de sacarosa, respectivamente) en la velocidad especifica de crecimiento (u) con valores
de 0.25y 0.26 h ™, respectivamente, indicando un crecimiento celular mas acelerado en la fase
exponencial de las bacterias en comparacion con los medios M2b y M2c (2.5 y 0 % de sacarosa,
respectivamente) con velocidades especificas de crecimiento de 0.23 y 0.22 h *, respectivamente.

Tabla 9. Pardmetros cinéticos de la cepa A5 en los medios de cultivo M2, M2a, M2b y M2c.

Parametro / medios de M2 M2a M2b M2c
crecimiento Unidades
Velocidad especifica de h* 025+001*® 026+001% 023+0.004° 0.22+0.007°

crecimiento (u)

Tiempo de generacion h 27+0.19° 26+013° 29+017%® 3.15+0.12

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05), comparacion entre filas. n= 3. M2

(suero de leche 90 % y sacarosa 10 %), M2b (suero de leche 97.5 % y sacarosa 2.5 %), M2a (suero de leche 95 % y
sacarosa 5 %) y M2c (suero de leche 100 % y sacarosa 0 %).

La velocidad especifica de crecimiento encontrada en éste ensayo puede ser comparada con los
reportes de Pescuma y col. (2008) quienes reportaron en Lactobacillus acidophilus CRL 636
inoculada en suero de leche reconstituido una velocidad especifica de crecimiento de 0.23 h ™, sin
embargo, en Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus CRL 454 y S. thermophilus CRL 804
reportaron velocidades especificas de crecimiento de 0.51 y 0.31 h ™, respectivamente. Brizuela y
col. (2001) reportaron en Lactobacillus sp. LB-12 y Lactobacillus B/103-1-5 velocidades de

crecimiento especifico de 0.54 y 0.49 h ™, respectivamente.
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Arskoéld y col. (2008) inocularon a Lactobacillus reuteri ATCC 55730 en 50 g/L de sacarosa, 50 g/L
de glucosa y 25 g/L de glucosa y fructosa como principal fuente de carbono, encontrando
velocidades especificas de crecimiento de 0.82, 0.45 y 0.66 h ™, respectivamente, ellos reportaron la
preferencia al consumo de sacarosa por las bacterias lacticas. La p de las bacterias sembradas en
los medios M2, M2a, M2b y M2 est4 regulada por la fuente de carbono empleada y por factores de
crecimiento que pudieran ser una limitante en comparacion con aquellos medios definidos o semi
definidos. El medio usado por Arskéld y col. (2008) fue un medio de crecimiento enriquecido con
factores de crecimiento adicionales y debido a esto encontraron velocidades de crecimiento
especifico superiores a las encontradas en este trabajo, sin embargo, los medios realizados en este
ensayo son medios econémicos que podrian contrarrestar el menor crecimiento celular con el costo

de produccion.

El tiempo de generacién indica el tiempo que necesitan las células para crecer y dividirse dando
lugar al doble de la poblacion, a mayores velocidades especificas de crecimiento el tiempo de
generacion es menor. En este ensayo se encontré una diferencia significativa entre los tiempos de
generacion, la cepa A5 en los medios con 10 y 5 % de sacarosa (M2 y M2a, respectivamente)
presentd un tiempo de generacién de 2.7 y 2.6 h, respectivamente, en comparacién con los medios
M2by M2c, en donde la cepa necesité mas tiempo para aumentar el doble de su poblacién (2.9y 3.5
h, respectivamente). Arskéld y col. (2008) reportaron tiempos de generacion de 1.2 a 1.4 h en
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 siendo menores a los encontrados en este ensayo, hay que

considerar que ellos utilizan un medio enriquecido y por lo tanto el crecimiento celular fue mayor.

En este ensayo se selecciond el medio con 5 % de sacarosa (M2a) debido a que estimula un mayor
crecimiento celular de la cepa A5 en comparacion con los medios M2b y M2¢, ademas de mantener
su cuenta viable en las 72 h de incubacién y aunque no se encontrd diferencia significativa con el
medio con 10 % de sacarosa (M2) representa un menor costo de produccién con la misma
produccién de células, por lo que es el seleccionado para el crecimiento de la cepa A5.

6.4 Acondicionamiento del hongo para su integracién en el alimento.

Con la finalidad de incrementar la actividad antioxidante del hongo Lentinula edodes se realizaron
diferentes tratamientos de coccion y secado (Tabla 1). En los tratamientos con secado se monitored
la pérdida de peso del hongo a través del tiempo, encontrando un tiempo de secado de 9 h para los
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hongos sometidos a 35y 60 °C y de 7 h a la temperatura de 100 °C, se observé que el tipo de
tratamiento aplicado al hongo no afect6 en el tiempo de secado, debido a que todos los tratamientos
presentaron el mismo perfil en la reduccion de su peso.

Una vez realizados los tratamientos térmicos al hongo, se determiné su actividad antioxidante,

resultados descritos a continuacion.

6.4.1 Determinacion de la actividad antioxidante de los hongos tratados.

Los tratamientos realizados al hongo Lentinula edodes (Tabla 1) implicaron altas y bajas
temperaturas, en este ensayo, se determing el efecto de la temperatura sobre las muestras de
hongo y el efecto de la cantidad de agua utlizada para su tratamiento sobre su actividad
antioxidante. En la tabla 10, se presentan los valores encontrados expresando los resultados como

porcentaje de captura del radical DPPH.

El hongo fresco (H) presenté una concentracion de 61.7 + 0.3 % de captura del radical DPPH,
concentracion que fue superior a las reportadas por Choi y col. (2005) en Lentinula edodes con
valores de 45.1 % de captura del radical DPPH, esta variacion en la concentracion de actividad
antioxidante en una misma clase de hongo podria depender de la variedad, sustrato y condiciones
de siembra al que fue sometido. Barros y col. (2011) reportaron en variedades de castafias
concentraciones diferentes de antioxidantes y reportaron que éste comportamiento se debe al tipo
de cultivo y variedad.

En los tratamientos con ebullicion en agua (HE-1 al HE-6) la actividad antioxidante disminuy6 en
comparacién con el hongo fresco (H), se encontré una diferencia significativa en todos los tiempos y
relaciones hongo: agua evaluadas. La disminucién de la actividad antioxidante podria deberse a la
pérdida de aquellas moléculas sensibles al calor. Estos resultados coinciden con los reportes de
Barros y col. (2011) quienes encontraron una disminucién de la actividad antioxidante de 25 al 54 %
en castafias cocidas en agua por 20 min, atribuyendo el dafio de los antioxidantes a la exposicion al

calor.
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Tratamiento

% captura del

Tratamiento

% captura del

radical DPPH radical DPPH
Control H 61.7 +0.2**
HE-1 29.7 +5.8"°" HE-4 29.3+6.7°"°
HE-2 394+6.0"° HE-5 28.3+1.8%
HE-3 31.0+3.0"" HE-6 26.4+22°%°
AHE-1 53.6 + 1.3"" AHE-4 39.9+2.38"°
AHE-2 53.4+0.2"® AHE-5 304 +1.4°"
AHE-3 482 +2.8°%" AHE-6 29.8+0.5°%"
Control HS35 51.4+1.2°
HS35-E-1 5.1+ 1.4°%A HS35-E-4 32+0.6°%"
HS35-E-2 4.9+ 1.7 A HS35-E-5 4.0+0.2%"
HS35-E-3 3.2+0.6°%" HS35-E-6 6.0+1.0%
AHS35-E-1 45.0+0.9°%" AHS35-E-4 26.3+2.8%
AHS35-E-2 62.5+1.0%" AHS35-E-5 25.3+2.0°"
AHS35-E-3 29.6+1.3%® AHS35-E-6 421+16%
Control HS60 50.8+0.4°
HS60-E-1 39+1.6°%° HS60-E-4 11.3+1.3%
HS60-E-2 39+1.0%" HS60-E-5 27+15°%"
HS60-E-3 5.4+25%" HS60-E-6 27+15°%"
AHS60-E-1 493+2.1°% AHS60-E-4 31.6+1.0°°
AHS60-E-2 66.5 +2.0%" AHS60-E-5 29.9+2.8°"
AHS60-E-3 58.8+7.0"" AHS60-E-6 446+56%"
Control HS100  50.6 +2.0°
HS100-E-1 2.1+0.3%" HS100-E-4 4.1+0.8%"
HS100-E-2 43+05% HS100-E-5 4.1+1.0%"
HS100-E-3 82+13°% HS100-E-6 56+1.7%%
AHS100-E-1 67.4+2.1%* AHS100-E-4 405+0.8°°
AHS100-E-2 67.0+1.3%** AHS100-E-5 54.0+2.42%"8
AHS100-E-3 50.5+1.3°® AHS100-E-6 56.6+1.7*"
Control H 61.7+0.2%
HES35-1 30.7 +0.7°" HES35-4 27.8+15°%"
HES35-2 31.5+1.1° HES35-5 26.1+1.3°"°
HES35-3 25.7+25°% HES35-6 21.9+2.3%
HES60-1 41.8+1.2° HES60-4 37.1+2.3°%"
HES60-2 30.4 +0.9°" HES60-5 24.0+05"
HES60-3 33.8+1.3% HES60-6 15.3+0.79"°
HES100-1 39.7+4.1°" HES100-4 402 +1.2°
HES100-2 24.4+2.4°° HES100-5 326+15%%
HES100-3 28.3+2.6°" HES100-6 182+2.3"
Control HS4 57.6+3.1%
HS4As-1 48.4+2.1° HS4Ac-1 17.3+4.0°
HS4As-2 46.4+3.0° HS4Ac-2 452 +16°
HS4As-3 300+2.2°¢ HS4Ac-3 375+3.7°¢
HS4A-1 57.9+1.9°% HS4B-1 50.4+1.7°
HS4A-2 53.8+1.7° HS4B-2 451+3.1°
HS4B-3 51.0 +0.8"

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05).

Letras minusculas: comparacion entre columnas en una misma relacion hongo: agua, letras

mayusculas: comparacion entre filas de un mismo tratamiento de un mismo tratamiento.

n=6y 3.

Tabla 10. Porcentaje de captura del radical DPPH de los hongos tratados.

H: Hongo fresco

HE-1 al HE-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en larelacién 1:10.

HE-4 al HE-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en larelacién 1:20.

AHE1 al AHE-6: agua de ebullicion de los tratamientos HE-1 al HE-6.

HS35: Hongo seco a 35 °C.

HS35E-1 al HS35E-3: Hongo seco a 35 °C con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:10.
HS35E-4 al HS35E-6: Hongo seco a 35 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:20.
AHS35E-1 al AHS35E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS35E-1 al HS35E-6

HS60: Hongo seco a 60 °C

HSG60E-1 al HS60E-3: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:10.
HSG60E-4 al HS60E-6: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:20.
AHSG60E-1 al AHS60E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS60E-1 al HS60E-6

HS100: Hongo seco a 100 °C

HS100E-1 al HS100E-3: Hongo seco a 100 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:10.
HS100E-4 al HS100E-6: Hongo seco a 100 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:20.
AHS100E-1 al AHS100E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS100E-1 al HS100E-6.

HES35-1 al HES35-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10 con
su posterior secado a 35 °C.

HES35-4 al HES35-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:20 con
su posterior secado a 35 °C.

HES60-1 al HES60-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10 con
su posterior secado a 60 °C.

HES60-4 al HES60-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:20 con
su posterior secado a 60 °C

HES6100-1 al HES100-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10
con su posterior secado a 100 °C.

HES6100-4 al HES100-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20
con su posterior secado a 100 °C.

HS4: Hongo seco a 4 °C.

HS4As-1 al HS4As-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2, 4y 5 min.

HS4Ac-1 al HS4Ac-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior freido en aceite por 2, 4 y 5 min.

HS4A-1 al HS4A-2: Hongo seco a 4 °C con su posterior cocciéon en autoclave por 10 y 30 min.

HS4B-1 al HS4B-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior coccién en bafio maria por 5, 10 y 30 min.
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Las muestras de Lentinula edodes tienen propiedades antioxidantes y es necesario considerar que
presentan radicales generados por procesos normales de la célula como la generacion de energia.
La formacion de radicales libres, esta asociada con el metabolismo normal de las células (Barros y
col., 2007) y es necesario tomar en cuenta la posible interaccion o inhibicién entre diferentes clases
de antioxidantes y los radicales presentes en la muestra que podrian estar afectando la actividad
antioxidante final (Di Majo y col., 2008). Se ha reportado que los procesos térmicos son
generalmente aplicados para extender la vida de anaquel de los productos, sin embargo, los
antioxidantes pueden ser perdidos durante tal proceso debido a la naturaleza de los nutrientes,
algunos de ellos inestables al calor (Choi y col., 2005). Los hongos contienen vitaminas E, C,
niacina, tiamina, riboflavina y biotina (Sasidharan y col., 2010), algunas de ellas son termolabiles y
tienen propiedades antioxidantes, tal es el caso de la vitamina C, la cual es disminuida en procesos

térmicos.

En el agua de ebullicién de los tratamientos HE-1 al HE-6 se encontraron compuestos antioxidantes,
de esta manera, el agua funcion6 como disolvente para su extraccién. Cheung y col. (2003)
utilizaron diferentes disolventes entre ellos metanol y agua para realizar la extraccion de los
compuestos que promueven la actividad antioxidante del hongo Lentinula edodes, encontrando al
agua como un buen disolvente para tal extraccién. Los resultados encontrados en este ensayo para
el agua de ebullicion sugieren que hay la formacién de nuevos compuestos antioxidantes, sin
embargo, no quedan retenidos en el hongo sino pasan a la fase acuosa.

La cantidad de agua agregada al hongo si presenté efecto sobre la formacion de compuestos
antioxidantes. En la relacién 1:20 (HE-4 al HE-6) los hongos estuvieron en mayor contacto con el
aguay se extrajeron en mayor cantidad de antioxidantes por tener mayor area de contacto. En estos
tratamientos se encontré una diferencia significativa con respecto al control (hongo fresco), sin
embargo, debe de considerarse una buena concentracion debido a que estan disueltos 2 veces mas
que en la relacion 1:10. La relacion hongo: agua 1:10 favorecié la actividad antioxidante en los
tratamientos HE-1 y HE-6 (hongos con ebullicibn en agua por 5 y 30 min) y la 1:20 para el
tratamiento HE-5 (hongos con ebullicion en agua por 10 min).

La transferencia de compuestos antioxidantes a la fase acuosa se pueden comparar con los
reportes de Oboh y col. (2010), quienes encontraron en extractos calentados a 100 °C por 10 min de
la hierba del limén, en una relacién 1:10, un incremento del 50 al 70 % de captura del radical DPPH

en comparacion con los extractos no calentados, indicando la transferencia de los compuestos
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solubles al agua debido al calor.

En la tabla 10 se observan los resultados de los tratamientos HS35, HS60 y HS100 (hongos secos a
35, 60 y 100 °C, respectivamente) utilizados como controles, donde se encontré una diferencia
significativa con respecto al hongo fresco (andlisis no presentado) con una disminucién del
aproximadamente 17 %. Miranda y col. (2010) reportaron en las semillas quinoa (Chenopodium
quinoa Willd) un efecto positivo por la accién del secado a 40, 50, 60, 70 y 80 °C, encontrando a los
60 y 70 °C una mayor concentracién de antioxidantes, esto indica que la capacidad antioxidante
depende del tipo de muestra y variedad utilizada, debido a que en este ensayo no se encontraron

resultados similares.

Los tratamientos de secado del hongo a 35, 60 y 100 °C con su posterior ebullicion en agua
(HS35E-1 al HS35E-6, HS60E-1 al HS60E-6 y HS100E-1 al HS100E-6) presentaron una diferencia
significativa con respecto a su control, con una disminucién de aproximadamente 88 al 94 % en
todos los tiempos y relaciones hongo: agua evaluadas, estos tratamientos no representaron una
alternativa de acondicionamiento del hongo Lentinula edodes. Sin embargo, el agua de ebullicién
utilizada incrementé su actividad antioxidante un 21, 30, 33, 32, 6.7 y 11.8 % en los tratamientos
del agua de ebullicion AHS35-2, AH60E-1, AHS100E-2, AHS100E-5 y AHS100E-6,

respectivamente, en comparacion con el control utilizado.

Estos resultados amplian el panorama de los beneficios que podriamos obtener del hongo Lentinula
edodes al ser consumido el cuerpo fructifero y el agua de ebullicion en té o infusiones. Los hongos
han sido usados por muchos afios por culturas orientales como té y alimentos funcionales debido a
su especial fragancia y textura (Manzi y col., 1999). Inonotus obliquus (hongo comestible) ha sido
tradicionalmente usado por sus efectos benéficos a la salud administrado usualmente en extractos
de agua caliente con efectos antimicéticos (Burczyk y col., 1966).

Una explicacion del aumento de la actividad antioxidante en el agua de ebullicion de los
tratamientos podria ser la reportada por Morales y Babel (2002), quienes reportaron un aumento de
antioxidantes en hortalizas cocidas debido a la destruccion térmica de las paredes vy
sub-compartimentos celulares, a la eliminacion de radicales por accion de los antioxidantes, a la
supresion de la capacidad de oxidacion por la inactivacion térmica de las enzimas oxidativas y la
produccién de nuevos compuestos antioxidantes como los productos de la reaccién de Maillard. Xu
y Chang (2008) reportaron que los cambios en las propiedades antioxidantes podrian deberse a la
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lixiviacion de compuestos antioxidantes solubles en agua y la formacion o pérdida de antioxidantes

durante el tratamiento.

En tabla 10 se muestran los resultados encontrados en los hongos con ebullicibn en agua con su
posterior secado a 35, 60 y 100 °C (HES35-1 al HES35-6, HES60-1 al HES60-6 y HES100-1 al
HES100-6). En estos tratamientos se encontré una diferencia significativa en todos los tiempos y
relaciones hongo: agua evaluados con respecto al control, con una reduccién de aproximadamente
32 al 70 %, por lo que estos tratamientos no fueron apropiados para el incremento de la actividad
antioxidante. Segun Choi y col. (2005) el tratamiento de calor puede producir cambios en la
extraccion de los compuestos debido a la disrupcion de la pared celular, los compuestos
antioxidantes encontrados dentro de la célula son mas facilmente librados con el calentamiento, sin

embargo, en estos tratamientos este efecto no se observo.

Los hongos secos a 4 °C presentaron una concentracion de 56.7 + 2.2 % de captura del radical
DPPH, no se encontrd diferencia significativa con respecto al hongo fresco, siendo un tratamiento
gue podria ser considerado para la conservacion de antioxidantes en el hongo. Cheung y col. (2003)
reportaron concentraciones de 38.3 a 40.4 % de captura del radical DPPH en el hongo Lentinula
edodes liofilizado, estos resultados son superados por el tratamiento a 4 °C. El secado a bajas
temperaturas podria mantener la actividad antioxidante del hongo debido a que los cambios
morfologicos en la célula no son drasticos como en el secado a altas temperaturas.

Se encontré una diferencia significativa en los hongos secos a 4 °C a su posterior asado (HS4As-1,
HS4As-2 y HS4As-3) con concentraciones de 48.4 + 1.2, 46.4 + 3.9 y 30.0 + 1.7 % de captura del
radical DPPH, respectivamente. Tubaro y col. (1996) reportaron que el asado destruye algunos
compuestos con propiedades antioxidantes, pero los productos generados por la reaccion de
Maillard aumentan los antioxidantes. En estos tratamientos no se observé la formacién de
antioxidantes, estos disminuyeron con forme aumenté el tiempo de exposicion al calor. Kim y col.
(2011) aplicaron tratamientos de asado a soya negra (Glycine max L. Merrill) a 250 °C por 26, 30 y
34 min, ellos encontraron un incremento en la actividad antioxidante de 48, 65 y 58 %,
respectivamente, en comparacion con la soya no tratada, efecto que no se presenté en el asado del
hongo Lentinula edodes.

En los hongos secos a 4 °C con su posterior freido en aceite (HS4Ac-1, HS4Ac-2 y HS4Ac-3) se

encontr6 una diferencia significativa en comparacién con el control, con una disminucién de
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aproximadamente el 69, 20 y 34 % de captura del radical DPPH, respectivamente. Murcia y col.
(2009) frieron en aceite de oliva (75 ml) vegetales (200 g) entre ellos zanahorias, acelgas, ensaladas
y sopas y encontraron que la actividad antioxidante total no se fue afectada significativamente por
éste tratamiento (excepto en acelgas), en otro ensayo, la inhibicién de la peroxidacion lipidica si es
afectada por el freido. Cho y col. (2008) reportaron que el freido en aceite de oliva algunos
compuestos como las vitaminas y fendles presentes en el aceite pueden preservar o incrementar la
actividad antioxidante, dependiendo de la temperatura, tiempo y grado de enranciamiento del
aceite. El tratamiento de freido aplicado a Lentinula edodes no aumenté su concentracion de
antioxidantes quizas por la cantidad de aceite utilizada (1 ml) y tipo de aceite (aceite refinado de
girasol y/o canola adicionado con 0.007% del antioxidante BHT). Segun Moller (2003) los aceites de
girasol y canola contienen menor cantidad de antioxidantes que los de oliva, por lo que la
transferencia de antioxidantes del aceite al hongo fue menor.

En el hongo seco a 4 °C con su posterior coccidn en autoclave por 2 min (HS4A-1) presentd un valor
de 58.9 + 1.5 % de captura del radical DPPH, no se encontré diferencia significativa con respecto al
control (hongo seco a 4 °C), por lo que podria ser considerado para el acondicionamiento de
Lentinula edodes. Choi y col. (2005) reportaron que la actividad antioxidante de Lentinula edodes
aumento6 aproximadamente un 72 % de captura del radical DPPH cuando sometieron los hongos a
coccion en autoclave a 100 y 121 °C por 10 y 30 min, datos que no son parecidos a los encontrados
en este ensayo, donde Unicamente se mantiene la actividad antioxidante sin aumentarla, esto se

puede deber a la variedad y condiciones de cultivo a las que fue sometido el hongo.

Xu y Chang (2008) reportaron en legumbres cocidas a presiones de 5y 15 psi por 15, 60 y 70 min,
una disminucién de la actividad antioxidante del 51-67 % en guisantes verdes, 49—-67 % en
guisantes amarillos, 33—-83% en garbanzos y 14-26 % en lentejas, en este ensayo se encontré una
disminucion del 0 y 3.4 % para el tratamiento HS4A-1 y HS4A-2, respectivamente.

Los hongos secos a 4 °C con su posterior coccion en bafio maria (HS4B-1, HS4B-2 y HS4B-3)
presentaron una disminucién del 11, 20 y 10 % de captura del radical DPPH, respectivamente, en
comparacién con el control. Aunque en este tratamiento hay una diferencia significativa, esta no es
drastica como en los tratamientos con una ebullicion en agua (con disminuciones de 50 %), esto
podria deberse a que el hongo no estuvo en contacto con el agua y los compuestos antioxidantes no
pasaron a esta fase.
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Se realiz6 una comparacion de los mejores tratamientos aplicados al hongo mostrada en la tabla 11,
en donde se encontré al hongo fresco (H), hongo seco a 4 °C (HS4) y hongo seco a 4 °C con su
posterior coccion en autoclave por 10 min (HS4-2) la mayor concentracion de compuestos
antioxidantes, con valores de 61.7 + 0.3, 56.7 £ 2.2 y 58.9 + 1.5 % de captura del radical DPPH,

respectivamente.

Debido a que el hongo fresco es un producto perecedero es necesario implementar estrategias para
Su conservacion por un mayor tiempo, los tratamientos HS4 y HS4A-2 (secado a 4 °C y secado a 4
°C con su posterior coccidn en autoclave por 10 min) podrian representar una estrategia para evitar
su deterioro y la pérdida de sus caracteristicas antioxidantes.

Tabla 11. Porcentaje de captura del radical DPPH de los mejores tratamientos aplicados al hongo.

Tratamiento % captura del radical DPPH
H 61.7 £0.3*?
HS4 56.7+22°
HS4A-1 58.9+1.5°

*Media + desviacién estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa
(P<0.05).n=6y 3.

H: Hongo fresco

HS4: Hongo seco 4 °C

HS4A-1: Hongo seco 4 °C con posterior coccion en autoclave por 10 min

Los antioxidantes son compuestos que cuando se agregan a los alimentos pueden aumentar la vida
de anaquel (Seok y col., 2010). Antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT han sido utilizados para
evita la oxidacion en alimentos, pero han sido restringidos por ser sospechosos de ser carcinGgenos
(Namiki, 1990). Los tratamientos HS4 y HS4A-2 podrian representar una alternativa para enriquecer

otros alimentos con antioxidantes naturales.

Aungue en el tratamiento HS4As-1 (Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2 min) presentd
una diferencia significativa con respecto al control (con una disminucion del 20 y 14 % de captura del
radical DPPH en comparacion con el hongo fresco y el hongo seco a 4 °C, respectivamente) es de

importancia mencionar que el asado genero6 la formacion de otros compuestos de interés sensorial
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que brindan al paladar de los consumidores mayor aceptacibn en comparacion con otros
tratamientos realizados y podria tener mayor significancia incluso que aquellos cuya actividad
antioxidante fue mayor debido a la conjuncion de dos caracteristicas importantes: la aceptabilidad
de los consumidores y la existencia de compuestos con potencial benéfico a la salud, la aplicacion
de uno o de otro tratamiento dependera del tipo de producto que se requiera obtener.

El tratamiento HS4As-1 (Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2 min) fue el seleccionado
para acondicionar el hongo y utilizarlo en la elaboraciéon de un alimento con potencial funcional
debido a las caracteristicas sensoriales adquiridas durante el asado y mantener una actividad
antioxidante aceptable.

6.4.2 Determinacion de polifenoles totales en los hongos tratados.

Se cuantificd la concentracion de polifenoles totales a cada una de las muestras de hongo tratadas
segun lo descrito en la tabla 1, expresando los resultados como mg equivalentes de acido gélico por
g de muestra seca (mg GAE/g muestra seca).

En la tabla 12, se muestran los valores encontrados en los tratamientos. Donde se observa que el
hongo fresco presenté una concentracién de 10.1 + 2.7 mg GAE/g muestra seca, concentracion que
supera lo reportado por Choi y col. (2005), quienes encontraron en Lentinula edodes
concentraciones de 0.29 mg GAE/g muestra seca. La concentracion y composicion de compuestos
fendlicos en los hongos puede ser afectada por la variedad, composicion del medio de crecimiento,
técnicas de produccion, condiciones de crecimiento y preparacion de sustratos (Heleno y col.,
2010).

En otros hongos comestibles se ha reportado la presencia de polifenoles totales, en Tricholoma
portentosum se han encontrado valores de 10.8 + 0.47mg GAE/g muestra seca (Ferreira y col.,
2007), en Laccaria laccata 1.5 + 0.02 mg GAE/g muestra seca, en Suillus mediterraneensis 7.4 +
0.21 mg GAE/g muestra seca, en R. vesca 6.6 + 0.36 mg GAE/g muestra seca, en H. aurantiaca
7.9 £ 0.29 mg GAE/g muestra seca y en C. alexandri 1.5 £ 0.06 mg GAE/g muestra seca (Heleno y
col., 2010). En este ensayo se encontré al hongo Lentinula edodes con altas concentraciones de
polifenoles totales comparado con otro tipo de hongos comestibles.
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Tabla 12. Polifenoles totales en los hongos tratados.

Tratamiento mg GAE/g Tratamiento mg GAE/g
muestra seca muestra seca
Control H 10.1 +2.7*°
HE-1 6.4+1.7"" HE-4 6.1+£1.2°"
HE-2 109 +£3.1%*" HE-5 48+1.3°
HE-3 5.0+ 1.6°" HE-6 3.1+£0.9°%
AHE-1 1.0+£01 AHE-4 0.5+0.0°"
AHE-2 26+0.0"" AHE-5 0.4+0.0"°
AHE-3 21+0.1°% AHE-6 0.7+0.2°°
Control HS35  15.0+0.9°
HS35-E-1 2.2+04" HS35-E-4 1.3+0.3%"
HS35-E-2 27+08"" HS35-E-5 1.0+03%®
HS35-E-3 2.3+0.4%4 HS35-E-6 1.1+01%®
AHS35-E-1 0.8+0.2 %" AHS35-E-4  0.2+0.03°°
AHS35-E-2 1.3+0.3"" AHS35-E-5  0.2+0.04°
AHS35-E-3  0.2+0.02°° AHS35-E-6  0.4+0.03°"
Control HS60  15.9+1.8°
HS60-E-1 1.5+04"" HS60-E-4 1.3+05"
HS60-E-2 1.2+04"° HS60-E-5 1.4+02°"
HS60-E-3 1.6+0.6"" HS60-E-6 1.6+05°"
AHS60-E-1 0.5+0.1° AHS60-E-4 0.2+0.0%"
AHS60-E-2 1.4+02°" AHS60-E-5  0.3+0.0°
AHS60-E-3  1.4+0.06°" AHS60-E-6 0.6 +0.2°°
Control HS100 17.7+14°2
HS100-E-1 21+£04"" HS100-E-4 21+05"
HS100-E-2 30+£1.1°" HS100-E-5 24+04""
HS100-E-3 3.2+02"" HS100-E-6 25+0.3"°
AHS100-E-1  1.0+0.0%  AHS100-E-4  0.6+0.1°" H: Hongo fresco
caA be,B HE-1 al HE-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en larelacién 1:10.
AHS100-E-2 1301 AHS100-E-5 06+0.2 HE-4 al HE-6: Hongo fresco con ebullicion en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20.
AHS100-E-3 24£0.7"" AHS100-E-6 21+06™" AHEL1 al AHE-6: agua de ebullicién de los tratamientos HE-1 al HE-6.
HS35: Hongo seco a 35 °C.
Control H HS35E-1 al HS35E-3: Hongo seco a 35 °C con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:10.
HES35-1 7.8+04°° HES35-4 10.3+0.8°" HS35E-4 al HS35E-6: Hongo seco a 35 °C con ebullicion en agua por 5, 10 y 30 min y la relacion 1:20.
HES35-2 55+0.7 a,8 HES35-5 128 +0.7 aA AHS35E-1 al AHS35E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS35E-1 al HS35E-6
4B aA HS60: Hongo seco a 60 °C
HES35-3 53+09" HES35-6 12.3+£09° . . .
HSG60E-1 al HS60E-3: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:10.
HSG60E-4 al HS60E-6: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:20.
HES60-1 6.3+0.9”" HES60-4 53+0.7"" AHS60E-1 al AHS60E-6: agua de ebullicién de los tratamientos HS60E-1 al HS60E-6
HES60-2 4.6+0.6°" HES60-5 5.0+0.8"" HS100: Hongo seco a 100 °C
HES60-3 3.0+ 1.4%A HES60-6 38+ 1.0%A HS100E-1 al HS100E-3: Hongo seco a 100 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:10.
HS100E-4 al HS100E-6: Hongo seco a 100 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:20.
AHS100E-1 al AHS100E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS100E-1 al HS100E-6.
HES100-1 8.9+1.7%" HES100-4 6.4+1.2°° HES35-1 al HES35-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10 con
HES100-2 8.4+3.0%" HES100-5  54%1.2%" su posterior secado a 35 °C.
HES100-3 4.2 +0.5%A HES100-6 30+03°8 HES35-4 al HES35-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20 con
su posterior secado a 35 °C.
Control HS4 103+1.72 HES60-1 al HES60-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10 con
HS4As-1 87+1.1° HS4AC-1 77+09° su posterior secado a 60 °C. B _ )
b a HES60-4 al HES60-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20 con
HS4As-2 85+0.6 HS4Ac-2 124 £1.3 su posterior secado a 60 °C
HS4As-3 7.2+05° HS4Ac-3 11.3+12% HES6100-1 al HES100-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:10
con su posterior secado a 100 °C.
a ab HES6100-4 al HES100-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20
HS4A-1 115+ 0.6 HS4B-1 1043 £0.6 )
con su posterior secado a .
a a t d 100°C
HS4A-2 13.0+£0.8 HS4B-2 11.4+0.3 HS4: Hongo seco a 4 °C.
HS4B-3 11.7+0.5?2 HS4As-1 al HS4As-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2, 4 y 5 min.

HS4Ac-1 al HS4Ac-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior freido en aceite por 2, 4 y 5 min.

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05).

. . . L HS4A-1 al HS4A-2: Hongo seco a 4 °C con su posterior coccion en autoclave por 10 y 30 min.
Letras minGsculas: comparacion entre columnas en una misma relaciéon hongo: agua,

. . . . . . . HS4B-1 al HS4B-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior coccion en bafio maria por 5, 10 y 30 min.
letras mayudsculas: comparacion entre filas de un mismo tratamiento de un mismo tratamiento.

n=6y 3.
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En tabla 12 se observa el tratamiento de ebullicion en agua por 10 min y la relacién 1:10 (HE-2) el
cual no present6 diferencia significativa con respecto al control, con un valor de 10.9 + 3.1 mg
GAE/g muestra seca. En los demas tratamientos de ebullicion en agua (HE-1, HE-3 y HE-4 al
HE-6) se encontrd una disminucién en los polifenoles totales del 36 — 69 %. La ebullicién en agua al
tiempo 10 min podria estar generando la liberacion de polifenoles de los compartimentos celulares.

Se encontré un efecto por la cantidad de agua utilizada en el hongo, el cual presentd diferencia
significativa en la relacién 1:10 en todos los tiempos evaluados, la 1:20 favorecié Unicamente el

tratamiento HE-4.

El agua de ebullicion de los tratamientos HE-1 al HE-6 presentd el mismo comportamiento
encontrado en el ensayo de actividad antioxidante, ésta sirvié de disolvente para la extraccion de
polifenoles, sin embargo la concentracion encontrada fue del 3 y 25 % en comparacion con el
control. En el agua de ebulliciéon se encontro diferencia significativa entre las relaciones hongo: agua

evaluadas.

Oboh y col. (2010) reportaron en extractos de hierba de limén un aumento en su contenido de
polifenoles totales de 0.3 £ 0.2 a 0.5 £ 0.3 mg GAE/g cuando fueron calentados a 100 °C por 10 min,
en comparacion con los no es calentados, esto indica, que el agua de ebullicién de los extractos de

plantas retienen en su fase compuestos polifenolicos, efecto que es observado en este ensayo.

Im y col. (2011) sometieron cebollas blancas a coccidn en agua en una relacién 1:10 por 5, 10, 20,
40 y 60 min y encontraron una disminucion de los polifenoles totales conforme avanzé el tiempo de
ebullicién, a los 10 y 40 min de tratamiento reportaron una disminucién del 7 y 49 % de polifenoles
totales. Resultados comparables a lo encontrado en el tratamiento HE-2 y HE3 donde se encontré
una disminucién del 8 y 52 %, respectivamente. La perdida de polifenoles no es totalmente
conocida, sin embargo, podria atribuirse a la transformaciéon o descomposiciéon quimica de los
fenoles (Xu y Chang, 2008).

En los tratamientos HS35, HS60 y HS100 (hongos secos a 35, 60 y 100 °C, respectivamente) se
encontré6 una diferencia significativa con respecto al control, con concentraciones superiores al
hongo fresco (andlisis no presentado) de 15.0+0.9,15.9+ 1.8y 17.7 + 1.4 mg GAE/g muestra seca,
respectivamente, representando un incremento del 40-58 %. Estos resultados superan las

concentraciones reportadas por Yang y col. (2002) quienes registraron concentraciones de
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polifenoles totales en Lentinula edodes 271 y Lentinula edodes tainung secos a 40 °C de 6.27 + 0.02
y 9.11 + 0.07 mg /g, respectivamente. Yi y Wetzstein (2011) reportaron en romero (Rosmarinus
officinalis) y otras hierbas culinarias, un incremento de los polifenoles totales en comparacién con
las muestras frescas cuando fueron secados en una estufa a 40 y 70 °C, sin embargo, depende del
tipo de muestra a analizar que éste patrén de incremento se repita. Miranda y col. (2010) reportaron
en las semillas quinoa (Chenopodium quinoa Willd) secas a 40 °C y 60 °C una disminucién del
contenido de polifenoles totales del 39 y 82 %, respectivamente. El secado de los hongos a 35, 60 y
100 °C favorece el incremento de los polifenoles totales.

Cuando los hongos fueron secados con su posterior ebulliciébn en agua (HS35E-1 al HS35E-6,
HS60E-1 al HS60E-6 y HS100E-1 al HS100E-6) se encontré una diferencia significativa en
comparacién con el control, en todas las temperaturas, tiempos y relaciones hongo: agua
evaluadas, observandose una disminucion del 80-97 %. Estos tratamientos no fueron considerados
para el acondicionamiento del hongo. En el agua de ebullicién de estos tratamientos se encontro del
1 al 13 % de polifenoles totales en comparacion con el control, por lo que no son una buena fuente
de polifenoles.

Los tratamientos HES35-5, HES35-6 (hongos con ebullicion en agua por 10 y 30 min con su
posterior secado a 35 °C), HES100-1 y HES100-2 (hongos con ebullicién en agua por 5y 10 min con
su posterior secado a 100 °C) no presentaron diferencia significativa con respecto al control. La
relacion hongo: agua que aumento los polifenoles totales en los tratamientos HES35-1 al HES35-6
(Hongo con ebullicion en agua con su posterior secado a 35 °C) fue la 1:20, en los tratamientos
HES60-1 al HES60-6 (Hongo con ebullicion en agua con su posterior secado a 60 °C) no se
encontro diferencia significativa y en los tratamientos HES100-1 al HEs100-6 (Hongo con ebullicién
en agua con su posterior secado a 100 °C) fue la relacion 1:10.

Los hongos secos a 4 °C (HS4) no presentaron diferencia significativa con respecto al hongo fresco
(analisis no mostrado), por lo que este tratamiento puede ser considerado para el
acondicionamiento del hongo. Cuando los hongos fueron secados a 4 °C con su posterior asado
(HS4As-1 al HS4As-3) se observé una diferencia significativa, con una disminucion de 15 - 17 % de
polifenoles totales. EI comportamiento de los polifenoles al tratamiento de asado es diferente
dependiendo de la muestra y variedad a analizar. Kim y col. (2011) aplicaron tratamientos de asado
a la soya negra (Glycine max L. Merrill) a 250 °C por 26, 30 y 34 min y encontraron un incremento de

los polifenoles de 27, 33 y 32 %, respectivamente, en comparacion con el no tratado, resultados
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diferentes a los encontrados en Lentinula edodes. Segun Barros y col. (2011) la variacién entre el
contenido de polifenoles de diferentes muestras podria deberse a las propiedades de transferencia
térmica que pudieran afectar el paso del calor y su liberacién o produccién. Otro factor importante es
la geometria de la muestra, en este tratamiento Lentinula edodes fue asado sin alterar su geometria,
asegurando que el tiempo de contacto con el calor en una area del hongo fuera el mismo en otras
areas, sin embargo por la geometria del hongo, no todas las partes recibieron la misma cantidad de

calor y quizas por ésta razon el contenido de polifenoles no se incrementd.

En los hongos secos a 4 °C y posteriormente fritos en aceite por 4 y 5 min (HS4Ac-1 y HS4Ac-2,
respectivamente) se encontré un aumento significativo de polifenoles totales con respecto al control,
con una concentracion de 12.4+ 1.3 y 11.3 + 1.2mg GAE/g muestra seca, respectivamente En el
tiempo 2 min de coccién se encontrd una disminucion del 25 % de polifenoles totales. Resultados
similares fueron encontrados por Azizah y col. (2009) quienes reportaron en calabaza (Cucurbita
moschato) frita por 2, 4 y 6 min una disminucién del 18 al 56 % de polifenoles, atribuyéndolo a la
inestabilidad de los compuestos al calor. Sahlin y col. (2004) reportaron en tomates (Lycopersicon
esculentum L. var. Excell y Aranca) fritos una pérdida de los polifenoles. La disminucién o aumento
de los polifenoles totales y de la actividad antioxidante en los procesos de coccién que involucran
altas temperaturas no es claramente entendido debido a la complejidad de interacciones de los
compuestos bioactivos.

Cuando se sometio a los hongos secos a 4 °C a su coccién en autoclave y bafio maria, HS4A-1 al
HS4A-2 y HS4B-1 al HS4B-3) no se encontrd una diferencia significativa en el contenido de
polifenoles, estos tratamientos podrian considerarse para el acondicionamiento del hongo.

En la coccion del hongo en autoclave a 121 °C se encontrd un incremento de los polifenoles totales
del 10 y 13 % a los 10 y 30 min, respectivamente. Dicho aumento también es reportado por Choi y
col. (2005) en Lentinula edodes tratado térmicamente en autoclave a 100 °C por 15 y 30 min, ellos
encontraron un incremento de 24 y 29 %, respectivamente, a 121 °C por 15 y 30 min un aumento de
32 y 88 %, respectivamente. Aungue tal aumento encontrado en este ensayo no es de la misma
magnitud al reportado por Choi y col. (2005), el tratamiento de coccion en autoclave es favorable
para mantener los polifenoles totales. Kyoung y col. (2010) reportaron en Inonotus obliquus un
aumento en los polifenoles por el tratamiento de calor a 120 °C por 3 h. En otras investigaciones
como las realizadas por Xu y Chang (2008) en guisantes y otras legumbres cocidas al vapora 5y 15
psi por 15, 60 y 70 min se encontré una reduccion de los polifenoles totales del 10 al 30 %, a los 60
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y 70 min de coccibn, respectivamente y a los 15 min una pérdida del 100 %. Wolosiak y col. (2011)
en guisantes y judias verdes aplicaron un tratamiento de coccién al vapor y encuentran una
reduccion del 16 y 33 %, en otro ensayo aplicaron un tratamiento de congelacién a -18 °C con su
posterior coccién al vapor y encontraron una disminucion del 53 y 71 % de polifenoles totales, el
tratamiento de congelacion a -18 °C resultd perjudicial a los compuestos bioactivos. En este ensayo
la temperatura de secado a 4 °C y el tratamiento en autoclave y bafio maria favorecieron los
polifenoles.

En la tabla 13, se presentan los tratamientos que incrementaron los polifenoles totales en Lentinula
edodes en comparacion con el hongo fresco, estos tratamientos representan una alternativa para
aumentar la vida de anaquel del hongo Lentinula edodes y la conservacion de polifenoles totales, el
uso de un tratamiento u otro depende de la aplicacion al que sea destinado, por ejemplo, los
tratamientos de secado podrian ser aplicados para la conservaciéon del hongo, el agua de ebullicion,
coccion en autoclave, bafio maria y en aceite podrian tener una aplicacién gastronémica debido a

las caracteristicas sensoriales adquiridas con el tratamiento.

Tabla 13. Polifenoles totales de los mejores tratamientos aplicados a Lentinula edodes.

Tratamiento mg GAE/g muestra seca
HS100 17.7 £1.4*2
HS60 159+1.8°
HS35 15.0+0.9°
HS4A-2 13.0+0.8°
HES35-5 12.8+0.7°
HS4Ac-2 124+1.3%

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05). n=6 y 3.
HS100: Hongo seco 100 °C

HS60: Hongo seco 60 °C

HS35: Hongo seco 35 °C

HS4A-2: Hongo seco 4 °C + autoclave por 30 min

HES35-5: Hongo ebullicién en agua por 10 min en la relacion 1:20 + secado 35 °C

HS4Ac-2: Hongo seco 4 °C + freido en aceite por 4 min
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Para la realizacién de este trabajo se seleccioné el tratamiento HS4As-1 (hongo seco a 4 °C con su
posterior asado por 2 min), que aunque no presentd una concentracion de polifenoles totales igual al
control, si presentd una actividad antioxidante aceptable, ademas el proceso de asado mejoré la

aceptabilidad sensorial del hongo.

6.4.3 Relacion entre la actividad antioxidante y polifenoles totales.

La correlacion entre los antioxidantes y los polifenoles totales se determiné utilizando la correlaciéon
de Pearson del programa Excel de Microsoft office. En la tabla 14 se presentan los tratamientos
donde se encontré6 una correlacion fuerte. La correlacibn mostrada indica que al aumentar o
disminuir la concentracion de polifenoles totales disminuyen o aumentan los antioxidantes en las

muestras de hongo tratadas.

Tabla 14. Correlacion entre polifenoles totales y porcentaje de captura del radical DPPH en los

hongos tratados.

Tratamiento Correlacion

HS60 0.99
HES60-2 0.96
HES60-6 0.97
HES100-4 1.00
HS35E-6 0.96
HS100E-3 0.91
HS100E-6 0.99

HS60: Hongo seco a 60 °C

HES60-2: Hongo con ebullicion en agua por 10 min en la relacién 1:10 con su posterior secado a 60 °C
HES60-6: Hongo con ebullicion en agua por 30 min en la relacién 1:20 con su posterior secado a 60 °C
HES100-4: Hongo con ebullicién en agua por 5 min en la relacién 1:20 con su posterior secado a 100 °C
HS35E-6: Hongo seco a 35 °C con ebullicion en agua por 30 min en la relacion 1:20

HS100E-3: Hongo seco a 100 °C con ebullicion en agua por 30 min en la relacién 1:10

HS100E-6: Hongo seco a 100 °C con ebullicion en agua por 30 min en la relacién 1:20

En los demas tratamientos no se encontré6 una correlacion entre la actividad antioxidante y el

contenido de polifenoles totales, esto se puede deber a que los polifenoles totales no siempre
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contribuyen a la actividad antioxidante de las muestras, existiendo la posibilidad de formacién de
otros compuestos con propiedades antioxidantes. Es necesario realizar mas estudios para
determinar el efecto del tratamiento y la posible correlacion entre los polifenoles totales y los

antioxidantes en las muestras.

La variacion entre el contenido de antioxidantes y polifenoles totales de las muestras de hongo
tratadas térmicamente podria deberse a que varios compuestos fendlicos tienen diferentes
respuestas antioxidantes basados en su nimero de OH y OCH; (Finnotti y Majo, 2003), la presencia
de altas concentraciones de polifenoles totales no siempre representa una actividad antioxidante
alta, depende de la estructura quimica de cada compuesto y su capacidad de captura de radicales
libres.

Varios estudios, entre ellos los realizados por Navarro y col. (2011) indican que después de un dafio
en el tejido hay un incremento en la capacidad antioxidante. Reyes y col. (2007) reportaron que
después de que una planta sufre un dafio en el tejido, comienza la sintesis de fenoles, pero ésta
sintesis resulta de un balance entre tal sintesis y el rango de utilizacién. En este ensayo, las células
de las muestras tratadas térmicamente no son viables, por lo tanto, Unicamente existe la salida de
compuestos de sus compartimentos celulares por accién del calor. Otro factor importante es el
grado de polimerizacion de las moléculas, moléculas monoméricas tienen diferentes capacidades

antioxidantes en comparacion con las poliméricas (Arnous y col., 2002).

La formacion de nuevos compuestos (diferentes a los polifenoles) podria explicar la falta de
correlacion entre las muestras tratadas térmicamente. Un compuesto que puede contribuir a la
actividad antioxidante final del hongo es la tioprolina. Unger y Demoss (1995) encontré tioprolina en
el hongo Lentinula edodes. Jones (1999) reportd que la tioprolina es capaz de atrapar los nitritos en
el cuerpo permitiendo que sean removidos en la orina funcionando como un compuesto
antioxidante. Kurashima y col. (1990) no encontraron tioprolina en Lentinula edodes cuando esta
crudo, sin embargo, cuando es secado a altas temperaturas las concentraciones de tioprolina
aumentaron de 134 a 406 ug/100 g de hongo seco. Suvachittanont y col. (1996) reportaron en
semillas de Parkia speciosa un incremento significativo en las concentraciones de tioprolina cuando
las semillas son calentadas en agua por 5 min en la relacién 1:10, altas concentraciones de tioles en
semillas de Parkia speciosa indico la presencia de altas cantidades de cisteina, que aunado a altas
concentraciones de formaldehido provocé un incremento en la concentracion de tioprolina cuando

las semillas fueron calentadas. El tratamiento de coccion y secado podria dar como resultado la
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formacion de de tioprolina en el hongo y contribuir a su actividad antioxidante.

6.4.4 Determinacion de eritadenina en los hongos tratados.

A las muestras de hongo tratadas segun la tabla 1 se les realiz6 la extraccién y cuantificacion de
eritadenina por HPLC, utilizando como estadndar eritadenina comercial, los resultados fueron
expresados como mg de eritadenina/100 g hongo seco. En la figura 9 se presenta la curva de
calibracion de la eritadenina la cual fue utilizada para el calculo de la concentracién de eritadenina

en cada muestra.

En la tabla 15 se presentan las concentraciones de eritadenina encontradas en los tratamientos
evaluados en éste ensayo. En los hongos secos a 35, 60 y 100 °C (HS35, HS60 y HS100,
respectivamente) utilizados como controles, se encontraron concentraciones de 30.50 + 1.0, 38.4 +
2.1y 39.2 £ 3.3 mg/100 g muestra seca, respectivamente, estos resultados no superan a los
encontrados por Enman y col, (2007) quienes reportaron en Lentinula edodes seco
concentraciones de 320 a 630 mg/100 g de muestra seca y en hongos con un pretratamiento
enzimatico reportaron concentraciones de 380 mg/100 g muestra seca, estas diferencias se pueden
deber a la variedad de hongo utilizada y a las condiciones de siembra al que fue sometido.
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Figura 9. Curva de calibracion para la eritadenina. n=3
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Cuando los hongos fueron sometidos al secado a 60 °C con su posterior ebullicibn en agua
(HS60E-1 al HS60-5) se encontré un incremento en la concentracion de eritadenina conforme
aumento el tiempo de ebullicién en agua. La maxima concentracion encontrada en este tratamiento
fue altiempo 10 min y la relacion 1:20 (HS60E-5) con 79.1 + 0.3 mg /100 g muestra seca. El agua de
ebullicion utilizada en este tratamiento present6 una disminucion del 100 y 90 % en comparacion

con el control.

Los hongos secos a 100 °C con su posterior ebullicion en agua (HS100E-1 al HS100E-6),
presentaron una reduccion del 32 al 39 % en todos los tiempos evaluados en comparacion con el
control, el secado a 100 °C no fue favorable para aumentar la concentracién de eritadenina en el
hongo. En el agua de ebullicion de este tratamiento se encontré una disminucion del 80 % al 93 %

en comparacion con el control.

En los tratamientos HES35-2 (Hongos con ebullicion en agua por 10 min en la relacién 1:10 con su
posterior secado a 35 °C), HES35-4 y HES35-6 (Hongos con ebullicion en agua por 5y 30 min en la
relacion 1:20 con su posterior secado a 35 °C) se encontrd un incremento de eritadenina del 8,55y
58 %, respectivamente, en comparacion con el control. La relacion 1:20 de estos tratamientos fue la
que favorecié el aumento de eritadenina en el hongo, quizas porque el hongo estuvo en mayor
contacto con el agua, provocando la salida de eritadenina de los compartimentos celulares.

Se encontré una diferencia significativa en el tratamiento HES60-1 y HES60-4 (hongo tratado con
ebullicion en agua por 5 min en la relacion 1:10 y 1:20 y posteriormente secado a 60 °C) con un
incremento del 61 y 140 % de eritadenina, respectivamente. La relacion hongo: agua que aumentd
la concentracién de eritadenina en estos tratamientos fue la 1:20.

Los tratamientos HES100-2, HES100-3 (hongos con ebullicion en agua por 10 y 30 min en la
relacion 1:10 y posteriormente secados a 100 °C) y HES100-5 (hongos con ebullicion en agua por
10 en la relacion 1:20 y posteriormente secados a 100 °C) presentaron una diferencia significativa
en comparacion con el control, incrementando su concentracion de eritadenina de un 25, 27 y 120

%, respectivamente, en comparacion con el control.

Los hongos secos a 4 °C (HS4) presentaron 1.7 a 2.2 veces mas la concentracion de eritadenina
gue los hongos secados 100 y 60 °C, las temperaturas de secado bajas resultaron favorables para
el aumento de la eritadenina en el hongo.
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Tabla 15. Cuantificacion de eritadenina de los tratamientos realizados al hongo Lentinula edodes.

Tratamiento

mg GAE/g

muestra seca

Tratamiento

mg GAE/g

muestra seca

Control HS60  38.4 +2.1*°
HS60-E-1 21.0+15%® HS60-E-4 255+2.0°%"
HS60-E-2 27.1+25°%" HS60-E-5 79.1 +0.3*"
AHS60-E-1 3.8+02" AHS60-E-4 2.3+0.1°%®
AHS60-E-2 6.6+17°% AHS60-E-5 0.0+0%"
Control HS100  39.2 + 3.32
HS100-E-1 NA HS100-E-4 25.8+2.4"°
HS100-E-2 25.6 +1.2°" HS100-E-5 23.6 +0.5""
HS100-E-3 NA HS100-E-6 265+1.6"°
AHS100-E-1 NA AHS100-E-4 25+0.1°
AHS100-E-2 43+0.7°" AHS100-E-5 27+04""
AHS100-E-3 NA AHS100-E-6 25+0.3"
Control HS35 30.50+1.0°
HES35-1 27.4+1.4°° HES35-4 475+1.6%"
HES35-2 33.2+55%" HES35-5 409+2.0°"
HES35-3 23.3+1.7°%"° HES35-6 48.4 + 4.1**
HES60-1 49.4+2.4%° HES60-4 73.8+2.9%"
HES60-2 40.1+25"8 HES60-5 39.8+5.4°%
HES60-3 22.0+1.3%® HES60-6 37.6+3.2°%"
HES100-1 21.7+0.9% HES100-4 48.0+0.6°"
HES100-2 38.2+0.9%" HES100-5 67.4+59%"
HES100-3 38.8+6.3*" HES100-6 30.3+0.9°"
Control HS4 68.7+29°"
HS4As-1 97.9+53% HS4Ac-1 131.4+12.0°
HS4As-2 NA HS4Ac-2 NA
HS4As-3 NA HS4Ac-3 NA
HS4A-1 25.18+15° HS4B-1 249+05°
HS4A-2 50.3+0.06° HS4B-2 31.6+1.0°¢
HS4B-3 43.1+0.2°

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05).

Letras mindsculas: comparacién entre columnas en una misma relacién hongo: agua,

letras mayulsculas: comparacion entre filas de un mismo tratamiento de un mismo tratamiento.

n=6y 3.

HS60: Hongo seco a 60 °C

HSG60E-1 al HS60E-2: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:10.

HSG60E-4 al HS60E-5: Hongo seco a 60 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y la relacién 1:20.
AHSG60E-1 al AHS60E-5: agua de ebullicion de los tratamientos HS60E-1 al HS60E-6

HS100: Hongo seco a 100 °C

HS100E-1 al HS100E-3: Hongo seco a 100 °C con ebulliciéon en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:10.
HS100E-4 al HS100E-6: Hongo seco a 100 °C con ebullicion en agua por 5, 10 y 30 min y relacién 1:20.
AHS100E-1 al AHS100E-6: agua de ebullicion de los tratamientos HS100E-1 al HS100E-6.

HES35-1 al HES35-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:10 con su posterior secado a 35 °C.
HES35-4 al HES35-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:20 con su posterior secado a 35 °C.
HES60-1 al HES60-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacion 1:10 con su posterior secado a 60 °C.
HES60-4 al HES60-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:20 con su posterior secado a 60 °C
HES6100-1 al HES100-3: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:10 con su posterior secado a 100 °C.
HES6100-4 al HES100-6: Hongo fresco con ebullicién en agua por 5, 10 y 30 min en la relacién 1:20 con su posterior secado a 100 °C.
HS4: Hongo seco a 4 °C.

HS4As-1 al HS4As-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2, 4y 5 min.

HS4Ac-1 al HS4Ac-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior freido en aceite por 2, 4 y 5 min.

HS4A-1 al HS4A-2: Hongo seco a 4 °C con su posterior cocciéon en autoclave por 10 y 30 min.

HS4B-1 al HS4B-3: Hongo seco a 4 °C con su posterior coccién en bafio maria por 5, 10 y 30 min.
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Cuando el hongo fue secado a 4 °C con su posterior asado por 2 min (HS4As-1) se encontré una
diferencia significativa en la concentracion de eritadenina con un valor de 97.9 + 5. mg/100 g hongo
seco), esto representa un aumento del 42 % en comparacion con el control. Tal incremento podria
deberse a la ruptura de las membranas celulares por accién del calor y la liberaciéon de compuestos
precursores de eritadenina, que al estar en contacto podrian reaccionar generando un incremento,
un efecto similar es encontrado en el hongo seco a 4 °C con su posterior freido en aceite por 2 min
(HS4-Ac-1) donde se encontré un incremento de 90 %. Azizah y col. (2009) y Murcia y col. (2009)
reportaron las temperatura alcanzadas durante el proceso de freido en vegetales y hongos siendo
de 170 °C. En el asado Barros y col. (2011) y Kim y col. (2011) reportaron temperaturas de 150, 200
y 250 °C, en este ensayo se encontrd un incremento en la concentracion de eritadenina a
temperaturas superiores a 150 °C promoviendo la formacién de eritadenina en el hongo Lentinula

edodes.

La concentracion de eritadenina en Lentinula edodes fue reportada por Saito y col. (1975) quienes
analizaron extractos de hongos de L. edodes, Agaricus bisporus, Lyophyllum aggregatum,
Auricularia euriculajudae, Flammulina velutipes y Pholiota nameko y encontraron Unicamente
eritadenina en Lentinula edodes con concentraciones de 50-70 mg/100 g muestra seca y 30-40
mg/100 g muestra seca en las tapas y tallos. En Agaricus bisporus encontraron concentraciones
apenas detectables de 7 mg/kg de eritadenina. Los resultados encontrados en los hongos secos a
4 °C con su posterior asado y freido superan a los reportes encontrados por Saito y col. (1975).

Los hongos secos a 4 °C con su posterior coccién en autoclave (HS4A-1 y HS4-2) y los hongos
secos a 4 °C con su posterior coccién en bafio maria (HS4B-1 al HS4B-3), no incrementaron su
concentracion de eritadenina, se encontré una diferencia significativa, con valores inferiores al
control en todos los tiempos evaluados. Esto se puede deber a que el dafio generando a los hongos
por accién del calor en los compartimentos celulares es menor y podria evitar la salida de

precursores de eritadenina.

Varios estudios se han realizado para determinar el efecto de la eritadenina sobre la disminucién del
colesterol en ratas, entre ellos los realizados por Shimada y col. (2003) y Yamada y col. (2007), sin
embargo, no existe ninglin estudio que cuantifique la eritadenina en hongos con diversos
tratamientos de coccién y secado.

La eritadenina ha sido reportada en el cuerpo fructifero y el micelio del hongo Lentinula edodes
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(Enman, 2008), la razon por la que Lentinula edodes sintetiza este compuesto aun no esta
esclarecido. Segun Chibata y col. (1969) la eritadenina es un alcaloide de una purina. Las plantas
sintetizan metabolitos secundarios, entre ellos, alcaloides usados como defensa a un estrés
generado, la mayoria de ellos alcalinos, con pH normales de la célula (7.2) y vacuolas (5 a 6), en
general son solubles en agua (Taiz y Zeiger, 2006). La presencia de alcaloides en las células del
hongo podria generar la formacion de eritadenina ante una situacion de estrés. Es necesario el
desarrollo de investigaciones que puedan esclarecer el papel de la eritadenina en el hongo
Lentinula edodes y su rol en la disminucién del colesterol.

En la tabla 16 se presentan los tratamientos que obtuvieron mayor concentracion de eritadenina con
los tratamientos de coccién, encontrando que fueron los hongos secos a 4 °C con su posterior freido
en aceite por 2 min (HS4Ac-1), seguido del hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2 min
(HS4Ac-1).

Tabla 16. Eritadenina de los mejores tratamientos aplicados a Lentinula edodes

Tratamiento mg /100 g hongo seco
HS4Ac-1 131.4 +12.0*°
HS4As-1 97.9+5.3"
HES60-4 73.8+2.9°
HS4 68.7+29°
HES100-5 67.4+59°

* Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05). n=2.
HS4Ac-1: Hongo seco a 4 °C con su posterior freido por 2 min

HS4As-1: Hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2 min

HS60E-4: Hongo seco 60 °C con su posterior ebullicién en agua por 10 min en la relacion 1:20
HS4: Hongo seco 4 °C

HES100-5: Hongo ebullicién en agua por 10 min en la relacion 1:20 con su posterior secado a 100 °C

En ensayos anteriores se seleccioné al tratamiento HS4As-1(hongos secos a 4 °C con su posterior
asado por 2 min) para el acondicionamiento del hongo Lentinula edodes para su integracién en un
alimento con potencial funcional, en este ensayo el tratamiento de asado incrementé la
concentracion de eritadenina en el hongo, por tal motivo se confirma la seleccion realizada

anteriormente, debido a que este tratamiento es favorable para los antioxidantes, polifenoles totales
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y eritadenina.

6.5 Determinacion de las proporciones en que fueron integrados Lentinula edodes y Lactobacillus

sp. en los alimentos.

Tomando como base los datos reportados por Kailasapathy y Chin (2000); Oshima (1974); Saito y
col. (1975); Vitanyi y col. (1998) y los resultados encontrados en la evaluacion de los lactobacilos
con potencial probiético; el establecimiento de los medios de crecimiento de Lactobacillus sp. A5y
el acondicionamiento del hongo para su integracién en el alimento (puntos 6.2, 6.3 y 6.4,
respectivamente) se determinaron las concentraciones en que fueron incorporados el hongo
Lentinula edodes y Lactobacillus sp. A5 en los alimentos. En la tabla 17 se observan estos
resultados.

Tabla 17. Concentracion de Lentinula edodes y Lactobacillus sp. A5 agregadas a los alimentos.

Lentinula edodes Lactobacillus sp. A5

Cepa inoculada en el medio M2a

Acondicionamiento antes del Secado a 4 °C con su a 37 °C /16 h de incubaciéon con
agregado al alimento posterior asado por 2 min  un inoculo inicial de 2 x 10’
UFC/ml

Concentracion de agregado al
, 20 45y9
alimento (%)*.

*Datos calculados para 80 g o ml de alimento

De esta manera, las férmulas alimenticias realizadas tuvieron 1.6 x 10° UFC/80 g o ml del alimento y
3.6 6 7.2 % de hongo en 80 g o ml de alimento. En pruebas preliminares del alimento funcional se
probaron diferentes concentraciones de bacterias a fin de seleccionar las mas aceptables (ver
tablas 2, 3y 4).

Una vez determinadas las concentraciones de bacterias y hongo se elaboraron los alimentos con la

integracién de los mismos.
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6.6 Formulacién del alimento.

Las formulas alimenticias elaboradas segun las tablas 2, 3 y 4 fueron evaluadas en tres etapas que

se describen a continuacion.

6.6.1 Primera evaluacién sensorial de los alimentos.

Se elaboraron 67 formulaciones alimenticias 17 presentaciones de jugos, 9 de untables, 18 de

quesos, 15 de aderezos y 8 de confiteria, para su evaluacion sensorial.

En la tabla 18 se muestran los resultados del andlisis sensorial de las férmulas alimenticias. No se
encontré diferencia significativa en la mayoria de las férmulas, debido a que el rango de gusto o
disgusto entre los panelistas evaluadores fue amplio, sin embargo, el panel evaluador mostro
preferencia del hacia los grupos de quesos, aderezos y confiteria.

Las formulas con mayor aceptacion por los panelistas para los jugos fueron la 57, 15" y 14", para
quesos la 257, 19" y 317, para aderezos la 467, 36" y 43", para untables la 51", 54" y 57" y para
confiteria la 607, 61" y 64". Los puntajes obtenidos entre las formulas con mayor aceptacién son muy
cercanos entre si, pero pequefias diferencias son las que determinan las preferencias individuales
de productos semejantes y son determinantes para su aceptacion o rechazo. Para un consumidor,
los atributos organolépticos méas importantes de los alimentos lo constituyen sus caracteristicas
organolépticas tales como el sabor, textura, aroma y color, estas son fundamentales para la

inclinacién hacia una u otra.

La necesidad de desarrollar nuevos productos que brinden opciones de alimentacion a los diversos
sectores de la poblacién ha aumentado junto con la preocupacién de la poblacion por mejorar su
alimentacion. La aceptacion de un alimento por los consumidores es el objetivo final de todo
producto y por encima de sus caracteristicas funcionales estdn las sensoriales. Son los
consumidores, evaluadores no entrenados que emiten su juicio basados en sus sensaciones y
percepciones. La prueba preferencia hedoénica es una prueba que nos permite medir el agrado o

desagrado de un producto, tiende a ser compleja debido a gustos diversos.
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Tabla 18. Primera evaluaciéon sensorial.

Grupo o
Jugos Quesos Aderezos Untables Confiteria
alimenticio
Foérmula Puntuacién Foérmula Puntuacién Férmula Puntuacién Foérmula Puntuacién Férmula Puntuacién
5 8.4 +0.9*° 25° 96+19° 46’ 9.2+1.0° 51" 8.7+01° 600 9.0+1.0°
15 7.7+15® 19° 9.3+05® 36 9.1+05%® 54° 8.7+09° 61° 83x11°
14 7.7+28% 31 9.2+02%® 43 9.0+06® 577 82+05°? 64  80%26°
7.2+15% 20° 9.0+0.2%° 38 9.0+08% 52 8.0%0.3° 62° 76+15°
6.3x09% 29° 8.6 + 1.6 407 9.0+14%® 55"  7.7+04% 65 7.3%15°%
6.8+05% 32 8.4+ 0.6 37 8.6+ 0.8 *° 58° 7.2+0.7%*° 63 7.3+11°
17 6.8+1.3% 30 8.1+ 0.4 P A7’ 8.6 + 0.4 ®° 59° 6.0+1.2" 67 7.0+10%®
2 6.6 £0.7 *° 35 8.0 + 1.0 49 8.5+0.9 56° 55%13° 66° 4.0+£34°
9 6.5+1.0%° 26 7.7 £0.8 45’ 8.4+1.2%° 53° 35+05¢
12 6.5+ 1.2 21 7.6+ 1.1 42 8.3+0.8%°
16 6.5+ 1.8 23 7.6 1.2 39 8.2+1.0"
6.1+25° 34 75+1.1°% 41 8.0 £0.7 “
7 5.8+2.0%° 22 75+04% 48 7.8+1.4°%
11° 55+2.0" 28 7.2+04% 44 71+09%
8 3.8+3.4“ 18 72417 50 6.8£2.3 °
13 22+25¢ 27 6.7+0.6
10 22+25¢° 24 65+1.1"
33 6.4+0.7"

comparacion entre columnas. Composicion de las formulas ver tabla 2.

67

*Media * desviacién estandar. Letras diferentes representan una diferencia significativa con un nivel de significancia p<0.05. n=6, letras mindsculas:



Es importante mencionar las caracteristicas sensoriales adquiridas por las férmulas con el agregado
de Lactobacillus sp. A5 y Lentinula edodes. En general, el agregado del hongo a los alimentos
presentd notas descritas como un sabor umami, diferente al sabor dulce, salado, amargo o agrio y
corresponde al sabor de las proteinas, encontrado en pescados, carnes, hongos, quesos y otros
(Rolls, 2000). Los descriptores del sabor umami son un sabor fuerte, residual y especiado.
Yamaguchi y Kimizuka (1979) describieron este sabor como de continuidad, plenitud en la boca,
impacto, grosor, suavidad y amplitud. Lactobacillus sp. A5 junto con el medio de cultivo M2a le

confirieron al alimento un sabor dulce, agradable, suave, fresco y no persistente en la boca.

Los jugos con el agregado del hongo y las bacterias presentaron un sabor residual amargo y
astringente, debido a ello, los puntajes encontrados inferiores en comparacion con los demas
grupos alimenticios (2.2 £ 2.5 hasta 8.4 + 0.9 puntos).

En las férmulas de quesos, el sabor adquirido con el agregado del hongo fue especiado, con regusto
prolongado y en combinacion con algunos ingredientes como el picante o nuez fue mejorado. Las
formulas presentaron mayor aceptabilidad con puntajes de 6.4 + 0.7 hasta 9.6 +1.9.

Los aderezos fueron mejorados con el sabor de las bacterias, dejando un sabor dulce. Los untables
perdieron textura con el agregado de las bacterias y el medio de crecimiento. El sabor umami del
hongo fue disminuido en los untables y la aceptacion de los panelistas hacia este grupo de
alimentos presentd puntuaciones de 6.8 + 2.3 hasta 9.2 + 1.0.

Los dulces de confiteria presentaron el sabor umami del hongo, el cual mezclado con el picante dejé
un sabor persistente y agradable en la boca, el sabor de las bacterias fue percibido ligeramente. En
este grupo de alimentos, la aceptacién de la férmula dependié del tipo de dulce elaborado, algunas
férmulas como la nimero 66” no fueron aceptadas ampliamente presentando puntuaciones de 4.0 +
3.4, otras como la nimero la 60" presentd una mayor aceptacion con puntuaciones de 9.0 £+ 1.0.

La formulaciéon de un nuevo alimento al cual se le ha agregado, eliminado o concentrado algin
ingrediente o compuesto, lleva implicito encontrar las concentraciones, ingredientes y procesos
Optimos, que sean representativos del agrado de los consumidores. En esta primera evaluacion
sensorial realizada a 67 férmulas, se eliminaron aquellas con menor aceptabilidad y se consideraron
aquellas que pudieran tener un potencial de aceptacién por el perfeccionamiento de las técnicas de
elaboracion, seleccidon de materias primas y ajuste de la dosis de hongo y las bacterias.
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6.6.2 Segunda evaluacion sensorial de los alimentos.

Se realizaron modificaciones a las formulas alimenticias seleccionadas en el ensayo anterior para
su andlisis sensorial y se incluyd la férmula 68" consistente en una natilla de leche. Se utilizé la
prueba preferencial heddnica para evaluar los pardmetros de sabor, textura, color, apariencia, olor y

aceptabilidad general de las formulas.

Como se ha mencionado anteriormente, el desarrollo de nuevos productos implica el
perfeccionamiento de las técnicas e ingredientes de elaboracion, una férmula con defectos
sensoriales como colores no agradables y olores poco atractivos, podrian afectar en el juicio de un
evaluador, obteniendo resultados no significativos. En esta segunda evaluacion, se realizaron dos
andlisis estadisticos, el primero con la finalidad de evaluar la aceptabilidad de los panelistas hacia el
sabor de las formulas y el segundo considerando todos los parametros sensoriales evaluados
(color, olor, sabor, textura y apariencia). De esta manera, se identificaron las caracteristicas no

deseadas del alimento y se modificaron.

Enlatabla 19, se presenta el analisis estadistico realizado para el sabor. Los quesos fueron el grupo
alimenticio méas aceptado con las férmulas 31, 26", 20" y 33", seguido de los aderezos (formulas 44”
y 457) y confiteria (férmulas 63", 65" y 67°). Entre la poblacion mexicana, los sabores fuertes y
persistentes no son del agrado general de los consumidores, quienes se inclinan por los sabores
dulces, acidos y picosos, la adicién del hongo a los alimentos generd un cambio en la percepcion de
las formulas por los panelistas. El sabor adquirido por el agregado del hongo se debe a sustancias
como las sales de glutamato y ribonucleotidos (Yamaguchi y Ninomiya, 2000). El guanilato ha sido
encontrado en el hongo Lentinula edodes seco y le proporciona el sabor umami (Nakajima y col.,
1961). La aceptacion de las formulaciones por la combinacién de este sabor con otros ingredientes
como frutas, quesos, crema y azlcar tiene relacién con la naturaleza quimica de cada ingrediente,
de esta manera, combinar sabores afines, gener6 sabores agradables al paladar, por ejemplo, la
mezcla de sabores dulces con agrios dio como resultado un sabor refrescante, la mezcla de sabores

salados con dulces dio como resultado sabores no agradables.
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Tabla 19. Segunda evaluacién del sabor.

Grupo o
Jugos Quesos Aderezos Untables Confiteria
alimenticio
Férmula Puntuaciéon Formula Puntuacién Férmula Puntuacién Férmula Puntuacion Férmula Puntuacién
14 7.7 +1.4° 31 9.4+08°? 44 9.3+05°? 57 77+13° 63 9.4+0.7°
4 7.2+1.8% 26 9.0+05% 45 9.0+08% 51 71+15°2 65" 86+18°
6.5+1.0% 20° 9.0+15% 43 8.8+0.8%° 54’ 6.8+1.2° 67 8.6+0.4°
6.3+05" 33 9.0+1.1® 46 8.8+ 0.4 68" 8.6+0.4°
257 88+15%® 48 8.8+1.0% 61 86+1.0°
34 88+04%® 40 8.8 +0.8 % 66" 8.6+0.5°
32 88+10%® A7 8.8+ 1.2 60 85+1.2°
21 86+19% 37 8.6 + 0.5 64" 83+14°
30 8.5+0.8 36" 8.6 + 0.8
19 8.4 +0.5%° 49’ 8.4 + 0.8 2%
29° 8.4+1.1°% 38 8.1+ 0.8 "
28 8.0+1.8" 41 8.0+ 0.6
18 8.0+1.2" 42 7.8+04 %
23 8.0+13" 39 76+15°¢

35 73+10°

*Media + desviacién estandar Letras diferentes representan una diferencia significativa a un nivel de significancia p<0.05. n=6, letras minusculas:

comparacion entre columnas. Composicion de las formulas ver tabla 3.
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En la tabla 19 se observa que los jugos no fueron aceptados por los panelistas, registrando
puntuaciones inferiores a los demas grupos alimenticios, esto se pudo deber que la mezcla de
ingredientes del alimento con el hongo no fueron afines. Uno de los compuestos que pudo
determinar su aceptabilidad por la compatibilidad de los ingredientes pudiera ser el acido glutdmico
(el cual le brinda el sabor umami). En frutas como la manzana, uva y kiwi se han reportado
concentraciones de 4, 5.1 y 5 mg de ac. glutdmico /100 g, respectivamente y en el hongo Lentinula
edodes seco se ha reportado 71 mg/100 g de &cido glutadmico libre (Yamaguchi y Ninomiya, 2000).
La incorporacion del hongo Lentinula edodes a los jugos con menor concentracion de acido
glutdmico no resulté favorable para la aceptabilidad del sabor, quizads por la concentracion de
sustancias que favorecen el sabor umami y que en este caso proporcionaron el sabor principal del
alimento. El mismo caso se presentd con los untables, por ejemplo, las formulas elaboradas con
aguacate tienen valores de 18 mg/100 g de acido glutamico libre.

En los quesos y aderezos, se han reportado valores altos de acido glutdmico. Yamaguchi y
Ninomiya (2000) reportaron en el queso cheddar y el parmesano concentraciones de 182 y 1680
mg/100 g de &cido glutamico libre, respectivamente. Una mayor concentracién de éste compuesto
en los alimentos representd mayor aceptabilidad de las férmulas por los consumidores. Kuninaka
(1960) describid la sinergia entre el gusto por el glutamato y los nucleétidos, es decir, cuando el
glutamato y los ribonucleotidos se mezclan, la intensidad del sabor umami es mejorada

ampliamente.

En todas las férmulas de confiteria evaluadas, el sabor del hongo confiere armonia entre los
sabores dulce, picante, 4cido y umami, siendo aceptadas.

En los test de evaluacion sensorial, se solicitd a los panelistas comentarios generales sobre la
férmula probada, los comentarios sobre el sabor impartido por el hongo en las férmulas fueron un
sabor a ajo, cominos y guajes. Yamaguchi y Kimizuka (1979) describieron que el umbral de
deteccién del sabor umami es lo suficientemente bajo para usarse como condimento y paladares
poco acostumbrados a este tipo de sabores los relacionan con alimentos condimentados. El sabor
de las bacterias y el medio de cultivo en los alimentos fue descrito como dulce.

Tsai y col. (2009) reportaron 8 compuestos volatiles y dos compuestos aromaticos que brindan el
aroma tipicos de los hongos C. méaxima, P. ferulae y P. ostreatus, también reportaron azlcares
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solubles como el arabitol, fructosa y glucosa que proporcionan el sabor dulce; el sabor agradable lo

confieren aminoacidos entre ellos alanina y arginina.

En el segundo analisis estadistico se considerd los atributos del alimento de olor, color, apariencia,
sabor y aceptabilidad general, en la tabla 20 se presentan estos resultados, donde se encontr6é que
las férmulas de jugos y untables obtuvieron puntuaciones inferiores a 80 puntos, los quesos,
aderezos y dulces de confiteria presentaron puntuaciones superiores a 80 puntos.

Se observé que las formulas evaluadas estuvieron relacionadas unas con otras, por ejemplo, en el
andlisis de sabor no se encontré diferencia significativa entre las férmulas 31’y 32" y a su vez no se
encontrd diferencia significativa con la formula 23", sin embargo, ésta Ultima si presenté diferencia
significativa con la formula 20". Esta relacion encontrada entre las formulas se debe a la amplia
variabilidad de gustos del panel evaluador.

A través del andlisis de resultados de la aceptabilidad del sabor y atributos generales se encontré a
las formulas: 317, 267, 207, 33", 32" y 25 para el grupo alimenticio de quesos, 44", 457, 47" y 48 para
los aderezos y 637,657, 677, 60" y 61" presentaron mayor aceptacion por los evaluadores.

Considerando que los alimentos funcionales son alimentos que brindar un efecto benéfico en la
salud, mas alld de los nutrientes que contiene, se descartaron aquellas férmulas que se
contrapongan al concepto de buena salud. A cada férmula se le asigné un puntaje de acuerdo a los
criterios establecidos a continuacion y que cumplieron las caracteristicas necesarias para la
elaboracién y consumo de los alimentos funcionales, el primer atributo fue el proceso de elaboracion
del alimento; debido a que el alimento contiene bacterias probioticas y una caracteristica de ellas es
su viabilidad y concentracion para ejercer su efecto benéfico y la elaboracion del alimento con
procesos térmicos podria afectar la viabilidad de las bacterias, el segundo criterio fue el tipo de
ingredientes utilizados en la formula; los alimentos funcionales no deben de contradecir su concepto
de funcionalidad, esto es, no deben de contener ingredientes que por su naturaleza puedan afectar
a la salud del consumidor, como altos contenidos de grasas o azucares, el tercer atributo fue la
frecuencia de consumo del alimento; considerando que los alimentos funcionales deben consumirse
con regularidad para observar un efecto benéfico en el consumidor, en este trabajo se realiz6 un
aproximado de la frecuencia de consumo de la poblacién mexicana de cada formulacion y el cuarto
atributo fue el costo aproximado de elaboracion del alimento; debido a que férmulas alimenticias

econdmicas podrian ser consumidas por varios sectores socio-econdmicos de la poblacion, para

72



Tabla 20. Segunda evaluacién de todos los atributos sensoriales.

Grupo Jugos Quesos Aderezos Untables Confiteria
alimenticio
Férmula Puntuacién Férmula Puntuacién Férmula Puntuacion Formula Puntuaciéon Formula Puntuacién
9 7.4+0.7° 20° 87+09° 47 89+04° 57 78+04° 63 9.2+08°?
14 7.3+1.0° 33 87+06% 44 89+02° 517 72+08°% 60 9.1+06°
4 72+10°% 26 87+04% 48 87+10% 54 71+10°% 61 9.0+04°%
3 6.9+0.8° 32 8.6+0.7% 40 8.6+0.4 % 65 9.0+1.0°
257 8.6+0.7% 36 8.5+ 0.5 64’ 87+09%
31 8.4+ 0.6 46 8.5+ 0.5 66 82+04°
34 8.4 £ 0.2 43 8.5+ 0.4 @« 68 81+04°
29° 8.3+ 0.3 %« 37 8.4+ 0.3 67 81+04°
217 8.2 +1.0 % 45 8.4+ 0.5«
18 8.1+ 0.4% 38 8.3+0.5%™
19 8.1+ 0.5 %™ 39 8.1+0.4 "
30 8.0 + 0.4 = 49 79+07%
28" 7.9+09" 41 7.9+06°
23 7.9+04% 42 79+03¢°
35 7.8+0.4°

*Media + desviacién estandar Letras diferentes representan una diferencia significativa a un nivel de significancia p<0.05. n=6, letras minusculas:

comparacion entre columnas. Composicion de las formulas ver tabla 3.
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ello se realizé un estimado del costo de produccion de las férmulas evaluadas y se dio preferencia a
las formulas cuyo costo fue bajo. Los puntos asignados a cada criterio de seleccion se muestran en
la tabla 21.

Tabla 21. Puntaje de los criterios de seleccion de las férmulas alimenticias.

Criterio de seleccion Puntaje

Proceso de elaboracion

No requiere calor 10
Requiere calor pero se puede adaptar el proceso 8
Forzosamente requiere calor 5

Ingredientes

No afectan 10
Alto contenido en grasas 7
Alto contenido en azlcares 7
Se puede sustituir el ingrediente 8
Costo
Bajo 10
Medio 8
Elevado 5

Frecuencia de consumo

3 veces por semana 9
2 veces por semana 8
1 vez por semana 7

En la tabla 22 se presentan las férmulas que obtuvieron un alto puntaje, tanto del analisis estadistico
de sabor y atributos generales como de los criterios de seleccidn; entre ellas se encontrd a las
formulas 31", 32" y 33"para los quesos asi como la 65" para confiteria. No es objetivo de éste trabajo
discriminar aquellas férmulas que pudieran tener un potencial de aceptacién, al contrario, un
namero mayor de formulaciones podria generar mas opciones de alimentos con potencial benéfico

en la salud y para diversos sectores de la poblacién, sin embargo, se deben de seleccionar las méas
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representativas para los ensayos que confirmen su potencial funcional.

Tabla 22. Formulas alimenticias con mayor aceptacion.

Férmula Puntuacion
31 9.2 +0.3*2
32 9.1+0.8%
33 9.0+0.8%
65 8.9+0.4%

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes representan una diferencia significativa a un nivel de

significancia p<0.05. n=6

No se encontré diferencia significativa entre las formulas 31", 32" y 33" de los quesos, sin embargo,
se realiz6 la seleccion de la formula 317, debido a que los ingredientes de elaboracion de éstas son
muy parecidos entre si y las diferencias entre una y otra son representativas de la férmula 31". La
formula 65" correspondiente a un dulce de confiteria también fue seleccionada para su ajuste

sensorial.

Otras razones de seleccion de la formula 31" fue que no existe en el mercado queso elaborado con
Lentinula edodes, el consumo frecuente entre la poblacion mexicana del queso involucra diferentes
estratos sociales y gran diversidad de edades, ademas de que los sabores caracteristicos del queso
fresco son bien aceptados por la poblacion; otra razén es que los consumidores podrian obtener
mayores beneficios al consumir un alimento rico en proteinas y micronutrientes y la variedad de

combinaciones o mezclas que se podria realizarse para acompafiar el queso.

La férmula 65 fue seleccionada (ademas de ser aceptada por el panel evaluador) porque que no
existe en el mercado mexicano confiteria alguna que brinde efectos benéficos a la salud
relacionados con las bacterias probidticas y Lentinula edodes; ligado a esto esta la falsa idea de que
los dulces son dafiinos para los nifios y la introduccién de un producto con propiedades benéficas
podria cambiar éste paradigma siempre y cuando se haga consciencia de una dieta saludable,
aunado a esto, el consumo de dulces es frecuente entre nifios y podria ampliar su consumo hacia

personas adultas, ademas de ser un producto con mayor resistencia al deterioro.
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Las formulas 31"y 65" fueron ajustadas sensorialmente y evaluadas en una tercera etapa que se

describe a continuacion.

6.6.3 Tercera evaluacién sensorial de los alimentos.

El desarrollo de un producto involucra varias etapas, entre ellas, un primer juicio con jueces
expertos (1 a 2 personas), un segundo juicio con grupo de laboratoristas (6 al0 personas) y un
tercer juicio con consumidores no entrenados (mas de 50 personas) (Gatchalian, 1989). En este
estudio, se realizaron dos evaluaciones sensoriales a fin de optimizar el proceso de elaboracién y
los ingredientes que integran las formulas alimenticias, en ésta tercera evaluacion se realiz6 un
ajuste y analisis sensorial de las férmulas 31" y 65" correspondientes a un queso fresco y a un dulce
de chamoy, respectivamente.

En la tabla 23 se presentan los resultados del andlisis sensorial realizado, donde se encontro
diferencia significativa entre las férmulas evaluadas con los atributos de olor, apariencia, color,

sabor y textura, la férmula 65” fue mas aceptada por los consumidores.

Tabla 23. Tercera evaluacion sensorial.

Formula Atributo
Olor Apariencia Color Sabor Textura
(31) Queso  8.1+1.0*° 83+09° 83+10° 76+1.1° 8.4+09°
(65") Chamoy 9.0+0.6% 88+0.7% 9.0+05°% 86+10° 8.8+0.8°

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes representan una diferencia significativa a un nivel de

significancia p<0.05. Letras mindsculas comparacion entre filas. n=67,

Las propiedades funcionales juegan un rol importante en el alimento durante la preparacion,
procesamiento y almacenamiento, afectando sus caracteristicas sensoriales (Kaur y Singh, 2007),
las cuales podrian repercutir en el juicio de los evaluadores, aunado esto factores como la edad,
estado psicol6gico, género y genética pueden ser determinantes ante la evaluacion de un alimento.
Un ejemplo son las diferencias relacionadas con el género, las mujeres son mas sensitivas que los
hombres, éstas tienen mas desarrolladas las habilidades de lenguaje que podria ayudarles a

comunicar lo que perciben, sin embargo, las mediciones y juicios realizados por mujeres han
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mostrado tener méas inconsistencia, esto puede estar relacionado al embarazo o ciclos menstruales
(Sauvageot, 1982).

El objetivo de realizar una prueba hedonica es conocer el agrado o desagrado de un alimento
basados en el criterio de los consumidores, cuyas preferencias podrian ser representativas de una
poblacién mayor, las diferencias encontradas en la evaluacion entre hombres y mujeres de
diferentes estados sociales, fisicos y psicolégicos son la clave para reunir informacion

representativa.

Las férmulas 31" y 65” presentaron aceptabilidad por los consumidores y fueron las seleccionadas
en esta etapa. A continuacién se presentan los parametros medidos en ambas férmulas alimenticias

gue confirmaron su potencial funcional.

6.7 Evaluacion del potencial funcional los alimentos.

Para que un alimento sea considerado con potencial funcional, este debe de tener el (los)
compuesto (s) cuya presencia le brindan el nombre de funcional. A los alimentos seleccionados en
el andlisis sensorial anterior (formulas 31" y 657) se les evalué la viabilidad de la cepa probiética, el
antagonismo contra bacterias patdgenas; asi como la determinacion de su actividad antioxidante,
polifenoles totales y eritadenina. Ensayos descritos a continuacion.

6.7.1 Antagonismo de los alimentos contra bacterias patégenas.

En este ensayo se determind el antagonismo de las féormulas 31" y 65 (queso y chamoy,
respectivamente) contra las bacterias indicadoras E. coli. S. aureus y S. typhimurium. Como
controles fueron utilizados el queso y chamoy con el agregado de Lactobacillus sp. A5 (QB y CB,
respectivamente), el queso y chamoy con el agregado de Lentinula edodes (QH y CH,

respectivamente) y un queso fresco y chamoy sin hongo ni bacterias (Q y C, respectivamente).

En la tabla 24 se muestra la inhibicion del crecimiento para las cepas indicadoras. Se encontré que
las dos formulas evaluadas (31"y 657) inhibieron el crecimiento de las cepas patégenas, con halos
de inhibicibn desde 0.5 hasta 1.4 cm, por lo que si contienen compuestos con actividad

antimicrobiana y pueden ser catalogados con potencial funcional.
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Tabla 24. Antagonismo de las formulas 31" y 65” contra bacterias patégenas.

Inhibicién (cm)

Alimento /
bacteria E. coli S. aureus S typhimurium
Queso
Féormula31” 0.7+0.1**®  12+02%* 0.5+0.1%°
QB 0.8+ 0* 28 1.1+0.1°4 -
QH - 1.4+0.1%" -
Q - 0.6+0.1°® -
Férmula 65
CHB 1.4+02* 13+01* 1.1 +03*"
CB 1.0+00""  1.0+01"°" -
CH - 0.7+0.1°%° -
C - 0.9+0.1°" -

*Media + desviacion estandar. Letras diferentes hay diferencia significativa (P<0.05).
Letras minGsculas: comparacion entre columnas de un mismo alimento. Letras
mayusculas:

comparacién entre columnas entre los dos alimentos. n=3. (-) = Ausencia de inhibicion.
Foérmula 31"y 65": Queso y chamoy con hongo y bacterias, respectivamente

QB y CB: Queso y chamoy con bacterias, respectivamente

QH y CH: Queso y chamoy con hongo, respectivamente

Qy C: Queso y chamoy, respectivamente

La formula 31" present6 una diferencia significativa entre la inhibicion de E. coli, S. aureus y S.
typhimurium con halos de inhibicion superiores en la cepa de S. aureus (1.2 £ 0.2). En la férmula 65

no se encontroé diferencia significativa entre la inhibicién de las cepas patdgenas.

En el ensayo de evaluacion de cepas con potencial probidtico (Punto 6.2.1) la cepa de Lactobacillus
sp. A5 no presento inhibicion para S. typhimurium, las férmulas evaluadas en este ensayo si
inhibieron a esta cepa, esto se podria deber a que el medio de crecimiento M2a podria estar
estimulando la produccién de bacteriocinas y compuestos antimicrobianos por las bacterias acido
lacticas y a la interaccion entre los ingredientes del alimento, bacterias y hongo que favorecieron la

accion de compuestos antagonicos para inhibir a S. typhimurium.
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Los alimentos elaborados unicamente con las bacterias lacticas (QB y CB, respectivamente) si
inhibieron el crecimiento de E. coliy S. aureus con halos de inhibicién desde 0.8 hasta 1.1 cm. La
integracién de Lactobacillus sp. A5 en los alimentos se realiz6 junto con su medio de crecimiento
(M2a), este podria contener sustancias extracelulares como bacteriocinas y acidos organicos que
pudieran dar el efecto antag6nico. Segin Yamato y col. (2003) y Zhang y col. (2010) las
bacteriocinas y los acidos orgéanicos exhiben actividad bactericida contra algunos microorganismos.

Sin embargo cuando se prepararon los alimentos Unicamente con hongo (QH y CH) y sin hongo y
sin bacterias (Q y C) no se encontré inhibicion del crecimiento para E. coliy S. typhimurium. Hearst
y col. (2009) reportaron la actividad antimicrobiana del hongo Lentinula edodes contra varias cepas
de E. coli, en éste ensayo no se encontrd efecto por el agregado del hongo, esto podria deberse a la
resistencia de la cepa hacia los compuestos antimicrobianos propios de Lentinula edodes y a la

interaccion entre los compuestos con el alimento.

S. aureus si fue inhibida por estos alimentos (QH, CH, Q y C) con halos de inhibiciéon desde 0.6 £ 0.1
hasta 1.4 + 0.1 cm. Los diferentes grados de inhibicién de un mismo alimento se podria deber a las
caracteristicas especificas de cada cepa, tales como la composiciéon de su pared celular, los
receptores de membrana y la produccion de sustancias que resultan determinantes para su
supervivencia. Algunos mecanismos de resistencia de S. aureus se deben a la formacién de
biofilms, adherencia y a la produccién de enzimas hidroliticas sintetizadas en circunstancias
especificas (Salyers y Whitt, 2002). Wasser (2005) reporté que el hongo Lentinula edodes contiene

lentinan, un compuesto que inhibe el crecimiento de S. aureus y otras bacterias.

No se encontré inhibiciobn del crecimiento de S. typhimurium en los alimentos elaborados
Unicamente con bacterias (QB y CB) con hongo (QH y CH) y sin hongo y sin bacterias (Q y C), esto
podria deberse a la capacidad de S. thyphimurium de resistir a factores adversos para su
crecimiento. Segun Salyers y Whitt (2002) la resistencia de S. thyphimurium se debe a la capacidad

de adherencia, tolerancia a acidos y expresion de genes para su sobrevivencia.

Tanto el queso como el chamoy pueden tener potencial antagénico por los constituyentes que los
integran. Segun Desmasures y col. (1997) la leche cruda cominmente usada en la elaboracién del
queso incluye bacterias acido lacticas entre ellas Lactococcus, Lactobacillus spp., Pseudomonas
spp., Micrococcaceae spp. y levaduras, sin embargo, la elaboracién del queso implico el

calentamiento de la leche que reduce la carga microbiana donde se encuentran bacterias con
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posible efecto antagdnico como Lactobacillus spp. El proceso de elaboracion del chamoy no
involucra altas temperaturas que pudieran dafiar los compuestos bioactivos, quizds por esta razén
se encontro diferencia significativa en el antagonismo del chamoy en comparacion con el queso,
ademas de que el chamoy contiene chile, que pudiera tener efecto antimicrobiano. La composicion
qguimica de cada alimento (Queso o chamoy) podrian influenciar en la biodisponibilidad de los
compuestos con actividad antimicrobiana, aumentando, inhibiendo, potencializando o neutralizando

su funcioén.

Zhang y col. (2010) reportaron que la produccién de bacteriocinas esta regulada por condiciones
Optimas de pH y temperatura, ellos ajustaron el sobrenadante de varias cepas de Lactobacillus spp.
a pH de 6.5 encontrando la ausencia de antagonismo, no asi para el sobrenadante sin ajustar, un
cambio de pH en las bacteriocinas podria afectar la estructura y funcionalidad de las mismas. En
este ensayo el medio de crecimiento de las bacterias (M2a) present6 al final de la fermentacién un
pH de 3.5. Cuando las bacterias y el hongo fueron incorporados al queso, se encontré un pH de 5.5,
en el chamoy (con bacterias y hongo) no presentd cambio de pH, estos cambios en la acidez de los
alimentos pudieron afectar la inhibicion de las cepas.

La formula 31" incrementd su actividad antagénica contra las bacterias E. coli, S. aureus y S.
typhimurium un 12, 50 y 100 %, en comparacién con los alimentos preparados con/sin hongo y
bacterias. La férmula 65” incrementd su actividad antag6nica para las mismas cepas un 28, 46y 100
%, respectivamente. Tanto en Lentinula edodes como en Lactobacillus spp. se han reportado
actividades antagonicas y antibacterianas (Hobbs, 2000; Wasser y Weis, 1999; Turkoglu y col.,
2007; Yamato y col., 2003; Zhang y col., 2010; Makras y col., 2006; Krishna y Banerjee, 1999) su
incorporacion en una matriz alimenticia donde estan en contacto con multiples compuestos resulto

en el incremento de la actividad antagénica.

Algunos reportes de alimentos con actividad antimicrobiana son los reportados por Sanchez y col.
(2008) en alimentos fermentados (ben salga) con Lactobacillus plantarum, ellos encontraron
inhibicién del crecimiento de E. coli O157:H7. Krishna y col. (1999) reportaron en chile Capsicum
annum un efecto antimicrobiano contra E. coli ATCC 10536. Olaoye y col. (2011) reportaron una
relacion directa entre las bacterias acido lacticas y la disminucién de la carga microbiana en
alimentos. Las bacterias de Lactobacillus sp. A5 pueden brindar a las formulas una forma sencilla de

conservacion y aumentar su vida de anaquel.
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Las infecciones causadas por el consumo de alimentos contaminados son frecuentes en la
poblacién, una estrategia para combatir patégenos es el desarrollo de nuevos alimentos funcionales
con propiedades antagonicas. Bacterias como Salmonella spp., E. coli (Bean y Griffin, 1990) y S.
aureus son importantes patégenos en los alimentos que afectan la salud publica (Oliver y col.,
2009). La aplicacion de bacterias &cido lacticas o sus compuestos antimicrobianos en los alimentos
previene su contaminacion (Sanchez y col., 2008). El queso contienen altas concentraciones de
proteinas, carbohidratos y grasas que lo hace susceptible a ataques microbianos durante su
elaboracion y almacenamiento, bacterias como Stafilococus, E. coli, Salmonella sp., Listeriasp.y S.
aureus pueden multiplicarse rapidamente en productos lacteos (Arizcun y col., 1997; Tornadijo y
col., 2001). Las bacterias acido lacticas pueden ayudar a mantener la calidad higiénica de los
productos y salud de los hospederos (Arihara y col., 1996). Las formulas elaboradas en este trabajo
(31" y 657) contienen compuestos que inhiben el crecimiento de algunos patégenos que contaminan
con frecuencia los alimentos y causan enfermedades en la poblaciéon por lo que pueden ser

consideradas como alimentos con potencial funcional.
6.7.2 Viabilidad de Lactobacillus sp. en los alimentos.

Los probidticos son microorganismos vivos, al integrarlos en una preparacién o alimento se debe
garantizar que permanezcan viables y en la dosis adecuada, en este ensayo se determind la
sobrevivencia de la cepa de Lactobacillus sp. A5 en las formulas alimenticias 31" y 65" (queso y

chamoy, respectivamente) hasta los 14 dias de almacenamiento.

En la figura 10 se muestra el crecimiento de la cepa probiotica, donde se encontrd que las bacterias
de ambas formulas sobrevivieron al tiempo de almacenamiento, la formula 31" (correspondiente al
queso fresco), aumentd su poblacién un 23 % a los 14 dias de almacenamiento, en comparacion
con el inoculo inicial (1.7 x 10° UFC/80 g). La férmula 65  incrementé sus células un 5 % con
respecto al inoculo inicial (1.8 x 10° UFC/80 g), estas férmulas pueden ser consideradas como

alimentos con potencial funcional.

A partir del segundo dia de almacenamiento y hasta el decimo dia, se encontré una diferencia
significativa en el crecimiento de Lactobacillus sp. A5 en las férmulas evaluadas (andlisis no
mostrado) con cuentas celulares mayores en el queso. La capacidad de crecimiento de la cepa en
temperaturas de 4 °C muestra la adaptacién de las células a la matriz alimenticia. Saarela y col.
(2006) reportaron que la fibra puede proteger a las células probiéticas durante su almacenamiento a
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4 °C. Se ha reportado que el hongo Lentinula edodes es buena fuente de fibra (Longvah y

Deosthale, 1998).
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Figura 10. Viabilidad de la cepa A5 en las formulas 31" y 65°. (—— férmula 317) queso y ( —#— férmula
65") chamoy. n=3. UFC/ 80 g de alimento.

La diferencia en la sobrevivencia de Lactobacillus sp. A5 en las férmulas evaluadas se debe a los
nutrientes suministrados por los alimentos a las bacterias. Lactobacillus spp. requiere medios
complejos de crecimiento que incluye aminoacidos (Hebert y col., 2000), minerales y vitaminas.
Segun Fox (1993) el queso es buena fuente de aminoacidos, proteinas, calcio, magnesio y fosforo.
Las bacterias &cido lacticas producen proteasas, las cuales pueden degradar los aminoacidos
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presentes en el queso (Yvon y col., 1993). El chamoy ésta elaborado principalmente con sacarosa,
acido citrico y chiles en polvo, su contenido en aminoacidos es inferior al del queso y quizas por esta
razon se encontré diferencia significativa en el crecimiento de la cepa, ademas el pH de la formula
65" fue de 3.5 y podria inhibir el crecimiento de las bacterias lacticas.

Segun Morishita y col. (1981) Lactobacillus spp. no es capaz de sintetizar multiples aminoacidos,
debido a mutaciones en la RNA polimerasa; una de las vias de sintesis frecuentemente bloqueadas
para la sintesis de aminoacidos es la del glutamato. Lentinula edodes contiene 71 mg/100 g de
acido glutdmico libre (Yamaguchi y Nimomiya, 2000) que podria suministrar a la cepa de
Lactobacillus sp. A5 una fuente de aminoacidos, brindando un efecto sinérgico que mejora el

crecimiento de la cepa probidtica.

La temperatura a la cual se encuentran sometidas las bacterias no es la temperatura 6ptima de
crecimiento, sin embargo, se encontr6 un incremento en sus cuentas celulares, lo cual indica la

capacidad de adaptacion de las bacterias acido lacticas.

Diferentes alimentos han sido elaborados para hacer llegar bacterias probiéticas al organismo, entre
ellos se encuentran leches fermentadas, bebidas de frutas, barras de cereal, suplementos y
férmulas infantiles (Dommels y col., 2009). La industria de los alimentos funcionales est4 enfocada a
nuevos productos no lacteos que contribuyan a regular el consumo de probiéticos en individuos
intolerantes a la lactosa (Lavermicocca y col.,, 2005). El chamoy elaborado en este trabajo
representa una alternativa para los consumidores de bacterias &cido lacticas. Otros productos no
lacteos que han sido utilizados como matriz para la incorporacion de Lactobacillus spp. son las
aceitunas en salmuera (Fernandez y col., 1993), col (Dedicatoria y col., 1981), pepinillos salados
(McDonald y col., 1993), vegetales fermentados y la bebida Togwa. Segin Dommels y col. (2009) la
supervivencia de L. reuteri DSM 17938 y L. rhamnosus GG en productos bajos en grasa (menos del
28 %) sirvieron de soporte para la supervivencia de los probiéticos y su paso por el tracto
gastrointestinal.

Chéavarriy col. (2010) reporté que la dosis minima recomendable de probiéticos en un alimento debe
ser de 10° UFC/g y para efectos terapéuticos de 10’ UFC/g por dia. Las férmulas 31" y 65 fueron
integradas con 1.7x 10° y 1.8 x 10° UFC/80 g de Lactobacillus sp. A5, respectivamente, al termino
del tiempo de almacenamiento (14 dias) se encontraron concentraciones de 2.1 x 10°y 1.7 x 10°
UFC/80 g, la dosis de bacterias en las formulas alimenticias es superior a la recomendada, por lo
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que se podria encontrar un efecto benéfico en el hospedero por el consumo de las bacterias
lacticas. Las formulas 31" y 65" pueden ser utilizadas como alimentos con potencial funcional.

Una vez evaluada la actividad antagénica de las formulas alimenticias y viabilidad de la cepa

probidtica, se determind su actividad antioxidante y polifenoles totales, descritos a continuacion.
6.7.3 Actividad antioxidante y polifenoles totales de los alimentos.

Se determing la capacidad antioxidante a las férmulas 31" y 65" (queso y chamoy, respectivamente)
y fue expresada por el indice de inhibicion media ICs, para ello se realizd una curva de calibraciéon
con diferentes concentraciones de extracto del alimento, (Figura 11), la ecuacién de la recta
encontrada para el chamoy fue y=0.285x + 42.46 con R? = 0.930 y para el queso y= 0.533x - 5478
con una R?=0.928.
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Figura 11. Curva de calibracion para el calculo del ICsoen las formulas 31" y 65°. (B! férmula 31")

quesoy ( & formula 657) chamoy. n=3
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Los valores de ICsy encontrados en las formulas 31" y 65 se presentan en la tabla 25, donde se
encontr6 que la mitad de la capacidad inhibitoria del radical DPPH para el queso fue de 104.0
mg/ml, para el chamoy fue de 30.3 mg/ml, estas concentraciones inhiben el 50 % de la
concentracion del radical DPPH.

Tabla 25. Actividad antioxidante de las formulas 31" y 65".

Alimento ICs0 (mg/ml)
Foérmula 31" (queso) 104.0
Foérmula 65" (chamoy) 30.3

La actividad antioxidante de las formulas 31y 65  se debe principalmente a los compuestos
encontrados en el hongo Lentinula edodes, éstas férmulas estan elaboradas con el 9 y 4.5 % de
Lentinula edodes, respectivamente. La concentracion de hongo en la formula 65° es la mitad de la
concentracion del queso, sin embargo, en este ensayo se encontrd que se necesita una menor
concentracion de chamoy para inhibir el radical DPPH, en comparacion con la formula 317, la cual

requiere una concentracion mayor para inhibir el radical.

Este comportamiento se puede explicar por proceso de elaboracion del queso, el cual involucrd dos
calentamientos, el primero en la pasteurizacion de la leche a 70 °C/15 min y posteriormente un
calentamiento a 37 °C para la formacién de la cuajada. Las temperaturas de calentamiento podria
generar la disminucion de la actividad antioxidante en el queso o el paso de los antioxidantes al
suero de leche, el cual tiene un alto contenido de agua. Los procesos térmicos pueden afectar a los
compuestos bioactivos que son inestables al calor (Choi y col., 2005). En la leche al igual que los
vegetales se han reportado propiedades antioxidantes (Calligaris y col., 2004), las cuales pudieran
contribuir a la actividad antioxidante final.

El proceso de elaboracion del chamoy no involucré temperaturas superiores a las ambientales y por
esta razén se encontrd que una menor concentracion inhibe radical DPPH. Aunque esté elaborado
con 4.5 % de hongo (la mitad de la concentracion del queso) contiene materias primas que pudieran
contribuir en su actividad antioxidante, tales como el chile. Shobana y Naidu (2000) reportaron la
actividad antioxidante del chile y Lampe (2003) reporté que los antioxidantes son conservados
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después de un calentamiento por 30 min. Ademas de las propiedades antioxidantes del chile en la
formula 657, ésta contiene 3.5 % de acido citrico, el cual segun Herrera y col. (2011) es un
antioxidante natural. En mezclas complejas como los alimentos, los antioxidantes se pueden ver
afectados por el proceso de elaboracion y la interaccion entre los ingredientes del alimento. Los
alimentos elaborados en este ensayo contienen compuestos con actividad antioxidante y pueden

ser considerados como alimentos con potencial funcional.

Se determind la concentracién de polifenoles totales a las férmulas alimenticias 31" y 65” (Queso y
chamoy, respectivamente), los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido gélico
por gramo de muestra seca (mg GAE/Q). En la tabla 26 se presentan estos resultados.

En las formulas 31" y 65 se encontré una concentracion de 3.0 £ 0.2 y 5.9 £ 0.2 mg GAE/g muestra
seca, respectivamente, concentraciones que superan a otros alimentos evaluados en sus
polifenoles, como los reportados por Seok y col. (2010) en productos de soya, con valores de 0.103
a 0.064 mg GAE/g. Tangkanakul y col. (2009) evaluaron los polifenoles totales en comidas asiaticas
preparadas con vegetales y especias, y encontraron valores de 1.45 + 0.0 a 0.14 + 0.5 mg GAE/g de
alimento. Zulueta y col. (2007) determinaron la concentracién de polifenoles totales en jugos
elaborados con leche con valores de 0.26 g GAE/ml a 0.99 mg GAE/ml.

Tabla 26. Polifenoles totales en las formulas 31" y 65°.

Alimento mg GAE/g muestra seca
Férmula 31" (queso) 3.0£0.2*
Férmula 65" (chamoy) 59+0.2

*Media + desviacion estandar. n=3

Las férmulas elaboradas en este ensayo fueron adicionadas con hongo Lentinula edodes seco a 4
°C con su posterior asado por 2 min (tratamiento HS4As-1, punto 6.5). Las férmulas alimenticias 31
y 65" fueron elaboradas con el 9 y 4.5 % de hongo, respectivamente y se encontrd un incremento en
la concentracidon de polifenoles totales en los alimentos, considerando que el 9 y 4.5 % hongo
agregado al alimento present6 3.0 + 0.2 y 5.9 + 0.2 mg GAE/ g muestra seca, respectivamente y el
100 % del hongo con el tratamiento de secado a 4 °C con su posterior asado present6 un valor de
8.7 + 1.1 mg GAE/g muestra seca. En las formulas 31" y 65" se encontré una aumento del 32 'y 65 %,
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respectivamente en comparacion con el hongo seco a 4 °C con asado, la interaccion entre los

componentes del alimento si tuvo efecto sobre la concentracion de polifenoles totales.

Hertog y col. (1993) reportaron que la ingesta de polifenoles estimada en humanos es de 20 a 1000
mg/dia, también reportaron que 85 g del hongo Lentinula edodes proveen 43 a 75 mg de polifenoles
totales. Consumir 80 g de las férmulas 31" y 40 g de la férmula 65" nos proporcionarian una ingesta
de aproximadamente 240 y 472 mg/ dia de polifenoles totales, respectivamente, rangos que estan
dentro de los estimado por Hertog y col. (1993). Hervert y col. (2011) reportaron en la dieta
mexicana un consumo > 800 mg/dia de polifenoles siendo similar a la dieta espafiola, esto debido a
las concentraciones altas de compuestos bioactivos en los alimentos de origen mexicanos. Las
formulas 31" y 65 representan una buena opcién para el consumo de polifenoles totales, que
aunado a una dieta balanceada podrian generar un efecto benéfico en su consumidor.

Algunos reportes de interés son los reportados por Curiel y col. (2010) reportaron la capacidad de L.
brevis para degradar &cidos fendlicos. En este ensayo se encontré una relacion entre la
sobrevivencia de Lactobacillus sp. A5 y el contenido de compuestos polifenolicos de las férmulas

31" y 65, a mayor concentracion de polifenoles se encontr6 un menor crecimiento celular.

Las férmulas 31" y 65" elaboradas en este trabajo contienen los componentes necesarios para ser

consideradas como alimentos con potencial funcional.

6.7.4 Determinacion de eritadenina en los alimentos.

Se cuantificé la concentracion de eritadenina de las férmulas 31" y 65  (queso y chamoy,
respectivamente), los resultados fueron expresados como mg de eritadenina/100 g de alimento.

Se realiz6 una curva de calibracion para cuantificar la eritadenina en los alimentos, mostrada en la

figura 9, se encontré una correlacion (R?) de 0.992 y la ecuacién de la recta fue y = 3656x - 24.88.

En la tabla 27 se presentan la concentracion de eritadenina en las férmulas alimenticias. Se
encontré una concentracion de 53.5 + 2.8 y 39.5 + 5.7 mg de eritadenina/100 g de alimento en el
gueso y chamoy, respectivamente. La diferencia entre las concentraciones de las férmulas se debi6
a la concentracion de hongo agregado, la eritadenina ha sido reportada Unicamente en Lentinula
edodes y Agaricus bisporus (Saito y col., 1975; Tochikura y col., 1988; Lelik, 1997; Enman y col.,
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2007), de esta manera, no existe contribucién por los ingredientes del alimento a la concentracion
de eritadenina final, sin embargo, los ingredientes pueden inhibir, incrementar o no tener efecto
sobre la eritadenina. La férmula 65  fue elaborada con la mitad de concentracion del hongo
Lentinula edodes (4.5 %), por lo cual la concentracion encontrada fue inferior a la férmula 31".

Tabla 27. Determinacion de eritadenina en las féormulas 31" y 65°.

Alimento mg/100g alimento
Férmula 31" (queso) 535+ 2.8*
Foérmula 65”(chamoy) 39557

*Media + desviacién estandar

El queso y el chamoy fueron elaborados con el hongo seco a 4 °C con su posterior asado por 2 min
el cual presentd una concentracion de eritadenina de 97.9 £ 5.3 mg/100 g hongo seco (punto 6.4.4).
Las formulas alimenticias aumentaron la concentracion de eritadenina en comparacion con el hongo
seco y asado, debido a que el queso y el chamoy estan elaborados con el 9y 4.5 % de hongo, esto
es, el 9y 4.5 % de hongo presentaron una concentraciéon de eritadenina del 53.5+2.8y 39.5+5.7
mg eritadenina/ 100 g alimento, respectivamente, el 81 y 95.5 % restante corresponde a los demas
ingredientes de la formula. El hongo seco a 4 °C representa el 100 % del total y presenté una
concentracion de eritadenina de 97.9 £ 5.3 mg/100 g hongo seco. Consumir 80 g de las formulas 31°

y 65” proporcionaria una ingesta de 42.8 y 31.6 mg de eritadenina.

Suzuki y Oshima (1974) encontraron que la ingesta diaria de 90 g de shiitake frescos, 9 g de shiitake
seco 0 9 g de irradiados con UV por 7 dias reduce los niveles medios de colesterol sérico en mujeres
jovenes en un 12, 7 y 6 %, respectivamente. En la literatura no hay reportes de la cuantificacion de
eritadenina en una mezcla compleja como un alimento. Las férmulas alimenticias 31" y 65

elaboradas en este ensayo pueden ser utilizadas como alimentos con potencial funcional.
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7. CONCLUSIONES.

Las cepas de Lactobacillus sp. Al, A2, A5y B1 presentaron potencial probi6tico; la cepa A5 fue la
gue presenté mejores caracteristicas probioticas por lo que fue utilizada para la elaboracién de
un alimento con potencial funcional. El medio M2a fue el seleccionado para el crecimiento de la

cepa de Lactobacillus sp. A5.

La cepa A5 fue inoculada en el medio M2a a una concentracion de 2 x 10’ UFC/ml e incubada a
37 °C/16 h y posteriormente agregada a los alimentos junto con el medio de crecimiento al 20 %

de la cantidad total del alimento.

Lentinula edodes fue secado a 4 °C con su posterior asado por 2 min e integrado al 9y 4.5 % de

la cantidad de alimento final.

Las formulas 31" y 65” correspondientes a un queso y un chamoy, respectivamente, fueron las
mejor evaluadas por los panelistas. Estos alimentos presentaron actividad antagonica contra E.
coli, S. aureus y S. typhimurium. La cepa de Lactobacillus sp. A5 en las formulas 31" y 65" se

mantuvo viable a los 14 dias de almacenamiento.
Se encontré un efecto por el agregado del hongo y las bacterias en los alimentos (queso y
chamoy), las formulas alimenticias presentaron actividad antioxidante, polifenoles totales y

eritadenina.

Las férmulas 31" y 65" elaboradas en este trabajo contienen todos los elementos necesarios

para poder ser consideradas alimentos con potencial funcional.
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