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«En la naturaleza nada hay superfluo»

Averroes
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ABREVIATURAS.

A. Absorbancia.

Aus0. Absorbancia a 450 nandmetros.
Azs0. Absorbancia a 760 nanometros.
As31. Absorbancia a 531 nanometros.
As15. Absorbancia a 515 nanometros.

a.C. Antes de Cristo.

° C. Grado centigrado.

CA. Capacidad antioxidante.

CC. Cantharellus cibarius.

CCH. Harina de Cantharellus cibarius.
CCP. Cantharellus cibarius pie.

CCS. Cantharellus cibarius sombrero.
CCO. Craterellus cornucopioides.
CCORP. Craterellus cornucopioides pie.
CCOS. Craterellus cornucopioides sombrero.
CCOH. Harina de Craterellus cornucopioides.
CL. Cantharellus lutescens.

CLS. Cantharellus lutescens sombrero.
CLP. Cantharellus lutescens pie.

CLH. Harina de Cantharellus lutescens.
CT. Cantharellus tubaeformis.

CTH. Harina de Cantharellus tubaeformis.
CTP. Cantharellus tubaeformis pie.

CTS. Cantharellus tubaeformis sombrero.
Cols. Colaboradores.

DE. Desviacion estandar.

DPPH. 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
equiv. Equivalentes.

g. Gramo.

HR. Hydnum repnadum.

HRS. Hydnum repnadum sombrero.



HRP. Hydnum repnadum pie.

HRH. Harina de Hydnum repnadum.
HRU. Hydnum rufescens.

HRUS. Hydnum rufescens sombrero.
HRUP. Hydnum rufescens pie.
HRUH. Harina de Hydnum rufescens.
Kg. Kilogramo.

M. Molar.

m?. Metro cuadrado.

ml. Mililitros.

mg/Kg. miligramos por Kilo.

mg/l. miligramos por litro.

ml/min. Mililitro por minuto.

mM. Milimolar.

nm. Nanémetros.

P.E. Pleurotus eryngii.

P.E.H. Harina de Pleurotus eryngii.
pH. Medida de la acidez o la alcalinidad de una disolucion.
PH. Peso himedo.

Pm. Peso molecular.

ppm. Partes por millon.

p/v. Peso por volumen.

RLs. Radicales libres.

ROS Especies reactivas de oxigeno.
r.p.m. Revoluciones por minuto.
v/v. Volumen por volumen.

ng. Microgramos.

ul. Microlitros.

pm. Micrémetros.

pmoles. Micromoles.

%. Tanto por ciento.
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1.1. INTRODUCCION.

Los hongos se definen como organismos vivos que se reproducen por esporas y
que carecen de clorofila, por lo que deben vivir a costa de otros seres, haciéndolo de
forma saprofitica, simbidtica o parasita (Garcia Blanco y S&nchez Rodriguez., 2009).

Actualmente han sido descritas unas 80.000 especies de hongos, sin embargo, se
estima que podrian existir aproximadamente 1.5 millones (Hawksworth., 2001). De las
especies conocidas, aproximadamente el 50% podrian ser comestibles, de éstas,
alrededor de 2000 lo son con toda seguridad, y alrededor de 700 especies son conocidas
por sus importantes propiedades farmacoldgicas (Chang ST., 1999; Wasser SP., 2012).

Los hongos, no pertenecen al reino animal ni al reino vegetal, forman un reino

propio denominado “Reino Fungi” (Whittaker., 1969).
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Figura 11. Esquema clasificatorio de Whittaker en forma de arbol filogenético

(Whittaker., 1969).

Las setas, que son los cuerpos fructiferos de los hongos, forman parte de la dieta
humana desde hace miles de afios y su consumo aumenta progresivamente. Las setas se

consideran un alimento saludable debido a que son bajas en calorias, grasas y acidos
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grasos esenciales mientras que son ricas en proteinas, vitaminas y minerales (Kalac.,
2009).

El interés en investigar en profundidad este reino se ha intensificado en las tres
Gltimas décadas estudiandose su valor nutricional (Kalac., 2013), su capacidad
antioxidante (Barros y cols., 2009), la calidad de sus proteinas (Dabbour y Takruri.,
2002) y el contenido y caracterizacion de polisacaridos con propiedades

inmunomoduladoras y antitumorales (Wasser., 2002; Reis y cols., 2012).

1.2. BREVE RESENA HISTORICA.

Desde hace milenios, los hongos han sido valorados por el ser humano como
alimento y fuente de sustancias con propiedades medicinales y psicotropicas (Calonge.,
2011).

Los ultimos hallazgos que permiten saber la antigliedad de los hongos provienen
de restos fosiles en ambar (Fig. 12) procedente del Valle Hukawng (Myanmar) con una
edad estimada de 100 millones de afios tal y como demuestran los estudios de Poinar de
la Universidad de California (Poinar y Buckley., 2007).

Figura 12.Sombrero de un hongo en &mbar del periodo Cretécico llamado Paleo

Agaracites antiquus. (Poinar y Buckley., 2007).

Hace 5.300 afios, la especie humana ya tomaba antibioticos naturales obtenidos
de las setas (Capasso., 1999). Diferentes investigaciones (Mdiller-Karpe., 1959),
permitieron demostrar que en la civilizacion lacustre suiza, en el Neolitico, ya se
consumian setas como la Fistulina Hepética. Los restos arqueoldgicos del hombre
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primitivo, hallado congelado en los Alpes en 1991, han permitido rescatar de sus ropas,
restos de setas como Fomes fomentarius, que es efectivo como antitusigeno y que
servia, a partir de las chispas provocadas con pedernal, para encender el fuego. Se han
encontrado también restos de Piptoporus betulinus, que tiene propiedades antibioticas
(Campos y Arregui., 2010).

Son numerosos los petroglifos encontrados en diversas zonas del planeta, que
datan de méas de 3000 afios a.C. en los que se pueden encontrar simbologia de figuras
antropomorfas y formas de hongos (Wasson y cols., 1957), como los que se muestran en
la Figura I3, descubiertos por N. N. Dikov.

Los egipcios conocian los hongos y pudieron utilizarlos con fines rituales, asi lo
manifiestan las pinturas murales de la tumba del farabn Amenemhet que data de 1450
a.C. (Puharich y cols., 1959). En otros restos arqueoldgicos (vasijas de las tumbas
faraonicas), se han encontrados restos de setas molidas a las cuales se les atribuyen fines
curativos. La produccion de alimentos fermentados, consecuencia de la accion de

hongos y levaduras microscopicos se manifiesta en numerosos restos arqueoldgicos de

i1

Figura I3. Petroglifos a orillas del rio Pegtymel, en la region de Chukotka (Rusia)

ésta época.

3000 afios a.C. Los alucinogenos en el mito. Relatos sobre el origen de las plantas

psicoactivas (Samorini y cols., 2001).

En Grecia, Nicander de Colofén, 185 afios a.C., decia que los hongos se
originaban del suelo por accion de la lluvia en su libro de venenos y
antidotos "Alexifarmaca", constituyendo una de las primeras referencias de la micologia
(Towaide., 1997).
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La propia civilizacion griega, ha dejado maltiples huellas y restos de la presencia
y uso de los hongos. Teofrasto, filésofo y naturalista, defini6 a los hongos como plantas
imperfectas, exentas de raices, de hojas, de flores y de frutos. Dioscorides, médico
griego del siglo I, propone una separacion entre "Fungi esculenti" y "Fungi perniciosi"
(Gonzalez., 2002; Font Quer., 1962).

En el Imperio Romano (Fig. 14), ya se empieza a conocer el uso y consumo de
los hongos y setas de forma habitual, donde esclavos escogidos realizaban su
recoleccion. Algunas setas de exquisito sabor deben su nombre a la degustacion de los
propios Césares romanos y como prueba de ello recibieron su nombre (Amanita
caesarea). Marco Gavio Apicio, en su tratado de cocina “De Re Coquinaria”, recoge
varias recetas con trufas y setas (Edwards., 1984). El naturalista romano Plinio el Viejo,
establece en sus escritos, las primeras normas para distinguir los hongos comestibles de
los venenosos (Historia natural XI1-XV1 de Plinio el Viejo., 1995).

Figura 14. Detalle de setas pintadas en una pared de la ciudad romana de

Herculaneum. Museo Nacional de Népoles.

Algunas tribus del norte de Europa utilizaban la seta Amanita muscaria como
alucindgeno en sus fiestas y ritos religiosos, (Hofmann., 2000; Samorini., 2001) en la
actualidad todavia hay pequerias tribus siberianas que siguen practicando estos ritos.

Durante la Edad Media, periodo comprendido entre el siglo V y el XV, los
conocimientos procedentes de los naturalistas griegos y romanos pasaron al olvido, las
creencias populares sin criterios cientificos tan solo distinguian entre hongos
comestibles y venenosos.

En el Renacimiento, siglos XV y XVI, la aparicion de la imprenta permite de
nuevo progresar en el conocimiento de los hongos ayudando a la difusion de obras
como "Theatrum fungurum” de Johannes Franciscus Van Sterbeeck (1630-1693)
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sacerdote y boticario aleman con el primer texto dedicado a los hongos, cuya finalidad
era ayudar a la identificacion precisa de las variedades comestibles (Mehrotra., 1990).
Fray Bernardino de Sahagun, en su estancia en Nueva Espafia (México) recopila
en “Los Codices Matritenses” (capitulo XI1I) informacion sobre los hongos de los libros
sagrados “Popol Vuh” y "Las Historias del Quiché" de los indios quichés que habitaban
Guatemala (Fig. 15). En esta cultura los hongos tenian un rango elevado y eran
considerados comida de dioses y reyes, probablemente por su caracter alucindgeno mas

que por los beneficios alimenticios que obtenian de ellos (Tudela., 1952).

Figura I5. Piedras talladas en forma de hongo del area maya de Guatemala, sur de
Mexico y El Salvador. Fechadas entre el 1000 a.C. y el 500 d.C. “Plants of de
Gods” (Schultes y Hoffman., 1980).

Linneo (1753), bidlogo sueco, desarrolld el concepto de la nomenclatura
binomial de los seres vivos en diferentes niveles jerarquicos y para los hongos crea un
Reino, especifico.

En el siglo XVII, los hongos, comenzaron a ser consumidos por la nobleza, en
sus platos de cocina refinada y dejaron de tener la consideracion de un alimento basico
para los pobres.

Van Leeuwenhoek fabrica los primeros microscopios, lo cual permite el inicio y
desarrollo de los estudios sistematicos en los hongos asi como el conocimiento de los
hongos microscopicos.

Durante los siglos XVIII y XIX es cuando la Micologia adquiere la categoria de
auténtica disciplina cientifica y comienzan a aparecer los primeros sistemas de
clasificacion. Se identifican y definen las esporas yse clasifican los hongos en

Basidiomycetos y Ascomycetos. Christiaan Hendrik Persoon (1801), micologo
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sudafricano y considerado el padre de la Micologia, establece en su tratado la Synopsis
Methodica Fungorum la sistematica de los hongos por géneros, adoptando el método
linneano para la micologia. Destacan en ésta época eminentes micélogos como Jean
Baptiste Francois Pierre Bulliard y Jacob Christian Gottlieb (Mehrotra., 1990).

El naturalista sueco Elias Fries (1794-1878), otro de los padres de la Micologia,
es el creador de la moderna taxonomia y sistematica actual de los hongos. Sus
publicaciones Systema mycologicum y Elenchus fungorum (1818-1828), han servido
para establecer una clasificacion por el color de las esporas, conjuntamente con la
clasificacion de acuerdo al tipo de himend6foro: laminas, poros, pliegues y aguijones,
como principales caracteres taxondémicos. Llegd a caracterizar 2770 especies, la
abreviatura “Fr” sirve, acompafiando al nombre del género y la especie, para designar a
este gran micologo como el primero en describirla (Deacon., 1990).

Joseph-Henri Leveillé, mic6logo francés, considerado como el precursor de la
Micologia moderna, es el primero en dar una descripcion completa del basidio y del
cistidio de los hongos basidiomicetos. Estudia su microscopiay comprueba que las
esporas maduran en los basidios. Establece la clasificacion por los caracteres
microscopicos y estudia las reacciones quimicas que se producen en los hongos por
medio de reactivos quimicos. (Deacon., 1990).

Whittaker en el afio 1969 separa a los hongos en un reino aparte de las otras
formas de tipo vegetal. Relevantes micdlogos estudian, clasifican y establecen nuevos
conceptos sobre toxicidad de distintas especies, desechando creencias populares
erroneas, usadas para determinar su comestibilidad. A partir de esta época es cuando
comienza el estudio de los principios bioactivos de las setas con fines medicinales.
(Deacon., 1990).

1.3. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS HONGOS.

Escuchamos hablar indistintamente de «hongos» y «setas», incluso en algunas
zonas determinadas las setas reciben el apelativo de «hongos», pero desde un punto de
vista micoldgico es necesario superar esta confusion. Las setas son el cuerpo fructifero
del hongo (Campos y Arregui., 2010).

Los hongos constan de las siguientes partes (Fig. 16) (Alexopoulos., 1996;

Campos y Arregui., 2010).
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Sombrero
Cuticula

Micelio | 7

/ Raices de arboles

Figura 16. Diferentes partes de un hongo. Elaboracion propia.

Sombrero: la forma mas conocida es la semejante a un paraguas con pie y
sombrero (Fig. 17), aunque puede presentar numerosas variaciones segun el tipo de
himenio. Igualmente puede presentar una amplia gama de formas y colores: redondo,

plano, céncavo, convexo, con mameldn, embudado, hemisférico, acampanado, etc.

Fig. 17. Detalle de sombreros de Cantharellus tubaeformis.

Como parte del sombrero estd la cuticula, membrana exterior que recubre al
sombrero. Tiene importancia tanto por su estructura como por su color. Puede ser

viscosa 0 seca, lisa 0 escamosa, cuarteada o agrietada, fibrosa, verrugosa, tener o no

18



placas y separarse fécil o dificilmente de la carne. Ademas el borde del sombrero puede
ser liso, ondulado, estriado, acanalado, festonado, delgado, grueso, etc.

Himenio: es la parte fértil del carpdforo, donde se localizan las esporas. Las
laminas son unos tabiques verticales delgados que se encuentran situados en la parte
inferior del sombrero, dichas ldaminas, pueden ser separadas, libres, escotadas cuando
tienen un entrante en la proximidad del pie, adnatas o adheridas cuando tocan el pie en
una pequefia parte o decurrentes si recubren una parte del pie.

El pie es la parte de la seta que sostiene al sombrero. El color, el tamafio, la
estructura fibrosa o granulosa o si es hueco 0 macizo, son caracteres indispensables para
la taxonomia. El pie ser central, lateral o excéntrico, delgado o grueso, curvado,
sinuoso, radicante, atenuado, claviforme, bulboso, fibroso, cartilaginoso o granuloso, en
ocasiones, en el pie aparece un anillo cuya formacion se debe a la rotura total o parcial
del velo himenial al crecer la seta y extenderse el sombrero, quedando parte de esta
membrana rodeando el pie. La existencia de este anillo ayuda en la determinacion vy la
clasificacion de las setas, sin embargo, en algunas setas desaparece facilmente.

La volva es un resto membranoso del velo universal que tiene forma de vaina y
que a menudo se mantiene en la base del pie. Este velo universal cubre y protege a la
seta totalmente al nacer y al crecer desaparece total o parcialmente.

La carne se caracteriza por su consistencia (fibrosa, granulosa, dura o blanda,
compacta o esponjosa, viscosa, coriacea, higrofana), su color (varia dependiendo de la
oxidacion y el clima), su olor (anis, ajo, harina fresca, fenol, almendras amargas,

cloro, patatas crudas) y su sabor (dulce, amargo, picante, agradable, desagradable).

1.4. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LOS HONGOS.

En la determinacién y caracterizacion de los hongos es imprescindible la
observacion microscopica de las hifas, cistidios, pelos y esporas.

Las hifas son las unidades estructurales de la mayoria de los hongos, sobre todo
de los filamentosos. Las hifas septadas presentan tabiques transversales en forma y
namero regular, con un poro de comunicacion en el centro; las hifas aceptadas carecen
de dicho tabique. El conjunto de hifas recibe el nombre de micelio. Se puede observar
al microscopio el grosor de la pared, el diametro del filamento, la presencia o no de

bucles o fibulas, etc.
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Las ascas son los sacos donde se desarrollan las esporas de los Ascomycetes
mientras que los basidios son los érganos donde se desarrollan las esporas de origen
sexual de los Basidiomycetes. Los cistidios son células estériles que rodean a los
basidios.

Los pelos son elementos estériles de morfologia variada que aparecen tanto en la
cuticula como en el himenio o en el pie.

Las esporas son los organos de origen sexual encargados de perpetuar y
extender la especie. Es importante el color de la esporada (conjunto de esporas que deja
caer el carpoforo cuando estd maduro), debido a que es significativo a la hora de
identificar la especie, ademas, las esporas son muy variables en cuanto a forma,
ornamentacion, y tamafno. Las formas de las esporas pueden ser esféricas, ovales,
globosas, poligonales, estrelladas, cilindricas, helicoidales, etc; sus superficies pueden
ser lisas, rugosas, reticuladas, verrugosas y espinosas; ademas, pueden presentar
tabiques tanto longitudinales como transversales. El tamafio suele variar entre 3 y 20

micras.

1.5. CLASIFICACION DE LOS HONGOS SOMETIDOS A ESTUDIO.

La ordenacion Taxondmica de este Reino distingue entre division, subdivision,
clase, subclase, orden, familia, género y especie.

Las setas objeto de este estudio pertenecen a la Division: Basidiomycota,
Subdivision: Basidiomycotina, Clase: Homobasidiomycetes, Subclase:
Aphyllophoromicetidae, Orden: Cantharellales.

Los Cantharellales son un orden de hongos Basidiomycotas (Hibbett y cols.,
2007), tienen forma de embudo con el borde ondulado, sinuoso, y el himenio en
pliegues espaciados como laminillas que bajan por el pie, anastomizadas, es decir que se
juntan y ramifican. La especie comestible méas apreciada es Cantharellus cibarius. Los
Cantharallales suelen formar micorrizas con coniferas y arboles de madera dura.

Dentro de este orden, se agrupan varias familias (Fig. 18). El grupo de hongos que se
someten a estudio en este trabajo pertenecen a la familia de:

e Cantherallaceae: Cantharellus cibarius CC (verde).

e Craterellacea: Craterellus cornucopioides CCO, Craterellus lutescens CL y

Craterellus tubaeformis CT (azul).

e Hydnaceae: Hydnum repandum HR, Hydnum rufescens HRU (rojo).
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FAMILIAS

Cantharellaceae Cantharellus

Craterellacea Craterellus

Sparassidaceae Sparassis

Typhulaceae Typhula
Clavulinaceae Clavulina
CANTHARELLALES

Clavariaceae

Clavulinopsis

Macrotyphula

Clavariadelphaceae Clavariadelphus

Hydnaceae

Scutigeraceae Albatrellus

Figura 18. Clasificacion taxondmica de las muestras dentro del Orden de las

Cantharellales. Elaboracién propia.

NOTA: En otras bibliografias consultadas CT y CL son considerados de la familia Cantharellaceae. Estas especies se nombraran
indistintamente de las dos maneras: CL: Cantharellus lutescens o Craterellus lutescens; CT: Craterellus tubaeformis o Craterellus
tubaeformis. En esta clasificacion se han utilizado los datos recogidos en el libro Guia de “Setas de la peninsula Ibérica y de
Europa”. Ed. Everest (Garcia y Sanchez., 2009)
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1.5.1. Hydnum repandum

Género y especie Otros nombres:
Hydnum repandum -5 Nombre comiin: Lengua de vaca, gamuza.
Sinonmo: Hydnum flavidum Schaeff.
Taxonomia:
Division Subdivision Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomyceres Aphyllophoromycenidae Cantharellales  Hydmnaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero de hasta 15 cm, de color variable, desde beige a amarillento, aungue
predominantemente de color gamuza. Es carnoso v seco, con la superficie lisa o ligeramente
afieltrada, su forma es convexa pero muy irregular, con el margen lobulado en los ejemplares
adultos.

Himenoforo formado por aguijones muy fragiles que se caen con solo tocarlos, de unos 6 mm de
largo, de color blanquecino o crema, decurrentes sobre el pie.

Pie normalmente corto y grueso, en ocasiones excentrico, de color bastante palido.

Carne quebradiza v blanca, aunque puede amarillear débilmente.

Caracteristicas microscopicas:

Sistema de hifas monomitico. Hifas generativas hialinas, con fibulas, de pared delgada, de
diametro vaniable, de 3-15 pm @. Esporas subglobosas, de 5,5-7 x 4,5-6 pm, de pared delgada,
hialinas, lisas, ni amiloides mi dextrinoides. Esporada blanca.

Habitat

Aparece desde finales de verano en bosques de caducifolios, en corros o hileras, en los
pinares sin embargo es una seta tardia, que sale con el otofio ya avanzado v que incluso
aguanta hasta 1a llegada de las nieves. Commin y abundante

Observaciones:
Constituye un buen comestible, mas adecuada para acompafiar guisos que para comerla sola.

Refererncias

{Linnaens) Fries, 1821 (Smith, 1949; Smith, Smith &
Weber, 1981; Arora, 1986; Phillips, 1991/2005; Lin-
coff, 1992; Persson, 1997 Herb. Kuo 2007.

Texto

Calonge FD. 2011; Garcia A | Sanchez J. 2009;
Imagen

www.mushroomexpert com/hydoum repandum html

Figura 19: Ficha técnica Hydnum repandum. Elaboracion propia.
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1.5.2. Hydnum rufescens

Género y especie Otros nombres:
Hydnum rufescens @es)e: Nombre comin: Lengua de gato, tripaki
gorriska, picomnell de pi.
Sinonimo: Hydnum camosum Batsch.
Taxonomia:
Division Subdivision Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomyceres Aphyllophoromycenidae Cantharellales  Hydmnaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero de poco porte v aspecto poco carnoso, el diametro de los ejemplares mas desarrollados
apenas supera los 5 cm en el mejor de los casos. Tiene una forma convexa en sus primeras etapas
v aplanada al desarrollarse plenamente, con la zona central umbilicada o resaltada segiin las
diferentes formas o variedades. Su superficie es de color ocre anaranjado, lisa v no separable de
1a came, aunque puede tener tonalidades diferentes segin su estado, los matices anaranjados
estan siempre presentes. El margen es regular v tiende a ondularse en los ejemplares viejos.
Laminas formadas por aguijones fragiles v quebradizos que se desprenden con facilidad al
menor roce, estos aguijones no decurren sobre el pie de forma habitual aungue este es un carac-
ter un tanto inconstante v en ejemplares viejos con sombrero ondulado si pueden decurrir

Pie generalmente delgado, alargado o proporcionado al sombrero, de color que va del blanqueci-
no inicial a tonos ocraceo anaranjados claros o rosados, ensucidndose un tanto al ser manipula-
do, es lleno v de consistencia quebradiza.

Carne no demasiado espesa de color blanquecino o crema, al corte tiende a tefiirse de anaranjado
claro, quebradiza.

Caracteristicas microscopicas:

Sistema de hifas monomitico. Hifas generativas hialinas, con fibulas, de pared delgada, de hasta
15 pm@. Esporas anchamente elipsoidales a subglobosas, de 8-9 x 6-7 pm, de pared delgada,
hialinas, lisas, ni amiloides ni dextrinoides. Esporada blanca

Habitat

Se trata de una especie bastante frecuente en muchas zonas de la peninsula ibérica, puede brotar
tanto en bosques de planifolios como bajo diversas coniferas, se ve con frecuencia en hayedos
donde brota durante el otofio v puede llegar a permanecer hasta avanzado el inviemno. Es una
especie que suele fiuctificar en grupos, muchas veces en corros o hileras.

Observaciones:

Esta especie es comestible de olor es suave y afrutado, poco perceptible, ¥ su sabor inicialmente
es dulce pero pasado un rato de masticacion puede resultar algo amargo, para evitarlo, someterla a
fuerte coccidn.

Refererncias

{Linnaeus) Fries, 1821 (Smith,  1949; Smith, Smith &
Weber, 1081; Arora, 1986; Phillips, 1991/2005; Lin-
coff, 1992; Persson, 1997 Herb. Kuo M. 2003.

Texto

Calonge, F.D. 2011; Garcia A, Sanchez J. 2009;

Kuo, M. 2003

Imagen

http:/fwww fichasmicologicas com/™micos=1&alf=Hé&
art=200

Figura 110: Ficha técnica Hydnum rufescens. Elaboracion propia.
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1.5.3. Cantharellus cibarius

Género y especie Otros nombres:
N . Nombre comim: Rebozuelo, saltzaperretxico,
Cantharellus cibarius ¥ zizahori, rosignol
Sinonimo: Cantharellus eduhs Sacc.
Taxonomia:
Division Subdivision Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomycetes Aphyllophoremycendae Cantharellales Cancharellaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero que puede superar los 5 cm de diAmetro, de color fundamentalmente amarillo, a veces
muy palido v ofras casi naranja, lo que da pie a la existencia de unas coantas variedades. Su
forma de joven es plano-convexa, con el tiempo se va deprimiendo v hundiendo por el centro.

Su cuticula es lisa y el margen suele estar enrollado y lobulado imregularmente.

Laminas que en realidad no son tales, sino pliegues bifurcados y muy decurrentes, también de un
color amarillo muy llamative, practicamente con colores con el sombrero.

Pie lleno ¥ macizo, atenuado hacia 1a base, mas bien corto, de color amarnillo, con color o algo
mas palido que el resto del carpoforo.

Carne espesa en 1a zona central del sombrero, mas delgada hacia el borde, de color amarillento,
olor agradable afrutado y sabor suave.

Caracteristicas microscopicas:

Sistema de hifas monomitico. Hifas generativas con fibulas, de 2-4 pm@_ Fsporas anchamente
elipsoidales, de 8-10 x 5- um, hialinas, lisas, no amiloides. Basidios de bispdricos a hexasporicos.
Esporada: de amarillo palido a blanco cremoso.

Habitat

Cuando m3s aparece es en los veranos lluviosos, pero también se encuentra en el otofio, suele
preferir los bosques de planifolios, aungue con menos profusion sale también en coniferas. La var
amethysteus suele salir bajo alerces.

Observaciones:

Esta especie es un excelente comestible. Sabor no distintivo o ligeramente picante; olor fragante v
dulce, como los albaricoques.

KOH en sombrero negativo a 10§izo; amoniaco en sombrero negativo. Branguias falsas grisaceo a
gris oscuro con sales de hierro.

Refererncias

Fries, 1821 (Coker, 1919; Smith, 1968; Bigelow, 1978;
Weber & Smith, 1985; Metzler v Metzler, 1992; Hom,
Kay & Abel, 1993; Barron, 1999; roody, 2003;
McNeil, 2006 ; Kuo, 2007;. Binion et al, 2008).

Texto

Calonge FD. 2011; Garcia A, Sanchez J. 2009;
Kuo, M. 2011;

Imagen

http://stuffpoint com/nature/image/394645/golden-
beauty-cantharellus-cibarius-picture/art=209

Figura 111: Ficha técnica Cantharellus cibarius. Elaboracion propia.
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1.5.4. Craterellus cornucopioides

Género y especie Otros nombres:

Craterellus cornucopioides | Nombre comin: Trompeta de los muertos.

(L. Fr.) Pers. Sinonime: Cantharellus comucopioides
Taxonomia:
Divisicn Subdivisicn Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomycetes Aphyllophoromycenidae Cantharellales Crarevellaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero de hasta 10 cm de didmetro, de color vaniable segiin el grado de humedad del
espécimen, desde negro a gris mate, con una cuticula lisa o ligeramente veteada de fibrillas v
con el borde lobulado de manera irregular. Su forma es de trompeta y posee una cavidad en el
centro que se prolonga casi hasta 1a base del pie.

Laminas inexistentes, el himenio de esta especie es completamente liso, v de color gris
ceniciento, si acaso débilmente armugado.

Pie que se puede considerar como una mera prolongacion del sombrero, es hueco, y su color es
similar al del himenio o ligeramente mas oscuro.

Carne delgada v quebradiza, escasa, de consistencia elistica, de color gris a negruzca.

Caracteristicas microscopicas:
Sistema de hifas monomitico. Hifas de diametro variable, las de la trama hasta 20 pm. Esporas
anchamente elipsoidales, de 12-16 x 7-10 pm. Esporada blanca.

Habitat
Aparece en bosque de robles y hayas, en verano pero sobre todo en los meses otofiales, en placas
de numerosos ejemplares. Le gustan los terrenos muy hiimedos.

Observaciones:

Excelente comestible es ademas una seta que se presta a ser desecada para su posterior
rehidratacion, o para convertirla en polvo con el que aderezar los guisos. Puede confundirse con el
Cantharellus cinereus, que sin embargo tiene el himenio con pliegues bien marcados, especie
también comestible.

De olor aromatico agradable y buen sabor.

Refererncias

{Linnaeus, 1753) Persoon, 1825 (Smith, 1949;
Corner, 1966; Smith, 1968; Petersen, 1975; Bige-
low, 1078; Smith, Smith & Weber, 1081; Thiers,
1985; Weber & Smith, 1985; Arora | 1986; Phi-
lips, 1991/2005; Lincoff, 1992; Metzler v
Metzler, 1992; Horn, Kay & Abel, 1993; Persson,
1997; Bamron, 1999; Pilz et al, 2003; Roody,
2003; McNeil, 2006; Miller & Miller, 2006; Euo,
2007)

Texto

Calonge, F.D. 2011; Garcia A, Sianchez J. 2009;
Imagen

hitp:/fwww mushroomexpert com/ html

Figura 112: Ficha técnica Craterellus cornucopioides. Elaboracién propia.
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1.5.5. Craterellus lutescens o Cantharellus lutescens

Género y especie Otros nombres:
Craterellus lutescens @es)ri | Nombre comin: trompeta amarilla, saltsa-perretxiko
hor, camagroc.
Sinénimo: Cantharellus lutescens
Taxonomia:
Divisicn Subdivisicn Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomycetes Aphyllophoromycenidae Cantharellales Crarevellaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero de aproximadamente 5 cm de didmetro en estado adulto, con forma embudada o
plana, pero con una especie de ombligo en su zona central. De color marron grisaceo recubierto
por fibras oscuras sobre un fondo algo amarillento. El borde suele ser mas oscuro, v esta
ondulado e involuto de forma un tanto irregular, siendo ademas muy fino.

Laminas mexistentes, el himenio de esta seta es liso o arrugado, como con unas ondulaciones a
modo de pliegues que decurren notablemente sobre el pie. De color amarillento o cameo palido.
Pie mucho mas largo que el diametro del sombrero, de color amarillo fuerte o amarillo
anaranjado, generalmente liso. A veces con un surco longitudinal Es hueco.

Carne fina, delgada v fragil, mas dura en el pie v mas flexible en el sombrero, de color amarillo.

Caracteristicas microscopicas:

Sistema de hifas monomitico. Hifas generativas confibulas, de didmetro variable, hasta 12 pm@®,
pared algo gmiesa. Esporas anchamente elipsoidales, de 9-11 x 6,5-7.5 pm, hialinas, lisas, no
amiloides. Esporada crema amarillenta. Basidios de bisporicos a hexasporicos.

Habitat

Es una sefa que aparece durante el otofio, de forma gregaria, formando a veces verdaderas alfom-
bras, en zonas musgosas dentro de los pinares, con predileccion por los terrenos calizos.
Localmente frecuente y abundante.

Observaciones:
Es un buen comestible habitualmente recolectado por los seteros, que incluso puede desecarse

para su posterior uso. Se puede confundir con el Cantharellus tubaeformis, cuyo himenio tiene
auténticas nervaduras, no pliegues o armigas como esta seta, ademas su olor a humedad es
caracteristico, v sus colores no son tan vivos.

Olor bastante fuerte, affutado, v sabor dulce.

Refererncias

(Bulliard) Quelet, 1888 (Comer, 1966; Smith,
1968; Bigelow, 1978; Smith, Smith & Weber,
1081; Thiers, 1985; Weber & Smith, 1985; Arora,
1986; Phillips, 1991,/2005; Lincoff | 1002; Pers-
son, 1997; Barron, 1999; Pilz et al, 2003; Roody,
2003; McNeil, 2006; Miller & Miller. 2006; Kuo,
2007)

Texto

Calonge, FD. 2011; Garcia A, Sanchez J. 2009;
Imagen

http:/"www setasysitios.com

Figura 113. Ficha técnica de Craterellus lutescens o Cantharellus lutescens.

Elaboracion propia.

26



1.5.6. Craterellus tubaeformis o Cantharellus tubaeformis

Género y especie Otros nombres:
Craterellus tubaeformis Nombre comtin: Angula de monte.
(Bull.) Qual_. Sinonimo:; Canttharellus tubaefornms, Cantharellus
< fmdibiliform
Taxonomia:
Divisidn Subdivision Clase Subclase Orden Familia

Basidiomycote Basidiomycotina Hemobasidiomycetes Aphyllophoromycenidae Cantharellales Crarevellaceae

Caracteristicas Macroscopicas:

Sombrero de 2 a 6cm, embudado (forma de tuba o trompeta), hueco hasta el pie, color pardo o
marron, con matices amarillento-ocraceos. Margen mias amarillo, simioso, irregular, incurvado y
ondulado. Cuticula seca, mate, escamosa v finamente vellosa. En vez de laminas, presenta
pliegues o nervaduras bien marcadas, anastomasadas, intervenadas, anchas, separadas,
decurrentes, color grisiceo, sobre fondo liso amarillento.

Pie cilindrico, centrado, liso, estrecho y hueco, a memudo soldado a otros pies, de color amarillo
mate (no vivo), a marron 0scuro, a Veces grisaceo.

Carne escasa, muy fina, flexible, mas dura en el pie, color amarillo palido.

Caracteristicas microscopicas:
Esporas ovoides de 8-10 x 6-8 pm, hialinas, lisas, no amiloides Fsporada crema palido.

Habitat

Bosques himedos de coniferas (pino, abeto) v caducifolios (toble, hava, castafio). Bajo el musgo
o hmmus del suelo, monte bajo de brezo omatorral Gregaria, grupos numerosos. Se da
principalmente en primavera, fin de verano y otofio. En el sur, hasta mediado el invierno.

Observaciones:
Es un buen comestible . Olor a moho y sabor dulce, no desagradable. Se conoce en ambientes

gastrondmicos como angula de monte.

Refererncias

(Bulliard) Quelet, 1888 (Corner, 1966; Smith,
1968; Bigelow, 1978; Smith, Smith & Weber,
1081; Thiers, 1985; Weber & Smith, 1985;
Arora, 1986; Phillips. 1991/2005; Lincoff
1992: Persson, 1997; Barron, 1999;. Pilz et al,
2003; Roody, 2003; McNeil, 2006; Miller &
Miller, 2006; Kuo, 2007)

Texto

Calonge FD. 2011; Garcia A., Sanchez J.
2009;

Imagen

http:/fwww setasysifios.com

Figura 114. Ficha técnica de Craterellus tubaeformis o Cantharellus tubaeformis.

Elaboracion propia.

27



1.6. PROPIEDADES QUIMICAS Y NUTRICIONALES DE LAS SETAS.

Las setas contienen una cantidad muy elevada de agua (entre el 82-92%). Son
consideradas como alimento saludable, ya que son bajas en calorias y grasa pero ricas
en proteinas y fibras dietéticas (Manzi y cols., 1999; Barros y cols., 2008; Kalac., 2013).

Los principales componentes que se han encontrado en las setas son:

Las proteinas: su porcentaje en peso seco puede variar entre el 10 y el 30%. Las
proteinas de los hongos contienen los nueve aminoacidos esenciales requeridos por los
seres humanos. El contenido de proteina cruda de hongos comestibles es generalmente
alto, pero es muy variable y se ve afectado por factores como la especie y la fase de
desarrollo (Longvah y Deosthale., 1998). El contenido de proteina cruda de algunas
setas comestibles comunes varia aproximadamente entre el 10 y el 40% (Barros y
cols., 2009; Longvah y Deosthale., 1998).

El contenido de aminoacidos esenciales (g/100 g de proteina) en las setas oscila
aproximadamente entre el 34 a 47%. Los perfiles de aminoécidos esenciales de setas
revelan deficiencias en los aminoacidos que contienen azufre, incluyendo metionina y
cisteina, sin embargo, los hongos comestibles son comparativamente ricos en treonina
y valina. La lisina, leucina, isoleucina, y el triptéfano son los aminoacidos
caracteristicos de algunas proteinas de hongos comestibles (Barros y cols., 2009;
Cheung., 2003).

Vitaminas. Las Setas son una buena fuente de varias vitaminas, como la
riboflavina, niacina y folatos. El contenido de vitamina B2 en los hongos es mayor que
el que generalmente se encuentra en los vegetales (Black, M., 2012), y segun las
variedades incluso mayor que el que contiene los huevos o el queso (Mattila y cols.,
2001). Ademas, la biodisponibilidad de los folatos es tan buena como la del acido félico
(Clifford y cols., 1991). Las setas contienen también vitamina C, vitamina A,
ergosterol, vitamina K, y &cido pantoténico, tiamina, riboflavina, acido ascorbico, y
niacina (Kalac., 2009).

Los carbohidratos de hongos comestibles varian con la especie. El contenido
oscila entre 35 a 70% en peso fresco (Mau y cols., 2001). Las setas comestibles
contienen un alto nivel de oligosacaridos y s6lo un bajo nivel de azlcares solubles
totales (Bano y Rajarathnam., 1988).

Polisacaridos: la quitina, el glucogeno, el manitol y la trehalosa son

componentes tipicos. El glucdgeno es el polisacéarido de reserva de las setas. La quitina,
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al igual que la celulosa es un polisacarido estructural insoluble en agua, que no se
digiere, por lo que algunos ejemplares resultan bastante indigestos (Kalac., 2009). Los
B-glucanos, uno de los grupos mas ampliamente investigados de moléculas bioactivas
de setas, poseen propiedades antitumorales e inmunomoduladoras, y se usan en el
tratamiento clinico (Guillamon y cols., 2010; Wasser., 2011; He y cols., 2014).

El nivel de acidos grasos en los hongos es generalmente bajo (2 al 8%)
(Kavishree., 2008). El nivel de acidos grasos poliinsaturados en comparacion con los
acidos grasos saturados es bastante alto, constituyendo mas del 75% de los acidos
grasos totales, de los cuales los acidos oleico y linoleico son los mas significativos
(Ribeiroa y cols., 2009), mientras que el &cido palmitico es el &cido graso saturado
principal.

Minerales: aportan una cantidad notable y los mas destacados son, el potasio,
fésforo, hierro, magnesio, yodo, zinc, selenio y calcio. Un factor a tener en cuenta en su
recoleccion es que tienden a absorber los metales pesados de los residuos y las aguas

contaminadas.

1.7. PROPIEDADES MEDICINALES DE LAS SETAS.

El uso de los hongos como medicina se remonta al afio 3000 a.C cuando los
hongos superiores eran utilizados como terapia para el tratamiento de enfermedades,
sobre todo en la medicina oriental. La penicilina, descubierta por el doctor Alexander
Flemming en 1928, abre una nueva era en la medicina con la aplicacion de los hongos
en la obtencion de antibidticos, es a partir de este momento cuando los hongos
comienzan a considerarse como un recurso natural de antibioticos y otros compuestos

bioactivos (Zaidman y cols., 2005).

La investigacion de sus propiedades medicinales y funcionales ha seguido
evolucionando, en 1984 se elaboro la ciclosporina, un inmunodepresor utilizado en los
trasplantes de organos o de médula a partir del hongo Tolypocladium inflatum. En 1987
los laboratorios Merck, presentaron «Mevacor», el primer medicamento para disminuir
el colesterol que contiene lovastatina, sustancia derivada del hongo Aspergillus terrreus
(Arregui A., 2010).
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La valoracion de las setas como un alimento sano y como una fuente importante
de principios activos bioldgicos con valor medicinal (Cheung y cols., 2003) es

relativamente actual. Los hongos tienen diferentes efectos beneficiosos:

= Hongos como antioxidantes.

Muchos estudios han concluido que los hongos comestibles poseen potentes
antioxidantes. (Mau y cols., 2001; Yang y cols., 2002; Vamanu E., 2013; Mondal, T.,
2013).

En la mayoria de estos estudios se encontrd una correlacion positiva entre el
contenido fendlico total en los extractos de hongos y sus propiedades antioxidantes, lo
que confirma que los hongos comestibles tienen un buen potencial como antioxidantes
naturales debido a la capacidad de sus compuestos fenélicos para inhibir la oxidacion de
lipidos.

= Hongos como agentes hipocolesterolémicos.

La enfermedad cardiovascular se asocia con la arteriosclerosis, la oxidacion de
LDL, y la hipercolesterolemia, y por lo tanto la regulacion del nivel de colesterol es
importante para la prevencion y el tratamiento de esta enfermedad. Las setas
comestibles son un alimento ideal para la prevencion dietética de la arteriosclerosis
debido a su alto contenido de fibra y bajo contenido de grasa. La inclusion de hongos
comestibles en una dieta natural hipocolesterolémica se prescribe a menudo en la

medicina oriental (Ishikawa y cols., 1984).
= Hongos como agentes hipoglucémicos.
Tras una extensa busqueda de remedios naturales para la diabetes se ha llegado a
la conclusion de que los hongos comestibles son un alimento ideal para la prevencion

dietética de la hiperglucemia debido a su alto contenido de fibra dietética y proteinas y
bajo contenido de grasa (Alarcon-Aguilara y cols., 1998; Da Silva., 2012).

30



Tabla I1. Tabla resumen de los principales compuestos bioactivos presentes en los
hongos y su potencial en aplicaciones terapéuticas. (Moradali y cols., 2007).

Compuesto
principal

Ejemplo

Aplicaciones en medicina

Polisacaridos

Grifolan, Lentinan
Schizophyllan

Immunomodulador
Antitumoral; Antiviral,
Antibiético.

Polisacaridos-

Antitumoral; Antiviral,

peptidos PSP, PSK Citotoxico, Antimicrobial
Acido G"med?“.Co’ Regula la actividad de HIV,
Ganoderiol, Acido
. L. P Immunomodulador, Modulador
Proteinas Ganoderénico, Acido

Lucidénico

de Histamina, Citotoxico,
Antitumoral.

Terpenoides

Acido Ganolucidico, Acido

Hipertension, Antiinflamatorio,

Aplanoxidico ACE inhibidor.
. Derivados polioxigenados del N
Esteroides Ergosterol Citotoxico.
<. Acido Linolénico, Acido Antitumoral, Antibiético,
Acidos Grasos o . -
Palmitico Antimutagenico.
Germanio B'S'charbox.'?t'.l Antitumoral, Inmunomodulador.
germaniosesquioxido
- Adenosina Inhibidor de agregado de
Nucleotidos plaguetas.
Ay Biformina Antibidtico
P Quadrifidina '

La seta Cordyceps militaris se ha utilizado durante mucho tiempo en Asia
Oriental como un nutracéutico y en la medicina tradicional china como tratamiento para
pacientes con cancer. Los nuevos descubrimientos en oncologia molecular han dado a
conocer una gran cantidad de dianas especificas para la terapia del cancer, incluyendo
una variedad de compuestos de moléculas pequefias que las inhiben o las estimulan
(Ukawa y cols., 2000; Hossain y cols., 2012). La actividad antitumoral de los extractos
de cuerpos fructiferos de Basidiomycetes superiores como Boletus edulis y otros
Homobasidiomycetes fueron probados contra la linea del sarcoma 180 en ratones (Lucas
y cols., 1957) y se encontro que tienen una actividad significativa. Son muchas las setas
que se han investigado a partir de estos hallazgos (Chatterjeel., 2011)

En Europa del Este, los cuerpos fructiferos de 1. oblicuo se han utilizado como

una medicina popular para el cancer y enfermedades del estbmago desde el siglo XVI
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(Molitoris., 1994). Se han demostrado efectos antitumorales de varios extractos y
compuestos aislados de hongos en sistemas de células tumorales y en ensayos con

animales (Kahlo y cols., 1987; Burczyk y cols., 1996.)

= Hongos como inmunomoduladores.

En Japon, China, Corea y otros paises del este de Asia se han utilizado desde
hace décadas sustancias provenientes de hongos como inmunomoduladores. Algunos
polisacéridos son capaces de estimular el sistema inmunolégico no especifico y ejercer
actividad antitumoral a través de la estimulacion del mecanismo de defensa del huésped
(Chihara y cols., 1969; Mizuno., 1999; Wasser y Weis., 1999; Reshetnikov y cols.,
2001). Estos farmacos activan las células efectoras como macrofagos, linfocitos T y
células NK, secretan citoquinas como a TNF-a, IFN-g, IL-1b, etc, que son
antiproliferativas e inducen la apoptosis y la diferenciacion en células tumorales (Cha y
cols., 2012; Hossain y cols., 2012). Hay evidencia de que los B-D-glucanos inducen una
respuesta bioldgica mediante la union al complemento de membrana de tipo receptor 3
(CR3, alphaMb2 integrina 0 CD11b / CD18) en las células efectoras inmunes (Zhou y
Gao., 2002).

= Hongos como agentes antimicrobianos.

Los hongos necesitan compuestos antibacterianos y antifingicos para sobrevivir
en su ambiente natural. Por lo tanto, son una rica fuente de antibioticos naturales.
(Benedict y Brady., 1972; Kupra y cols., 1979; Lindequist y cols., 1990; Mondal y cols.,
2013). Varios compuestos extraidos de las setas han revelado actividad antifdngica y
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Escherichia coli
(Takazawa y cols., 1982).

= Hongos como agentes anti-inflamatorios.
Los acidos ganodéricos A, B, G y H, aislados de Ganoderma lucidum mostraron

en ensayos con animales un efecto mas fuerte que el &cido acetilsalicilico. (Koyama y

cols., 1997). El extracto metanolico de los cuerpos fructiferos de Pleurotus pulmonarius
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(500 y 1000 mg / kg) redujo el edema inducido en ratones. La actividad fue comparable
a la de diclofenaco de referencia (10 mg / kg).

= Hongos como reguladores del Sistema Nervioso central.

Aparte de hongos psicoactivos bien investigados como la Amanita muscaria o
especies de Psilocybe se han encontrado algunos extractos y compuestos de setas con
otros efectos que podrian ser de interés farmacologico y podrian tener un efecto
beneficioso en la demencia de Alzheimer (Mizuno., 1999). Otros estudios indican
ademaés efectos beneficiosos en relacion con el asma, la hepatitis, la osteoporosis, el

riidn, y los ojos (Roupas y cols., 2012).

1.8. LAS SETAS SILVESTRES COMO FUENTE DE SUSTANCIAS
ANTIOXIDANTES NATURALES.

Los antioxidantes son moléculas que a bajas concentraciones, respecto a las de un
sustrato oxidable, retardan o previenen su oxidacion. El antioxidante al chocar con el
radical libre cede un electrén, se oxida y se transforma en un radical libre débil no
toxico. Los antioxidantes dietarios son muy variados (Diplock y cols., 1998), pero se
podria asegurar que entre los mas importantes podemos incluir la vitamina C o acido
ascorbico, los tocoferoles, los carotenos y sus derivados asi como las sustancias
fendlicas, fundamentalmente los polifenoles (Robaszkiewicz y cols., 2010).

Un radical libre es cualquier especie que contiene uno o mas electrones
desapareados y que es capaz de mantener una existencia independiente. Los radicales
libres mas frecuentes son los derivados del oxigeno y colectivamente se denominan
ROS (especies reactivas de oxigeno). Dentro de los radicales libres del oxigeno, los mas
importantes son el oxigeno singulete (Oy), el radical subperéxido (H,O,), el radical
nitrosilo (ONOO -) y el ozono (O3).

Los radicales libres se generan siempre que exista actividad vital, como
consecuencia de las reacciones metabdlicas en las cuales se oxidan sustratos, en
particular en el proceso de fosforilacion oxidativa.

Por tanto aunque se asocian al estrés oxidativo y el envejecimiento, es necesario
cierto nivel de ROS para los procesos celulares y la eliminacidn de demasiadas especies

reactivas de oxigeno puede tener consecuencias perjudiciales para el organismo.
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En general, las setas contienen diferentes antioxidantes tales como compuestos
fendlicos, tocoferoles, acido ascorbico, carotenoides que pueden ser extraidos con el
propésito de ser utilizados como ingredientes funcionales, es decir, contra las

enfermedades crénicas relacionadas con el estrés oxidativo (Palacios y cols., 2011).

1.8.1. Compuestos fenolicos.

Los compuestos antioxidantes fendlicos, han cobrado gradualmente importancia
por su capacidad para proteger el cuerpo humano contra el dafio producido por
radicales libres que inducen la aparicion de cancer, la arterioesclerosis y el
envejecimiento (Rhee y cols., 2009; Aruoma., 2003; Cho y cols., 2006).

Poseen uno o mas grupos fenol, un anillo aromatico con al menos un grupo
funcional. Muchos son metabolitos secundarios de las plantas (Apak y cols., 2007).
Segin su estructura quimica podemos clasificarlos en fenoles simples y fenoles

complejos. Los fenoles simples se dividen en tres grupos:

1. Fenilpropanoides simples.
2. Lactonas fenilpropanoides.

3. Derivados del acido benzoico.

En cuanto a los fenoles complejos, se dividen en:

1. Lignanos.

2. Flavonoides.

El mecanismo de reaccion de los fenoles es el descrito en la figura (Fig. 115). En
esta reaccion el fenol se oxida a quinona y después a perdxido (-OOR). El peréxido mas
sencillo es el perdxido de hidrogeno de férmula H,O, (HO-OH). Los peroxidos
superiores se forman sustituyendo un hidrégeno del HO-OH por un resto R (RO-OH).
Cuando el peroxido se forma en una biomolécula, se pierde la funcién de dicha
biomolécula y ello puede provocar dafios serios en el funcionamiento de las células y

los tejidos.
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Figura 115. Mecanismo de reaccién de los compuestos fendlicos. Los compuestos
fendlicos se oxidan por sustancias fuertemente oxidantes y por radicales libres

generando quinonas.

Los compuestos fendlicos principales encontrados en las setas son acidos
fendlicos que a su vez se pueden dividir en dos grupos principales, acidos

hidroxibenzoico y acidos hidroxicinamicos (Fig. 116).

Figura 116.Estructura quimica. (A) Derivados del &cido hidroxibenzoico y (B)

acido hidroxicinamico. Ambos presentes en las setas.
1.8.2. Otros compuestos antioxidantes presentes en las setas.
» Flavonoides.

En busca de nuevas sustancias antioxidantes de origen vegetal, se han
desarrollado varios estudios clasificando los fenoles presentes en las setas (Oksana.,
2012; Kalogeropoulos., 2013). En general, se supone que sélo las plantas poseen la
capacidad para producir flavonoides excluyendo a los animales y los hongos, sin
embargo, recientemente han sido encontrados s6lo en algunos hongos como Aspergillus
candidus y Phallus impudicus (lwashina., 2000). Los flavonoides representan un gran
grupo de composicion fendlica con actividad antioxidante, se encuentran naturalmente
en las plantas, frutas, verduras, granos, cortezas, raices, tallos, flores, y productos
derivados, como el té y el vino. Estos compuestos estan implicados en la reduccion del
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riesgo de enfermedades cronicas (Liu., 2004). La estructura basica de estos compuestos
consiste en dos anillos aromaticos (anillos A y B) unidos por una cadena de tres

carbonos que es por lo general un anillo de heterociclo oxigenado.

Flavonols

HO. l Q.

OH O

Isoflavones

Flavanones

Figura 117. Estructura quimica general de los flavonoides encontrados en algunas

setas silvestres (Ferreiray cols., 2009).

= Tocoferoles.

Bajo el termino de vitamina E se agrupan dos familias de compuestos afines, los

a, B, vy 6 tocoferoles y sus cuatro correspondientes tocotrienoles.

La vitamina E (Fig. 118) es un importante antioxidante natural en los alimentos,
especialmente en aquellos que son ricos en acidos grasos poliinsaturados. Debido a su
papel como captador de radicales libres, la vitamina E también tiene una funcién
protectora frente a enfermedades, principalmente el céncer y las enfermedades
cardiovasculares (Blokhina., 2003).

Aunque hay pocos estudios sobre el contenido en tocoferoles en setas silvestres,
los datos disponibles indican que existen y-tocoferoles en varias setas, mientras que los
tocotrienoles no se detectaron en ninguno de los estudios (Ferreira y cols., 2009).
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R! = R? = Me-u-tocopherol

R!=Me, R?= H-B-tocopherol

R!'=H, R? = Me-y-tocopherol
Tocopherol R' = R? = H-8-tocopherol

R? (0]

Figura 118.Estructura quimica de la vitamina E.
= Acido Ascorbico.
El &cido ascorbico, también conocido como vitamina C (Fig. 119), ejerce un
papel protector contra diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo tales

como enfermedades cardiacas, enfermedades cerebrovasculares, céancer, algunas

enfermedades neurodegenerativas y cataratas (Halliwell., 2006)

HO
\ﬁo H
HO | |

OH

CH,OH

Figura 119. Estructura quimica de la vitamina C.

La vitamina C protege del efecto de la oxidacion mediante la eliminacion de los
radicales peroxilo en la fase acuosa antes de que se inicie la peroxidacion de lipidos
(Davey y cols., 2000). Como antioxidante lipofilica, la vitamina E puede interactuar con
los componentes lipidicos en los sistemas vasculares, especialmente el LDL, y los
protege de la modificacion oxidativa que da lugar a la ateroesclerosis (Burton y cols.,
1986). Se ha encontrado acido ascorbico en la mayoria de las setas silvestres (Ferreira 'y
cols., 2009)

= Carotenoides.
Los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides que se
encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos como algas,
algunas clases de hongos y bacterias. Se caracterizan por su poder protector y

antioxidante, siendo responsables de los colores amarillos, rojizos y anaranjados en la
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naturaleza. Segun los estudios realizados recientemente, se puede encontrar caroteno en

varias especies de hongos (Ferreira y cols., 2009).

1.9. LOS B-GLUCANOS DE LAS SETAS Y SUS PROPIEDADES
TERAPEUTICAS.

Los recientes avances tecnologicos han permitido el aislamiento y la purificacion
de algunos compuestos, especialmente polisacaridos, que poseen importantes
propiedades inmunomoduladoras y anticancerigenas (Rout y cols., 2005).

Dentro del estudio de las propiedades medicinales de los hongos, se ha
despertado un gran interés por eéstas moléculas, ya que pueden actuar como
modificadores de la respuesta bioldgica (Gonzaga y cols., 2006; Smith y cols., 2002).

Los polisacéridos aislados de cuerpos fructiferos de hongos son en general
glucanos y heteropolisacaridos solubles o insolubles en agua (Zhao., 2010).

De todos los polisacaridos extraidos en hongos, los mas interesantes son los que
estan unidos por enlaces B-, por ejemplo el lentinano extraido de Lentinus edodes (Lo y
cols., 2007; Zhang y cols., 2011), el pleurano extraido de Pleurotus spp. (Karacsonyi y
Kuniak., 1994), ganoderano y ganopolyano extraidos de Ganoderma lucidum (Wangy
Zhang., 2009), o esquizofilano extraido de Schizophillium commune (Numata y cols.,
2006; Zhang., 2013).

Se han realizado investigaciones intensivas con B-glucanos de origen fangico en
los Gltimos 30 afos, la mayor parte de la investigacion ha sido en relacion con el cancer
y el sistema inmunitario. Los polisacaridos pueden estimular a las células inmunes, tales
como granulocitos, monocitos y macréfagos para desencadenar la secrecion de
citoquinas que estimulan el sistema inmunoldgico. En el mercado ya hay bastantes

nutracéuticos compuestos por B-1,3/1,6-glucanos extraidos de setas como shiitake.
1.9.1. Caracterizacion quimica.

Las moléculas de glucosa en losp -glucanos estan unidas entre si por enlaces p.
Las unidades de glucosa pueden conectarse de diversas maneras. Por ejemplo, el primer

atomo de carbono en una molécula de glucosa se puede enlazar con el tercer atomo de

carbono de la molécula de glucosa siguiente, lo que se denomina enlace $-1,3.
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Figura 120.Estructura quimica de -1,3/1,6-glucano

Su Unico componente estructural es la glucosa (hexosa) monosacarido, que esta
anclado en la cadena por las posiciones 1 y 3. De la cadena principal derivan otras
cadenas laterales de menor tamafio. Las formas mas activas de glucanos son las 1,3 /

1,6-D que contienen cadenas laterales ramificadas en las posiciones 1y 6. (Fig. 120)

1.9.2. Caracteristicas funcionales dg¢ -1,3/1,6-glucano. Efectos en el sistema

inmune.

Se ha demostrado que algunos B-glucanos fangicos tienen un importante efecto

sobre el sistema inmune (Vetvicka y Yvin., 2004; Brown y Gordon., 2005).

Fungal 3-glucans
\ !;a: ) Attack parasites and
5 o Etosix: . hil antigen-antibody complex
& - 3‘ \ ®Pyogenic bacteria | jnnate immurity
: : Complement system
Neutrophil ~* » Coat microbes
N Monocyte Phagocytosis of dead _

P

cells and pathogen
Cytokines
(TNFa, ILs-2,10,12) aam
' 3 » Cell-immunity
J T Cell Adaptive immunity
$ Humoral immunity
" B Cell

Figura 121. Mecanismo de inmunoestimulacion de los -glucanos (Brown y cols.,
2005).
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Los B-glucanos no son sintetizados por nuestro sistema inmunolégico, por lo que
su presencia induce a respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. (Brown y
Gordon., 2005).

Ciertos B-glucanos, incluyendo zymosano, grifolano (GRN) y lentinano, son
capaces de activar los fagocitos, lo que conduce a la eliminacion de agentes patdgenos
por fagocitosis (Ladanyi y cols., 1993; Kurashige y cols., 1997; Brown y cols., 2002).

En cuanto a la investigacion de las propiedades antitumorales de los hongos
(Chihara y cols., 1970), los primeros glucanos inmunoestimulantes que fueron descritos
son el esquizofilano (polisacarido extraido del filtrado de cultivos de Schizophyllum
commune) y el lentinano (un glucano obtenido de la pared celular de Lentinus edodes).

Estos primeros estudios comenzaron con la aplicacion de lentinano observando
casi una regresion por completo de los tumores solidos de tipo sarcoma en ratones CD-
1/ ICD. En la actualidad son numerosos los trabajos de investigacion acerca de la
capacidad antitumoral de las setas silvestres (Ukawa y cols., 2000; Moradali y cols.,
2007; Cheny cols., 2011)

La funcionalidad de los B-glucanos depende de su peso molecular y de sus tipos
de enlace, los mas activos desde el punto de vista funcional son los B-1,3/1,6-glucanos,
en relacion con su efecto en la modificacion de la respuesta inmune (Moradali y cols.,
2007) ejercen una estimulacion del sistema inmune (Fig. 121) por unirse
especificamente al receptor de complemento 3 (CR3) a través de un tipo de lectina
(LLD) y por la activacion de CR3 para promover la citotoxicidad celular de las células
cancerosas con recubrimiento de iC3b (Chen y cols., 2011).

Los B-glucanos actian como agentes inmunomoduladores a traves de la
activacion de las células inmunes innatas tales como macrdfagos, células dendriticas,
granulocitos y células asesinas naturales, desencadenan las respuestas de las células
inmunitarias adaptativas tales como las células B CD4 + o células T CD8 + , dando
como resultado la inhibicion del crecimiento tumoral y la metastasis (Mizuno y cols.,
2002).

1.9.3. Importancia de los g-1,3/1,6-glucanos en el tratamiento del cancer.

El cancer es una proliferacion celular incontrolada que puede ser inducida por
diferentes factores: ambientales, virus, bacterias, hormonas, y la inflamacion cronica

(Nam y cols., 2005). Se reconocen tres etapas de desarrollo (Borchers y cols., 2004;
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Nam vy cols., 2005). La primera es la iniciacion, en la que un mutageno se une al ADN
de la célula y provoca dafios, la segunda etapa es la activacion de un promotor tumoral
que conduce a la formacion de pequefios tumores benignos. Finalmente, en la tercera
etapa se pierde el control de la proliferacion celular (Borchers y cols., 2004). Los
estudios de ADN en carcinoma hepatocelular han revelado que las mutaciones genéticas
estan involucradas en el desarrollo tumoral (Nam y cols., 2005). Los B-glucanos tienen
efectos sinérgicos con los anticuerpos monoclonales utilizados en el tratamiento del
cancer.

Ciertos B-glucanos también pueden mejorar la quimioterapia y el tratamiento de
radiacion mediante el aumento de la tolerancia del paciente, y acelerar la recuperacién
de los efectos toxicos (Harada y cols., 2002; Guy cols., 2005)

Se han usado con éxito en el tratamiento postoperatorio de cancer, consiguiendo
el aumento de las tasas de supervivencia (Munemoto y cols., 2002; Ito y cols., 2004).

Una revision bibliogréfica, reveld 48 ensayos clinicos publicados que utilizan -
glucanos (Sakamoto y cols., 2006) en un total de 1.094 pacientes, los resultados
mostraron que la inmunoquimioterapia reforzada con B-glucanos aumentd cinco afos
las tasas de supervivencia general de 72,2% a 79% (Nakazato y cols.,1994; Ito y cols.,
2004).

1.9.4. Importancia de los beta-1,3/1,6-glucanos en el tratamiento de otras

enfermedades.

Como se ha mencionado anteriormente, son numerosas las aplicaciones de las setas
en cuanto a los efectos beneficiosos que producen en el tratamiento o prevencion de
algunas enfermedades. Una gran parte de las sustancias responsables de esta accion son

los B- glucanos a los cuales se les atribuyen las siguientes acciones:

e Antivirales: El Lentinano y el Zymosano han sido utilizados con éxito como
agentes antivirales en pacientes con VIH, los datos disponibles sobre esta
propiedad son casi todos descriptivos. Frente a los virus, refuerza la respuesta

celular y humoral (Mayell., 2001).

e Bactericida: Algunos B-glucanos, incluido el Lentinano son efectivos contra las

infecciones bacterianas. Se han realizado estudios in vivo con mycobacteriaum

41



tuberculosis, y se ha observado el aumento del nimero de macrofagos, con
habilidades especificas para fagocitar a esta bacteria (Markova y cols., 2003 y
2005).

Accidn antifangica: los B-glucanos son también el mayor componente de las
paredes celulares de los hongos patogenos y probablemente sean los
responsables de inducir la respuesta inmune. Los B-glucanos pueden activar a
las células fagocitadoras que incluyen a macréfagos y neutréfilos, aumentando la

respuesta innata del huésped. (Taylor y cols., 2007).

Hipercolesterolemia: Segun estudios realizados (Strong y cols., 2005) los
glucanos son efectivos ayudando a disminuir el contenido en colesterol en la
sangre, aunque los mecanismos no son del todo claros (Nicolosi y cols., 2009)
Hay pocos estudios al respecto.

Diabetes: Algunos B-glucanos son capaces de disminuir las concentraciones de

azucar en la sangre (Da Silva y cols., 2012).

Obesidad: Estudios realizados in vivo determinan que una dieta rica en -

glucanos puede ayudar a controlar el peso (Kanagasabapathy., 2013).

Presion sanguinea: algunos B-glucanos son capaces de controlar la tension

sanguinea (Chen J. y cols., 2007).

1.9.5. Factores que influyen en la eficiencia de los tratamientos con f- glucanos.

Algunos estudios muestran que los B-glucanos méas populares, a pesar de tener

estructuras similares en su composicion, difieren entre si por su efectividad como

moduladores del sistema inmunolégico.

Entre los factores que se han estudiado y que pueden influir significativamente en la

actividad bioldgica de los B-glucanos se encuentran:
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e La estructura molecular y el tamafio: Se incrementa la capacidad antitumoral en
presencia de enlaces B-1-6 en las cadenas. Los estudios realizados sobre las
estructuras de B-glucanos no son muy extensos, pero las estructuras que se
repiten en todos ellos son B-1,3-1,6, que son las que realmente presentan

actividad bioldgica (Falch y cols., 2000).

e La solubilidad de los B-glucanos es otro factor a tener en cuenta y ésta dependera
del grado de polimerizacion y en consecuencia, de su estructura (Hong y cols.,
2000).

e La frecuencia de los enlaces $-1-6 y la estructura de la hélice. Se ha demostrado
que los B-glucanos con estructura de triple hélice, son mas eficaces en su accion

moduladora del sistema inmunologico (Falch y cols., 2000).

La investigacion en este campo es importante en la actualidad. Se han
identificado y extraido B-glucanos de diferentes hongos (Villares A. y cols., 2012) pero
se siguen depurando las técnicas analiticas. Cuantificar el contenido en B-glucanos de
las setas, determinar sus estructuras y estudiar su efectividad inmunomoduladora,

debieran ser objetivos de futuras investigaciones.
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS.

44



2.1. Objetivos.

En base a los antecedentes presentados y dada la escasa informacion cientifica
existente sobre las setas en general y sobre las contempladas en el presente trabajo en

particular, se proponen los siguientes objetivos:

1. Determinacion de la humedad y el contenido en cenizas de los sombreros y pies
de Hydnum rufescens, Hydnum repandum, Cantharellus tubaeformis, Cantharellus

lutescens, Craterellus cornucopioides y Cantharellus tubaeformis.

2. Determinacion del contenido en fenoles totales, la capacidad antioxidante y
antirradicalaria de las setas y de las harinas de setas mediante los métodos Folin—
Ciocalteau, CUPRAC y DPPH y correlacion entre ellos.

3. Estudio del efecto de la coccion en medio acuoso de los extractos de las setas
sobre el contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante y capacidad

antirradicalaria.

4, Determinacion del contenido en-glucanos de las setas y de las harinas de setas

utilizando el Método del Rojo Congo y Pleurotus eryngii como patron.
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3.

MATERIALES Y METODOS.
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3.1. MATERIAL DE LABORATORIO.

3.1.1. Equipos.

Agitador de tubos: Raypa.

Agitador magnético ACS-160: J.Jimeno S.A.
Balanza de precision: KERN ABS.

Balanza: KERN 572,

Bafo de agua: Velp Scientifica (multistirrer 6).
Batidora: Moulinex.

Centrifuga: Digiten-R ORTO ALRESA.
Congelador -24°C: Fagor.

Disgregador MICCRA D-9 /RT.

Equipo de agua Hellix. Millipore.
Espectrofotdmetro: HEAIOS aThermo.
Estufa: P.SELECTA 150 litros.

Mufla CARBOLITE: J. Jimeno. S.A.
pHmetro: pH-meter basic 20 + CRISON.
Pipetas automaticas: Proline Plus de Biohit.

Desecador.

3.1.2. Material fungible.

Botellas de vidrio de diversos voliimenes, desde 5 ml hasta 2 litros.

Cépsulas de porcelana.

Cépsulas de acero inoxidable.

Cubetas de poliestireno para espectrofotometria visible de 3ml.
Embudos.

Espatulas.

Frascos Erlenmeyers de vidrio de diferentes volimenes.
Gradillas para tubos Falcon y para microtubos.

Guantes de latex.

Imanes agitadores.
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Microtubos de plastico de 1,5y 2 ml.

Papel de filtro convencional (Afora).

Parafilm M.

Pinzas de acero inoxidable.

Pipetas de plastico estériles de 5, 10 y 25 ml.

Probetas de vidrio y de plastico de diferentes volimenes.
Puntas de pipeta automatica.

Tijeras.

Tubos Falcon de 15 y 50 ml.

Tubos eppendorf.

Vasos de precipitados de vidrio y plastico de diferentes voliumenes.

3.1.3. Reactivos quimicos.

Todos los reactivos empleados en la realizacion de este trabajo quedan incluidos

en la siguiente tabla, siendo todos ellos de una alta pureza (Tabla M1).

Tabla M1. Reactivos utilizados.

Reactivos Marca
Acido clorhidrico Merck
Acido galico Sigma
Acido citrico Panreac
Amonio acetato Sigma
Carbonato sodico Merck
Cloruro de cobre 11 Sigma
Di-potasio hidrégeno fosfato Merck
DPPH Aldrich
Etanol Merck
Hidrdoxido de sodio Carlo Erba
Metanol Merck
Neocuproina Sigma
Potasio hidroxido Panreac
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Potasio hidréxido 85 % Panreac

Reactivo de Folin-Ciocalteau Sigma
Rojo Congo Fisher
Sodio carbonato Panreac
Sodio cloruro Panreac
Sodio hidroxido Panreac
Trolox Aldrich

Todas las soluciones se preparan con agua tipo Elix y se esterilizan.
3.1.4. Materiales bioldgicos.
Las setas silvestres utilizadas para la realizacion de la fase experimental de este

trabajo fueron recolectadas e identificadas por el experto D. Santiago de Castro

Alfageme, en diferentes zonas de la comunidad de Castillay Ledn (Fig. M1).

Figura ML1. Setas frescas recolectadas. HR Hydnum repandun, HRU Hydnum
rufescens, CC Cantharellus cibarius, CT Cantharellus tubaeformis, CL Craterellus

lutesccens, CCO Craterellus cornucopioides.

Las muestras de Hydnum rufescens, Hydnum repandum y Cantharellus
tubaeformis, fueron recogidas en la localidad de Sejas de Aliste (Zamora).
Altitud: 804 m Latitud: 41° 41' 54" N - Longitud: 6° 20' 57" O.

49



Cantharellus cibarius, Cantharellus lutescens y Craterellus cornucopioides
fueron recogidas en la localidad de Navaleno (Soria). Altitud: 1107 m Latitud: 41° 50'
16" N - Longitud: 3° 0" 14" O. Se utilizaron también las siguientes harinas de setas
deshidratadas Hydnum repandum, Cantharellus cibarius, Cantharellus lutescens,
Craterellus cornucopioides y Cantharellus tubaeformis. La seta Pleurotus eryngii se
emple6 como patron para el anélisis de B-glucanos.

3.2. METODOS.

3.2.1. Determinacion de la humedad de las setas.

La humedad, o el contenido de agua, de un alimento es la pérdida de masa que
experimenta dicho alimento después de someterlo a un proceso de desecacion. La
desecacion se realizd sobre muestras de 5g de seta en una estufa termorregulada a
130°C durante 90 minutos.

3.2.2. Determinacion del contenido de cenizas en los hongos.

Las cenizas son el residuo que queda tras la incineracion completa de los
componentes organicos de las setas. Una vez eliminadas las posibles impurezas y
particulas de carbono procedentes de una combustion incompleta, el residuo restante se
corresponde con el contenido en minerales.

Las cenizas, se obtuvieron a partir de muestras de 10g de seta. La calcinacion se
realiza en una mufla a una temperatura de 535 °C y durante 14 horas (Fig. M3).

La incineracion es completa cuando el resultado es un residuo blanco o grisaceo.
En los casos en los que después de transcurrir las 14 horas no se consigue este residuo
sino un residuo negro, se afiade 1 ml de agua destilada y se coloca en la mufla hasta

obtener un residuo blanco.
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3.2.3. Obtencién de extractos.

Para la obtencion de los extractos partimos de muestras de Hydnum repnadum
(HR), Hydnum rufescens (HRU), Cantharellus cibarius (CC), Cantharellus lutescens
(CL), Craterellus cornucopioides (CCO) y Cantharellus tubaeformis (CT). Las setas, se
cortaron en trozos pequefios diferenciando pie y sombrero, posteriormente se trituraron
en una batidora con 50 ml de agua cada una. Todo el procedimiento de extraccion se
realizd a 4°C, durante 30 minutos con agitacion constante y manteniendo en todo
momento la cadena de frio.

El extracto se filtr6 con doble gasa de nylon y el filtrado obtenido se sometio a
una primera centrifugacion durante 45 min a 3.500 r.p.m en una centrifuga Digicen-R
de rotor basculante RT142 en tubos de 50 ml a una temperatura de 4° C. Se recupero el
sobrenadante, y se sometio a una segunda centrifugacion de 30 min en las condiciones
anteriormente citadas.

El sobrenadante se recogio y filtrd a través de un filtro de papel de doble capa
con pliegues (Anoia de 73 g/m?). EI volumen recuperado en este proceso es la base
para la posterior purificacion o analisis y se denomina extracto crudo.

Para la obtencion de los extractos de harinas de setas se partié de muestras secas
y en polvo de Hydnum repnadum (HRUH), Cantharellus cibarius (CCH), Cantharellus
lutescens (CLH), Craterellus cornucopioides (CCOH) y Cantharellus tubaeformis
(CTH), que previamente se deshidrataron en estufa a 130°C durante 90 minutos. La
cantidad de harina utilizada, se calcul6 teniendo en cuenta la humedad de cada muestra.
El proceso de obtencion de los extractos fue similar al de las setas frescas.

3.2.4. Meétodo de Folin — Ciocalteau.

Los fenoles reaccionan con el reactivo de Folin - Ciocalteau dando un color azul
caracteristico. El reactivo de Folin - Ciocalteau estd disponible comercialmente. Este
reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido
fosforico y reacciona con restos fenolicos presentes en las proteinas (tirosinas) y en
compuestos como &cido galico y sus derivados, flavonoides, etc.

El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de

color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenolicos da lugar a un complejo de
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color azul intenso (Fig. M5), que se mide a una longitud de 760 nm (Singleton y Rossi.,
1965).

Este reactivo no solo mide los fenoles totales sino que reacciona con cualquier
sustancia reductora, por lo que mide la capacidad reductora total de una muestra. Para
realizar la recta patron se afiadieron 20, 40, 60 y 80ul de &cido galico 2,5 mM y 600 pl
de carbonato sodico al 7,5 % (p/v) y la cantidad de agua correspondiente para alcanzar
un volumen total de 1,5 ml. Posteriormente se afiadieron 200 pl de reactivo de Folin-

Ciocalteau a cada tubo.

OH OH
|

Reactivo de Folin
(W®, Ma®) color
amarillo

oY
Reactivo de Falin
reducido (W™,
Mo™) color azul

Figura M5. Reaccion de Folin — Ciocalteau. Tomado de Girbés y Jiménez.

Cuaderno de Précticas de Fundamentos de Alimentacion y Nutricion (2010).

Se incubaron las muestras en un bafio de agua a 50°C durante 10 minutos. A
continuacion se midid la absorbancia de las disoluciones a 760 nm. La medida de los
diferentes extractos se realiza sustituyendo en el método, el patron de acido galico, por
un volumen de extracto. Para los célculos debemos tener en cuenta el volumen de

extracto utilizado y el volumen de extracto de partida (extracto crudo).

Los resultados se interpolan en la curva de calibrado de 2,5mM de &cido galico
y se expresan en pg equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. Para los
ensayos de degradacion de los fenoles totales se incuban las muestras a temperatura
constante de 90°C y diferentes intervalos de tiempo que oscilan desde los 0 a los 120
minutos, repitiendo el proceso con oscilaciones de temperatura de 20°C, 50°C, 70°C,
90°C y tiempo constante de 30 minutos y los resultados se expresan en tanto por ciento

(%) de degradacion.
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3.2.5. Método de CUPRAC.

Este ensayo mide la capacidad antioxidante y se basa en una reduccion cuprica
de Cu (I1) a Cu (I) por la accion reductora de los antioxidantes de la muestra. Se utiliza
la Neocuproina como agente oxidante cromogénico. EI maximo de absorcion se produce
a 450 nm. Para realizar la recta patron utilizamos 1mM de &cido gélico en etanol como
patron. Se afiade a cada tubo 1ml de 10 mM de Cloruro de Cobre (1), y la misma
cantidad de 7,5 mM de Neocuproina en etanol.

Los protones liberados pueden neutralizarse con la solucion de acetato amonico.
En esta reaccion los polifenoles (-OH) se oxidan a las correspondientes formas
quinonicas. (= O) y el Cu (Il) - Nc es reducido a Cu () - Nc que es muy coloreado y

muestra un maximo de absorcion a 450 nm (Fig. M7).

2mCu(Nu::)22+ + Ar(OH)n == 2nCu(Nc)," + Ar(=0)n + 2nH"
OH

OH

Figura M7. Reaccion del método CUPRAC. Tomado de Girbés y Jiménez.
Cuaderno de Précticas de Fundamentos de Alimentacion y Nutricion (2010).

Posteriormente afiadimos a cada tubo 1ml de acetato de amonio a pH =7, los
diferentes volumenes del patron de acido galico y la cantidad correspondiente de agua
para alcanzar un volumen final de 4 ml. Despues de 1 hora se mide la absorbancia a
450 nm.

La medida de los diferentes extractos se realiza sustituyendo en el método, el
patrén de acido géalico, por el volumen de extracto de muestra. Para los célculos
debemos tener en cuenta el volumen de extracto utilizado y el volumen de extracto de
partida (extracto crudo). Los resultados se interpolan en la curva de calibrado de 1mM
de acido galico y se expresan en pg equivalentes de acido galico por gramo de peso
fresco. Para los ensayos de degradacion de los fenoles totales se incuban las muestras

durante 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos a 90°C repitiendo el proceso a tiempo constante
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de 30 minutos y a temperaturas variables de 20°C, 50°C, 70°C y 90°C expresando los

resultados en tanto por ciento (%) de degradacion.

3.2.6. Método del radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

El 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) es un radical orgéanico nitrogenado y
estable que sirve para medir la capacidad antioxidante. En presencia de sustancias
antioxidantes se produce un descenso de la absorbancia del radical DPPH a 515 nm
(Brand-Williams y cols., 1995). El radical tiene una coloracion pdrpura que se pierde
progresivamente. Por lo tanto el ensayo DPPH es un método rapido y sencillo.

La reaccion se mide a los 10 minutos del inicio, ya que en este intervalo, la
mayoria de sustancias completan la reaccion con el DPPH. El radical DPPH tiene un
electron desapareado lo que le otorga una coloracion violeta y cuando entra en contacto
con una sustancia que puede donar un atomo de hidrdgeno u otra especie de radical, se
reduce a DPPH-H con la consiguiente pérdida de color. Para la recta patrén la solucion
que dona los electrones, el agente reductor, es el Trolox, que posteriormente
sustituiremos por las muestras de setas.

El DPPH sélo puede disolverse en medio orgéanico, en este caso utilizamos
metanol a una concentraciéon de 1 mM. La cuantificacion se realiz6 empleando una
solucion patron de Trolox. Para realizar la recta patron afiadimos la cantidad de metanol
al 80 % correspondiente para obtener un volumen final de 3 ml, asi como 2.900ul de
DPPH 0,1 mM en metanol. Se afiade a cada tubo 25, 50, 75 y 100 ul de solucién de
Trolox 1 mM en metanol. Medimos la reaccion a los 10 minutos del inicio, ya que en
este intervalo, la mayoria de sustancias completan la reaccién con el DPPH.

Representamos la recta patron de degradacion del radical DPPH con respecto a
los volumenes de Trolox 1 mM afiadidos. Para los calculos se tiene en cuenta el
volumen de extracto utilizado y el volumen de extracto de partida.

Los resultados se interpolan en la curva de calibrado de Trolox 1 mM y se
expresan en pg equivalentes de Trolox por gramo de peso fresco. Para los ensayos de
degradacion las muestras se incuban a 90°C a diferentes tiempos y posteriormente a
diferentes temperaturas, 20°C, 50°C, 70°C y 90°C durante 30 minutos. Los resultados se

expresan en tanto por ciento (%) de degradacion.
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3.2.7. Deteccion dep-glucanos mediante el método del Rojo Congo.

Los B-glucanos son polisacéridos localizados en las paredes celulares de los
hongos, formados por cadenas de unidades de D-glucosa con enlaces glucosidicos tipo
B (Ruiz-Herrera y cols., 2006).

El reactivo Rojo Congo (Fig. M8) es una sal de sodio C3;H22NgNa,0gS, cuyo
peso molecular es de 696.66 g/mol.

=\
/N Y
L N o Y 5—0"Na'
Pani D o N o W
0=5§ = e N—
0" ‘oNa* Y N
a e U
HaN =

Figura M8. Rojo Congo: 3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-diyl)bis(4-aminonaftalen-1-acido
sulfénico).

El método se basa en la reaccion colorimétrica del Rojo Congo con las
estructuras terciarias de glucano, debido a sus interacciones con B-1,3-1,6—glucanos en
soluciones &cidas y alcalinas (Nitschke y cols., 2011).

Este método es especifico para B-glucanos con una estructura terciaria de triple
hélice. El colorante utilizado, rojo congo, forma un complejo con la triple hélice, lo que
provoca un desplazamiento batocromico especifico o desplazamiento hacia el rojo.

Para poder realizar las mediciones es necesario acondicionar previamente las
muestras. Las setas y harinas de setas se reducen a polvo eliminando previamente la

humedad. Para el anélisis de B-glucanos utilizamos las siguientes fracciones:

=  Fraccion KOH.

0 Se calientan 7 g de la seta seca en polvo en 120 ml de KOH 1 M a 60°C durante

20 minutos en agitacion constante.

0 La suspension se centrifuga a temperatura ambiente durante 15 minutos a 3.500
r.p.m y se recoge el sobrenadante. Posteriormente se lava con 50 ml de agua
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Elix-Millipore y se vuelve a centrifugar dos veces. El filtrado (fraccion KOH) se

neutraliza con HCI 6 N.

o Elfiltrado a pH neutro se lleva a un volumen final de 250 ml con agua Elix para

su posterior analisis.

Fraccién HCI.

o El residuo solido que se ha obtenido anteriormente se calienta con 140 ml de
HCI 0,5 M en un bafio de agua a 100°C durante 60 minutos.

0 La suspension se centrifuga a temperatura ambiente durante 15 minutos a 3.500
r.p.m y se recoge el sobrenadante. Posteriormente se lava con 50 ml de agua
Elix-Millipore y se vuelve a centrifugar dos veces. El filtrado (fraccion HCI) se
neutraliza con NaOH 6 N.

o El filtrado a pH neutro se lleva a un volumen final de 250 ml con agua Elix-

Millipore para su posterior analisis.

Fraccion NaOH.

o El residuo sélido que se ha obtenido de la fase anterior se calienta a 60°C con
120 ml de NaOH 1 M durante 20 min.

0 La suspension se centrifuga a temperatura ambiente durante 15 minutos a 3.500
r.p.m y se recoge el sobrenadante. Posteriormente se lava con 50 ml de agua
Elix-Millipore y se vuelve a centrifugar dos veces. El filtrado (fraccion NaOH)

se neutraliza con HCI 6 N.

o El filtrado a pH neutro se lleva a un volumen final de 250 ml con agua Elix-

Millipore para su posterior analisis.

Se realiza un barrido para conocer la longitud de onda éptima, que resulto ser

531 nm. Las condiciones de reaccion seleccionadas después de los ensayos son 20

56



minutos de reaccion a temperatura ambiente con una concentracion de Rojo Congo de
0,08%.

En el método descrito por Nitschke (Nitschke y cols., 2011), se utiliza un patrén
comercial de esquizofilano, obteniéndose diferentes concentraciones de B-glucanos
encada una de las fracciones de Pleurotus eryngii. Dado que el esquizofillano es muy
caro y que practicamente todo el glucano de Pleorotus eryngii es p-1,3-1,6—glucano, se
utilizo el glucano de esta seta como patron.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Para analizar los resultados obtenidos se realizé un anélisis estadistico utilizando
los programas de software Microsoft Office Excel 2007. El software Microsoft Office
Excel 2007 se utilizo para la realizacion de las diferentes gréficas, asi como para la
obtencion de la desviacion estandar de las diferentes medidas con respecto a la media y
las gréficas de correlacion entre los métodos de Folin — Ciocalteau, CUPRAC y DPPH.
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4. RESULTADOS.
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4.1. CONTENIDO EN HUMEDAD DE LAS SETAS.

En la tabla siguiente (Tabla R1) se detalla el porcentaje de humedad de sombrero

y pie de las muestras de Hydnum repandum (HR), Cantharellus cibarius (CC), Hydnum

rufescens (HRU), Cantharellus tubaeformis (CT), Craterellus cornucopioides (CCO),

Cratarellus lutescens (CL), referidas al peso fresco de las setas.

Tabla R1. Humedad (%) de cada seta (sombrero y pie).

Humedad Humedad
Seta )
Sombrero (%) Pie (%)
Hydnum repandum (HR) 90,65 = 0,89 90,21 +£0,23
Cantharellus cibarius (CC) 89,29 + 0,62 89,53 £ 0,60
Hydnum rufescens (HRU) 91,98 £0,13 91,30 £ 0,30
Cantharellus tubaeformis (CT) 91,86 = 0,56 90,11 + 0,09
Craterellus cornucopioides(CCO) 89,23 £ 0,50 87,61+ 0,30
Cratarellus lutescens (CL) 84,39 £ 0,21 81,11+0,48
Humedad
100 Setas sombrero (S) y pie (P)
90 ] =
—~ 80 1 =
S 70
3
< 60
£
S 50
T 40
30
20
10
0
HRS HRP CCS CCP HRUSHRUP CTS CTP CCOSCCOP CLS CLP

Figura R1. Relacion del contenido en humedad (%) de cada seta en sombreroy

pie.
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Destacan los datos de los sombreros de Hydnum rufescens y Cantharellus

tubaeformis con una humedad en torno al 91.8 % (Fig. R1).

Se observa que el pie tiene ligeramente menor porcentaje de humedad que el

sombrero siendo la diferencia mas notable en Cantharellus lutescens.

4.2. CONTENIDO DE CENIZAS EN LAS SETAS.

Las cenizas resultantes de la incineracion de las muestras estan relacionadas con

el contenido en minerales de cada seta. Los resultados (Tabla R2) determinan que el

contenido mineral es mas elevado en Cantharellus cibarius y Craterellus

cornucopioides.

Tabla R2. Cenizas de las muestras, expresadas en porcentaje = DE.

Seta Cenizas Cenizas

Sombrero (%) Pie (%)
Hydnum repandum (HR) 0,49 £0,03 0,56 £ 0,03
Cantharellus cibarius (CC) 1,54 £ 0,23 1,25+ 0,25
Hydnum rufescens (HRU) 0,73+0,03 0,78 £ 0,02
Cantharellus tubaeformis (CT) 0,56 + 0,06 0,54 + 0,05
Craterellus cornucopioides (CCO) 1,87 £ 0,09 1,73+£0,22
Cratarellus lutescens (CL) 0,65+0,11 0,61+0,01
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Cenizas

2,00 Setas sombrero (S) y pie (P)
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Figura R2. Relacion del contenido en porcentaje en cenizas de cada seta.
4.3. VOLUMENES MEDIOS DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS.

A continuacion se detallan los volimenes de extracto crudo obtenido de setas
frescas y harina de setas (Tablas R3 y R4), que se utilizardn para los céalculos en los

diferentes métodos espectrofotométricos: Folin-Ciocalteau, CUPRAC y radical DPPH.

Tabla R3. Volumenes medios de los extractos de sombrero y pie de seta.

Seta Sombrero Pie
Hydnum repandum (HR) 34,5ml 36,2ml
Cantharellus cibarius (CC) 21,9ml 28,7ml
Hydnum rufescens (HRU) 34,5ml 34,6ml
Cantharellus tubaeformis (CT) 33,3ml 32,8ml
Craterellus cornucopioides(CCO) 28,2ml 30,3ml
Cratarellus lutescens (CL) 33,3ml 33,3ml
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Tabla R4. VVoliumenes medios de los extractos de harina de setas.

Seta Volumen Extracto

Hydnum repandum (HR) 38,1ml
Cantharellus cibarius (CC) 40,2ml
Cantharellus tubaeformis (CT) 41,7ml
Craterellus

o 40,5ml
cornucopioides(CCO)
Cratarellus lutescens (CL) 37,1ml

44. MEDIDA DE LOS FENOLES TOTALES. METODO DE FOLIN-
CIOCALTEAU.

En primer lugar se realizan rectas patron con &cido galico. Los experimentos se
realizan por triplicado y se calcula el valor medio de las diferentes absorbancias. Se

representa la recta patron (Fig. R3) de absorbancias a 760 nm frente a diferentes

volimenes de acido galico 2,5 mM.

1,400 - Método de Folin-Ciocalteau. Recta patron
1,200 -
E 1000 -
o
2 0,800 -
o
2 0,600 -
@
2 |
5 040 y = 0,0354x - 0,0033
'2: 0,200 - Rz = 0,9999
0,000 : : : ‘
0 10 20 30 40

ug de Acido galico

Figura R3. Recta patrén de la reaccién de acido galico con el reactivo de Folin -
Ciocalteau.
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METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

RECTA PATRON DE ACIDO GALICO 2.5 mM

B =0 ul, P; =20 pl, P, =40 pl, P3= 60 nl, ¥,=80 n\

Figura R4. Método de Folin-Ciocalteau. Recta patron.

Para realizar el método de Folin-Ciocalteau medimos las muestras de extractos

de cada seta y sustituimos el patrén por 100 ul de extracto crudo de cada parte, tanto

sombreros como pies. Los resultados se expresan en pg equivalentes de ac. galico/g de

peso humedo (Tabla R5) y se realiza el histograma correspondiente (Fig. R5)

Tabla R5. Método de Folin — Ciocalteau. Fenoles Totales de las diferentes setas

(sombreroy pie).

ng equiv. de ac. galico/g de
peso humedo

ng equiv. de ac. galico/g de
peso humedo

Seta Media + Desv Estandar Media + Desv Estandar
Sombrero Pie
Hydnum repandum (HR) 168 +4 157 +£2
Cantharellus cibarius (CC) 325+ 37 293 £33
Hydum rufescens (HRU) 745 727
Craterellus tubaeformis (CT) 579+ 35 422 £ 55
Craterellus cornucopioides (CCO) 887 £ 51 546 + 7
Cratarellus lutescens (CL) 72+3 50+£8
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800
700
600
500
400
300
200
100

ng equiv. Acido gélico/gr PH

1000 Método de Folin-Ciocalteau
900 Setas sombrero (S) y pie (P)

_I_

HRS HRP CCS CCP HRUSHRUP CTS CTP CCOSCCOP CLS CLP

Figura R5. Histograma con valores absolutos de Fenoles totales presentes en cada

seta (sombrero y pie). Método de Folin-Ciocalteau.

Los resultados de este mismo método realizado en harinas de setas se expresan

en la Tabla R6 y en la Fig. R6. Como se puede apreciar los mayores valores

corresponden a Cantharellus tubaeformis y Craterellus cornucopioides, siendo muy

superiores a los demas.

Tabla R6. Método de Folin — Ciocalteau. Fenoles Totales en la harina de setas.

Harina de Setas

ng equiv. de ac. galico/g de
peso humedo
Media + Desv Estandar

Hydnum repandum (HR) 154 £ 11
Cantharellus cibarius (CC) 262 £ 20
Hydnum rufescens (HRU) 68 + 10
Cantharellus tubaeformis (CT) 504 + 33
Craterellus cornucopioides (CCO) 653 + 42
Cratarellus lutescens (CL) 49+7
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T 700 Meétodo de Folin-Ciocalteau T
< Harina de Setas i
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©
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100
0 ]
HR cc cT cco cL
Figura R6. Histograma de los Fenoles totales presentes en las distintas harinas de

setas.

En la figura R7 se observa la variacion entre los valores obtenidos en las setas

frescas en sombrero (S), pie (P) y en las harinas deshidratadas (H).

< 1000
o 900
2 800
£ 700
S 600
S 500
< 400
Z 300
S 200
2 100

0

Método de Folin-Ciocalteau.

Setas sombrero (S) pie (P) y harina de setas (H)

h

[ I s Ml

HRS HRP HRH CCS CCP CCH CTS CTP CTH CCOSCCOPCCOH CLS CLP CLH

Figura R7. Histograma con los valores absolutos de los fenoles totales presentes en

las setas (sombrero y pie) y en las distintas harinas de setas.
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4.5. MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE. METODO DE CUPRAC.

Representamos la recta patron de absorbancias a 450 nm frente a los volimenes

de &cido galico 1 mM. (Fig. R8) y el histograma correspondiente (Fig. R9).

1,4 - Método de CUPRAC
1,2 -

1|
0,8 -

0,6 -

0,4 - y =0,0887x + 0,0027
R2=10,9999

Abs 450 nm

0,2

0 T T T 1
0 4 8 12 16

g de Ac. galico

Figura R8. Recta patrdn de la capacidad antioxidante de acido gélico por el
meétodo CUPRAC.

Para medir las muestras de extracto se sustituyé el patron por 100ul de extracto
crudo de cada parte, sombreros y pies. Medimos las absorbancias de las muestras
obteniéndolos resultados expresados en pg equivalentes de ac. galico/g de peso himedo

indicados en la tabla R7.

Tabla R7. Método de CUPRAC. Capacidad antioxidante de las diferentes setas.

ng equiv. de ac. galico/g | pg equiv. de ac. galico/g
Set de peso hiumedo de peso humedo
eta
Media £+ Desv Estandar Media = Desv Estandar
Sombrero Pie
Hydnum repandum (HR) 55+ 2 53+5
Cantharellus cibarius (CC) 128 + 10 112 + 17
Hydnum rufescens (HRU) 32+5 32+13
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Cantharellus tubaeformis (CT) 236+ 2 197 +£11
Craterellus cornucopioides (CCO) 279+ 21 203+ 12
Cratarellus lutescens (CL) 335 19+1
T~ 350 Método de CUPRAC
& 325 Setas sombrero (S) pie (P)
g 300
1@ 275
o 250 o
2 225
<200 T
Z 175
g 150
= 125
100
75
50
25
0
HRS HRP CCS CCP HRUSHRUP CTS CTP CCOS CCOP CLS CLP

Figura R9. Histograma de la capacidad antioxidante de cada seta (sombrero y pie).

Se observa mayor capacidad antioxidante en los sombreros de cada especie,
siendo los mas destacados Craterellus cornucopioides (CCOS), Cantharellus

tubaeformis (CTS) y Cantharellus cibarius (CCS). En la figura R10 y R11 se aprecia el
resultado colorimétrico de estas dos setas.

S e ' g 2 i 2 '
Figura R10 y R11: Recta patron de CUPRAC y muestras sombrero (s) y pie (p) de

Craterellus Cornucopioides (izquierda) y Cantharellus tubaeformis (derecha).
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Repetimos el procedimiento con los extractos de harina de setas, obteniendo los

resultados indicados en la tabla R8 y se realiza el histograma correspondiente (Fig.
R12).

Tabla R8. Capacidad antioxidante de las harinas de setas. Método de CUPRAC.

ng equiv. de ac. galico/g de
Harina de Setas peso humedo
Media £ Desv Estandar

Hydnum repandum (HR) 51%1
Cantharellus cibarius (CC) 110+ 10
Cantharellus tubaeformis (CT) 215+7
Craterellus cornucopioides (CCO) 303+ 17
Cratarellus lutescens (CL) 275

T 350 Método de CUPRAC

o Harina de Setas T

g’ 300 Il

‘S 250

S

5 200

<

= 150

>

5

= 100

=

"
0 ]
HR CcC CT CCO CS

Figura R12. Histograma de la capacidad antioxidante en las distintas harinas de

setas.

En el siguiente histograma se muestran los valores obtenidos en las setas frescas
y las harinas de setas (Fig. R13).
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Meétodo de CUPRAC
Setas (sombrero- pie) Harina de setas
T 350
[a
5 300 1 1
(@}
= 250
S ] I
S 200 o Ea
< 150
2
% 100
2 50
0 El o B
HRS HRP HRH CCS CCP CCH CTS CTP CTH CCOS CCOP CCOH CLS CLP CSH

Figura R13. Histograma de la capacidad antioxidante de las setas sombrero (s) y
pie (p) y de las harinas de setas. Peso humedo (PH).

4.6. MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA. METODO DEL
RADICAL DPPH.

La determinacion de la capacidad antirradicalaria se realizo utilizando Trolox

1mM como patron (Fig. R14).

0,800 - Método del radical DPPH

0,700 +
0,600 -
0,500 ~
0,400 ~
0,300 ~
0,200 ~
0,100 +
0,000 \ ‘ ‘ ‘ ‘

y = -0,0262x + 0,7351
R2 = 0,9899

Abs 515 nm

Hg de Trolox
Figura R14. Recta patron DPPH 0,1 mM - Trolox 1 mM.

La presencia de sustancias antioxidantes produce un descenso de la absorbancia
del radical DPPH a 515 nm (Brand-Williams y cols., 1995). EIl radical tiene una

coloracion purpura que se degrada progresivamente hacia el color salmon (Fig. R15).
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B 1" B2MSiNey el pA
RECTA PATRON DPPH 0,ImM-TROLOX 1mM

VOLUMENES DE TROLOX
25 ul, 50 pl, 75 pi, 100 pl,

Figura R15. Método del radical DPPH. Recta patron.

Una vez obtenidas las absorbancias calculamos los pg equivalentes de Trolox
por gr de peso humedo de sombreros y pies de las setas (Tabla R9).
Para medir las muestras de extracto sustituimos el patrén por 100ul de extracto crudo
de cada parte (sombrero y pie). Posteriormente  realizamos el histograma

correspondiente (Fig. R16).

Tabla R9. Método de DPPH-Trolox. Capacidad antirradicalaria de las setas.

ng equiv. de Trolox/g | pg equiv. de Trolox/g de
Set de peso humedo peso humedo
eta
Media + Desv Estandar | Media + Desv Estandar
Sombrero Pie

Hydnum repandum (HR) 67 +12 65+ 11
Cantharellus cibarius (CC) 109+9 94 +11
Hydnum rufescens (HRU) 30+4 24 + 7
Cantharellus tubaeformis (CT) 253 £ 33 197 £ 23
Craterellus cornucopioides(cco) 284+ 8 238+ 4
Cratarellus lutescens (CL) 47 £ 15 3717
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350 Método DPPH
Setas sombrero (S) pie (P)

300

250 +
200 +

150

ng equiv. Trolox/gr PH

100

50

HRS HRP CCS CCP HRUSHRUP CTS CTP CCOSCCOP CLS CLP

Figura R16. Valores absolutos de las muestras de sombrero (S) y pie (P). Método
del radical DPPH-Trolox.

El mismo procedimiento se aplica para la determinacién de la capacidad
antirradicalaria de las harinas de setas (Tabla R10) y realizamos el histograma
correspondiente (Fig. R17).

Tabla R10. Método del radical DPPH. Capacidad antirradicalaria de las diferentes

harinas de setas.

pg equiv. de Trolox/g de peso
Harina de Setas humedo
Media + Desv Estandar

Hydnum repandum (HR) 55+ 10
Cantharellus cibarius (CC) 118 + 25
Hydnum rufescens (HRU) 28 + 15
Cantharellus tubaeformis (CT) 211 +33
Craterellus cornucopioides (CCO) 241+ 20
Cratarellus lutescens (CL) 31+10
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Figura R17. Histograma de la medida de la capacidad antirradicalaria en las

distintas harinas de setas.

La variacion de los valores obtenidos entre las setas frescas y las harinas

deshidratadas es poco representativa (Fig. R18) presentando éstas una menor capacidad
antirradicalaria con respecto a la muestra fresca.

T 300
S 250
2
S, 200
(@)
3 150
<
Z 100
g
> 50
=

0

Método de DPPH

Setas sombrero (S) pie (P) harina de setas (H)

i
i

I

I

il

pltls

HRS HRP HRH CCS CCP CCH CTS CTP CTH CCOSCCOPCCOH CLS CLP CLH

Figura R18. Histograma con los valores absolutos de la capacidad antirradicalaria

de las setas sombrero (S) pie (P) y de las distintas harinas de setas (H).
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4.7. CORRELACION ENTRE LOS DIFERENTES METODOS DE ANALISIS

A continuacién, analizamos

empleados (Fig. R19-R24).

la correlacion entre los diferentes métodos

Correlacion Folin/Cuprac
Setas (sombrero-pie)
I 350 ~
o
S 300 -
S *
=4 250 -
S 200 -
(&)
T 150 -
% y = 0,3438x + 10,508
g 100 - R2 = 0,9549
2 50
*
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R19. Correlacion entre los métodos de Folin-Ciocalteau y CUPRAC.

Correlaciéon Folin/DPPH
Setas (sombrero-pie)

= 350 -
S
E 300 - .
(@]
= 250 -
2 200 -
5
2 150 -

100 - y =0,3546x + 12,318

R2 = 0,9354
50 -
]
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R20. Correlacion entre los métodos de Folin-Ciocalteau y DPPH.
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ng equiv. Trolox/gr PH

350
300
250
200
150
100

50

Correlacion CUPRAC/DPPH
Setas (sombrero-pie)

y = 1,0286x + 1,7974
R2=0,9744

100 150 200 250 300

ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R21. Correlacion entre los métodos de CUPRAC y DPPH.

g equiv. Acido galico/gr PH

350 ~
300 -
250 -
200
150 -
100 -
50

Correlacion Folin/Cuprac
Harinas de setas

y =0,4333x - 3,7084
R2=0,977

100

200 300 400 500 600 700

ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R22. Correlacion entre los métodos de Folin-Ciocalteau y CUPRAC de

harinas de setas.
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300 ~
250 -
200 -
150

ng equiv. Trolox/gr PH

100
50

Correlacion Folin/DPPH
Harinas de setas

y = 0,3589x + 9,3187
R2=0,9916

0

100 200 300 400 500 600 700
ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R23. Correlacion entre los métodos de Folin-Ciocalteau y DPPH de

harinas de setas.

[ N N w

al o al o
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ng equiv. Trolox/gr PH
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|

Correlacion CUPRAC/DPPH
Harinas de setas

y =0,7881x + 19,917
ke R2=0,9698

50 100 150 200 250 300 350
ng equiv. Acido galico/gr PH

Figura R24. Correlacion entre los métodos de CUPRAC y DPPH de harinas de

setas.
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4.8. MEDIDA DE LA DEGRADACION A TEMPERATURA CONSTANTE Y
DIFERENTES TIEMPOS EN CRATERELLUS CORNUCOPIOIDES.

4.8.1. Medida de la degradacion de los fenoles totales.

En primer lugar incubamos los diferentes extractos crudos a temperatura
constante de 90° C. Posteriormente medimos la degradacién de los fenoles totales a 0,
15, 30, 60, 90 y 120 minutos por el método de Folin — Ciocalteau. La recta patron
utilizada es la misma que en el apartado anterior. Los fenoles totales se expresaron en
ug equivalentes de acido galico por gramo de peso fresco. Obtuvimos los valores de
porcentaje de degradaciéon respecto del tiempo (Tabla R11) que se presentan a

continuacion en forma de histograma. (Figura R25).

Tabla R11. Determinacion de fenoles totales en la seta Craterellus cornucopioides a
90° C y diferentes tiempos de incubacidn. Peso humedo (PH) y desviacion estandar

(DE).
Fenoles totales. ug equiv. de Degradacion ng equiv. de Degradacion
Tiempo (min) | galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
T=90°C Media £ DE Media £ DE Media + DE Media £ DE
Sombrero Sombrero Pie Pie
0 887 +51 0£0 546 +7 00
15 777 £ 34 12,36 £ 1,34 5037 7,83 +£1,46
30 741+ 34 16,37 £ 1,07 415+ 13 23,98 £1,48
60 662 + 21 25,28 £2,01 3909 28,69 + 0,97
90 580 + 28 34,57 £ 0,99 334+9 38,84 £ 0,89
120 356 + 19 59,83 + 0,96 258 +8 52,77 £ 1,00
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100 Meétodo de Folin-Ciocalteau
Degradacion (%o)
90 Temperatura 90° C
80 Craterellus cornucopioides
70
S 60 =
c -
?8 50 E
(4]
2 40 z
[@)] +
a 30 x
I T
20 -
10 | [F .
0
S15 P15 S30 P30 S60 P60 S90 P90 S120 P120
Tiempo (min)

Figura R25. Determinacion de los fenoles totales en la seta Craterellus

cornucopioides a 90° C y diferentes tiempos de incubacion.

4.8.2. Medida de la pérdida de la capacidad antioxidante

Realizamos este mismo analisis en la determinacion de la capacidad antioxidante
por el método de CUPRAC. La recta patrén utilizada es la misma que en el apartado
anterior. La capacidad antioxidante se expreso en ug equivalentes de &cido galico por
gramo de peso fresco.

A partir de ahi se obtuvieron los valores en porcentaje de degradacion respecto
al tiempo (Tabla R12) y para una mejor visualizacion de los datos se han representado
en forma de histograma (Figura R26).

Se observa que la degradacion de la capacidad antioxidante de los sombreros

disminuye de forma progresiva y considerable al prolongar el efecto de la temperatura.
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Tabla R12. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Craterellus

cornucopioides a temperatura de 90° C y diferentes tiempos de incubacion. Peso
Hamedo (PH) Desviacion Estandar (DE).

Capacidad ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
antioxidante. | galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Tiempo (min) Media £ DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE

T=90°C Sombrero Sombrero Pie Pie
0 27921 0+0 203 £ 12 0+0
15 2338 16,14 + 3,58 167 +3 17,64 £ 4,87
30 159 +5 42,81 +591 125+ 3 38,25 + 2,98
60 145+5 47,91 +5,38 119+2 41,30+ 391
90 1377 52,13 £ 5,62 101+4 50,29+1,14
120 115+5 58,59 + 4,69 92+3 54,53 £ 2,85
Método de CUPRAC
100 Degradacion (%)
90 Temperatura 90° C
20 Craterellus cornucopioides
70
S
< 60 T
i I
& 50 i =:
8 |
> 40 J_ T
8 T
30
20 | 1 |
T I
10
0
S15 P15 S30 P30 S60 P60 S90 P90  S120 P120
Tiempo (min)

Figura R26. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Craterellus

cornucopioides a temperatura constante 90° C y a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos de

incubacion.
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4.8.3. Medida de la pérdida de la capacidad antirradicalaria.

Medimos también la pérdida de la capacidad antioxidante a diferentes tiempos
por el método del radical DPPH. La recta patron utilizada es la misma que en el
apartado anterior. La capacidad antioxidante se expresd en ug equivalentes de Trolox
por gramo de peso fresco. A partir de ahi se obtuvieron los valores en porcentaje de
degradacion respecto del tiempo (Tabla R13). Los datos se representan en forma de

histograma (Figura R27).

Tabla R13. Determinacién de la capacidad antirradicalaria en la seta Craterellus
cornucopioides a temperatura constante 90° C y diferentes tiempos. Peso humedo

(PH) y desviacion estandar (DE).

Capacidad ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
antirradicalaria | Trolox/g de (%) Trolox/g de (%)
PH Media + DE PH Media + DE
Tiempo (min) Media + DE Sombrero Media + DE Pie
T=90°C Sombrero Pie
0 2848 0£0 2384 0£0
15 248 £ 12 12,34 £ 4,17 213 +13 10,71 £ 6,24
30 224 + 20 20,99 £ 7,35 180 £ 10 24,74 + 3,34
60 197+ 4 30,49+244 124 +7 47,91+ 2,40
90 159 + 18 43,88 + 7,56 95+7 60,29 * 2,60
120 93+4 67,21 +1,25 64+9 73,28 £3,21
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100 Método DPPH
Degradacion (%)
90 Temperatura 90° C
80 Craterellus cornucopioides :
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Figura R27. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta Craterellus
cornucopioides a temperatura constante 90° C y diferentes intervalos de tiempo.

El efecto de la temperatura prolongada es mas notable en el extracto del pie de
las muestras que en de los sombreros, la pérdida de capacidad antirradicalaria destaca a
90°C y a 120 minutos.

49. MEDIDA DE LA DEGRADACION A TIEMPO CONSTANTE Y
DIFERENTES TEMPERATURAS DE CANTHARELLUS CORNUCOPIOIDES.

4.9.1. Medida de la degradacion de los compuestos fenolicos.
En primer lugar calentamos el extracto crudo a diferentes temperaturas durante
30 minutos, posteriormente determinamos los fenoles totales en la seta Craterellus

cornucopioides a tiempo constante por el método de Folin-Ciocalteau (Tabla R14) y

realizamos el correspondiente histograma (Fig. R28).
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Tabla R14. Determinacion de fenoles totales en la seta Craterellus cornucopioides a

tiempo constante 30 minutos y diferentes temperaturas. Peso himedo (PH) y

desviacion estdndar (DE).

Fenoles ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
totales. galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Temperatura Media £ DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE
(°C) Sombrero Sombrero Pie Pie
t =30 min
20 887 + 51 00 546 + 7 00
50 806 + 34 9,08 +1,48 484 £ 10 11,48 + 0,74
70 777 +£31 12,31+£1,61 460 + 12 15,88 £ 2,28
90 741 £ 34 16,37 £ 1,07 415+ 13 23,98 +1,48
100 Meétodo de Folin-Ciocalteau
Degradacion (%)
90 Tiempo 30 min
80 Craterellus cornucopioides
70
S 60
c
2 50
3
g 40
(@)
A 30
20 ] r .
10 = ’—’_‘ =
0
S50 P50 S70 P70 S90 P90
Temperaturas (°C)

Figura R28. Determinacion de fenoles totales en la seta Craterellus cornucopioides
a 50, 70 y 90°C durante 30 minutos.
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4.9.2. Medida de la degradacion de la capacidad antioxidante.

El procedimiento que seguimos es el mismo que en el apartado anterior y

observamos el efecto de la temperatura a tiempo constante en la capacidad antioxidante

de las muestras obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla R15 a

continuacion elaboramos el correspondiente histograma (Fig. R29).

El efecto del incremento de la temperatura afecta notablemente a los extractos de

los sombreros de la muestra disminuyendo su capacidad antioxidante de forma

proporcional.

Tabla R15. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Craterellus

cornucopioides a tiempo constante 30 minutos y diferentes temperaturas. Peso

hamedo (PH) y desviacion estandar (DE).

Capacidad ng equiv. de Degradacion ng equiv. de Degradacion
antioxidante. | galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Temperatura Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE

(°C) Sombrero Sombrero Pie Pie
t=30min

20 279 +£21 0£0 203+ 12 0£0

50 202 +7 27,24+ 751 164 + 2 18,93 + 5,50

70 176 £ 7 37,42 £ 7,16 144 + 4 28,82 £ 5,55

90 159+5 42,81 +5091 125+3 38,25 +2,98
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100 Método de CUPRAC
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90 Tiempo 30 min
80 Craterellus cornucopioides
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Figura R29. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Craterellus

cornucopioides a tiempo constante de 30 minutos y diferentes temperaturas.

4.9.3. Medida de la pérdida de la capacidad antirradicalaria.

Se determina la capacidad antirradicalaria en la seta Craterellus cornucopioides

a tiempo constante 30 minutos Yy diferentes temperaturas (Tabla R16) y se realiza el

correspondiente histograma (Fig. R 31).

Tabla R16. Determinacién de la capacidad antirradicalaria en la seta Craterellus

cornucopioides a tiempo constante 30 minutos y diferentes temperaturas.

Capacidad ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
antirradicalaria | Trolox/g de (%) Trolox/g de (%)
Temperatura PH Media + DE PH Media + DE
(°C) Media + DE Sombrero Media + DE Pie
t =30 min Sombrero Pie
20 284 + 8 00 238+4 0£0
50 245+ 8 13,61 +2,81 204 + 8 14,25 + 3,21
70 234 £ 15 17,29 £ 5,22 191+8 19,98 + 2,47
90 224 + 20 20,99 £ 7,35 180 £ 10 24,74 + 3,34
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Se aprecia una degradacion progresiva de la capacidad antirradicalaria en la

muestra, siendo mas sensible el pie de la seta al incremento de la temperatura.

100 Meétodo DPPH
90 Degradacion (%)
Tiempo 30 min
80 Craterellus cornucopioides
g 70
c
2 60
(98]
8 50
&
Q 40
30 T T
20 I T | .
T I |
10 -
0
S50 P50 S70 P70 S90 P90
Temperatura (°C)

Figura R30. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta Craterellus
cornucopioides a 50, 70 y 90°C durante 30 minutos.

4.10. MEDIDA DE LA DEGRADACION A TEMPERATURA CONSTANTE Y
DIFERENTES TIEMPOS DE CANTHARELLUS TUBAEFORMIS.

Los procesos son los mimos que los detallados en el apartado anterior 4.8. En
estos ensayos utilizamos como muestra el extracto crudo de Cantharellus tubaeformis.

Para realizar esta prueba, incubamos el extracto crudo a 90° C a diferentes
intervalos de tiempo (0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos) antes de proceder a aplicar los
protocolos descritos.

En las tablas R17-R22 y en las Figuras R31-36 se recogen los valores

correspondientes a las diferentes degradaciones y los correspondientes histogramas.
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4.10.1. Medida de la degradacion de los compuestos fendlicos.

Tabla R17. Determinacion de fenoles totales en la seta Cantharellus tubaeformis a

temperatura constante 90° C y diferentes tiempos. Peso humedo (PH) y desviacion

estandar (DE).

Fenoles ng equiv. de Degradacion ng equiv. de Degradacion
totales. galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Tiempo (min) Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE

T=90°C Sombrero Sombrero Pie Pie
0 579+ 35 0+0 422 +55 0+0
15 469 + 28 18,93+ 1,08 356 + 48 1553+1,11
30 425 + 17 26,46 + 1,50 301+31 28,27 + 4,87
60 365 £ 31 36,97 +1,44 245 + 21 41,78 £ 2,96
90 299 £ 19 48,39+ 1,16 261 £ 22 49,58 + 5,01
120 213+ 12 63,09 £ 2,11 171+£12 59,20 £+ 13,67

Observamos el efecto de la temperatura y el tiempo en la determinacion de

fenoles totales. El efecto de la temperatura de 90°C durante 120 minutos produce una

degradacion muy considerable de los fenoles presentes en la muestra, sobre todo en los

sombreros.
100 Método de Folin-Ciocalteau
90 Degradacion (%o)
Temperatura 90° C
80 .
-0 Craterellus tubaeformis
~ 60 : I [
< 50 ] \
S T
'S 40 I L
S 30 T
o = 1
2 20 £ -
2 10
0
S15 P15 S30 P30 S60 P60 S90 P90 S120 P120

Tiempo (min)

Figura R31. Determinacion de fenoles totales en la seta Cantharellus tubaeformis.

Temperatura constante 90° C.
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4.10.2. Medida de la pérdida de la capacidad antioxidante.

Se realiza este mismo andlisis en la determinacién de la capacidad antioxidante
por el método de CUPRAC.

Tabla R18. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Cantharellus

tubaeformis. Temperatura constante 90° C. Peso humedo (PH) y desviacion

estandar (DE).

Capacidad ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
antioxidante. | galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Tiempo (min) Media + DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE

T=90°C Sombrero Sombrero Pie Pie

0 236 + 2 00 197 + 11 00
15 208 + 13 11,96 + 5,10 174 + 13 12,03 + 2,17
30 190 £ 13 19,63 £ 4,85 117+8 40,43 + 0,84
60 146 + 8 38,26 + 2,97 106 +5 46,16 £ 1,59
90 122 +8 48,09 £ 3,04 97 +5 50,67 £ 1,76
120 103+ 7 56,50 + 2,83 746 62,70 £ 1,19
100 Método de CUPRAC
90 Degradacion (%)
Temperatura 90° C
80 Craterellus tubaeformis
70
g o B[
S 50 . I e:
S =
§ 40 =] T
> 30
a)
20 |
T T
10 i L
0
S15 P15 S30 P30 S60 P60 S90 P90 S120 P120
Tiempo (min)

Figura R32. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Cantharellus

tubaeformis. Temperatura constante 90° C.
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4.10.3. Medida de la pérdida de la capacidad antirradicalaria.

Tabla R19. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta Cantharellus

tubaeformis.

Capacidad ng equiv. de Degradacio ng equiv. de Degradacion
antirradicalaria | Trolox/g de PH n (%) Trolox/g de PH (%)
Tiempo (min) Media £ DE Media £ DE Media + DE Media + DE
T=90°C Sombrero Sombrero Pie Pie
0 253+ 23 00 197 + 23 00
15 205+ 8 18,62 + 4,61 178+ 21 9,50 + 1,58
30 166 £ 17 34,14 + 3,22 151 +18 23,05 +5,78
60 135+8 46,23 £ 4,42 112+ 9 42,47 + 5,54
90 106 + 4 57,78 £ 3,22 94 +15 52,23 + 3,56
120 90+8 63,43 1,20 66 + 22 66,44 + 11,30
Método DPPH
100 Degradacion (%)
90 Temperatura 90° C
Craterellus tubaeformis
80
10 |
g 60 T : J
5 - T
‘5 50 T I
(48]
o 1 i
S 40 |
= T
0 30 +
20 | | I
1
10 T
0
S15 P15 S30 P30 S60 P60 S90 P90 S120 P120
Tiempo (min)

Figura R33. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta

Cantharellus tubaeformis.
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4.11. MEDIDA DE LA DEGRADACION A TIEMPO CONSTANTE Y
DIFERENTES TEMPERATURAS DE CANTHARELLUS TUBAEFORMIS

4.11.1. Medida de la degradacion de los compuestos fenolicos.

El aumento de la temperatura produce una degradacion progresiva de los fenoles

totales de la muestra.

Tabla R20. Determinacion de fenoles totales en la seta Cantharellus tubaeformis a

tiempo constante de 30 minutos y a diferentes temperaturas.

Fenoles ng equiv. de | Degradacion | pngequiv.de | Degradacion
totales. galico/g de PH (%) galico/g de PH (%)
Temperatura Media =+ DE Media =+ DE Media =+ DE Media =+ DE
(°C) Sombrero Sombrero Pie Pie
t =30 min
20 579 + 35 00 422 £55 00
50 493 + 28 14,82 + 4,64 340 + 28 19,04 £ 5,67
70 462 + 30 20,29 £ 2,06 319+ 28 24,15 + 3,58
90 425 £ 17 26,46 + 1,50 301+£31 28,27 + 4,87
100 Método de Folin-Ciocalteau
9 Degradacion (%)
Tiempo 30 min
80 Craterellus tubaeformis
=70
S 60
S
3 50
g 40
§ 30 T ==
20 I I I
il 1
10 1
0
S50 P50 S70 P70 S90 P90
Temperaturas (°C)

Figura R34. Determinacion de fenoles totales en la seta Cantharellus tubaeformis a

tiempo constante 30 minutos y a diferentes temperaturas.
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4.11.2. Medida de la pérdida de la capacidad antioxidante.

Se determind la capacidad antioxidante al incubar a diferentes temperaturas y un

tiempo constante de 30 min. Los resultados se indican en la tabla R21 y la Figura R35.

Tabla R21. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta

Cantharellus tubaeformis a tiempo constante 30 minutos y diferentes

temperaturas.

Capacidad ng equiv. de | Degradacion | pg equiv. de | Degradacion
antioxidante. galico/g de (%) galico/g de (%)
Temperatura PH Media + DE PH Media + DE

(°C) Media + DE Sombrero Media = DE Pie
t =30 min Sombrero Pie
20 236 + 2 00 197 + 11 00
50 210+ 10 11,18 £ 3,60 164 £ 11 16,66 £ 2,44
70 196+ 9 16,99 + 3,26 131+ 17 33,73+1,53
90 190 £ 13 19,63 + 4,85 117+8 40,43 £0,84
100 Método de CUPRAC
Degradacion (%)
90 Tiempo 30 min
80 Craterellus tubaeformis
10
g 60
\C
'3 50
(48]
€ 40 =
=2 T
A 30
1
10 T
0
S50 P50 S70 P70 S90 P90
Temperatura (°C)

Figura R35. Determinacion de la capacidad antioxidante en la seta Cantharellus
tubaeformis a tiempo constante de 30 minutos y diferentes temperaturas.
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4.11.3. Medida de la pérdida de la capacidad antirradicalaria.

A partir de los 70°C se

antirradicalaria.

produce una rapida degradacion de la capacidad

Tabla R22. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta Cantharellus

tubaeformis a tiempo constante 30 minutos y diferentes temperaturas.

Capacidad ng equiv. de Degradacion ng equiv. de | Degradacion
antirradicalaria | Trolox/g de PH (%) Trolox/g de (%)
Temperatura Media £ DE Media £ DE PH Media £ DE
(°C) Sombrero Sombrero Media = DE Pie
t =30 min Pie
20 253 + 23 00 197 + 23 00
50 206 + 15 18,34 + 2,57 170 + 13 13,07 + 4,78
70 181 + 15 28,19 + 3,66 164 + 19 16,31 + 8,37
90 166 + 17 34,14 + 3,22 151 +18 23,05+ 5,78
Método DPPH
100 Degradacion (%)
90 Tiempo 30 min
80 Craterellus tubaeformis
g 70
S 60
2
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Figura R36. Determinacion de la capacidad antirradicalaria en la seta
Cantharellus tubaeformis a tiempo constante 30 minutos y diferentes

temperaturas.
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4.12. MEDIDA DE B-GLUCANOS EN SETAS Y HARINA DE SETAS.

4.12.1. Determinacion de la longitud de onda y la concentracién de Rojo Congo.

Realizamos un barrido a las longitudes de onda de 280nm y 800nm,
utilizdndose Rojo Congo a 0,04%, 0,08%, 0,1% y 0,3% hasta obtener el resultado
optimo.

El cambio batocromico de la reaccion de -1,3-1,6 -glucanos con Rojo Congo se
efectda por la concentracion d§ -glucano y 1,3-1,6-colorante. El intervalo mayor de
longitudes de onda es 520-540 nm y la concentracion éptima de Rojo Congo es 0,08%
(Fig. R37)

Barrido a diferentes longitudes de onda de diferentes

1,000 - concentraciones de Rojo Congo (0,04%-0,30%)
0,900 - /

0,800
0,700 -
0,600
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -
-0,100 -
-0,200 -
-0,300 -
-0,400 -

Absorbancia

Longitud de onda

Figura R37. Espectros de absorcién que muestran el desplazamiento batocromico.
Barrido a diferentes longitudes de onda a diferentes concentraciones de Rojo
Congo (linea verde 0,08%, linea azul 0,04%, linea roja 0,015%o, linea naranja

0,030% y linea violeta 0,010%0), y concentracion constante de Pleurotus eryngii
(432,32 png).
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Se realizd un barrido desde los 280nm a 800nm de muestras con diferentes
concentraciones de Pleurotus eryngii (20ul, 40ul, 80ul y 160ul) de la fraccion NaOH
utilizando rojo congo 0,08% (Fig. R38).

El intervalo mayor de longitudes de onda es 520-540 nm y se observa relacion

entre las concentraciones y las absorbancias.

Barrido a diferentes longitudes de onda de diferentes
concentraciones de Rojo Congo (0,04%-0,30%)

7

1,000 -
0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -
-0,100 -
-0,200 -
-0,300 -
-0,400 -

Absorbancia

760
780

Longitud de onda

800 »

Figura R38. Barrido a diferentes longitudes de onda. Concentracion de Rojo
Congo (0,08%) y distintas concentraciones de Pleurotus eryngii. Linea azul (54,04

ng), linea verde (108,08 ng), linea morada (216,16 pg), linea roja (432,32 pg).
El rango 6ptimo de medida de absorbancias queda acotado entre los 520 nm y
540 nm. Haciendo un barrido en detalle desde 520 nm a 540 nm se observa un pico de

absorbancia maxima a 531 nm.

Todas las medidas que se realicen posteriormente, se llevaran a cabo
seleccionando esta longitud de onda (Fig. R39).
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Barrido entre 520-540 nm. Rojo Congo (0,08%) y
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Figura R39. Barrido entre 520nm y 540nm Pleurotus eryngii con Rojo Congo a
0,08%.

4.12.2. Temperatura de reaccion.

Estudiamos el efecto de la temperatura, para ello incubamos la muestra y la
fraccion NaOH a 50, 70 y 90°C en bafio de agua con agitacion durante 10 minutos.
Realizamos la medida espectrofotométrica 20 minutos después de haber alcanzado la

temperatura correspondiente.

Realizamos medidas cada 5 minutos, observandose que a pesar de que el
contenido en B-glucanos disminuye con la temperatura, segun transcurre el tiempo y la
muestra se va enfriando las absorbancias vuelven a aumentar hasta un valor constante
(Fig. R40).

93



Absorbancia a diferentes temperaturas (20, 50, 70, 90 °C).
Rojo Congo 0,08% p-Glucanos de Pleurotus eryngii
0,600
0,550 -
£
< 0,500 -
s
8
< 0,450 N = — =
— ¥ 2 )
A/;/A
0400 |
0,350
0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura R40. Absorbancia a diferentes temperaturas. Linea azul (90° C), linea verde
(70° C), linea morada (50° C), linea roja (20° C).

Variacion de la temperatura del agua con
respecto al tiempo

90 <«
80
870 8

[4]

550
Ea40
2 %0 .
S 20
10 -

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Tiempo (min)

Figura R41. Variacion de la temperatura del agua con respecto al tiempo.
Paralelamente se realiza un ensayo midiendo la temperatura de un volumen de

agua de 4 ml a 90°C por triplicado cada 2 minutos y se determina la temperatura para

cada intervalo de tiempo (Figura R41).
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4.12.3. Recta Patron de la seta Pleurotus eryngii.

Definidos los parametros del método, rojo congo al 0,08%, tiempo de reaccion de
20", temperatura ambiente y longitud de onda 531nm, se procede a la preparacion de las
rectas patron de cada una de las fracciones obtenidas: KOH, HCI, NaOH (Fig. R42-R44).

Partimos de los datos de B-glucanos obtenidos por Nitschke para cada fraccion
(Nitschke y cols., 2011) en Pleurotus eryngii.

Para realizar la recta patron se utiliza un medio de &cido citrico 0,2 M y rojo
congo de concentracion 0,008%. Para determinar cada punto de la recta patron se
afiaden concentraciones de la fraccion KOH de Pleurotus eryngii de 30ul, 60ul, 90uly
120ul.

0,300 - Recta patréon de g-Glucanos.
Seta Pleurotus eryngii
0,250 - Fraccion KOH

0,200 -
0,150

Abs 531 nm

0,100
y =0,0023x - 0,0028
0,050 - R2=0,9977

0,000 \ ! ! !
0 25 50 75 100 125

ug de B-Glucanos Pleurotus eryngii

Figura R42. Recta patron Fraccion KOH de la seta Pleurotus eryngii.

Para preparar la recta patron de HCI se emplean las siguientes concentraciones

de la fraccion HCI de Pleurotus eryngii: 100ul, 200pl, 300ul y 400pul.
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0,350 ~ Recta patrén de p-Glucanos.
Seta Pleurotus eryngii
0,300 1 Fraccion HCI

0,250 -
£0,200 -
—
80,150 -
4
< 0,100

y = 2,481x + 0,0057

0,050 R2=0,9929
0,000 \ ‘ ! !
0,000 0,030 0,060 0,090 0,120

Kg de B-Glucanos Pleurotus eryngii

Figura R43. Recta patron Fraccion HCI de la seta Pleurotus eryngii.

Para preparar la recta patron de NaOH se emplean las siguientes concentraciones

de la fraccion NaOH de Pleurotus eryngii: 10ul, 20ul, 30ul y 40pl.

0,400 - Recta patrén de p-Glucanos.
0,350 - Seta Pleurotus eryngii
0.300 - Fraccion NaOH
0,250 -
£
c 0,200 -
)
©v 0,150 -
< 0,100 - y = 0,0031x - 0,0025
R2 =
0.050 - 0,9996
0,000 ! ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 75 100 125

Kg de B-Glucanos Pleurotus eryngii

Figura R44. Recta patron Fraccion NaOH de la seta Pleurotus eryngii.
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4.12.4. Determinacion del contenido de B-glucanos en setas frescas.

Para determinar el contenido en 3-glucanos se toman los extractos de KOH, HCl y

NaOH preparados para tal fin. Los volimenes de muestra de cada fraccion empleados
fueron Fraccion KOH (50 ul), Fraccién HCI (50 pl), Fraccion NaOH (20 pl).

Utilizando las rectas patron de Pleurotus eryngii de cada fraccién y haciendo los

calculos pertinentes, se obtiene el porcentaje en B-glucanos de cada fraccion KOH, HCI

y NaOH respectivamente.

La suma de estos valores es el valor total de B-glucanos referidos a Pleurotus

eryngii expresados en tanto por ciento (%) para cada una de las muestras de setas (Tabla

R23).

Tabla R23. Determinacion de la cantidad dep-Glucanos en las diferentes setas

utilizando como patrén las diferentes fracciones (KOH, HCI, NaOH) expresadas

en porcentaje de Pleurotus eryngii (P.E.).

B-Glucanos B-Glucanos p-Glucanos | p-Glucanos
Seta fresca (%)P.E. (%)P.E. (%)P.E. (%)P.E.
Fraccion Fraccion Fraccion Total
KOH HCI NaOH

Hydnum repandum (HR) 2,63+0,30 | 0,003 +0,0001 3,89 + 0,66 6,56
Cantharellus cibarius (CC) 2,39+0,46 | 0,001 +0,0001 3,66 + 1,64 6,04
Hydnum rufescens (HRU) 1,86 £ 0,27 0,004 + 0,0002 6,42+ 0,43 8,28
Cantharellus tubaeformis (CT) 2,17+0,34 0,011 + 0,0003 2,79+ 0,60 4,96
Craterellus cornucopioides CCO) 1,70+ 1,21 | 0,005 +0,0001 3,66 + 0,43 5,36
Cratarellus lutescens (CL) 558 +0,77 | 0,005+ 0,0002 6,13 + 1,07 11,72

4.12.5. Recta Patron de harina de Pleurotus eryngii.

Se prepara la recta patron de harina de Pleurotus eryngii utilizando la misma

reaccion que en el apartado anterior (Fig. R45-47).
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0,600 - Recta patréon de g-Glucanos.
Harina de Pleurotus eryngii
0,500 - Fraccion KOH
e 0,400 -
c
=
w 0,300 -
8
<
0,200 -
y = 0,0044x - 0,0055
R2=10,9916
0,100 -
0,000 ! ! ! ! ‘
0 25 50 75 100 125
Mg de B-Glucanos Pleurotus eryngii
Figura R45. Recta patron Fraccion KOH de la harina de la seta Pleurotus eryngii.
Recta patron de g-Glucanos.
0,450 + Harina de Pleurotus eryngii
0,400 - Fraccion HCI
0,350 -
e 0,300 -
c
< 0,250 -
Lo
8 0,200 -
<
0,150 -
0,100 - y = 3,575x + 0,0008
O 050 B Rz = 0,9982
0,000 ! ‘ ‘ ‘
0,000 0,030 0,060 0,090 0,120

Kg de B-Glucanos Pleurotus eryngii

Figura R46. Recta patron Fraccion HCI de la harina de la seta Pleurotus eryngii.

98



0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

Abs 531 nm

Recta patron de B-Glucanos.
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Figura R47. Recta patron Fraccion NaOH de la harina de la seta Pleurotus eryngii.

4.12.6. Contenido de p-glucanos en harina de setas.

Los volumenes de muestra de cada fraccion empleados fueron Fr. KOH (50 pl),
Fr.HCI (50 pl), Fr. NaOH (20 ul). Se mide la absorbancia de cada muestra de harina de

seta (Tabla. R24) con este valor y la recta patron correspondiente se puede calcular la

cantidad de B-Glucanos expresada en tanto por ciento (%) de Pleurotus eryngii de cada

fraccion (KOH, HCI y NaOH) de harina respectivamente.

Tabla R24. Contenido de B-Glucanos en las diferentes harinas de setas utilizando

como patron las fracciones KOH, HCI y NaOH de harina de Pleurotus eryngii.

B-Glucanos B-Glucanos B-Glucanos | B-Glucanos
Haring de seta (%)P.E. (%)P.E. (%)P.E. (%)P.E.
Fraccion Fraccion Fraccion Total
KOH HCI NaOH
Hydnum repandum (HR) 2,88+0,77 |0,003+0,0001 | 5,32+ 0,83 8,21
Cantharellus cibarius (CC) 587+0,79 | 0,002+0,0002 | 2,77+0,40 8,64
Cantharellus tubaeformis (CT) 1,88+ 0,46 | 0,001 +0,0001 | 4,12+0,45 5,99
Craterellus cornucopioides CCO) 3,270,127 | 0,001 +£0,0001 | 5,18+0,64 8,45
Cratarellus lutescens (CL) 7,18 +0,53 | 0,003 +0,0001 | 11,16 +£1,32 18,35
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5. DISCUSION.
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Las setas contienen distintas sustancias bioactivas (Roupas y cols., 2012). Entre
los compuestos metabolicamente activos, los polifenoles poseen gran capacidad
antioxidante y antirradicalaria, y por ello el estudio de su presencia en las setas
comestibles es muy interesante.

En este trabajo, se ha determinado en primer lugar el contenido en fenoles
totales, la capacidad antioxidante y antirradicalaria de un grupo de setas comestibles
muy apreciadas, del orden de las Cantharellaceas. Los resultados indican que las seis
setas contienen gran cantidad de fenoles y un valor antioxidante comparable al de algunas
verduras (Kalac y cols., 2012). Entre las setas estudiadas destaca Craterellus
cornucopioides seguida muy de cerca por Cantharellus tubaeformis, cuyos valores medios
duplican al resto de las otras setas estudiadas.

Los experimentos se han realizado analizando tanto el sombrero como el pie de
cada seta, obteniéndose valores que indican un contenido en fenoles superior en el
sombrero que en el pie.

Las actividades antioxidante y antirradicalaria determinadas en Craterellus
cornucopioides y Cantharellus tubaeformis son mayores que en el resto. Ademas, son
superiores en los sombreros que en los pies.

El consumo de setas frescas estd marcado por la estacionalidad y la
disponibilidad, durante el resto del afio existen productos comerciales como las harinas
de setas secas que pueden ser igualmente interesantes desde este punto de vista
nutricional, por eso, se analizaron cinco harinas de setas de este grupo disponibles en el
mercado. Los resultados indican que la variacion entre el contenido de fenoles totales en
las setas y la harina de setas no es muy notable, siendo alrededor del 10% menor en el
caso de las harinas de setas.

Otro factor importante a considerar es que las setas comestibles suelen
consumirse cocinadas por procedimientos que conllevan temperaturas cercanas a los
100°C. Aunque la tendencia actual es preservar el sabor y la textura aplicando cortos
golpes de calor, son muchos los procesos gastrondmicos en los que las setas se someten
a altas temperaturas para su conservacion o como complemento de platos muy
elaborados o que requieren una larga coccion. Por ello se consideré someter los
extractos acuosos de setas al efecto de la temperatura a tiempos variables, tratando de
simular con estas condiciones las que se utilizan en el consumo cotidiano.

Hay que tener en cuenta que el proceso de coccion puede destruir las estructuras

de los polifenoles y causar una disminucién en su actividad antioxidante (Barros y cols.,
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2007). Por otro lado, aplicando bajas temperaturas como en los procesos de
deshidratacién a 40-50°C, también se puede producir un aumento en la concentracion de
compuestos fendlicos (Ferreira y cols., 2009; Valentdo., 2005; Yen y cols., 2000).
Incluso algunos procesos de conservacion como la deshidratacion, también pueden
incrementar el contenido en estas sustancias.

A la hora de considerar los resultados obtenidos, en el ambito de la nutricién y
las aportaciones con las que las setas pueden contribuir a mejorar el contenido en
sustancias funcionales de la dieta, son importantes los habitos de consumo ya que por lo
general se ingieren estacionalmente, en pequefias cantidades, normalmente como
guarnicién o como acompafiamiento de otros alimentos por sus aromas y sabores que
potencian y mejoran guisos y salsas.

Hay que resaltar que los valores obtenidos pueden variar en funcion de las zonas
de recogida. Estos ejemplares pertenecen a Castilla y Ledn que tiene unas caracteristicas
bioclimaticas especificas. La edad de los ejemplares es también otro factor a tener en
cuenta. Estudios realizados indican que los ejemplares maduros tienen menor poder
antioxidante (Barros y cols., 2007).

Otros compuestos importantes desde el punto de vista funcional son los B-glucanos,
en particular los B-1,3-1,6-glucanos que son los responsables fundamentales de las
actividades bioldgicas de los B-glucanos. Su determinacion ha sido el objeto de la
segunda parte de este estudio. Existen en la actualidad varios métodos para cuantificar el
contenido total de B-1,3-1,6-glucanos (Rhee y cols., 2008; Manzi y cols., 2000).

Dada la importancia de estos polisacaridos de estructura tercigia ( -1,3-1,6-
glucanos) por su contrastada accién inmuno-estimulante y antitumoral es importante
establecer un método fiable, eficaz y econdmico para determinar el contenido en f-
glucanos de las setas.

El método de Jorg Nitschke es un método directo, rapido y cuantitativo, ya que
el Rojo Congo, solo interactua con la triple hélice de B-1,3-1,6-glucanos (Ogawa y cols.,
1972; Ching-Feng y cols., 2007). Las condiciones de medida de este método han sido
ajustadas en nuestro laboratorio utilizando como patron una seta de cultivo Pleurotus
eryngii que posee la peculiaridad de que practicamente todo el B-glucano que contiene
es B-1,3-1,6-glucano. Las condiciones de la reaccién (Rojo Congo a 0,08%, tiempo de
reaccion 20 minutos, temperatura ambiente, medida a longitud de onda de 531nm) se
han determinado para establecer tres rectas patrén, una por cada fraccion extraida
(KOH, HCL y NaOH).
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La variacion introducida en este método es el uso de Pleurotus eryngii como
patrén para las medidas en lugar de esquizofilano puro (Nitschke y cols., 2011), que es
un glucano muy caro y dificil de obtener con pureza suficiente. El resultado ha sido
satisfactorio obteniéndose valores de contenidos en B-glucanos dentro de los rangos
habituales (Manzi y cols., 2001; Pizzoferrato y cols., 2000).

El contenido en B-glucanos de triple hélice disminuye con el aumento de la
temperatura por desnaturalizacién de las estructuras terciarias, este fenémeno parece ser
en parte reversible, observandose un ligero aumento de las absorbancias sin llegar a
producirse una recuperacion del 100%, lo cual, podria estar relacionado con fendmenos
de histéresis presentes en los complejos de tres hélices de los B-glucanos.

En cuanto al contenido de [B-glucanos en las muestras de setas, destaca
Cantharellus lutescens con un total del 11,72%, superior a otras setas como Lentinus
edodes (9,57%) (Nitschke y cols., 2011). La alta cantidad de -1,3-1,6-glucanos puede
estar relacionado con una pared celular mas solida, dando lugar a cuerpos fructiferos
compactos.

En las muestras de harina hay mayor contenido en f-glucanos que en las setas
frescas, alrededor de un 20-36% mas. El precio de las harinas de setas suele ser mas
econdmico comparado con el precio de la seta fresca equivalente. En base a los
resultados que hemos obtenido, suponemos que se produce la mezcla de estas harinas de
seta con harinas ricas en B-glucanos. Los cereales, y en concreto la avena, presentan un

alto contenido en B-1,3-1,6-glucanos, por lo que nuestra hipotesis es muy plausible.
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6. CONCLUSIONES.
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De las especies estudiadas, el mayor contenido en humedad corresponde a
Hydnum rufescens y a Craterellus tubaeformis. En cuanto al contenido en
cenizas los mayores porcentajes corresponden a Cantharellus cibarius vy
Craterellus cornucopioides. Ello permite concluir que existe una relacion inversa

entre el contenido de agua y de minerales, al menos en las setas estudiadas.

Las setas Craterellus cornucopioides y Cantharellus tubaeformis analizadas por
el metodo de Folin — Ciocalteau, presentan un considerable contenido en fenoles
totales, més del doble del contenido medio del resto de setas analizadas. El

contenido en fenoles totales es ligeramente mayor en los extractos de sombrero.

En cuanto a la capacidad antioxidante de las setas determinada por el método de
CUPRAC, los resultados obtenidos evidencian la mayor capacidad (casi cinco
veces mas que la media) de las setas Craterellus cornucopioides y Cantharellus

tubaeformis.

La capacidad antirradicalaria de las setas determinada por el método DPPH,
manifiesta similares resultados a los obtenidos por el método CUPRAC, con
Craterellus cornucopioides y Cantharellus tubaeformis siempre por encima de la

media.

Existe correlacion clara entre el contenido fendlico del extracto de hongos y sus
actividades antioxidantes y antirradicalarias observadas en setas y harinas de

setas.

Las harinas de setas estudiadas presentan valores menores en cuanto a contenido
de fenoles totales, capacidad antioxidante y capacidad antirradicalaria en un
rango del diez por ciento a los de las setas para cada uno de éstos parametros.
Destacan igualmente las variedades Craterellus cornucopioides y Cantharellus

tubaeformis.

Todas las setas estudiadas muestran sensibilidad a la temperatura en cuanto al

contenido en fenoles y actividades antioxidante y antirradicalaria. La temperatura
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10.

11.

y tiempo de coccion son determinantes en el contenido de fenoles y la expresion

de las actividades.

La aplicacion de temperatura constante a 90°C durante un tiempo prolongado de
120 minutos afecta a las propiedades nutricionales de la muestra disminuyendo
los fenoles totales y la capacidad antioxidante y antirradicalaria hasta casi un
60%.

El contenido de B-1,3-1,6-glucanos es destacable en la muestra de Cantharellus
lutescens con un porcentaje total del 11,72%, siendo superior al de otras setas

como Lentinus edodes con un 9,57%

El contenido en B-1,3-1,6-glucanos de las harinas de setas, es un 25% superior al
de las setas frescas. Creemos que pudiera ser debido a la presencia de harinas de

cereales, como por ejemplo la avena.
La temperatura afecta a la estructura tridimensional de los B-1,3-1,6-glucanos

provocando un efecto de histéresis que daria cuenta de la pérdida de un 20% de la

estructura tripe-helicoidal.
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