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RESUMEN

Editor  Introduccion: Pleurotus ostreatus (Jacq.) P Kumm. (Basidiomycota) presenta propiedades

Lisset Gonzdlez Navarro nutricionales y medicinales de interés para la ciencia. Objetivos: determinar el contenido de

Academia de Ciencias de Cuba. fenoles totales y la actividad antioxidante de bioproductos de P. ostreatus, con aplicacion en

La Habana, Cuba la formulacion de galletas biofuncionales. Métodos: Se determinaron los fenoles totales y

Traductor |, 4ctividad antioxidante a través de la captacion del radical DPPH:, la estimacién del poder

Darwin A. Arduengo Garcia reductor y el efecto citoprotector en eritrocitos humanos frente al dafio por H,0,. Se iden-
Academia de Ciencias de Cuba. o " Y . )

La Habana, Cuba tificaron los compuestos fendlicos mayoritarios en el bioproducto acuoso de la biomasa,
cuyas capacidades de interaccion con proteinas del balance redox se evaluaron en modelos
in silico. Se realizé la formulacion de galletas biofuncionales con harina de la seta estudiada.
Resultados: Se obtuvieron compuestos fendlicos, con concentraciones variables segun el
tipo de fermentacion, métodos de extraccion y etapas de crecimiento del hongo. El poder
reductor mostro valores superiores en los bioproductos de la seta cultivada por fermentacion
en estado solido, mientras la captacion del DPPH- fue superior en el bioproducto del micelio
de la fermentacion sumergida. Los bioproductos evaluados mostraron efecto citoprotector.
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Se identificaron los compuestos fendlicos, acido galico, acido homogentisico, acido clorogé-
nico, acido cafeico y naringina. El estudio predictivo in silico, mostro valores promisorios en
la interaccion de los fenoles con proteinas del balance redox. Se elaboraron galletas de harina
de setas con valor nutricional y capacidad antioxidante. Conclusiones: Los resultados mos-
traron las potencialidades antioxidantes de los bioproductos de P. ostreatus, como fuente de
antioxidantes naturales para las industrias alimentaria y médico farmacéutico.

Palabras clave: antioxidante; alimentos biofuncionales; fenoles; Pleurotus ostreatus

Phenols composition and antioxidant properties of Pleurotus
ostreatus mushroom. Application in biofunctional foods

ABSTRACT

Introduction: Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (Basidiomycota) presents nutritional and
medicinal properties of interest. Objectives: To determine the total phenolic content and
antioxidant activity of P. ostreatus bioproducts, with application in the formulation of bio-
functional cookies. Methods: They were determined total phenolics and antioxidant activity
through the scavenging of the DPPH- radical, the estimation of the reducing power and the
cytoprotective effect in human erythrocytes against damage by H202. They were identified
the major phenolic compounds in the aqueous bioproduct of the biomass, whose interaction
capacities with redox balance proteins were evaluated by in silico models. It was carried
out the formulation of biofunctional cookies with flour from the studied mushroom. Results:
They were obtained phenolic compounds, with variable concentrations depending on the
type of fermentation, extraction methods and growth stages of the fungus. The reducing
power showed higher values in the bioproducts of the mushroom grown by Solid State Fer-
mentation, while the uptake of DPPH- was higher in the mycelium bioproduct of submerged
fermentation. The bioproducts evaluated showed cytoprotective effect. They were identified
phenolic compounds, gallic acid, homogentisic acid, chlorogenic acid, caffeic acid and narin-
gin. The in silico predictive study showed promising values in the interaction of phenols with
redox balance proteins. They were made mushroom flour cookies with nutritional value and
antioxidant capacity. Conclusions: The results showed the antioxidant potential of P. ostrea-
tus bioproducts, as a source of natural antioxidants for the food and medical-pharmaceutical
industries.

Keywords: antioxidant; biofunctional foods; phenols; Pleurotus ostreatus

INTRODUCCION

En la actualidad el estrés oxidativo se encuentra rela-
cionado con varias enfermedades tales como el cancer, en-
fermedades cardiovasculares, respiratorias y diabetes, cuya
morbilidad y mortalidad se incrementa cada afio. " De ahi
la busqueda de agentes derivados de fuentes naturales con
capacidad para reducir el estrés oxidativo. En este escenario
se destacan los hongos comestibles medicinales, los cuales
constituyen una fuente de metabolitos bioactivos, con aplica-
ciones farmacoldgicas tales como las antioxidantes. @

Los metabolitos de hongos se pueden obtener de diferen-
tes fuentes, ya sea en estado silvestre o cultivados comer-
cialmente a partir de cuerpos fructiferos, la biomasa micelial,
sustrato remanente, entre otros, los cuales pueden ser utili-
zados para la obtencion de extractos ricos en compuestos
bioactivos que pudieran ser explorados para el uso de diferen-
tes industrias y sectores como alimentaria, cosmética, farma-
céutica, la agricultura, entre otras. 449

Dentro del grupo de hongos comestibles medicinales fi-
guran las especies del género Pleurotus, las cuales pueden
ser cultivadas por fermentacién sumergida y en estado soé-
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lido. Ademas, el sustrato remanente proveniente de su culti-
vo puede ser utilizado como fertilizante, alimento animal y la
produccién de biogas, entre otros. © Ambos procedimientos
resultan de interés para la obtencion de bioproductos con una
riqueza micoquimica de alto valor medicinal y nutricional.

En particular, dentro de este género, se encuentra la es-
pecie Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (Basidiomycota)
-conocido como el hongo ostra. Dicha especie constituye una
rica fuente de proteinas, fibra dietética, minerales, vitamina B,
carbohidratos sin almidén, micoesteroles y grasas mayoritaria-
mente poliinsaturadas. Las proteinas de estos hongos son de
alta calidad y contienen abundantes aminoacidos esenciales.
) Por otro lado, también posee compuestos bioactivos, como
polisacaridos (B-glucanos), péptidos, proteinas, lectinas, com-
puestos fendlicos, poliquétidos, terpenoides y enzimas. ©

Al respecto en el Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente se ha desarro-
llado la tecnologia de cultivo de esta especie en diferentes
sustratos lignoceluldsicos procedentes de la agroindustria,
obteniendo los mejores resultados de eficiencia bioldgica y
rendimiento en la pulpa de café. Por otra parte, también se
han realizado evaluaciones in vitro e in vivo sobre la activi-
dad inmunomoduladora y antitumoral de dicha especie, con
resultados promisorios. ©'% No obstante, las investigaciones
efectuadas en esta especie, referidas a sus efectos antioxi-
dantes, han tenido un caracter limitado y existen insuficien-
tes evidencias experimentales con relacion a sus posibles
mecanismos de accion. Este elemento, podria servir de base
para futuros estudios en el disefio y aplicacion de productos
derivados de P. ostreatus para la profilaxis y tratamiento de
estados relacionados con el estrés oxidativo.

Tomando en consideracion estos aspectos se planted
el problema de investigacion Las insuficientes evidencias
experimentales de la actividad antioxidante de los micocom-
puestos presentes en Pleurotus ostreatus, en cuanto a los
procedimientos biotecnoldgicos de su cultivo, sus etapas de
crecimiento y los métodos de obtencion de sus bioproductos,
limitan el desarrollo de formulaciones con potencialidades
profilacticas y terapéuticas para el manejo de enfermedades
asociadas al estrés oxidativo. Por lo que el objetivo del trabajo
estuvo encaminado a determinar la composicion de fenoles
y propiedades antioxidantes en modelos experimentales in
vitro e in silico de la seta Pleurotus ostreatus.

METODOS

Los experimentos se realizaron en la Planta de investi-
gacion-produccion de setas comestibles, el Laboratorio de
inmunologia del CEBI, el Laboratorio de Bioquimica del Depar-
tamento de Biologia, todos pertenecientes a la Universidad de
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Oriente. Algunos de los ensayos se desarrollaron en el Labo-
ratorio de Bioquimica del Centro de Toxicologia y Biomedicina
y el Laboratorio de Ciencias Basicas, ambos pertenecientes a
la Universidad de Ciencias Médicas de Santiago de Cuba. Los
célculos correspondientes a los modelos in silico se realiza-
ron con la Estacion de Calculos Complejos del Departamento
de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de
la Universidad de Oriente. La formulacién de las galletas bio-
funcionales se realizé en el Palacio de Santa Rita, panaderia
especializada perteneciente a la Empresa Provincial Alimen-
taria (EPIA, Santiago de Cuba). El estudio contempld la inves-
tigacién, desarrollo e innovacion. La investigacion tuvo lugar
en un periodo desde 2017-2022.

En la investigacion se utilizo la cepa de Pleurotus ostrea-
tus CCEBI-3024, la cual estd depositada en la coleccién de
cultivos del CEBI. La cepa se mantuvo en medio agar papa
dextrosa, incubada a 5 °C. Su propagacion se realizé en pla-
cas Petri, las cuales se incubaron a 27 °C hasta lograr el cre-
cimiento micelial total. Para la obtencion de los diferentes
bioproductos de P. ostreatus, se utilizaron 2 procedimientos
para el cultivo de la seta. El primero de ellos, la fermentacion
sumergida en medio YPG, de sus siglas en inglés yeast-pepto-
ne-glucose, a partir de la cual se obtuvo el micelio (fase vege-
tativa). De esta biomasa se obtuvo el bioproducto EM a altas
temperaturas ([90-95] °C).

El segundo procedimiento estuvo relacionado con la fer-
mentacion en estado sélido, utilizando como Unico sustrato,
la pulpa de café (Coffea canephora), previamente pasteuriza-
da, bajo las condiciones de cultivo referidas por Bermudez et
al. Se obtuvieron varios bioproductos de las diferentes etapas
del desarrollo del hongo durante este tipo de fermentacion,
los cuales fueron: M-FES (micelio), EC-P (primordios); ECF
(cuerpos fructiferos), todos obtenidos a altas temperaturas.
(17) Posteriormente a partir de la biomasa de cuerpos fruc-
tiferos tratada con solventes de diferente polaridad (agua,
etanol, acetona, acetato de etilo, n-hexano), se lograron los
bioproductos: E-agua; E-etanol; E-acetona; E-acetato de eti-
lo; E-n hexano. Por otro lado, a partir del sustrato remanente
del cultivo de la seta, se desarrollaron los bioproductos: RTA
(temperatura ambiente) y RC (altas temperaturas). Con los
diferentes bioproductos se procedié a realizar las diversas
evaluaciones de la investigacion, contempladas en diferentes
etapas de trabajo, lo cual se encuentra reflejado en la figura 1.

Determinacion de fenoles totales

La determinacién de fenoles totales se llevé a cabo segun
la metodologia de Slinkard y Singlenton. (12) La absorbancia
fue medida a 765 nm en un espectrofotéometro UV-Visible
(T60, PG Instruments, Reino Unido), y se utilizd una curva de
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Pleurotus ostreatus CCEBI 3024
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Fig. 1. Diagrama de flujo correspondiente a la evaluacion de la actividad antioxidante de los bioproductos de la seta comestible P. ostreatus. EM,

bioproducto del micelio obtenid

calibracion realizada con acido tanico a las concentraciones
de (13,20, 40y 50) ug mL" (y = 0,009%- 0,123; R2= 0,993). Los
resultados se expresaron como [g en equivalentes de acido
tanico por 100 g de bioproducto.

Estimacion de la actividad antioxidante de
bioproductos de Pleurotus ostreatus-Actividad frente
al radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo

La capacidad de las muestras para captar radicales
DPPH- libres se determind segun el método de Brand-Wi-
lliams et al. ™ Se midié la absorbancia a 517 nm en espec-
trofotometro UV-Visible (T60, PG Instruments, Reino Unido).
Se utilizé el dcido ascoérbico (1 mg mL") como sustancia de
referencia. La capacidad de secuestro del radical se determi-
noé por el célculo del porciento de captacion del radical libre
DPPH- mediante la ecuacion 1:

% de captacion del DPPH: = % (1)
donde:: AC = absorbancia del control a 517 nm;

AM = absorbancia de la muestraa 517 nm

Estimacion del poder reductor

El poder reductor de los bioproductos de P ostreaus, se
realizé seguin el método de Oyaizu. ' La absorbancia se mi-
di¢ a 700 nm en un espectrofotometro de UV/Vis (T60, PG Ins-

truments, Reino Unido). Se utilizé dcido ascérbico (1 mg mL")
como solucion estandar de referencia.

Efecto citoprotector de EM y E-agua obtenidos de P.
ostreatus

Las muestras de sangre fresca ([12-15] mL), se colecta-
ron a partir de voluntarios humanos sanos, quienes no habian
consumido ningun medicamento 15 d previos al estudio.
Para ello se tuvieron en cuenta los protocolos establecidos
referidos al consentimiento informado de los voluntarios. Las
muestras se afiadieron en tubos de ensayo con el acido etilen-
diaminotetraacético (EDTA) (1:10) y el plasma fue separado
por centrifugacion (2500 r.p.m x 15 min) en centrifuga (eppen-
dorf, 5702 R, Alemania) y luego se descartd. Posteriormente,
la suspension de eritrocitos se lavd con una solucion estéril
de tampdn fosfato salino de sus siglas en inglés phosphate
buffered saline, PBS (0,2 g de K,HPO,, 9 g de NaCl, pH 7,4)
por 4 veces hasta que el sobrenadante se observé incoloro y
el sedimento fue reconstituido (1:40 v/v, 8 x 10 ° células/mL).
La suspension de eritrocitos, de sus siglas en inglés red blood
cells (RBC), se prepar6 antes de la evaluacion in vitro.

Ensayo de inhibicion de hemdlisis eritrocitaria ante
dafio oxidativo inducido por H202

Los ensayos se realizaron por la inhibicion oxidativa de
la hemolisis inducida por el peroxido de hidrégeno (H,0,),
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segun el método reportado por Escalona et al. con modi-
ficaciones. ® La suspension de eritrocitos se tratd con
tampon fosfato salino (PBS), (control negativo), el control
positivo estuvo compuesto por la suspension de eritroci-
tos, H,0, (10 mM) y PBS. Las muestras a evaluar fueron 3:
acido ascorbico y los bioproductos acuosos de P ostrea-
tus (EM y E-agua) a las concentraciones de (0,062; 0,125;
0,250) mg mL". Todos los grupos experimentales fueron
incubados a 37 °C durante 1 h en bafio termostatado (Pre-
cisterm, Selecta, S-140, Espafia) y agitados en vortex (Hei-
dolph REAX 2000, SKU 64B, Alemania). Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas, el sobrenadante fue colec-
tado y se midio la absorbancia a 530 nm en espectrofoto-
metro UV/Vis (T60, PG Instruments, Reino Unido). Todas
las muestras fueron preparadas por triplicado. La estabili-
zacion de la membrana del eritrocito frente al agente oxi-
dante, fue estimada a través de la ecuacion 2:

PA (%) = =22 X 100 (2)

donde: PA (%) = porcentaje de proteccion antioxidante;
A1 = absorbancia del control negativo; A2 = absorbancia de la
muestra evaluada en el medio oxidante

Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC-
UV en E-agua de P. ostreatus

El bioproducto E-agua de P ostreatus, se ajusto a la con-
centracion a 5 mg mL" en metanol al 50 % y se filtro a través
de una membrana de 0,22 pm antes del analisis cromatogra-
fico (E-Merck, Darmstadt, Alemania). Los compuestos fené-
licos individuales se determinaron utilizando un sistema de
la serie Agilent 1200 con desgasificador, bomba cuaternaria,
inyeccion automatica, compartimento de columna termosta-
tica y un detector con arreglo de diodos (DAD) (Agilent Tech-
nologies, Eindhoven, Holanda). La deteccion de los compues-
tos fendlicos se realizd a una longitud de onda de 280 nm. La
cromatografia en fase reversa se llevd a cabo en una columna
C-18 Phenomenex Luna ([250 x 4,6] mm i.d., tamafo de parti-
cula 5 ym, Phenomenex B.V,, Utrecht, Holanda) a 26 °C. En la
corrida se empled un gradiente de solvente A (0,1 % solucion
acuosa de acido férmico) y solvente B (Acetonitrilo), con una
velocidad de flujo de T mL/min segun Llauradé et al. @ El tiem-
po de corrida fue de 65 min.

Los compuestos fendlicos individuales fueron identifica-
dos de acuerdo con su espectro UV y el tiempo de retencion
(Rt), en comparacién con estandares: dcido galico, pirogalol,
acido homogentisico, acido protocatecuico, acido clorogé-
nico, acido cafeico, vainillina, dcido fellrico, naringina, na-
ringenina, hesperetina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y
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cuantificados por el método de calculo del area bajo la curva
comparados con los de los correspondientes estandares.
Los reactivos y solventes empleados en la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) fueron de grado analitico.

Acoplamiento molecular de compuestos fendlicos de
Pleurotus ostreatus con proteinas del balance redox

Se utilizd el sistema operativo Linux distribucién Debian
7.0. Los compuestos fendlicos utilizados se refieren a los de-
tectados en la biomasa de cuerpos fructiferos de P ostreatus
(E-agua), por el método de HPLC, previamente descrito. Se em-
pled el programa ChemBioDraw Professional 15.0, Cambridge,
EE.UU. 9 para generar las estructuras de los compuestos fe-
nolicos. Por su parte, el programa, ChemBio3D Ultra 12.0, Cam-
bridge, EE.UU., (9 permitio la optimizacion de la geometria de
dichas moléculas, utilizando el método de mecanica molecular
MM2 y MMFF94 (en inglés Merck Molecular Force Field). Se
utilizé como compuesto de comparacion a la mangiferina (1,3;
6,7-Tetrahydroxyxantona-C2-B-D-glucésido).

Se seleccionaron las siguientes proteinas: NF-kB, NA-
DPH-oxidasa, COX-2 y 5-LOX. La estructura tridimensional
de las mismas, se obtuvo en formato.pdb de la base de
datos de proteinas (PDB, de sus siglas en inglés protein
data bank), del Centro Nacional para la informacién en
Biotecnologia (del inglés, National enter for Biotechnology
information), NCBI, EE.UU. El estudio de acoplamiento mo-
lecular se llevé a cabo con los programas Auto Dock 4.2 y
AutoDockTools 1.56.6, EE.UU., @7 La visualizacion 2D y 3D
de las interacciones hidrofébicas y por puente de hidroge-
no de los complejos, se efectud por el programa Discovery
Studio Visualizer v.20.1.0.19295. ('® Segun el analisis rea-
lizado en la literatura, los residuos de aminoacidos que se
reportan como activos en las proteinas de estudio son: NF-
kB. (9 Cys 215; Asn 182; Thr 256 y Tyr 248; Asn 216, Leu-
346; NADPH-oxidasa. ® Trp 193; Ser 173; Tyr 279; Trp 263;
Glu 244; Asp 243; Glu 241 y Leu 210; COX-2. @D Ser 530;
Tyr 385; y en 5-LOX @2 Tyr 558; Phe 555; Asn 554; His 367;
His 372; lle 406; Ala 410 y Phe 177; que estan rodeadas del
centro metdlico de Fe?.

Formulacion y produccion de galletas fortificadas
con harina de Pleurotus ostreatus

La produccién de galletas se realizé en la panaderia
especializada El palacio de Santa Rita (EPIA, Santiago de
Cuba). Se elaboraron galletas de acuerdo al método tra-
dicional, las cuales fueron tomadas como grupo control
(WF). Por otro lado, se prepararon galletas enriquecidas
con la harina de P ostreatus (POF), basadas en formula-
ciones que contemplaron las cantidades de harinas y la
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proporcion de los ingredientes de las galletas, tales como
agua, azucar, sal, levadura y grasa.

La cantidad de POF a incorporar en las galletas fortifica-
das se establecio en un nivel del 10 %, teniendo en cuenta que
los resultados del analisis sensorial, del 4 % al 10 % de los pro-
ductos de panaderia con harina de setas, muestran las mejo-
res propiedades sensoriales. ®® Para ambas formulaciones,
se hizo crema con manteca vegetal, se mezcld con azdcar en
una batidora y luego se tamizaron WF y POF en la masa ante-
rior y se mezclaron nuevamente hasta alcanzar una aparien-
cia homogénea. La masa obtenida, se lamind y se cort6 en
formas circulares y se horned a 180 °C durante 12 min. Luego,
las galletas se enfriaron a temperatura ambiente durante
30 miny se almacenaron en bolsas herméticas a temperatura
ambiente y protegida de la luz hasta su andlisis.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizd
con el empleo del software STATGRAPHICS Centurion XV
(Statgraphics Technologies, Inc, EE.UU.). Los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar de los da-
tos. Se comprob6 que los datos cumplieran con una distri-
bucion normal (prueba de Kolmogorov- Smirnov y luego se
determind la homogeneidad de varianzas (prueba de Bartlett).

Para la comparacion de las medias de 2 grupos se utilizé la
prueba de la t de Student para un nivel de significacion de p < 0,05.
En los restantes experimentos, se realizé andlisis de varianza
(ANOVA) de clasificacion simple, acoplados a la prueba de Tukey
para las comparaciones multiples. En el caso de que los datos no
cumplieran con las premisas de los métodos paramétricos para
dichas comparaciones, se realizaron ANOVA de clasificacion sim-
ple por rangos de Kruskal-Wallis. En los casos en que se presenta-
ron diferencias estadisticamente significativas, se aplicé la prueba
de Student-Newman-Keuls no paramétrica. En todos los casos, el
nivel de significacion seleccionado fue del 95 %.

RESULTADOS

Determinacion de fenoles totales

Los resultados de la presente investigacion, indicaron la
existencia de una elevada concentracion de compuestos fe-
nolicos en ECF, con un valor de (58 + 3,2) mg/100 g, superior
estadisticamente al valor presentado por el EM (p < 0,05), el
cual tuvo un valor de (38 + 4,6) mg/100 g. En este sentido
se tuvo en cuenta la etapa de crecimiento del hongo vy el tipo
de fermentacion utilizada. Por su parte, los valores del con-
tenido fendlico en los bioproductos de la biomasa de cuer-
pos fructiferos de P. ostreatus con solventes de diferente po-
laridad, mostraron el siguiente orden: agua (138,4 + 4,75) >

etanol (86,37+7,86) > acetona (18,92 + 0,58) > acetato de etilo
(18,44 +1,75) > n-hexano (3,2 + 0,93) mg/100 g (p < 0,05). El
mayor valor 138,4 mg/100 g, se observo en E-agua, obtenido
a temperatura ambiente. En el caso de los bioproductos de-
rivados de las 3 etapas importantes del cultivo de Pleurotus
en pulpa de café durante la fermentacién en estado sdlido,
los resultados indicaron una concentracion de compuestos
fenolicos de (610 + 0,54) mg/100 g, en M-FES, con valores su-
periores, en comparacién con los de EC-P; (19 + 0,16) mg/100
g, RTA; (79,5 + 1,33) mg/100 g y RC; (133 + 0,53) mg/100 g,
respectivamente. Estos valores presentaron diferencias esta-
disticamente significativas (p < 0,05).

Actividad antioxidante de bioproductos
de Pleurotus ostreatus. Actividad frente al
radical 2,2 difenil -1-picrilhidrazilo
ElporcientodeinhibiciénfuesuperiorenEM(96,05+0,001) %,
mientras que ECF fue de (90,35 + 0,002) % (p < 0,05). En los
bioproductos de la biomasa de cuerpos fructiferos de Pleuro-
tus ostreatus con solventes de diferente polaridad el orden en
la captacién del radical DPPH, fue el siguiente: acetato de etilo
(97,24+0,1) % = etanol (96,32 + 4,5) % =acetona (95,66 + 3,2) % >
hexano (86,48 + 0,7) % > agua (58,3 + 4,1) % (p < 0,05). Por otro
lado, los valores de captacion de EC-RB, RC y M-FES a la con-
centracion de 1 mg mL7, fueron de [(35,49 + 5,5); (34,71 + 2,68)
y (30,02 + 2,51)] %, respectivamente, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, mientras que RTA
mostré un valor menor (18,94 + 5,09) %. Los valores de capta-
cion del radical DPPH del acido ascorbico, fueron superiores a
los mostrados por los bioproductos de P ostreatus, mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Estimacion del poder reductor

El poder reductor de EM y ECF, fue de 0,438 + 0,02
y 1,064 + 0,00; respectivamente. Por su parte, los mayores
valores de absorbancia de los bioproductos de la biomasa
con solventes de diferente polaridad se observaron en los sol-
ventes de polaridad intermedia (E-acetona, con 0,181+0,004)
y muy polares (E-agua y E-etanol, con 0,0472 + 0,006 y
0,0388 + 0,026; respectivamente), mostrando diferencias es-
tadisticamente significativas (p < 0,05). Los menores valores
se obtuvieron en E-n-hexano (0,016 + 0,00).

En M-FES, RC y EC-P, se observaron los mayores valores
de absorbancia (0,464 + 0,047; 0,404 + 0,089; 0,375 + 0,00);
respectivamente. Estos resultados comparados con los obte-
nidos en RTA (0,108 + 0,009), mostraron diferencias estadis-
ticamente significativas (p < 0,05). Los valores del poder re-
ductor del &cido ascorbico, fueron superiores a los mostrados
por los bioproductos de P ostreatus, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Efecto citoprotector de EM y E-agua de Pleurotus
ostreatus

El bioproducto E-agua, mostrd los mejores efectos de
citoproteccién, comparado con EM. A la concentracion de
0,062 mg mL", tuvo un valor de 81,30 %, superior al mostrado
por el acido ascorbico, utilizado como estandar de referen-
cia (68,29 %). Un comportamiento similar fue observado a la
mas alta concentracién (0,250 mg mL"), donde E-agua, tuvo
un mayor efecto protector en las membranas eritrocitarias
expuestas al peroxido de hidrogeno, con un porcentaje de in-
hibicion de la hemolisis de 93,50 %. A dicha concentracion no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre E-agua
y el acido ascérbico (p < 0,05). Aunque EM tuvo porcentajes
de inhibicién menores, comparado con E-agua, se observo su
efecto citoprotector en el modelo celular evaluado, en particu-
lar a las concentraciones de 0,062 y 0,125 mg mL™, con valo-
res de 61,99y 58,84 %, respectivamente (figura 2).

Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC-
UV en E-agua de P. ostreatus

En la figura 3 se muestra el perfil cromatogréfico (HPLC-
UV) y contenido de los compuestos fendlicos mayoritarios
presentes en el bioproducto E-agua de P. ostreatus. Los resul-
tados indican la presencia de 5 compuestos fendlicos (acido
galico, acido homogentisico, acido clorogénico, acido cafeico
y naringina). En particular, el 4cido galico, dcido homogentisi-
coy la naringina, presentaron los valores mas elevados, lo que
representa el 55 % del total.

Acoplamiento molecular

El estudio de acoplamiento molecular realizado con los
compuestos fendlicos detectados por HPLC en el bioproduc-
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to E-agua de la seta comestible-medicinal Pleurotus ostrea-
tus y las 4 proteinas del balance redox escogidas, revela una
mayor afinidad de los fenoles hacia la enzima 5-LOX, en com-
paracion con las enzimas NADPH- oxidasa, COX-2 y el factor
transcripcional NF-kB.

Lo anteriormente planteado, esta sustentado en los valores
de energia libre de unién (AG) y constante de inhibicion (Ki). Como
se muestra en las tablas 1 ala 4, la mayoria de los compuestos fe-
nolicos presentaron una interaccion fuerte hacia la enzima 5-LOX,
convalores de AG (-10,72 a-12,28 kcal/mol). La interaccion de los
fenoles con la mangiferina (compuesto de comparacién), resultd
moderada para cada uno de los casos estudiados.

Formulacion de las galletas

La composicion quimica de WF y POF utilizada para la
produccion de galletas mostré diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en cuanto al contenido de los com-
ponentes bdsicos. La harina de Pleurotus (POF), presento
un alto contenido de proteina cruda, fibra cruda y ceniza, sin
embargo, el contenido de carbohidratos fue mas bajo que en
WE. El mayor contenido de cenizas en POF implico que los va-
lores de minerales fueran relativamente mayores que en WF
(5,6 veces superiores). Los lipidos también fueron mayores
en POF con respecto a WF (1,9 veces) y la humedad de POF
se compard favorablemente con WF (p < 0,05). Los resultados
del contenido de lipidos y los valores energéticos no mostra-
ron diferencias significativas, tabla 5. Ademas del alto valor
nutricional, POF presenté un contenido significativo de poli-
fenoles, aproximadamente 2 veces mayor que WF (p < 0,05).
Dicho resultado en la presente investigaciéon fue comparati-
vamente mas alto que los valores informados en 5 especies
silvestres culinarias-medicinales de Pleurotus recolectadas

0,062

0,125
Concentracién (mg mL ")

mAcido ascorbico BE-agua BEM

Fig. 2. Efecto citoprotector ejercido por los bioproductos acuosos de micelio y biomasa de cuerpos fructiferos de P. ostreatus en eritrocitos
humanos, tratados con H202 como agente oxidante. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar de 3 réplicas. El acido
ascorbico fue utilizado como un control positivo. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis, p < 0,05).
Leyenda: E- agua: bioproducto acuoso de la biomasa de cuerpos fructiferos; EM: bioproducto del micelio por fermentacion sumergida.
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Fig. 3. Perfil cromatogréfico (HPLC-UV) y contenido de los compuestos fendlicos mayoritarios presentes en el bioproducto acuoso de la biomasa

de cuerpos fructiferos de P. ostreatus (E-agua)

en el noroeste de la India (67,6 a 169,2 ugg ™). @ Ademas,
POF ejercio una actividad eliminadora contra el radical DPPH,
aproximadamente 10 veces mayor que el control.

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo reflejaron que el con-
tenido de fenoles totales en hongos depende de varios facto-
res. En la investigacion, se evidenciaron diferencias en los di-
ferentes bioproductos de P ostreatus evaluados, tomando en
cuenta los diferentes procedimientos de cultivo de la seta, sus
etapas de crecimiento, los métodos de extraccion, la compo-
sicién y naturaleza del sustrato empleado. (252627.2829)

Teniendo en cuenta los diferentes procedimientos biotec-
noldgicos empleados en el cultivo de la seta (FS y FES), los
mayores valores en cuanto al contenido de fenoles entre los
bioproductos EM y ECF se observaron para este Ultimo. Estos
resultados fueron similares a los reportados por otros auto-
res para la especie estudiada. ©% Por su parte en los biopro-
ductos de la biomasa de cuerpos fructiferos de P ostreatus
con solventes de diferente polaridad, resultaron mas altos en
aquellos con solventes polares (E-agua y E-etanol). Al respec-
to algunos investigadores reportan resultados similares en
especies de Pleurotus, utilizando solventes similares o iguales
a los referidos en el presente estudio. %62

En el caso de los bioproductos de las 3 etapas del cul-
tivo de Pleurotus en pulpa de café, el contenido de estos
compuestos en la etapa de colonizacién del sustrato, fue-
ron superiores respecto a la etapa de biotransformacion
final. Este elemento podria estar relacionado con la impli-
cacion de estos compuestos en el mecanismo de defensa,
lo cual explicaria su reduccién con la maduracion de los
cuerpos fructiferos. ©2 Por otro lado, en la etapa de bio-
transformacién del sustrato, Pleurotus produce una can-
tidad significativa de enzimas, que permiten degradar los

residuos lignoceluldsicos y usarlos como nutrientes para
el crecimiento y la fructificacion. ¢339

Esta capacidad de produccion de enzimas de la especie
tiene relacion con la disminucion del contenido de fenoles to-
tales en los sustratos donde crece, especificamente pulpa de
café como ha sido descrito por otros investigadores. ©5%) Es-
tos resultados constituyen una de las novedades del trabajo
pues se evidencia un estudio sistematico de la composicion
de estos compuestos en cada uno de los bioproductos eva-
luados y con el sustrato empleado.

Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante de los bioproduc-
tos de P ostreatus, utilizando el método de captacion del radical
DPPH y estimacion del poder reductor, mostré bajo las condi-
ciones ensayadas, variaciones en cuanto a los porcentajes de
captacion de este radical, sustentado en la influencia de varios
factores como: el basamento del método, la propia estructura
quimica del radical, los métodos de extraccion y solventes utili-
zados, la concentracion de los extractos, el tipo de sustrato, los
diferentes estados de crecimiento de la seta durante su cultivo,
la especie de hongo, entre otros. ©¢” En tal sentido, los resulta-
dos obtenidos en el presente trabajo, pueden diferir con algu-
nos autores, como ocurre con los bioproductos de la biomasa
tratada con solventes de diferente polaridad. %

En otros casos, los porcentajes de captacion coinciden
con los referidos en la actual investigacion. (83940 Este mis-
mo comportamiento es observado para los valores de poder
reductor. “'42 Para ambos métodos, todos los bioproductos
ensayados mostraron actividad antioxidante. Los mejores va-
lores de poder reductor fueron obtenidos en los preparados
derivados de la seta cultivada en FES, mientras que la capta-
cion del radical DPPH resulté superior para EM. Los resulta-
dos presentados en la presente investigacion aportan nuevas
evidencias en cuanto a la actividad antioxidante de bioproduc-
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Tabla 1. Interacciones del NFkB/IKBa con los compuestos fendlicos detectados en el bioproducto (E-agua) de P.ostreatus

Interaccion de aminoacidos

Interaccion de aminoacidos

Acido
homogentisico

-5,25 1,42 10* 4

Try 248[0...HOJ; 3
Lys 343[NH...0J;

Pro 344; Tyr
248; Glu 341

Lys 249[NH...O]J;
Pro 342[0...HO]

Acido cafeico  -5,30 1,3110% 2

Thr 256[OH...0]; Arg 140[NH...O] 6

Gly 183; Asn
180; Leu 346;
Tyr 181; Thr
179; Ala 257

1,71 10* 6

Mangiferina* -5,14

Lys 343[0...HN]; Thr 256[0H...0]; Ser 5 Tyr 248; Leu
326[0...HO]; Asn 180[OH...0]; Thr 346; Pro 214;
179[0...HOJ; Thr 179[0H...0] Pro 344; Gly 183

Leyenda: AG (kcal/mol); ki(M) *compuesto de referencia. En negrita los residuos de aminodcidos delos centros activos de la proteina involucrados en las

interacciones

tos de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus con solven-
tes de diferente polaridad y del sustrato remanente del cultivo
de esta seta en pulpa de café.

Efecto citoprotector de EM y E-agua de Pleurotus
ostreatus

La evaluacién del efecto citoprotector de los biopro-
ductos EM y E-agua frente al dafio inducido por el H202

en el modelo de eritrocitos humanos, mostré resultados
promisorios. Los valores mas altos de inhibicion de la he-
molisis se observaron en E-agua. Las propiedades cito-
protectoras ejercidas por la preparacion del bioproducto
E-agua, frente al dafio de un agente oxidante, pudieran
estar relacionadas, con la presencia de micocompuestos
con actividad antioxidante, tales como los polifenoles, vi-
tamina C y minerales.
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Tabla 2. Interacciones de la NADPH-oxidasa con los compuestos fendlicos detectados en el bioproducto (E-agua) de P.ostreatus

Fenoles AG (Kcal/ ki Interacciones por puente de hidrégeno Interacciones hidrofdbicas
mol)
Ne Interaccion de aminoacidos Ne Interaccion
de aminoacidos
Acido gélico -3,99 1,19 10° 3 Trp 194[NH...O]; Ser 189[0...HO] 3 Glu 190; Leu
260; Lys 188
Acido -4,61 4,15 10" 3 Trp 194[NH...O]; Lys 188[NH...O]; 2 Glu 190; Leu
homogentisico Ser 189[0...HO] 260
Acido clorogénico  -5,01 2,14 10* 3 Trp 263[NH...0]; Asp 261[0...HO]; Ser 7 Pro 206; Phe
208[NH...0] 209; Trp
193; GLY 192;
Pro 276; Ser 191; Tyr
279
Acido cafeico -5,09 1,85 10* 3 Trp 264[NH...0]; Glu 190[0...HO]; Tyr 3 Leu 259; Lys 258; Leu
231[0H...0] 260
Naringina -5,32 1,26 10* 6 Met 278[NH...0]; Ser 277[NH...0O]; 6 Pro 267; Ser 191; Pro
Asp 261[0...HO]; Trp 193[NH...0]; Trp 206; Phe 206;
263[NH...0]; Thr 170[OH...0] Tyr 167; Tyr 279
Mangiferina* -4,68 3,69 10" 2 Trp 263[NH...0]; Ser 208[NH...0O] 7 Asp 261; Trp 193; Tyr
167; Pro 206;
Glu 244; Asp 243; Tyr
274

Leyenda: AG (kcal/mol); ki(M) *compuesto de referencia. En negrita los residuos de aminoacidos de los centros activos de la proteina involucrados en las

interacciones

Se utilizaron eritrocitos humanos, los cuales muestran
mayor resistencia a desérdenes hematoldgicos y factores
externos, como la temperatura y el pH, en comparacién con
eritrocitos de carnero, bovinos, cerdo y conejo. “9 Estos re-
sultados constituyen un aspecto novedoso, pues aportan evi-
dencias bioquimicas del efecto citoprotector de bioproductos
de Pleurotus evaluados en células eritrocitarias que han esta-
do expuestas a un agente oxidante.

Identificacion de compuestos fenélicos por HPLC-
UV en E-agua de P. ostreatus

Se detectaron 5 compuestos fendlicos en E-agua de P os-
treatus; 4 acidos fendlicos (4cido gdlico, acido homogentisico,
acido clorogénico, dcido cafeico) y una flavanona, la naringina.
La concentracién de compuestos fendlicos determinada para

P ostreatus en el presente estudio (1384 pgg™”) resultd aproxi-
madamente 7,9 veces superior al valor promedio reportado en
la literatura para estudios previos realizados en hongos comes-
tibles (174 pgg-"). “ Esto le aporta un caracter novedoso a la
investigacion al identificarse compuestos fendlicos mayorita-
rios en P ostreatus cultivado en la pulpa de café.

Algunos investigadores refieren la presencia de estos
compuestos en esta especie de hongo y otros refieren el aci-
do cinamico, protocatecuico, catequina, siringico, vanilico,
0-cumarico y quercetina. (454647

Acoplamiento molecular de compuestos fendlicos de
Pleurotus ostreatus con proteinas del balance redox

Los mejores valores de energia libre de unién para el fac-
tor nuclear NF-kB fueron observados para la naringina. En la
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Tabla 3. Interacciones de la COX-2 con los compuestos fendlicos detectados en el bioproducto (E-agua) de P.ostreatus

Interaccion de aminoacidos o Interaccion
de aminoacidos

Acido homogentisico -5,72 6,39 10* 3 Ala 378[NH...O]; 9 Phe 381; lle 377; Lys 532;
Asn 375[NH...0]; Arg 150; Phe 529; Ala 151;
Arg 376[NH...0] Thr 149; lle 124; Asp 125

Acido cafeico -5,97 4,23 10° 3 Arg 376[0...HOJ; 10  Phe 205; Val 228; Leu 534;
Asn 375[0...HO]J; Gly 533; Phe 209; Ser 530;
Ala 378[NH... O] Phe 529; Phe 381; lle 377;

Gly 227

Mangiferina* -4,44 5,59 10* 5 Met 522[0...HO]; 11  Trp 387; Leu 384; Phe 518;
Gly 526[NH...0]; Tyr 385; Leu 352; Ser 530;
Val 523[0OH...0]; Val 349; Phe 381; Ala 527;
Argl120[NH...0]; Leu 359; Val 116

Tyr 355[0H...0]

Leyenda: AG (kcal/mol); ki(M) *compuesto de referencia. En negrita los residuos de aminodacidos de los centros activos de la proteina involucrados en las

interacciones

literatura se refieren especies de hongos comestibles que mo-  interaccion se observaron para los fenoles dcido clorogénico y
dulan la funcion del NF-kB, a través de diferentes mecanismos.  la naringina. Con relacion a la enzima 5-LOX, las interacciones
Sin embargo, muchos de ellos todavia tienen mecanismos de  resultaron fuertes para la mayoria de ellos. Los inhibidores es-
accion aun no esclarecidos. “® En el caso de la NADPH oxida-  pecificos de la 5- lipoxigenasa, pueden ser considerados como
sa, los valores de energia de union mostraron una interaccion  potenciales farmacos terapéuticos para varias enfermedades
moderada, mientras que con la COX-2, los mejores valores de  relacionadas con procesos inflamatorios. “?
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Tabla 4. Interacciones de la 5-LOX con los compuestos fendlicos detectados en el bioproducto (E-agua) de P.ostreatus

Interaccion de aminoacidos o Interaccion

de aminoacidos

Mangiferina* -5,26 1,38 10* 6 His 372[OH...N]; His 367[O... 6 Val 671; GIn 557; Leu 607;
HN]J; His 550[OH...N]; Ala Leu 368; Thr 364; GIn 363
672[OH...0]; Asn 554[COH...O];

Asn 554[0OH...0O]

Acido -11,81 2,19 10° 4 His 372[0...HN]; His 367[OH...N]; 3 Val 671; Leu 607; Ala672
homogentisico Asn 554[OH...N]; Asn 554[0O...
HN]

Acido cafeico -11,44 4,09 10°* 4 lle 406[0...HOJ; His 372[N..HO]; 6 Lys 409; Ala 410; Phe 177;
His 550[N...HO]; His 367[N...HO] Val 671; Asn 554; Ala 672

Leyenda: AG (kcal/mol); ki(M) *compuesto de referencia. En negrita los residuos de aminoéacidos de los centros activos de la proteina involucrados en las

interacciones

Formulacion de las galletas dente con el aumento en el contenido de proteinas. Si bien exis-
En la investigacion se observo que cuando se incorporé  te variabilidad en los valores de composicion quimica de POF
POF alas galletas, hubo una reduccion de carbohidratos coinci- ~ comparados con los obtenidos por otros investigadores, su
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analisis bioguimico aproximado esta de acuerdo con la com-
posicion informada en otros trabajos. En el caso de Pleurotus
ostreatus, la composicion oscila entre (17-30,4) % de proteina
cruda, (37-85) % de carbohidratos, (5,3-24) % de fibra dietética
total, (1,6-5,0) % de grasay (5,9-9,8) % para cenizas. Estos valo-
res han sido reportados dependiendo de las cepas, método de
cultivo, sustratos y condiciones de crecimiento, etc. 057

La suplementacion con POF en galletas fortificadas no solo
refuerza la calidad nutricional, sino que también contribuye a su
estabilizacion frente al dafio oxidativo. En general, las galletas
enriquecidas tienen mas componentes funcionales y una capa-
cidad antioxidante eficaz comparadas con las galletas de trigo.
Su suplementacion podria proporcionar a los consumidores un
producto novedoso con beneficios que promuevan la salud.

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(4)
Conclusiones

El estudio de las propiedades antioxidantes de biopro-
ductos de P. ostreatus, constituye una fuente promisoria de
antioxidantes naturales para su uso en las industrias alimen-
taria y médico farmacéutica. En particular para nuestro pais,
dichas evidencias experimentales, representan un aporte
significativo para el futuro disefio de farmacos, alimentos
0 suplementos dietéticos derivados de estas fuentes con
potenciales antioxidantes. Las aplicaciones practicas de la
investigacion se evidencian en la utilizacion por parte de la
Empresa Provincial de la Industria Alimentaria de harinas de
setas con actividad antioxidante para la elaboracion de ga-
lletas biofuncionales con un valor nutricional y propiedades
antioxidantes mejoradas.

Tabla 5. Composicidn proximal, valor energético, contenido fendlico y actividad antioxidante de las galletas tradicionales WF y las

enriquecidas con 10 % de harina de Pleurotus ostreatus

Parametro

Humedad (%) 2,65+0,15
Proteinas totales (%) 7,07 £0,08
Carbohidratos (%) 83,03 +1,24
Lipidos totales (%) 4,10+0,36
Fibra cruda (%) 2,17+0,53
Cenizas (%) 0,98 £0,03
Valor energético (Kcal/100g) 397 + 37
Polifenoles totales (ug TAE/G) 232 +15,50
Actividad antioxidante (ensayo DPPH (%)  9,61+2,07

Harina de trigo (WF)

Harina de P. ostreatus (POF)
3,16 £0,15*

14,12 +0,36*

72,73 +0,48*

5,01 +£0,54

3,11+0,12*%

1,87 £+ 0,05*

392 +30

736 +42,07*

58,34 +£1,65*

*) Indica diferencias significativas para cada pardmetro, de acuerdo con el test de t” Student (p < 0,05, n = 3)
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