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RESUMEN

Tradicionalmente los hongos han estado vinculados tanto a la alimentacion
como a la medicina, sin embargo, actualmente y en base a los conocimientos cientificos
actuales se puede afirmar que ambos campos estan fuertemente interconectados. No
solo ofrecen un aporte nutricional atractivo de buen sabor y textura, sino que ademas
son candidatos ideales para responder a la demanda creciente de determinados

componentes beneficiosos para la salud, como por ejemplo la vitamina D.

Asi ante la creciente hipovitaminosis D en la poblacion mundial, incluso en los
paises con alta radiacion solar anual, la demanda de productos ricos naturales en
vitamina D estd experimentando una creciente demanda. Por lo que, en el presente
trabajo, se ha considerado la opcion de aprovechar los hongos comestibles, ricos en el
precursor de la vitamina D2, el ergosterol, como alimentos funcionales para suplir esta
demanda. No obstante, estudios recientes estan revelando que el ergosterol y otros
compuestos presentes en los hongos y setas comestibles, y en particular en A. bisporus,
poseen propiedades bioactivas beneficiosas para la salud que pueden reforzar su
candidatura como alimento funcional o como base para la formulacion de productos

nutracéuticos.

Para ello, en primer lugar se ha estudiado un procedimiento, basado en la
suplementacion del medio de cultivo o compost, para aumentar el contenido de
ergosterol en A. bisporus. Con tal fin se ha estudiado el efectos de varios suplementos
provenientes de la industria aceitera y del cultivo de champifién (harina de alperujo,
HALP, y harina de tallos de champifion, HTCH, respectivamente) en una formulacion
de medio minimo que permite el crecimiento de A. bisporus en medios liquidos y
gelificados en agar. Tras seleccionar aquellos suplementos con un impacto significativo
en la composicién del contenido en ergosterol se comprobé la eficacia en la induccion
en compost minimo siguiendo el procedimiento de cultivo establecido en la industria.
Los cultivos obtenidos presentaron un incremento significativo en el contenido en
ergosterol respecto a los controles mostrando que es posible alterar la composicién en
compuestos bioactivos mediante suplementacion dirigida del compost. Como
confirmacion de la induccion de la ruta de biosintesis del ergosterol se realizd un

estudio mediante western-blot en el que se detectaron que tres de las enzimas



implicadas en la ruta: ERG-2, ERG-6 y ERG-11 incrementaban sus niveles de expresion

proteica entre 1,85 2,75 y 3,52 veces, respectivamente.

La conversion de ergosterol a vitamina D2 se llevo a cabo por exposicion del
ergosterol a una fuente de luz ultravioleta (UVB); estudiandose el tipo de longitud de
onda empleada, la temperatura y el contenido en humedad de la biomasa asi como la
orientacion de la fuente de luz ultravioleta que afectan significativamente a la cantidad
de vitamina D generada ante una misma dosis de tratamiento. Pese a que los valores
Optimos de conversion no coinciden con las condiciones de trabajo habituales en la
industria es posible obtener valores de vitamina D2 que cubran las necesidades diarias
de vitamina D con una racion de 100g sin que se alcancen los valores de saturacién en

los que empiezan a manifestarse compuestos nocivos para la salud (toxiesteroles).

Los champifiones enriquecidos en vitamina D2, con niveles suficientes para
satisfacer la dosis diaria recomendada (15 pg) se han sometido a una evaluacion
toxicologica por seguridad alimentaria antes de poder considerarse un alimento
funcional o la base para productos nutraceuticos. Para ello se comprobé la toxicidad
aguda hasta una dosis de 5000 mg/kg de peso corporal y la toxicidad ante exposicion
prolongada de dosis de 500 mg/kg de peso corporal en ratas no detectdndose ningun
sintoma caracteristico de efectos adversos debidos a la ingesta ni ninguna muerte; por lo
que no se ha podido determinar la DLso de estos champifiones enriquecidos ni establecer
una clasificacién de riesgo en la GHS y se requeriran mas estudios para confirmar la
seguridad total. La Toxicidad sub-cronica también ha revelado la ausencia de efectos
adversos tanto a nivel de parametros sanguineos (hematoldgicos, bioquimicos, etc),

peso de 6rganos o analisis histopatoldgico.

Respecto a la biodisponibilidad de la vitamina D2 obtenida en A. bisporus se ha
podido determinar que ante una simulacion in vitro del proceso de digestién y de
absorcion de la fraccion micelar en células Caco-2, que aproximadamente el 50% de la
vitamina D2 presente en la biomasa ingerida es capaz de atravesar el epitelio intestinal

guedando biodisponible para el organismo.

Asi pues, es posible emplear A. bisporus, como un alimento funcional per se,
enriquecido en vitamina D2. Este incremento de valor afiadido se produce sin realizar
alteraciones significativas en el proceso de produccion industrial, mediante la adicion de

suplementos provenientes de las industrias aceiteras y del cultivo de champifidon. La



ausencia de toxicidad y la elevada biodisponibilidad son factores esperanzadores en la
aceptacion de A. bisporus enriquecidos en vitamina D2 como un alimento funcional que

pueda contribuir a satisfacer la demanda creciente de vitamina D.



1.INTRODUCCION






1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS: BREVE HISTORIA DE LOS
HONGOS COMESTIBLES

El consumo de hongos es una practica que se viene realizando durante milenios,
como muestran indicios en pinturas rupestres de mas de 9000 afios de antiguedad. Si
bien, inicialmente el consumo de estos hongos se debia a practicas rituales religiosas
mas que al uso alimentario. La distribucion de estos hallazgos a nivel global podria
implicar que el consumo de hongos ha estado vinculado a la humanidad desde los
mismos inicios de la civilizacion y que debido a sus caracteristicas textural, sabor y

aroma el hombre primitivo también los usaba como alimento.

Por otro lado, hay evidencias de que los habitantes de estos periodos ancestrales
conocian otras aplicaciones de los hongos aparte de su valor nutricional. Otzi, la momia
alpina de 5300 afios de antiguedad llevaba en una bolsa con hierbas consideradas
medicinales trozos de Piptoporus betulinus (hongo del abedul) y Fomes fomentarius un
hongo comdnmente empleado como yesca para encender fuegos ademas de poseer

propiedades hemostaticas y antibacterianas (Martel y col., 2017; Niksic y col., 2016).

Ademas, hay pruebas histdricas de que dicho consumo no solo se debia a sus
propiedades medicinales, psicotropicas, y a practicas rituales, puesto que en el antiguo
Egipto los hongos comestibles eran conocidos como "Plantas de la inmortalidad" o
"Regalo de Osiris" y se consideraban un manjar reservado a los faraones quedando su
consumo vetado al resto de la poblacion.

En la antigua Grecia el consumo de hongos no estaba tan restringido por el
estatus social, lo que probablemente conllevé a una mayor exposicién de hongos toxicos
a la poblacién y a la consiguiente discusion de si los hongos eran un tipo de planta
defectuosa, descrito asi por Teofrasto, de la cual se debia evitar el consumo. Tenemos
constancia de estos hechos ya que Euripides narra la intoxicacion de varios miembros
de una familia tras consumir hongos. No es hasta Dioscorides, considerado uno de los
grandes médicos griegos del siglo I, que se marca una distincion entre hongos
comestibles y hongos dafiinos (Font quer, 1957). Otros autores griegos consideraban a
las setas "hijos de los dioses" debido a la aparicion de estas tras las tormentas

asumiendo que los relampagos de Zeus eran portadores de las semillas de los hongos.



Los romanos basaron gran parte de sus conocimientos sobre hongos en los
avances adquiridos por los griegos. En el Imperio romano las setas comestibles seguian
siendo un manjar muy cotizado, siendo tan populares entre la aristocracia que para
muchas especies se acufio el nombre por el que las conocemos hoy en dia p. ej.,
Amanita caesarea. Este interés gener0 una gran actividad econdmica basada en la
recoleccion de especies comestibles de modo que un recolector experimentado tenia una
gran demanda de clientes y pese a que la recoleccion continu6 siendo el principal
método de obtencion los romanos prestaron un gran interés a la clasificacion, ciclo de

vida y cultivo de algunos de estos hongos.

Otro empleo que también se popularizo6 fue la presencia de catadores durante las
cenas, practicas que intentaban garantizar que el comensal no se envenenase
accidentalmente. El asesinato del emperador Claudio por su esposa Agripina al
introducir un trozo de Amanita phalloides en su plato muestra que no solamente sabian
identificar qué hongos eran los mas cotizados por su sabor si no también aquellos que
eran perjudiciales o directamente mortales. También se conoce que permitian que los
soldados se alimentasen de setas antes de las batallas para aumentar la moral y bajo el

argumento que eran buenas para la constitucion y fortaleza de las tropas.

En Asia, no existia tal miedo por el envenenamiento por hongos silvestres,
principalmente porque estaban mas vinculados con tratamientos medicinales y se
consideraban una comida vigorizante. Los médicos recetaban estos hongos de acuerdo a
los conocimientos tradicionales para las aflicciones de sus pacientes resultando
indirectamente en un control cultural para evitar la intoxicacién accidental. En la
medicina tradicional china se aplicaban hasta 200 especies diferentes de hongos con
diferentes propiedades para tratar y prevenir dolencias. Recientemente muchos autores
estan redescubriendo en estos hongos compuestos con actividades estimulantes del
sistema inmune, antitumorales e inhibidores viricos entre otras funciones para los que
ya se empleaban extractos de estas setas (Rathore y col., 2017; Money, 2016a; Lee y
col., 2012). Algunos ejemplos son Coriolus versicolor (Cola de pavo), Ganoderma
lucidum (Reishi) o Lentinula edodes (Shitake). De este Ultimo es destacable la facilidad
de su cultivo, asi como su presencia en gran cantidad de platos de la gastronomia

asiatica.



A pesar de su relativa importancia en todas estas antiguas civilizaciones su
consumo se basaba en la recoleccion de setas silvestres y no hay evidencias claras de
que estos hongos fuesen domesticados y cultivados a gran escala para mantener la
demanda de la poblacion. Una posible excepcion es el método de remojo y golpeo
desarrollado en Asia donde granjeros chinos y japoneses se percataron que poniendo
troncos inoculados con el micelio del hongo deseado podia propagarse a troncos
cercanos y si se ponian en remojo con agua fria y se les golpeaba con un mazo podia
inducirse la produccién de cuerpos fructiferos recolectables. EI Unico inconveniente era
que este méetodo era muy ineficaz y poco fiable, aunque con el paso de los siglos sirvio
de base para el cultivo tradicional sobre troncos que hoy en dia aun se utiliza (Stamets,
2000; Money, 2016b).

En occidente, durante la Edad Media gran parte del conocimiento sobre hongos
comestibles y toxicos pasé al olvido con el rechazo a los textos clésicos de la época
griega y romana, conservandose escasos conocimientos sobre el uso de hongos. En la
Europa occidental los hongos llegaron a relacionarse con précticas prohibidas como la
magia o la brujeria. El crecimiento de circulos de setas producidos por la expansion del
micelio se creia que se debia a los derrames de los calderos donde las brujas preparaban
sus pdcimas (Figura-1.1). En el folclore ingles y celta se relacionaban con la aparicion
de hadas y sirvieron de inspiracién para autores como Shakespeare en "El suefio de una
noche de verano". En cualquier caso, el miedo a ser maldito o castigado por perturbar
estos lugares disuadiria a la poblacion de consumirlas o incluso de evitar los lugares
donde se formaban. A pesar de todo, en Europa central y del este se continud
recolectando setas y hongos, aunque popularmente se consideraba una comida de pobres

y ganado.

No es hasta los siglos XV y XVI, con la llegada del Renacimiento, que se
recobraria el interés por la micologia. La introduccion del cultivo de setas en Europa no
se produjo hasta el siglo XVII, en la Francia de Luis XIV. Se cree que esta introduccion
del cultivo de hongos surge de la necesidad de abastecer al palacio de forma regular,
debido a la gran demanda de las cocinas del Rey Sol donde las setas eran un plato muy
solicitado. Para esta tarea se destinaron cuevas cercanas a Paris, donde observaron que
las setas crecian con mayor facilidad. Desde Francia, esta practica se extendié a los

agricultores ingleses. A comienzos del siglo XIX esta tendencia llego a los Paises Bajos



y a finales del mismo siglo (afios 1880s) la préactica cruzo el Atlantico asentandose en
Estados Unidos donde a finales de siglo empezé a extenderse su produccion comercial.
A comienzos del siglo XX en las minas de Limburgo, en los Paises Bajos, comenzé a
explotarse el cultivo de hongos a escala industrial y a mediados de siglo se produjo la

popularizacién del champifion blanco en el mercado europeo.

Figura-1.1. "Circulo de las brujas"”. (Tomado de Naborsy col., 2016).

En Espafa el cultivo de setas y hongos comestibles, fundamentalmente
champifiones comienzan en los afios 1930. Las principales zonas de produccién de
champifién en Espafia se localizan en La Rioja, Navarra, Aragon y en Castilla la
Mancha donde aparece un nucleo de cooperativas que aglutina gran parte de la

produccion de hongos comestibles (Garcia-Mancha, 2013).

Los origenes de la implantacion de esta industria se remontan a las actividades
de subsistencia, adaptacion e innovacion llevada a cabo por familias de La Rioja durante
el inicio de la década de 1930, aprovechando las cuevas naturales y la ganaderia de la
region. En los afios 1950, los productores de vinos se reestructuraron en cooperativas,
trasladandose a naves industriales y dejando vacantes las tradicionales bodegas en
cuevas, covachuelas y calados donde hasta entonces desarrollaban su produccion.
Este espacio resultaba ideal para el crecimiento de los hongos por su aislamiento
térmico y permitié que los primeros productores pudieran llevar a cabo su trabajo de
manera satisfactoria y rentable. A medida que mas gente intentaba entrar en el mercado

de la produccion del champifion, los espacios disponibles fueron decreciendo. Las
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cuevas naturales o las explotaciones mineras abandonadas fueron colonizadas por estos
cultivadores de setas que hasta el momento se encontraban presionados a emigrar para
encontrar trabajo y veian en esta actividad una alternativa viable para su subsistencia y

desarrollo.

El sustrato de cultivo no suponia un problema debido a la abundancia de ganado
equino, mas de 25.000 cabezas segun el censo de 1987, que suministraba la materia
prima para el compostaje. Aun asi, cada criador de champifiones elaboraba su propio
compost y no fue hasta 1975 que empezaron a aparecer las primeras fabricas de
compost especializadas en la fabricacion de sacas que permitié al sector especializarse
en el cultivo. Hasta el momento el estiércol se apilaba en las bodegas formando
cordones, con la ayuda de maquinaria y se compostaba hasta su madurez momento en
que eran inoculados y cubiertos con tierra. EI nuevo modelo especializado en la
produccion de compost, importado de cooperativas de Cuenca y Francia permitié el
crecimiento de la industria del champifion crecer hasta convertirse en la segunda

actividad agricola méas importante de La Rioja y Castilla-La Mancha, tras la vinicultura.

El arraigo de la industria del champifion en Espafa y particularmente en la Rioja
y Castilla-La Mancha se debe a la aplicacién de los principios de reaprovechamiento de
espacios abandonados, desechos de otras actividades y a la iniciativa de gente joven
emprendedora. 60 afios tras el inicio de estos acontecimientos, estos principios de
reciclaje estan mas vigentes que nunca. Las nuevas tecnologias en el reaprovechamiento
de residuos, el aprovechamiento del actual tejido de produccion y la elevada formacion
de las dltimas generaciones pueden traer la proxima revolucion a este sector que
comenz6 como una forma de subsistencia hasta crecer y colonizar gran parte de la

region central de Espafia.



1.2. LOS HONGOS: GENERALIDADES

Pese a que histéricamente los hongos siempre se han tratado dentro de los
apartados botanicos es un grupo mucho méas complejo y variado (Cepero y col., 2012).
Todos los hongos son organismos eucariotas heterétrofos quimiorgandtrofos, que
obtienen los nutrientes que necesitan mediante digestion extracelular al secretar enzimas
al medio. Aunque este tipo de alimentacion es frecuentemente saprofita para los

Ilamados "hongos superiores” también existen especies parasitarias y depredadoras.

Los hongos son uno de los iconos de los organismos descomponedores que
aceleran la degradacion de materia orgénica en el medio. Esta catalisis favorece la
formacion de relaciones mutualistas entre plantas y hongos como en el caso de los

liquenes o de las micorrizas y hongos endofitos.

Morfolégicamente la etapa vegetativa del ciclo de vida de un hongo puede ser
unicelular como en el caso de levaduras o pluricelular filamentosa en el caso de los
mohos. Estos filamentos que a su vez pueden presentar cierta segmentacion o tabicacion
y poseer varios nlcleos que se denominan hifas y a la totalidad de las hifas, a todo lo

gue comprende el hongo, se denomina micelio (Figura-1.2).

Nucleos

Micelio

Figura-1.2. Esquema de la agrupacion de las hifas fingicas para formar el micelio que
crece dentro de la tierra o del sustrato y del cuerpo fructifero de tamafio macroscépico.
(Sanchez-Escudero, 2016)



Su estructura celular suele presentar una pared celular con quitina, un
polisacarido de N-acetil-D-glucosamina, que actia como una barrera que aporta rigidez
y protege del medio ademas de asistir en la division celular. Esta pared es diferente de
las células vegetales que presentan celulosa. Otra caracteristica diferenciadora con las
plantas es el uso del glucogeno como polisacarido de reserva caracteristica que

comparten con los animales.

La reproduccion puede ser asexual, mediante la formacion de esporas o escision
del micelio por ruptura o sexual, mediante la conjugacion de hifas compatibles y la

formacion de estructuras de dispersién de esporas.

Taxonomicamente los hongos se han reestructurado desde su clasificacion
original tras la aplicacion de técnicas de Biologia Molecular (secuenciacion de acidos
nucleicos). Aungue existen varias propuestas recientes, como la taxonomia sugerida por
Hibbet y col., (2007) o la de Ruggiero y col (2015) (actualizacion de la propuesta por
Blackwell y Spatafora, (2004)) su aplicacion al grupo de hongos superiores, utilizados
en este trabajo de tesis, se ha mantenido estable ante las sucesivas reestructuraciones

taxondmicas (ver Figura- 1.3).
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Figura-1.3. Taxonomia del reino Fungi: Propuestas de organizacion simplificada
a) segun (Hibbet y col., 2007), b) segun (Ruggiero y col., 2015).



De forma simplificada, Ruggiero y col. (2015) proponen la division del reino
fungi en dos subreinos, Neomycota, englobando a filos Ascomycota y Basidiomycota y
Eomycota conteniendo a los filos Chytridiomycota, Glomeromycota y Zygomycota.

Subreino Eomycota: Conocidos como los hongos basales es el principal foco
de debate en la reestructuracion taxondémica. Grupos como Microsporidia o
Cryptomycota, parasitos intracelulares con reducida presencia mitocondrial, comparten
caracteristicas con hongos, como la presencia de pared celular con quitina en algin
momento de sus ciclos vitales. Microsporidia se considera un grupo hermano de los
hongos y la inclusion de Cryptomycota en el reino fungi es incierta. Entre sus
caracteristicas presentan morfologias simples o poco diferenciadas como células de vida

libre o hifas cenociticas.

Chytridiomycota: Han sido histéricamente considerados el grupo mas
primitivo de hongos por la presencia de flagelo basal. La clasificacion molecular de
ADNIrr indica que es un grupo basal polifilético donde los érdenes que componen a este
filo son de origen monofilético, motivo por el cual hay discrepancia entre propuestas
recientes (Blackwell y col. 2004).

Zygomycotas: Definido por la presencia de una meioespora o zigospora y a la
ausencia de flagelo. Este grupo es polifilético e incluye numerosos grupos
monofileticos. Segun el autor de referencia que se considere este filo puede llegar a
desaparecer en la reorganizaciéon dando lugar a varios grupos monofileticos (Hibbet y
col., 2007).

Glomeromycota: Este filo es el que se encuentra mas proximo
filogeneticamente a los llamados hongos superiores. Presenta micorrizas arbusculares
que le permiten establecer interacciones con las plantas. Blackwell y spatafora estiman
que el 80% de las especies de plantas interaccionan con este grupo y poseen una fuerte

importancia ecoldgica en los ecosistemas terrestres.

Subreino Neomycota o Diakaya: Son los denominados hongos superiores y
contiene a los géneros mas conocidos. Entre sus caracteristicas fisiologicas destacan la
compartimentacion en sus hifas, células binucleadas o diploides y la formacion de

estructuras ordenadas para la dispersion de esporas durante la reproduccion sexual.



La compartimentacion de las hifas permite el intercambio controlado de
nutrientes y disminuye la perdida de citoplasma por roturas. Ante esta
compartimentacion el control del material genético para la division puede llevarse a
cabo de forma mas controlada que en hifas cenociticas lo que a su vez permite la
formacion de las ascas o basidios, las principales sefias de identidad, morfologica de los

filos que caracterizan a los hongos superiores.

Ascomycota; la principal sefia de identidad de esta division es la formacion de
ascas y ascosporas durante su reproduccion sexual. Constituye la division mas
numerosa incluyendo desde levaduras (como Sacharomyces), hongos filamentosos
(Penicillium), hasta hongos simbiontes de raices de plantas con cuerpos fructiferos

como trufas (Tuber) u hongos con tallo como las colmenillas (Morchella).

Basidiomycota; Los basidiomicetos son los hongos que presentan una mayor
complejidad estructural. Las hifas presentan una compartimentacion completa con
septos con doliporo y unas estructuras derivadas del reticulo endoplasmatico
denominadas parentosomas. Durante la reproduccion sexual las estructuras de
maduracion de esporas se denomina basidios y las especies que realizan reproduccion
asexual mediante esporas forman conidios. El ciclo de vida comienza con esporas
haploides que al germinar forman micelios que buscan entrar en contacto con hifas
compatibles. cuando dos de estas hifas haploides entran en contacto y son compatibles,
se genera un proceso de plasmogamia del que se desarrolla el micelio dicariotico
vegetativo. Llegado el momento el micelio dicariotico desarrollara cuerpos fructiferos
para la maduracion de los basidios. Los dos nucleos del micelio dicariotico se fusionan
para crear nucleos diploides e inmediatamente entran en un proceso de recombinacion
meiotica para generar 4 nucleos haploides que seran la base para la nueva generacion de
basidioesporas. (Figura-1.4)

Las especies mas comunes de hongos comestibles se encuentran en el subfilo
Agaricomycotina, las cuales presentan formacion de esporas mediante reproduccion
sexual en la que se valen de una estructura multicelular Ilamada basidiocarpo o cuerpo
fructifero. Los ascomicetos que también forman cuerpo fructifero reciben el nombre de
ascocarpo. Comunmente se le denomina esporocarpo a un cuerpo fructifero cuando no

se esta teniendo en consideracion el tipo de espora/filo.
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Figura- 1.4. Ciclo reproductivo de los hongos basidiomicetos (Tomado de Nabors'y
col., 2016).

Las estructuras presentes en el cuerpo fructifero y la morfologia de las mismas
son una de las herramientas basicas para la identificacion de especies y siguen
empleandose en la recoleccion de hongos silvestres (Figura-1.5). La primera divisién
apreciable de un cuerpo fructifero es la presencia de un sombrero y un tallo o pié,
quedando bajo tierra el principal cuerpo vegetativo del hongo el micelio. La parte
superior y mas expuesta del sombrero se encuentra recubierta por una cuticula
protectora mientras que el principal cuerpo del sombrero estd compuesto por la
aglomeracion de hifas. En la parte inferior se encuentran las estructuras en las que
maduran las esporas, las laminas y laminillas (cuyo conjunto recibe el nombre de
himenio) donde se diferencian las basidioesporas. En algunas excepciones el himenio
puede presentarse como una estructura porosa como en el caso de las boletales. El pié,
al igual que el principal cuerpo del sombrero esta compuesto por la aglomeracion de
hifas y su principal proposito es la separacion del sombrero del sustrato donde esta
creciendo para maximizar la dispersion aérea (anemocoria). Algunas estructuras
asociadas al pie son el anillo o velo y la volva, ambas estructuras pueden aparecer como

restos de cubiertas protectoras durante la maduracién del esporocarpo.

10



Cuticula

R | Sombrero

Laminilla

Figura-1.5. Principales partes del cuerpo fructifero de un basidiomiceto comun en
estado avanzado de su madurez.

Durante la maduracién del cuerpo fructifero el micelio que protege a los tejidos
productores de esporas se mantiene cerrado abriéndose solo cuando las esporas estan
listas para ser liberadas al medio (Figura-1.6). El crecimiento del tallo también es otro
factor que colabora a la optimizacion puesto que es observable que en ambientes poco
ventilados aparecen tallos mas alargados y es un metodo visual aplicable para indicar

gue un cultivo necesita mas aireacion.

Figura-1.6. Diferentes estados del desarrollo y formacion de un cuerpo fructifero de un
basidiomicete (Agaricus bisporus). (Adaptado de Hammond y Nichols, 1975).
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1.3. LOS HONGOS COMESTIBLES; INTERES ECONOMICO Y
NUTRICIONAL.

1.3.1. Hongos comestibles silvestres y cultivables

Al hablar de hongos comestibles generalmente se hace referencia a los
carpoforos de macromicetos (popularmente conocidos como “setas") y suelen excluirse
organismos como levaduras u hongos filamentosos que participan en la maduracién de
alimentos como quesos. Dentro de este grupo se incluyen los “hongos silvestres
comestibles” y los “hongos comestibles cultivables silvestres” o simplemente “hongos
cultivables comestibles”. Los hongos silvestres comestibles se consideran aquellas
especies cuyo consumo esta ligado a la recoleccion en bosques o0 zonas rurales debido a
su vinculacion con especies vegetales que dificulten o imposibiliten su "domesticacion™.
Segun este criterio hongos como los boletus serian hongos silvestres comestibles

mientras que un champifidn seria un hongo comestible cultivable silvestre.

La FAO (Food and Agriculture Organization; Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion) cataloga los géneros de hongos
comestibles seguin el uso. Catalogando de "alimento" las especies para las que se ha
confirmado el consumo, "comestible™ para aquellas especies en las que se ha observado
consumo sin confirmacion oficial y "medicinal" para aquellas especies con alguna

propiedad beneficiosa para la salud cientificamente demostrada (Boa, 2005).

El nimero de especies aptas para consumo de géneros como: Agaricus, Amanita,
Boletus, Pleurotus o Lentinula, segun la FAO, son 60, 83, 72, 40 y 3, respectivamente.
El género Agaricus presenta al menos 43 especies caracterizadas como alimento y 17
como comestible. Ademas 6 de ellas son consideradas de uso medicinal, como A. blazei,
originario de Brasil y muy utilizado en China y Japdn. Las especies cultivables mas
populares en Europa y América para alimentacién corresponden a los géneros,

Agaricus, Pleurotus y Lentinula (Figura - 1.7).

Dentro del genero Agaricus, A. bisporus o champifién blanco es el que se cultiva
en mayor cantidad, con mas de 950.000 de toneladas producidas en 2017 (FAOSTAT).
En segundo lugar, le sigue el género Pleurotus siendo la especie mas destacada P.
ostreatus. La tercera especie cultivable mas popular es Lentinula edodes también

conocida como shiitake, una seta muy empleada en la cocina oriental y con una
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produccion mucho mas significativa en el mercado asiatico que en el occidental. En la

Figura-1.7 se muestran el aspecto morfoldgico de los carpoforos de estas tres especies.

Figura-1.7. Principales hongos comestibles: a) Agaricus bisporus,b) Pleurotus
ostreatus y c) Lentinula edodes

Otros géneros como Boletus o Lactarius que se recolectan de forma silvestre
durante la temporada suelen comercializarse en los mercados locales, aunque es poco

frecuente su explotacion a gran escala.
1.3.2. Interés econdmico del cultivo de hongos comestibles

En cuanto al interés econémico, la recoleccion temporal de setas, llevada acabo
por recolectores locales y aficionados a la micologia, a pesar de su amplia aceptacion
popular y de suponer una fuente de ingresos para determinadas familias, generalmente
con pocos recursos y de un suplemento a la dieta en algunos paises en desarrollo,
representa un mercado muy limitado frente al mercado de los hongos y setas
comestibles cultivables; siendo las especies cultivables las que realmente generan un

mercado de abastecimiento a nivel global y de gran relevancia econémica.
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La demanda de hongos comestibles ha experimentado un incremento
significativo en estas Ultimas décadas incrementandose la media de consumo de 1 kg
por persona en el afio 1997 hasta mas de 4 kg por persona en el afio 2014, y con una
tendencia en aumento (Royse, 2014). Este incremento no implica que la demanda de
todos los hongos comestibles crezca por igual ya que el mercado es muy heterogéneo.
Al menos en Espafia, el mercado estd dominado por unas pocas especies clave: Agaricus
sp, Pleurotus, sp, hongos silvestres y hongos exoticos, siendo la produccién de 159.018

Tm en el afio 2017.

A. bisporus y sus variedades (champifién blanco y Portobello o champifion
marron) dominan la demanda del consumo total de setas, con un 70% (111.312,6 Tm).
Los hongos del genero Pleurotus, principalmente P. Ostreatus, P. pulmonaris y P.
eryngii, ocupan el siguiente puesto en la demanda espafiola, con un 15% (23.852,7 Tm),
seguidas de una coleccion de hongos silvestres o de temporada con el 10% (15.901,8) y
setas exoticas (7.950,9 Tm) correspondiente al 5% del total (Figura-1.8).

Hongos silvestres y
. de temporada 10%

Setas exoticas
5%

Figura-1.8. Distribucion del consumo de hongos comestibles por especies o grupos de
hongos comestibles en Espana.

En los dos ultimos grupos se incluyen las setas de pie azul o lepistas (Lepista
nuda), los perretxikos o setas de primavera (Calobyce gambosa), los boletos (boletus
edulis), las colmenillas (Morchella esculenta), los niscalos (Lactarius deliciosus) y
cantarelas o rebozuelos (Chantarellus cibarius). ElI 5% restante se compone de setas
exoticas como el shitake (Lentinus o Lentinula edodes), la colibia de pie aterciopelado o
enokitake (Flammulina velutipes), la seta de paja (Volvariella volvacea), y las llamadas
setas "oreja" por su particular aspecto (Auricularia auricula y A. polytrica).
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En cuanto al mercado del champifion (111.312,6 Tm), el 66% (73.466,3 Tm) de
la demanda se comercializa en forma de producto fresco, el 31 % (34.506,9 Tm) en
forma transformada o en conservas y un 3% (3.339,4 Tm) como producto congelado
(Larumbe, 2007; FAOSTAT, 2017) (ver Figura-1.9).

80000
70000

60000 -~ 73466,3
50000 <~

40000 <

30000 ~
20000
10000 -

Produccion en 2017 (Tm)

33334

- Z

Champifndn fresco Champindn Champifion
transformado congelado

Figura-1.9. Distribucion del consumo de champifion en Espafia: fresco, transformado y
congelado (FOASTAT, 2017).

1.3.2.1. Produccidén a escala mundial

El mercado de hongos comestibles ha experimentado un incremento en el
volumen de mercado durante la ultima década del siglo XX y el comienzo del siglo
XXI, pasando de aproximadamente 250.000 Tm anuales, a comienzo de los 90, a m&s
de 10.000.000 de Tm en 2017 (FAOSTAT, 2017).

Gran parte de esta evolucion se debe al incremento de produccion llevado a cabo
por China, que desbancé a la Unién Europea como principal productor en 2003. Hasta
esa fecha, Francia, que desarrollo las técnicas modernas del cultivo, hasta los afios 60
ostentaba el titulo de principal productor europeo, aunque Holanda, que desarrollo un
método propio de cultivo y Espafia, que importd ese modelo con pequefias
modificaciones pronto la superaron entre los afios 60 y 90.
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1.3.2.2 Distribucion por paises

En cuanto a la produccién actual, el mayor productor de setas y hongos

comestibles es China, abasteciendo un 78,33% de la produccion mundial, le siguen,

pero a una gran distancia, los Estados Unidos con un 4,20%, Polonia con el 3.02%,
Paises bajos con el 2,99%, y Esparfia con el 1,59% (FAOSTAT, 2017) (ver Tabla-l1.1 y

Figura-1.10).

Tabla-1.1. Principales paises productores de hongos y setas comestibles (FAOSTAT,

2017).

Ranking Area Cantidad (Tm)| %
10 China, Continental 7.855.698 78,33%
20 Estados Unidos de América 421.208 4,20%
3° Polonia 302.916 3,02%
40 Paises Bajos 300.000 2,99%
50 Espafa 159.018 1,59%
6° Canada 132.556 1,32%
7° Reino Unido 99.652 0,99%
8° Francia 99.096 0,99%
9o India 98.246 0,98%
10° Iran 76.893 0,77%
110 Alemania 73.454 0,73%
120 Italia 69.558 0,69%

13-20° Otros 341.253 3,40%
Total 10.029.548
Estados
Cantidad (Tm) Unidosde  Polonia
China América 3,02%
78,33% 4,20% Paises Bajos
2,99%
Espafa
1,59%
Canada
1,32%
Reino Unido
0,99%
Francia
0,99%
India
Otros—Italia-! Alemania-Iran 0,98%
3,40% 0,69% 0,73% 0,77%

Figura-1.10. Distribucion mundial de la produccion de setas y hongos comestibles

segun los paises productores (FAOSTAT, 2017).
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Tradicionalmente, el mercado de las setas y hongos comestibles ha estado
dominado por el cultivo de champifion y sus variantes (30%), seguido de Pleurotus
(25%) y Shiitake o Lentinula (10%). Recientemente se ha apreciado un cambio en esta
tendencia. Segun Los géneros mas cultivados en la actualidad a nivel mundial son
Lentinula (22%), Pleurotus (19%), Auricularia (17%), Agaricus (15%) y Flamullina
(11%). Esta nueva tendencia vendria fuertemente influenciada por el mercado chino, y
su dedicacion a estos géneros mientras que Europa y América sigue fuertemente

dominada por la produccion de Agaricus. (Royse y col., 2017; Ruhl y Kies, 2007).

1.3.2.3. Localizacion de la produccion en Espafia

Dentro de Espafa la produccion de setas y hongos comestibles se concentra en
dos zonas bien diferenciadas: La zona de la Rioja que engloba parte de Navarra y
Aragén y dentro de Castilla la Mancha en la region de La Manchuela junto a Cuenca y
Albacete (Figura-1.11) (Larumbe, 2007).

Figura-1.11. Principales zonas de produccion y cultivo de hongos y setas comestible en
Espafa. (En morado La Rioja, en amarillo, la Manchuela).

La zona de La Rioja, donde se instauro inicialmente el cultivo de Champifion en
Esparfia, posee menos superficie destinada al cultivo, aunque con mayores rendimientos.
La produccion en La Rioja ronda el 60%, mientras que en La Manchuela se produce del
orden del 35%, estando el restante 5% distribuido por el resto del pais (Informacion

suministrada por el Grupo Riberebro).
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1.3.3. Interés nutricional

Los hongos comestibles, son apreciados, ademas de por su “flavor” (conjunto de
sabores, olores, texturas, e impacto visual), también por poseer unas propiedades
nutricionales de gran interés, consecuencia de su composicion (Cheung, 2010). La
composicion nutricional de los hongos no es fija, y puede variar debido a diferentes
factores, tanto bidticos (diferencias entre variedades, etapas de desarrollo del hongo,
madurez de la cosecha, frescura de la muestra) como abidticos (composicion del

sustrato y técnicas y condiciones de cultivo), respectivamente (Barros y col., 2008c).

Estos alimentos se caracterizan por su elevado contenido en agua, cuyos valores
oscilan entre el 82,7% de Boletus edulis y el 94,9% de Cantharellus cibarius (ver
Tabla-1.2). En el caso de A. bisporus el contenido en agua suele oscilar entre el 91,1% y
el 94,5%. Estos datos ponen claramente de manifiesto que el aporte energético de estos
alimentos, en forma de alimento fresco, es bajo, similar al de algunos vegetales como la
zanahoria o el brécol (unas 34 kcal/100 g, p.h.), unas 37,1 kcal/100g, p.h., en el caso del
champifidén blanco (Agaricus bisporus) o 42,3 calorias/100g, p.h., en el caso de shiitake

(Lentinula edodes).

Tabla-1.2. Contenido en humedad, peso seco y energia de los principales hongos
comestibles, cultivables y silvestres. (Datos tomados de: Mattila y col., 2002b; Manzi y
col., 2004; Barros y col., 2007a; 2008a y c; Kalac, 2009).

Hongo Humedad (%) | Peso seco (%) (kcaIIE/;]g(rJgéap.h.)
Lactarius deliciosus 90,1+3,4 9,9+3,4 39,4+1,7
Cantharellus cibarius 92,4+2,5 7,6%£2,5 37,6+1,3
Boletus edulis 88,045,3 12,045,3 40,0+1,6
Lentinus edodes 90,1+4,7 9,9+4,7 42,3+2,1
Pleurotus ostreatus 91,4443 8,6+4,3 36,8+1,6
Agaricus bisporus 92,8+1,7 7,2+3,7 37,1+2,2

Pese al reducido aporte caldrico, los hongos comestibles son considerados una
fuente interesante de proteinas debido a su contenido en aminoacidos esenciales y al

abanico de vitaminas, compuestos biactivos y minerales que contienen, como mas
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adelante discutiremos. Por ello, actualmente, estan siendo considerados como posibles

sustitutos carnicos en dietas hipocaldricas y para veganos (Stephan y col., 2018).

Centrandonos en el analisis de la materia seca, reportado en la bibliografia, en
general y salvo algunas excepciones, los hongos tienen altas concentraciones de hidratos
de carbono y proteinas y bajo contenido en grasa. Asi, para los hidratos de carbono los
mayores valores se han reportado para Lentinula edodes y Flammulina velutipes (87,1
0/100 g p.s.) y los mas bajos para Lepista nuda (41,4 g/100 g p.s), mientras que para las
proteinas los mayores valores se han encontrado en Lepista nuda (44,2 g/100 g p.s) y el
mas bajo en Flammulina velutipes (3,9 g/100 g p.s.). El contenido en grasa varia desde
el 0,11 g/100 g p.s. de Agaricus campestris a los 9 g/100 g p.s. de Lepista nuda. El
contenido en cenizas varia entre el 4,6 g/100 g p.s. de Amanita rubescens y los 32 g/100

g p.s., encontrados en Lycoperdon perlatum (ver Tabla-1.3).

En general, y de acuerdo con los datos publicados hasta 2010, los hongos
silvestres muestran menor contenido en grasa que los cultivados y mayor cantidad de
proteinas, exceptuando A. bisporus (Barros y col., 2008a), sin embargo, teniendo en
cuenta datos mas recientes (Jedidi y col., 2016), esta afirmacion no es tan clara, (ver
Tabla-1.3).

Por otro lado, y como ya hemos mencionado anteriormente, como consecuencia
de su composicién nutricional, los hongos son alimentos hipocaléricos, cuyos valores
energéticos varian desde las 36,8 kcal/100 g p.h. de Pleurotus ostreatus y las 42,3
kcal/100 g p.h. de Lentinus edodes (Tabla-1.2) y sus valores son similares,
independientemente de si son cultivados o silvestres (Mattila y col., 2002b; Barros y
col., 2007a, 2008a).

Seguidamente analizaremos con algo mas de detalle los componentes
nutricionales, centrandonos en los principales hongos comestibles, tanto cultivados:
Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes, como silvestres: Boletus

edulis, Lactarius deliciosus y Cantharellus cibarius.
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Tabla-1.3. Composicion quimica, en peso seco, de las principales especies de hongos

comestibles cultivables y silvestres.

Nombre

Nombre

Hidratos de

Proteina

Grasas

Ceniza

cientifico comun carbono % P.S.| % P.S. | % P.S. |%P.S. Fuente
Agaricus Champifion 74,0 14,1 2,2 9,7 |Reisy col., 2012
bisporus blanco 65,4 22,5 3,5 8,5 [Tsaiy col., 2007
Agaricus
bisporus Portobello 71,5 15,4 1,7 11,4 [Reisy col., 2012
var. brunnescens
Pleurotus Pleuroto 85,9 7,02 1,4 5,7 |Reisy col., 2012
ostreatus ostra 70,9 16,7 54 6,7 Jaworskay col., 2011
Pl Seta de cardo 81,4 11 15 | 62 Reisycol., 2012
eryngii
Lentinula Shitake 87,1 4,4 1,7 6,7 |Reisy col., 2012
edodes 81,9 12,8 1,0 4,3 |Carneiroy col., 2013
ETIUIE 2o 87,1 3,9 17 | 73 [Reisycol., 2012
velutipes
PUELTEE Bola de nieve 58,2 18,6 01 | 232 [Kalac, 2013
campestris
ATEIE] AT CE 62,2 26 72 | 46 |Kalac, 2009
rubescens Vino

. 70,9 21,1 2,4 55 [Kalac, 2013
2OEBERUS ZeiEE 57,6 239 | 39 | 145 [edidiycol., 2016
Cantharellus Rebozuelo 56,32 35,79 1,47 6,42 [Kalac, 2013
cibarius 72,2 12,3 2,8 12,6 Jedidiy col., 2016
EBEE Niscalo 64,63 2020 | 802 | 7,15 |Kalac, 2013
deliciosus
Lepistanuda  |Pie azul 41,4 44,2 9 5,4 |Kalac, 2009
Lycoperdon 5.4/ de Iobo 50,4 17,2 04 32  |Kalac, 2009
perlatum
L 68,4 23,9 2,3 54 [Kalac, 2009
procera
AEMETE llior e 50,8 39 14 | 88 [Kalac, 2009
botryris /seta de corral
SUllllie =lGi 74,3 16,5 4 52  [Kalac, 2009
granulatus granulado
Tricholoma o hina 64,7 196 | 58 | 99 [Kalac, 2009
portentosum
Tricholoma 1y o il 61,2 201 | 66 | 121 [Kalac, 2009
terreum
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1.3.3.1. Hidratos de carbono

La fraccion mayoritaria del peso seco de los hongos comestibles es la
correspondiente a los hidratos de carbono. Como se puede apreciar en la Tabla-1.3 el
porcentaje correspondiente varia entre las especies, desde el 41,4% de Lepista nuda
(Kalac, 2009), hasta el 87,1% de Lentinula edodes (Reis y col., 2012). Para las especies
comestibles méas comunes (Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes)
los valores suelen ser superiores al 65% mientras que las especies silvestres
documentadas suelen presentar valores algo inferiores en un rango entre el 40 y el 70%,
siendo los mas frecuentes los valores proximos al 60%. Esta diferencia en el contenido
de hidratos de carbono podria deberse a la diferente composicion de los medios de
crecimiento entre especies cultivables y silvestres, donde las especies cultivables crecen
sobre medios optimizados, mientras que las especies silvestres lo hace sobre medios
naturales, formados al azar. Aunque la informacion sobre medios cultivos empleados
industrialmente es escasa, una practica comun, a escala industrial, es la suplementacion
del compost o medio de cultivo de manera que la relacion C/N sea del orden de 12
(Garcia-Rollan, 2007), para estimular la produccion de biomasa, mientras que los

hongos silvestres se encuentran en un ambiente mucho mas limitado nutricionalmente.

Los Hidratos de carbono presentes en los hongos comestibles se encuentran en
forma de monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos, siendo los
polisacaridos la fraccion mas abundante pudiendo considerarse como un homologo
funcional de la fibra dietética vegetal (Muszynska y col., 2017), por lo que
potencialmente podrian utilizarse como prebidticos (Hess y col., 2018). Entre los
polisacaridos de acuerdo con su abundancia destacan los glucanos: a-D-Glucanos
(polimeros ramificados de glucosa con uniones a-1,4 y a-1,6) y/o B-D-glucanos
(polimeros ramificados de glucosa con uniones B-1,3 y B-1,6), la quitina (polimero
lineal de N-acetil-glucosamina) y los mananos (polimeros de manosa).

Si bien, la mayor parte de los hidratos de carbono de los hongos comestibles
estan en forma de polisacaridos (glucanos, quitina y glucoégeno), los hongos comestibles
también contienen otros azucares simples como el polialcohol manitol, el cual puede
llegar a representar hasta el 30% del peso seco correspondiente a hidratos de carbono en

Agaricus bisporus (Muszynska y col., 2017) y el disacarido de glucosa trehalosa
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(Tabla-1.4), habiendose también descrito la presencia de melezitosa (trisacarido no

reductor) en algunas especies (Barros y col., 2008a).

Tabla-1.4. Polialcoholes, disacaridos y trisacaridos frecuentemente encontrados en los
hongos comestibles (Datos tomados de: Barros y col., 2007a; Barros y col., 2008b;,
Carneiroy col, 2013).

Hongo Manitol Trehalosa Melezitosa
(9/100 g, p.h.) | (9/100 g, p.h.) (9/100 g, p.h.)

Lactarius deliciosus 1,36 0,27 -
Cantharellus cibarius 0,83 0,61 -
Boletus edulis 0,35 0,97 0,03
Lentinus edodes 2,33 1,32 -
Pleurotus ostreatus 2,30 0,84 -
Agaricus bisporus 1,96 0,08 0,05

1.3.3.2. Proteinas

La segunda fraccion mayoritaria en los hongos comestibles, después de los
carbohidratos, lo constituyen los compuestos proteicos: aminoacidos, péptidos y
proteinas. El contenido en proteinas, como porcentaje en base al peso seco, varia segun
la especie, desde el 3,9 % en Flammulina velutipes (Enoki) al 56,3% en Agaricus
arrensis (Bola de nieve) (Reis y col., 2012; Kalac 2013).

Esta fraccion rica en compuestos nitrogenados no estd compuesta
exclusivamente de proteinas, ya que ademas contiene cantidades importantes de quitina
(polimero de N-acetil glucosamina), aminoacidos libres y acidos nucleicos vy
nucleotidos entre otros compuestos. Gran parte del valor nutricional recogido en los
estudios recientes se realiza en base al contenido de aminoacidos libres o peptidos
pequefios debido a su elevada biodisponibilidad por lo que la informacion respecto a la
distribucion proteica es mas limitada. En P. ostreatus se ha podido observar que tanto el
contenido como la digestibilidad de las proteinas disminuye durante el crecimiento y

maduracion del cuerpo fructifero y que estan principalmente constituidas por albuminas,
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globulinas, glutelinas y prolaminas con unos porcentajes de 24,8%, 11,5%, 11,5% y

5,7% respectivamente (Bauer-Petrovska y col, 2001).

El contenido en proteinas en los hongos comestibles se determina,
habitualmente, mediante el método Kjeldahl que mide el contenido en nitrégeno total.
Valor que se emplea para obtener la concentracién a proteica mediante multiplicacion
por el correspondiente factor de conversion. El factor de conversion actualmente
empleado para la conversion del nitrégeno total en proteinas en los hongos comestibles
oscila sobre 4,38 (Braaksma y Schaap, 1996). Este factor kjeldhal se revisé durante la
decada de los 90 en los que numerosos estudios determinaban que entre un 60 y un 77%
del Nitrogeno total presente en los hongos correspondia a nitrogeno proteico (Fujihara
y col., 1995, 2001; Braaksma y Schaap, 1996; Mattila y col., 2002b). Los valores de
nitrogeno no proteico en A. bisporus oscilaban entre 0,43 y 0,79 g/100g de p.h., en P.
ostreatus y L. edodes se obtenian rangos de 0,25- 0,34 y 0,49-0,52 g/100g de p.h.
respectivamente (Kurzman y col., 1997; Mattila y col., 2002b). Es decir, la proporcion
de nitrégeno no proteico en los principales hongos comestible, asumiendo una humedad
media del 90%, esta en el rango de 3 a 6,1 g/100 g p.s., (Bauer-Petrovska, 2001). En la
Tabla-1.5 se muestran los valores de proteinas encontrados en los principales hongos
comestibles, que como podemos observar presenta un amplio rango en el contenido,

incluso para la misma especie.

Tabla-1.5. Contenido en proteina segun diferentes autores.

Hongo Proteina Fuente
(9/100g p.s.)
A. Bisporus 14,08 Kalac 2013
22,5 Tsai y col. 2007
P. Ostreatus 7,02 Kalac 2013
16,69 Jaworska y col. 2011
L. edodes 4,4 Kalac 2013
12,76 Carneiro y col. 2013
B. edulis 21,07 Kalac 2013
23,91 Jedidi y col. 2016
C. cibarius 12,37 Jedidi y col. 2016
L. deliciosus 29,74 Kalac 2009

La fraccion proteica no solo es interesante desde un punto de vista cuantitativo,

si no también por su potencial nutritivo. Los hongos comestibles contienen aminoacidos
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esenciales importantes en la dieta y suponen un factor importante en el sabor. La
presencia de ciertos aminoacidos se ha relacionado con determinados sabores; asi el
aspértico y glutamico con el umami, la alanina, glicina, serina y treonina con el dulce y
la arginina, histidina, isoleucina, metionina fenilalanina, triptofano tirosina y valina con

el amargor (Manninen y col., 2018).

Los hongos contienen practicamente todos los aminoacidos esenciales para el ser
humano: histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano y valina (Berg y col., 2007), aunque las proporciones encontradas difieren

significativamente entre especies, como se muestra en la Tabla-1.6.

Tabla-1.6. Aminoéacidos esenciales encontrados en las proteinas de hongos comestibles
en comparacion con determinadas verduras (mg/g de p.s. Tomado de Mattila y col.
2002b y adaptado de USDA 2004).

A. bisporus | P. ostreatus | L. edodes | Patata |Zanahoria| Coliflor P{}ﬂ?\;ga
Thr 14,42 13,25 11,67 3,42 2,22 10,59 58
lle 11,82 10,25 9,40 3,71 2,48 11,10 7,4
Leu 19,87 17,38 15,83 5,30 3,25 16,39 10,8
Lys 18,57 15,75 14,52 5,78 2,99 15,13 7,4
Met 4,29 4,38 3,45 1,40 0,77 3,91 4,7
Val 15,71 14,00 14,76 5,78 3,67 17,65 9,8
Phe 13,90 13,88 10,83 4,05 2,22 10,59 7,6
Trp 7,86 3,88 1,07 1,01 1,02 2,52 0,71
Tyr 36,75 27,38 31,55 1,93 1,20 6,56 4,6
His 22,69 6,46 5,45 1,68 3,42 7,06 2,8
Cys 2,99 3,50 2,86 0,82 0,09 1,89 2,9

En los hongos y setas comestibles no todos los aminoéacidos estdn formando
proteinas si no que una importante cantidad estan en forma de aminoécidos libre, asi P.
ostreatus posee la mayor concentracion con 77,62 mg/g p.s., seguido de A. bisporus con
70,03 mg/g, p.s., L. edodes con 41,4 mg/g, p.s., B. edulis con 29,54 mg/g. p.s. y C.
cibarius con 21,99 mg/g, p.s., (Poojary y col. 2017a,b, Manninen y col. 2018). La
composicion de aminoacidos libres de los hongos comestibles también varia con la

especie.

Pese al bajo contenido de calorias, el aporte proteico es equivalente al de algunas

legumbres, y su composicion es rica en aminoacidos esenciales  aportando
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significativamente mas tirosina, fenilalalina, threonina, cisteina y lisina que vegetales
como la zanahoria, la coliflor o la patata (Mattila y col., 2002b). Es importante recordar
que la Lisina no puede ser sintetizada por los animales siendo a menudo un factor

limitante en la formulacion de dietas para el ganado.

Los hongos comestibles, ademés de contener casi todos los aminoacidos
esenciales, contienen ademas otros aminoacidos no protedgénicos, como la ergotioneina
(derivado de la histidina), con propiedades antioxidantes beneficiosas para la salud
(Kalaras y col., 2017).

1.3.3.3. Lipidos

Aunque los hongos y setas comestibles son productos con un bajo contenido en
grasa, esta esta constituida por acidos grasos libres, mono-, di- y triglicéridos, esteroles
y esteres de esteroles, tocoferoles y fosfolipidos, y es significativamente méas reducida
que las otras dos grandes fracciones (carbohidratos y proteinas). Entre los valores
registrados en la bibliografia estos varian entre el 0,1% p.s. de A. campestris hasta el 9%
de Lepista nuda (Kalac 2009, 2013)

Tal como se puede apreciar en la Figura 1.12 los acidos grasos mayoritariamente
encontrados en los hongos y setas comestibles son los &cidos grasos insaturados: acido
linoleico (C18:2 n6) y é&cido oleico (C18:1 n9) seguidamente del acido graso saturado:
acido palmitico (C16:0) (Barros y col., 2008a). Si bien, en los hongos y setas
comestibles se pueden detectar hasta 12 acidos grasos mas en menor medida. (Barros y
col., 2007a).

En relacion con el flavor de los hongos y setas comestible, cabe destacar que el
acido linoleico (C18:2 n6), es el precursor del 1-octen-3-ol o alcohol de los hongos, y es
el principal compuesto responsable del aroma de muchos hongos y uno de los
principales responsable de su sabor caracteristico. Ademas, este compuesto es atrayente

de determinados insectos (Kline y Lemire, 1996).
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El &acido 10-oxo-trans-8-decanoico (ODA) aunque se sintetice en una baja
cantidad, resulta esencial para el desarrollo del micelio puesto que ejerce una accion

hormonal que induce el crecimiento de las hifas (Tressl y col., 1982).

Lipidos
totales

SFA | MUFA | PUFA

A. bisporus | 2,18% |20.30% | 1.40% | 78.30%

P.ostreatus | 1.4% |17.60% |21.50% | 56.50%

L. edodes 1.01% | 16.,70% [ 3.50% | 79.80%

B. edulis 2.45% | 14.80% | 43.50% | 41.70%

C. cibarius | 1.47% | 22.60% | 23,30% | 54.10%

L. deliciosus | 2.21% |40,14% | 42.28% | 17.59%

WSFA WSFA WSFA
ik P. ostreatus ki L. edodes e

@PUFA @PUFA

A. bisporus

|SFA » o @SFA .o
N C. cibarius i L. deliciosus ik

@ PUFA

B. edulis

BPUFA

Figura-1.12. Acidos grasos en hongos comestibles silvestres y cultivados
(Adaptado de: Barros y col., 2007a; Barros y col., 2008a; Heleno y col., 2011; Reis y
col., 2012; Carneiroy col., 2013).



El principal lipido insaponificable presente en los hongos corresponde al
ergosterol, el cual ejerce un papel esencial modificando la fluidez de la bicapa lipidica
de la membrana celular y es clave en la adaptacion de los hongos ante situaciones de
estrés, variando su contenido. Segun los datos encontrados en la bibliografia el
contenido de ergosterol es del orden de los mg/g p.s., tanto en hongos silvestres como
en cultivados, aunque con mayores valores en las especies cultivadas. Numéricamente,
esto valores van desde los 2,96-4-89 mg/g p.s. para hongos silvestres a los 6,33-7,46
mg/g p.s. en las principales especies cultivadas (Mattila y col., 2002a; Kalac, 2009;
Phillips y col., 2011). El contenido en ergosterol dependen mucho de las condiciones en
las que se encuentre el hongo, asi durante el crecimiento vegetativo los niveles de
ergosterol pueden ser superiores debido a la produccion de biomasa y estabilizarse tras
la fructificacién (Carrillo y col., 2004; Bellettiniy col., 2019).

En cuanto a las propiedades beneficiosas para la salud del ergosterol, en
apartados posteriores se profundizara sobre el tema, sobre todo en su fotoconversién en
Vitamina D2.

Otro grupo importante, desde un punto de vista beneficioso para la salud, lo
constituyen los tocoferoles, compuestos liposolubles formados por un anillo de
cromanol y una cadena de fitol de 16 carbonos (ver Figura-1.13), que pueden presentar
actividad de Vitamina E. En hongos pueden encontrarse a-, -, y- y 8- tocoferoles en
Ordenes de pg/g p.s. aunque no necesariamente todas las formas estan presentes. Los
valores de referencia que menciona la bibliografia se encuentran entre 0,18 y 10,65 pg/g
de p.s., dandose los valores totales méas elevados en B. edulis y C. cibarius (Barros y
col., 2008a; Jawoska y col., 2012; Jaworska y col., 2015a,b).

R? R2 R3

a-tocoferol | CHz | CHs | CHs

p-tocoferol | CHs H CHas

y-tocoferol | H CHs | CHs

R3

o-tocoferol H H CHs

Figura-1.13. Estructura de los principales tocoferoles presentes en hongos comestibles.
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El tipo de tocoferol parece ser especifico de la especie asi como de la parte del
carpoforo analizada. En Clitocybe méxima la forma dominante en el sombrero es el y-
tocoferol mientras que en el pie es 6-tocoferol (Tsai y col., 2009).

En cuanto a la estabilidad de estos componentes, se ha descrito que durante el
proceso de secado de los hongos pueden tener lugar importantes pérdidas del contenido
en todas las formas de tocoferol, asi como una perdida adicional durante el almacenaje
(Jawoska y col., 2012).

Respecto a las especies A. bisporus, P. ostreatus y B. edulis se han encontrado
valores de tocoferoles totales de 3,17+0,21, 2,87+0,24, y 4,94+0,42 mg/100g de p.s.,
respectivamente, teniendo actividad antioxidante (Vitamina E) gran parte de los
mismos (Jaworska y col., 2015a,b). Puesto que la dosis diaria recomendada esta
estimada para los adultos entre 12 y 15 mg al dia el consumo de estos hongos por esta
vitamina no es una fuente tan rica como otros aceites vegetales (38 - 15 mg/100g)
(Desai y col., 1988) o frutos secos (40-5 mg/100g p.f.) (Stuetz y col. 2017).

Aunque no es frecuente, en algunas especies con cuerpos fructiferos
anaranjados, como C. cibarius, se han detectado niveles de B-caroteno entre 1,88 y 50
Kg/g p.s. y de licopeno entre 0,69 y 4,7 pg/g p.s. (Barros y col., 2007b; Barros y col.,
2008a,b; Tsai y col., 2009).

Teniendo en cuenta que la dosis diaria recomendada de carotenos o provitamina
A (Retinol) es de 900 pg/dia para hombres y 700 pg/dia para mujeres y 400 pg/dia para
nifios entre 9 y 13 afios (Stinco y col., 2019), los hongos no seria una buena fuente de
Vitamina-A, ya que estas dosis pueden conseguirse mas facilmente, por ejemplo., con
100 g de zanahorias (835 pg/100g p.f.). Tampoco son una buena fuente de licopeno ya
que 100 g de tomate llegan a contener 2,5 mg de licopeno (USDA, 2004). Tras esta
comparativa queda claro que los hongos comestibles pueden contener niveles
detectables de vitamina E, B-caroteno y licopeno, pero que un consumo regular no cubre
las necesidades correspondinentes a sus dosis diarias. Sin embargo, su contenido en
ergosterol y su potencial fotoconversion a vitamina D2, si satisfaria la correspondiente
dosis diaria de Vitamina-D, como mas adelante, en la presentacion de nuestros datos,

discutiremos.
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1.3.3.4. Vitaminas hidrosolubles

Considerando los requerimientos de las vitaminas hidrosolubles para el ser
humano, los hongos comestibles son una buena fuente para algunas vitaminas
hidrosolubles. Pese a que la distribucién varia entre las especies, aquellas con
contenidos elevados podria cubrir una parte considerable de la demanda diaria (ver
Tabla-1.7).

Tabla-1.7. Valores de algunas vitaminas hidrosolubles en hongos comestibles por 100g
de p.s. (Adaptado de Furlani y Godoy, 2008; Jaworska y col., 2015a,b)

Tiamina (B1) | Riboflavina (82) | Niacina ®3) |~ °'%° ?é‘;orb'co
A.bisporus 0,09 mg 5,54 mg 23,52 mg 10,6 mg
P. ostreatus 0,30 mg 1,62 mg 9,98 mg 9,1 mg
L. edodes 0,07 mg 043mg | @ - | e
B. edulis 0,94 mg 2,57 mg 22,89mg 29,9 mg
DDR 1,5mg 1,5mg 12-16 mg 100 mg

(DDR: dosis diaria recomendada)

Estos datos nos indican que los hongos y setas comestibles no son las mejores
fuentes de vitaminas hidrosolubles para cubrir las dosis recomendables diaria, pero si
contribuyen a cubrir estas necesidades en algunos casos como para las vitaminas del

grupo B (especialmente B2, B3 y B9).

- Tiamina (Vitamina-B1)

Para un adulto de unos 70 Kg de peso la recomendacion para la vitamina B1 o
tiamina es de 1,5 mg/dia. Aunque las especies cultivables presentan valores entre 7 y 30
1g/100g de p.h., es posible encontrar valores de hasta 94 ug/100g de p.h., en B. edulis,
lo que supondria un 0,6% de la dosis diaria recomendada en una racion (Furlani y
Godoy, 2008; Jawoska y col. 2015a,b). Alimentos como la carne magra de cerdo
puede contener hasta 0,89 mg/100g de p.h. y los productos integrales y las legumbres
presentan valores entre 0,5 y 0,25 mg/ 100g de p.h. siendo fuentes mucho mas ricas que

los hongos comestibles para esta vitamina.
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— Riboflavina (Vitamina- B2)

Algunos autores consideran que los hongos comestibles cultivados son una
mejor fuente de Vitamina-B2 o riboflavina que muchas verduras y vegetales. A.
bisporus, L. edodes y P. ostreatus presentan valores entre 0,043 y 0,554 mg/100g de
p.h. Con una racion de A. bisporus podria cubrirse un 30% de la dosis diaria
recomendada de 1,5 mg, lo que es equiparable a 100g de huevos (0,457 mg/100g) o
queso (0,298-0,488 mg/100g) y superior a la misma cantidad de leche y sus derivados
(Mattilay col., 2001; Furlani y Godoy, 2008; Jawoska y col., 2015a).

- Niacina (Vitamina- B3)

El contenido en niacina de los hongos comestibles analizados esta entre 0,998 y
2,352 mg/g de p.h., (Jawoska y col. 2015a,b), aunque otros autores han encontrado
niveles superiores: 3,1-6,5 mg/100g p.h. (Caglarirmak y col., 2009). Puesto que las
recomendaciones para un adulto se estiman entre 12 y 16 mg/dia incluso las medidas
mas conservadoras suponen un aporte entre el 14 y el 20% de la dosis diaria de niacina

por racion.

- Acido félico (Vitamina- B9)

En los hongos comestibles, al igual que en los vegetales, el &cido félico se
encuentra en forma de folatos, habiéndose encontado valores del orden de: 30 - 64
pg/100g p.h. Ademas, su biodisponibilidad parecen ser tan buena como la del &cido
folico a diferencia de lo que ocurre con los folatos presentes en algunos vegetales,
guisantes y espinacas, p. ej., que son significativamente menos biodisponibles que el
acido folico (Mattila y col., 2001). La dosis diaria recomendada para un adulto es de
400 pg/dia aunque durante los embarazos se recomienda aumentar la ingesta a 600
pg/dia asi una racion podria cubrir del 7,5 al 16% de la dosis habitual y podria

emplearse como una fuente adicional en los requerimientos durante la gestacion.
— Acido ascérbico (Vitamina C)

La concentracion de Vitamina C o &cido ascorbico en hongos comestibles
cultivados, segun datos recientes, varia segun la especie entre 0,91y 2,99 mg/100g p.h.
(Jawoska y col. 2015a,b). Otro autores han encontrado valores superiores, hasta de 14,4

mg/100g de p.h. (Mattila y col., 2001; Caglarirmak, 2007). Estas diferencias podrian
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explicarse en base a la técnica empleada para la cuantificacion del acido ascorbico. Los
valores més altos se han obtenido mediante la cuantificacion con el reactivo 2,6-
dicloroindofenol que también es capaz de interactuar con taninos, compuestos
sulfidrilos y metales como el cobre, hierro o cobalto, generando falsos positivos (Arya y
col., 1998), mientras que los valores mas recientes se han obtenido con técnicas

cromatograficas.

Segun las ultimas recomendaciones sobre la ingesta de Vitamina-C, se
recomienda tomar 80 mg diarios, siendo preferible tomar de 100 a 200 mg diarios, ya
que asi se alcanza la saturacion plasmatica (Carr y Maggini, 2017). Por lo que una
racion de hongos podria suponer entre 1y el 3% de la ingesta diaria de Vitamina-C. La
abundancia de vitamina en frutas y verduras como el kiwi (65,5 mg/100g p.h.)
(Nishiyama y col., 2004) o el brocoli (91,5 mg/100g p.h.) (Favell, 1998) muestra

claramente que son mejores opciones para la obtencion de esta vitamina.

Pese a que los hongos comestibles no son excepcionales en el aporte vitaminico,
especialmente para las vitaminas B1 y C, suponen una fraccion relevante para las otras
vitaminas del grupo B comentadas (B2, B3 y B9) y una raciéon puede contribuir a

satisfacer los requerimientos en una dieta equilibrada.

1.3.3.5. Acidos organicos y compuestos fenélicos

Los hongos contienen cantidades importantes de acidos organicos y compuestos

fenodlicos.

En cuanto a los &cidos organicos que se encuentran en los hongos comestibles
destacan los &cidos malico y quinico que constituyen entre el 35 al 84% del total,
seguidos por el acido citrico que llega a representar del 9 — 10%, aunque también es
frecuente la presencia de &cido oxalico y fumaérico (Ribeiro y col., 2006).

En cuanto a los compuestos fendlicos, estos presentan una amplia diversidad.
Asi, en los hongos comestibles se han descrito los siguiente acidos: p-hidroxibenzoico,
tanico, galico, protocatechuico, gentisico, vanillico, siringico, cafeico, coumarico,
feralico y cindmico; encontrandose valores entre 4,89 y 15,54 mg/g p.s., (Puttaraju y
col., 2006; Ribeiro y col., 2006).
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En A. bisporus es el hongo comestible en el que mas detalladmente se han
estudiado los metabolitos secundarios, y en particulas los metabolitos de naturaleza
fendlica. Segun la bibliografia la mayor parte de ellos generados a lo largo de la ruta del
acido siquimico (o shikimico), la cual es importante en la sintesis de fenilalanina,
tirosina y triptéfano. La abundancia de estos aminoacidos aromaticos, y de acidos
fendlicos como los &cidos cindmico, p-hidroxibenzoico, protocatechuico y cafeico,
(Soler-Rivas y col., 1998; Soler-Rivas y col., 1999; Mattila y col., 2001) (Figura-1.14)

indican un entramado sistema de defensas contra plagas.

HO
O/\/ COOH j@/\/ COOH
CH20H 7 H3C z

| Acido cinamico Acido cafeico
COOH COOH
NH2
HN=—NH
cooH | |
O H
Agaritina ’ o  on
Acido Acido
p-Hidroxibenzoico protocatechuico

Figura-1.14. Estructura quimica de algunos compuestos fenolicos implicados en el
metabolismo secundario de defensa identificados en Agaricus bisporus.

Entre los metabolitos secundarios implicados en la defensa destaca la agaritina
(y-L(+)-glutamil-4-hidroximetilfenilhidrazina). Este compuesto aparece en la epidermis
de los cuerpos fructiferos y se encuentra a una concentracion media de 15 umol/g p.s. =

4009,2 pg/g p.s., =4 mgl/g p.s.

La agaritina también ha sido motivo de controversia por haberse considerarado
toxica y/o cancerigena en los afios 1970 en diferentes estudios en ratones (Shephard y
col, 1995). Sin embargo, estudios posteriores no han mostrado resultados concluyentes.
El test de Ames muestra posible mutagenicidad en bacterias pero no se ha logrado la
induccion de tumores en modelos animales. Ademas, hoy dia el consumo de hongos

puede considerarse seguro, especialmente tras la recomendacion de no consumir hongos
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crudos, ya que la coccion degrada hasta el 90% de este compuesto (Roupas y col.,
2010).

Por otro lado, estudios de toxicidad aguda (5.000 mg/Kg de peso) y sub-cronica
(250-500 mg/kg peso, durante 28 dias) corroboran no solo la ausencia de toxicidad, si
no que confirman la ausencia de dafio histolégico en todos los tejidos, observandose
solo una minima alteracion puntual en el hematocrito que no se reproduce en el grupo

de mayor duracion (Carbonero-Aguilar y col., 2018).

1.3.3.6. Minerales

Los hongos y setas comestibles se consideran buenas fuentes de oligoelementos
minerales. En la Tabla 1.8 se muestra el contenido en Ca, Mg, K, Na, Fe, Zn y Cu para
los principales hongos y setas comestibles. Debido al importante contenido en K, Mg,
Fe, Zn y Cu y sobre todo a su bajo contenido en Na, hace de ellos unos productos
beneficiosos para el tratamiento y prevencion de la hipertensién. También se ha
reportado niveles de P, entre 61 y 1,4 (Kalac, 2009), si bien estos niveles estan bastante

alejados de la dosis diaria recomendada: 1.250 mg/dia.

Si bien, en relacion con este tema, el aspecto mas importantes de los hongos y
setas comestibles, es su capacidad para bioconcentrar determinados elementos,
fundamentalmente Se y Li. Lo que permite la obtencidén de hongos o setas comestibles
enriquecidas en selenio (Cremades y col., 2012; Rathore y col., 2018; Prange y col.,
2019) o en litio (Mleczek y col., 2017b), de manera sencilla, por simple suplementacion
del medio de cultivo o compost con selenito de sodio o con sulfato de litio,

respectivamente.

Los hongos enriquecido en selenio son capaces de aumentar la actividad de la
glutation S-transferasa (GST) en higado y mama, lo que produce una respuesta en la
capacidad antioxidante que podria utilizarse como un metodo de control en la formacion
de tumores inducidos quimicamente. (Spolar y col., 1999; Falandysz, 2008). Un caso
similar se produce ante la bioacumulacion de Litio, en el que el consumo de hongos
enriquecidos en litio podria paliar los efectos en enfermedades neurodegenerativas

como la enfermedad de Alzheimer o el parkinson.
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Tabla-1.8. Composicion elemental de los principales hongos comestibles en mg por
100g de p.s. (Adaptado de: Akyuiz y col., 2010 *; Mleczek y col., 2017a 2; Jedidi y col.,
2016b 3).
Ca Mg K Na Fe | Zn | Cu
A. bisporus? 20 40 | 4560 40 |17,65| 3,8 |2,15
P. ostreatus! | 20 90 | 1410 30 | 64738065
L. edodes? 274 | 0,2 |2626,3| 12,3 | 6,75 |10,7|1,34

B. edulis® 4,08 | 226,7 | 16,31 | 461 | 0,27 [63,1|21,5
C.cibarius® | 14,28 | 593,8 | 2082 308 | 1,68 |1,04 3,27
DDR 1000 | 375 | 2000 [<2300*| 14 | 10 | 1

(*La DDR del Na hace referencia a la ingesta maxima recomendada).

1.3.3.7. Flavonoides. ¢ Productores o Bioacumuladores?

La existencia de flavonoides en los hongos, durante bastante tiempo, ha sido
materia de cierta controversia. Asi, diferentes autores presentaron resultados en los que
se mostraban elevados niveles de flavonoides en hongos silvestres. (Choi y col., 2006;
Barros y col., 2007b; Barros y col., 2008a; Lim y col., 2007; Turkoglu y col., 2007,
Sarikurkcu y col., 2008). Los resultados obtenidos por estos autores se basaban en la
cuantificacion de flavonoides totales por un método colorimétrico (Zhishen y col.,
1999), basado en la interaccion del cloruro de aluminio (AICIs) con los flavonoides para
formar un compuesto de color rosado detectable a longitud de onda de 510 nm. No
obstante, pese a que el método fue validado en moreras (Morus alba), donde los
compuestos fenolicos son mayoritariamente flavonoides, en hongos, como se ha
mencionado previamente, existe una mayor heterogeneidad de compuestos que pueden

interferir en el analisis.

La formacion del compuesto coloreado, detectable a 510 nm, se produce por la
reaccion entre el AICI3 y los grupos hidroxilos en posicién orto préximos a grupos
cetonicos, lo que indica la posibilidad de interacciones con compuestos de naturaleza no
flavonoide, como por ejemplo el L-DOPA (Nikolovska-Coleska y col., 1995). La
deteccidn especifica de flavonoides mediante HPLC-MS respalda la no-produccion de

flavonoides por los hongos (Ribeiro y col., 2006).

¢Por qué entonces en algunos casos es posible detectar la presencia de

flavonoides en hongos?
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En una publicacion reciente se pone clamente de manifiesto que en determinadas
especies de hongos y bacterias relacionadas con la rizosfera de plantas es posible
detectar la presencia de flavonoides (Gil-Ramirez y col. 2016), si bien, esto parece ser
debido a un proceso de bioacumulacion de estos metabolitos en el hongo por
toma/difusion desde la planta, mas que a una sintesis propia. Por lo que es posible
encontrar hongos enriquecidos en flavonoides. En estos casos la determinacion del
contenido en flavonoides es recomendable hacerlo por HLPC-MS en vez de mediante el

método colorimetrico.

Pese a todo la USDA no reconoce a los hongos como fuente de flavonoides para
la alimentacion (Iwalokun y col. 2007), y en cierto sentido es l6gico, ya que los hongos

carecen de la maquinaria enzimatica necesaria para su biosintesis.

1.4. LOS HONGOS COMO FUENTE DE ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son una categoria de alimentos de elevado interes en
la industria agroalimentaria con una popularidad creciente en la poblacion. Se
originaron en Japdn en los afios 80 como una medida del gobierno para reducir el gasto
en salud publica (Saito, 2007) y desatd un gran interés a nivel mundial. Durante
bastante tiempo la aplicacion del término "alimento funcional" se empleo de manera
amplia para gran parte de los alimentos y sus derivados que presentaban,

potencialmente, determinados beneficios sobre la salud humana.

Desde 2006 la Unién Europea dispone de un reglamento especifico (CE n°
1924/2006 del Parlamento Europeo del 20 de diciembre de 2006) relativo a las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables de los alimentos, en las que las
alegaciones de propiedades saludables para dicho alimento, deberan estar respaldadas
por rigurosos estudios cientificos (Art 58 de la ley 17/2011 de seguridad alimentaria y
nutricion). Dicho reglamento se mantiene vigente, con actualizaciones periddicas a
fecha de 2018.

La consideracion de "funcional” para un alimento es otorgada si se demuestra
satisfactoriamente que, ademas de su efecto nutritivo, afecta beneficiosamente a una o

mas funciones del organismo mejorando el estado de salud o bienestar o reduce el
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riesgo de enfermedad (Diplock y col., 1999; Reis y col., 2017). La definicidn propuesta

por el FUFOSE (Functional Food Science in Europe), destaca tres aspectos importantes:

)} El efecto funcional es distinto del nutritivo.
i) El efecto funcional debe estar demostrado cientificamente.
iii) El efecto puede consistir en una mejora de las funciones fisioldgicas, en

una reduccion del riesgo de padecer alguna enfermedad o ambas.

Esta definicion, si bien es amplia debe ir acompafiada de ciertas premisas, entre
las que destacan:
) El alimento funcional debe ejercer su funcion en el organismo cuando
se ingiere en cantidades normales de consumo.
i) El alimento funcional debe mantener tanto la estructura como la forma

de un alimento.

Ante las situaciones en las que se cumplian los aspectos de funcionalidad pero
se incumplian las premisas se estableci6 el término “nutraceutico”. Por ejemplo cuando
se trata de preparados con actividad funcional beneficiosa para el organismo, pero que
no respetan la presentacion y estructura de un alimento convencional como preparados
en polvo, comprimidos, capsulas, extractos, siropes, Yy otras presentaciones no
habituales que se pueden consumir como tales o incorporados en alimentos. Por ello, es
frecuente que los nutracéuticos sean empleados como suplementos alimenticios, por
ejemplo, para complementar determinados tipos de dietas aunque también son empleado

como coadyudantes de medicamentos (Valenzuela y col., 2014).

Es comun encontrar aplicaciones de alimentos funcionales o nutraceuticos como
complementos dietéticos aunque estos ultimos se refieran a un grupo de productos con
normativa y aplicaciones diferentes, dando lugar a discusiones sobre su marco legal
(Santini y col., 2018). Una propuesta que ayude a comprender las distinciones sitla a
los nutraceuticos mas proximos a los medicamentos mientras que los alimentos

funcionales se encontrarian mas proximos a los alimentos (Figura -1.15)
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Figura -1.15. Diferencias principales entre alimentos, alimentos funcionales,
nutracéuticos y medicamentos

Ante la creciente concienciacion de la poblacién sobre la relacion entre la
alimentacion y la salud, el mercado de los alimentos funcionales y los nutraceuticos se
encuentra en crecimiento debido a esta demanda. Es posible encontrar margarinas
enriquecidas con esteres de fitoesteroles y otros compuestos capaces de reducir los
niveles de colesterol en el organismo, aceites de girasol enriquecidos en acido oleico
mas beneficioso ante el riesgo de enfermedades cardiovasculares, yogures pre y
probioticos para mejorar el equilibrio de la microbiota intestinal e infinidad de
productos recomendados para la hipertension, enfermedades vasculares, metabolismo

graso y antienvejecimiento, principalmente gracias a antioxidantes naturales.

Los hongos también presentan compuestos con propiedades bioactivas de interés
médico-farmacéutico (Tabla -1.9). Esto da lugar a productos formulados en base a estos
organismos aunque también extractos o productos purificados pueden afiadirse a otros
tipos de alimentos para dotarles del beneficio adicional de estos compuestos. (Corréa y
col., 2017) Asi mismo es posible encontrar en el mercado tanto nutraceuticos basados en
las propiedades de los compuestos como formulaciones que integran uno 0 méas hongos
en su totalidad. A menudo estas formulaciones son patentadas y explotadas
comercialmente. Puesto que los organismos no pueden ser patentados las patentes
derivadas suelen proteger la composicion concreta de un producto, el método de su
comercializacion (formato pastilla, sirope, polvo), o la maquinaria y la metodologia de

su produccion.

37



Tabla-1.9. Propiedades bioactivas de algunos hongos (adaptado de Rathore y col.,

2017)
Hongo Moleculas bioactiva Propiedades
Agaricus bisporus Lectinas Favorece la secrecion de insulina.
Auricularia auricula Polisacaridos acidicos Actividad antitumoral, reduccién de
colesterol, trigliceridos, y glucosa en sangre.
Cordiceps sinensis Cordycepina Tratamiento de infecciones pulmonares,
actividad hipoglicemica y antidepresivo.
Flammulina Polisacaridos, peptidoglicanos, Antioxidantes, anticancerigena
Velutipes prolamina y proflamina inmunomoduladora y antiviral.
Ganoderma lucidum Polisacaridos triterpenoides, Potenciacion del sistema inmune e
Acido ganoderico y inmunomodulador, Hepatoprotector, inhibidor
betaglucanos de la sintesis de colesterol,
Lentinula edodes Eritadenina, Lentinan Reduce el colesterol y actividad
anticancerigena.
Pleurotus Sajor-caju Lovastatina Disminuye el colesterol y previene
desordenes cardiovasculares.

Dichas patentes son mas comunes en el mercado asiatico donde los hongos
gozan de una mayor popularidad como productos saludables mientras que en Estados
Unidos y Europa estan méas relegados a ambitos nutricionales. Algunos productos que
muestran la discrepancia en el formato son las bebidas saludables que contiene un
extracto antioxidante del hongo Formes japonicus de la firma Mishima Foods Co. Ltd
en 2002 (Patente japonesa, 2002) o las bolsas de té de setas para potenciar el sistema
inmune de la empresa china Jiangsu Anhui Bio Tech Co Ltd en 2019 (registro en la
oficina de patentes europea: W02019024011 (Al)) frente al uso de extractos de
Lentinula sp. ricos en eritadenina para la produccion de alimentos que reducen el nivel
de colesterol en sangre por la empresa Finlandesa Eritocap OY (Patente USA, 2004)
(ver Tabla 1.10). También existen algunas compafiias que ofrecen extractos o
preparaciones que contienen hongos para el disefio de nuevos alimentos funcionales
(Tabla-1.11).

Dentro del mercado de los nutraceuticos derivados de hongos existe una gran
gama de productos en forma de cépsulas, tabletas y gotas que gozan de gran

popularidad en los Estados Unidos y Europa.

Los productos mas populares y demandados son aquellos basados en extractos
de Ganoderma Lucidum (Reishi), un hongo medicinal con una extensa historia en la
medicina tradicional asiatica. Entre las propiedades que se le atribuyen se encuentran
actividades como: antioxidante, antitumoral, antiviral, inmunomodulatoria y reguladora

del metabolismo graso como reductor del colesterol, etc. Los estudios cientificos
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realizados sobre otras especies de hongos han permitido la formulacion de nuevos
productos basados en otros hongos, ampliando el mercado (Wachtel-Galor y col.,
2004).

De forma similar a los nutraceuticos los hongos se pueden encontrar como
aditivos en alimentos como el café (Ganocafé de Gano Excel colombia) con
formulaciones de uno o varios hongos como Ganoderma lucidum, Agaricus blazeii o

Corcicordyceps.

El gran atractivo de estos hongos como suplementos o nutraceuticos son las
diversas propiedades beneficiosas para la salud ya descritas en las propiedades
bioactivas de los hongos comestibles. Solo de los polisacaridos aislados de distintos
hongos se han descrito numerosas actividades activadoras del sistema inmune,
propiedades antiviricas Yy antibacterianas, actividades inmunomoduladoras vy
anticancerigenas asi como antioxidantes (Peroxidacion lipidica y hepatoprotectora) e

incluso como tratamientos antiedad (Rathorey col., 2017).

Los estudios de determinados compuestos o fracciones derivados de hongos
comestibles sobre la salud han permitido vincular las propiedades bioactivas que se le
atribuyen a uno o varios compuestos (Chihara, 1992). Asi en el libro, "Los hongos
como alimentos funcionales" (Cheung, 2008), se recopila un gran numero de estudios
sobre estos compuestos Yy se proponia la utilizacion de los mismos como alimentos

funcionales.

El anélisis detenido de la informacion discutida, indica que la mayoria de los
alimentos funcionales o nutraceuticos de hongos y setas comestibles estan basados en el
uso de extractos o productos mas o menos purificados, los cuales se integran en una
formula o alimento convencional para mejorar sus propiedades y generar un valor

afadido.

Sin embargo, los hongos por si mismo también podrian constituir un alimento
funcional, ya que contienen determinados componentes con bio-actividades
beneficiosas para la salud (ergosterol, egortioneina, vitaminas....), siempre y cuando

estos componentes estuvieran presentes a unas concentraciones adecuadas.

El caso mas directo es el del ergosterol, precursor de la vitamina D2, ya que la

transformacion del ergosterol en vitamina D2 por exposicion a la luz UV podria
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permitirnos la obtencion de hongos y setas enriquecidos en dicha vitamina y si la

concentracion es la adecuada, conseguir la dosis diaria mediante el consumo de una

racion (aprox 100 g p.h.) sin modificar significativamente el formato de su

comercializacién habitual.

Tabla-1.10. Algunas patentes que incluyen hongos en su composicion y alegan
propiedades saludables para ser vendidos como alimentos funcionales.

Numero de Afio Titulo Ingredientes Funcionales
Patente
10/235829 2002 Bebidas con extracto de Extracto de Fomes japonicus , miel y vinagre
Fomes japonicus con miel
y vinagre
11/257128 2005 Extractos de hongos con Extracto de micelio de Ganoderma
actividad anticancerigena adspersium, Hypsizygus ulmarium,
Kuehneromyces mutabilis, Omphalotus
olearius, Panus conchatus, piptoporus
betulinius, Pleurotus eryngii y Trametes zonata
WO/2006/071085 | 2006 | Formulacién de una tableta Mezcla de extractos de Acanthopanax
de leche con actividad senticosus. Radix adenophorae, Agaricus
inmunomoduladora y un bisporus y Pleurotus ostreatus.
método de preparacién de
la misma
WIPO- 2007 Alimento funcional con Mezcla de hongos incluyendo extractos de
/WQ02007/063158 efectos positivos en la Ganoderma.
prevencion de
enfermedades
cardiovasculares
USPTO- 2008 Alimento saludable y Variedad especifica de patata y glucanos de
20080171103 funcionales para pacientes hongos.
con obesidad usando patata
morada
US 20080254168 | 2008 Formulacion de alimentos Extracto de Lentinula edodes.

deshidratados

Tabla-1.11. Compaiiias que comercializan ingredientes funcionales obtenidos a partir
de los hongos.

Compaiiia Pais Ingrediente funcional
Hangzhou New Nutraceutical China Extracto de una mezcla de hongos
Co., Ltd
Leili Natural Products Co., Ltd | Japon Fucoidan (polisacarido obtenido de algas
y Agaricus sp.)
High-Tech Victory Biology India Fructooligosacaridos de hongos (scFOS)
Engineering (zhuhai) Co., Ltd
Shanghai Nicechem Co.Ltd China Quitosan, D-glucosamina HCI, n-acetil
glucosamina
Garuda International INC. Estados Extractos de hongos (Agaricus blazei,
Unidos Ganoderma lucidum y Lentinula edodes
entre otros)
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1.5 ERGOSTEROL Y VITAMINAD

El ergosterol es una molécula clave en las membranas de los hongos siendo
esencial en el desarrollo y crecimiento celular. De forma homologa al colesterol en
animales, el ergosterol interviene en la fluidificacion de la bicapa lipidica de la
membrana y su importancia bioldgica la ha convertido en una diana molecular en
compuestos antifungicos (Bell, 2007). También desempefia un papel clave en la

respuesta frente a estrés en hongos (Hagiwara y col., 2016).

Desde hace tiempo se ha podido observar que la abundancia del ergosterol
presenta gran variabilidad entre especies, entre cepas de la misma especie e incluso, en
especies cultivadas dependiendo de la composicion del compost en el que crecen. Pese
a la variabilidad apreciada, Es frecuente que el contenido en ergosterol sea mayor en los
hongos cultivados (6,02 — 6,79 mg/g p.s.) que en los hongos que crecen libremente en la
naturaleza (2,96 — 4,89 mg/g p.s.) (Mattila y col., 2002a) posiblemente debido a la
presencia de un mayor metabolismo para el desarrollo de la biomasa debido a la
abundancia de sustrato y a la reducida competencia por el mismo durante el

procesamiento artificial del compost.

1.5.1 Biosintesis de ergosterol

La biosintesis de ergosterol en hongos en general y en hongos comestibles en
particular esta poco estudiada, habiéndose realizado la mayor parte de los estudios en
levaduras (Sacharomyces cerevisiae, y Sacharomyces pombe) y algunos hongos
filamentosos (Aspergillus  fumigatus, Aspergillus nidulans, y Aspergillus. Oryzae)
(Hagiwara y col., 2016). La biosintesis de ergosterol es un proceso complejo en el que
participan numerosas enzimas y en el que se consume una gran cantidad de energia. En
levadura, donde la ruta ha sido mas estudiada, la biosintesis de una molécula de
ergosterol desde dos moléculas de Acetil-CoA requiere del consumo de, al menos, 24
ATPsy 16 NADPHs (Hu y col., 2017).

La biosintesis del ergosterol puede dividirse en tres mddulos: biosintesis de
mevalonato, biosintesis de farnesil-pirofosfato y biosintesis de ergosterol (Figura-1.16).
El primer médulo parte de dos moléculas de Acetil-CoA y concluye con la produccion

de una molécula de Acido mevalonico. Esta ultima reaccion, catalizada por la enzima
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HMG reductasa esta considerada el primer punto de control de acceso a la ruta y es uno
de los puntos importantes de regulacion debido a que las estatinas inhiben la reaccion.
Esta etapa coincide con la sintesis del colesterol en animales por lo que esta regulacion
mediante estatinas se estd utilizando como tratamiento para reducir el colesterol

(Tamargo y col, 2007).

El segundo modulo cubre las reacciones desde la fosforilacion del acido
mevalonico hasta farnesil-pirofosfato el cual actla como precursor para otras rutas

metabolicas como la sintesis de dolicol o la biosintesis de ubiquinona (o0 coenzima

Q10).

El tercer modulo parte de dos moléculas de farnesil-pirofosfato para sintetizar
escualeno, el primer producto de esta etapa. Pese a que parte de la ruta sigue siendo
comdun tanto para la sintesis de colesterol como para la de ergosterol, la diferenciacién a
partir del lanosterol permite una busqueda mas selectiva de inhibidores de la sintesis de
ergosterol para encontrar compuestos con actividad antifingica que puedan prevenir el
desarrollo de hongos patdgenos sin afectar la ruta del colesterol en animales. (Pan y
col., 2018). Dado que la regulacién de niveles de esteroles tiene una fuerte regulacion
transcripcional, traduccional y postraduccional (Espenshade y Hughes, 2007) se han
identificado moléculas con actividad inhibidora de las reacciones de esta etapa como
azoles (ERG11/ Citocromo P450 lanosterol o-demetilasa), o morpholinas
(ERG24/Esterol C14-reductasa y ERG2 / esterol C8- isomerasa).

Del mismo modo estas enzimas presentan un interés adicional si se pretende
potenciar la sintesis de ergosterol, aungque la sobreexpresion de enzimas clave como
ERG6 (esterol metiltransferasa) o ERG4 (C-24 esterol reductasa) no es suficiente siendo
necesario medidas adicionales para mantener una produccion estable de ergosterol
(Polakowski y col. 1999; He y col., 2003,2004,2007).

La biosintesis del ergosterol supone un marco especifico para el desarrollo de
farmacos antifungicos tanto durante la sintesis con los inhibidores como azoles y
morfolinas (Pan y col 2018) como sobre el propio ergosterol integrado en la membrana.
Los antimicoticos basados en macrolidos de polieno como la anfotericina B, nystatina o
natamicina se unen al ergosterol debilitando la membrana y provocando una fuga de

iones osmoreguladores (Na* y K*) que contribuye a la muerte celular.
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Figura-1.16. Biosintesis de ergosterol en S. cerevisiae y enzimas implicadas (adaptado de Hu y col., 2017).
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1.5.2 Aplicaciones del ergosterol; diana molecular, propiedades medicinales y

precursor de nutracéuticos

Ademas de la importancia del ergosterol en el metabolismo de los hongos
numerosos estudios proponen que este compuesto puede tener importantes aplicaciones

en los campos de la industria, la medicina y la alimentacion.

Puesto que el ergosterol es un esterol especifico de hongos suele emplearse
como bioindicador de biomasa flngica, asi la medida de su contenido se utiliza en el
control de fermentaciones de mostos y vinos, como indicador del grado de maduracion
en el que se encuentran (Porep y col., 2014), o en el control de productos frescos
(almacenamiento de frutas y verduras) donde un incremento de su contenido es sefial de
contaminacion y deterioro de los productos (Miyagawa y col., 2009). Asi mismo
también existen productos enriquecidos con fitoesteroles y micoesteroles como leches
enriquecidas, yogures, panes, mantequillas 0 zumos que presentan como un valor
afiadido debido a su beneficio en la prevencion de hipercolesterolemia (Correa y col.,

2017), es decir, a su uso como nutracéutico o alimento enriquecido.

En un estudio relativamente reciente se propone que extractos de P. ostreatus
ricos en ergosterol ofrecen proteccion ante la oxidacién lipidica mediante la captacion
de radicales libres y la inhibicion de la ciclooxigenasa lo que sugiere que puede reducir
el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Schneider y col., 2011).

De gran interés es también el potencial uso del ergosterol en tratamientos contra
el cancer (Corréay col., 2017). Recientemente se ha considerado el ergosterol como un
lipido inmunol6gicamente activo capaz de inducir la piroptosis (via de muerte celular
dependiente Gnicamente de la caspasa 1.) (Marcio, 2018). Li y colaboradores (2015)
propone que la supervivencia prolongada en ratones con cancer de mama se debe no
solo a los polisacaridos con actividades antitumorales, sino también a la accion de una
fraccion de moléculas pequefias liposolubles de la que el ergosterol es el componente
mayoritario. Esta propuesta alega que el ergosterol puede ralentizar el desarrollo de un
tumor mediante la regulacion del receptor supresor tumoral Foxo3. Este receptor suele
estar inactivo en la leucemia linfoblastica aguda resistente a terapia lo que implica que
un tratamiento con ergosterol podria revertir la resistencia aumentando el rango de

tratamientos efectivos.
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Pese a la discrepancia en el mecanismo de accion también se ha registrado que
en conjuncion con tratamientos basados en anfotericina B se produce una sinergia en la
actividad anticancerigena sobre carcinoma hepatocelular (Lin y col., 2017) por lo que es
posible que existan multiples interacciones viables para el desarrollo de tratamientos

contra el cancer basados en el ergosterol.

Hay numerosos ensayos en los que el ergosterol o sus derivados han tenido un
impacto significativo inhibiendo el desarrollo de tumores y controlando el proceso
inflamatorio, regulando la sintesis de colesterol en modelos animales, e incluso
desarrollando actividad antimicrobiana ante parésitos intestinales (la ameba Entamoeba
histolytica) o el protozoo causante de la leishmaniasis (Leishmania amazonensis)
(Corréay col., 2017).

Recientemente se ha descrito también el papel beneficioso del ergosterol en el
tratamiento de la nefropatia diabética mediante la atenuacion de la proliferacion de
células mesangiales y el depdsito de matriz extracelular a traves de la via de
transduccion de sefiales TGF-B1/Smad2 (Dong y col., 2019).

Ademas de las funciones previamente descritas, basadas en su presencia y/o en
sus actividades fisiologicas, quizas la actividad o el potencial mas relevante sea
considerar su conversion a productos bioactivos. Entre los que destaca la fotoconversion

en Vitamina-D2 por tratamiento o radiacion con luz-UV (Kalaras y col., 2012a).

1.5.3 VitaminaD

1.5.3.1 Ergocalciferol y colecalciferol

La Vitamina D es un 9,10-secoesteroide descubierto en 1918 por E. Mellanby
como resultado de sus estudios sobre el raquitismo, acufiando el papel principal de la
vitamina D en su accion hormonal en el mantenimiento de la homeostasis del calcio,
importante en la movilizacién, retencion del calcio y fosforo en la remodelacion 6sea
(Wagner y col, 2012).
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Cuando se hace referencia a vitamina D frecuentemente se esta considerando un
grupo de vitaminas que exhiben actividades bioldgicas similares al colecalciferol
(Vitamina D3) el cual se sintetiza en la piel de los animales al exponerse a la luz
ultravioleta del sol. No obstante el metabolismo del ergocalciferol (Vitamina D2) se
obtiene de forma similar en hongos y los animales son capaces de emplearlo
indistintamente al colecalciferol con la Unica diferencia fisiologica de que es asimilado
exclusivamente mediante la alimentacion y no por sintesis endogena. La diferencia
quimica entre ambas moléculas se reduce a la presencia de un doble enlace y un grupo

metilo adicional en la vitamina D2 (ver Figura-1.17).
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Figura-1.17. Diferencia en la estructura quimica entre Ergocalciferol (Vitamina D2) y
Colecalciferol (Vitamina D3)

Ademas de la Vitamina D2 y D3 se han descrito otras formas, tales como la
Vitamina D4 (22,23-dihidroergocalciferol), Vitamina D5 (sitosterol ¢ 24-
etilcolecalciferol), Vitamina D6 (stigmasterol) y Vitamina D7 ((5Z,7E)-(3S)-9,10-seco-
5,7,10(19)-campestatrien-3-ol) aunque solo las formas D2 y D3 tienen relevancia

medico-nutricional para el ser humano.

La sintesis de la Vitamina D2 en hongos (y de Vitamina D3 en la piel humana)
tiene lugar a través de una serie de reacciones fotoquimica y térmicas de la provitamina
D (ergosterol y 7-dehidrocolesterol) en Vitamina D. Brevemente, la exposicion de la
provitamina D a la radiacion ultravioleta en la region de 280-315 nm, conduce a la
abertura del dieno 5,7 del anillo-B de la provitamina D para formar la pre-vitamina D.
La longitud de onda Optima para producir Vitamina D es 296,5 nm. La pre-vitamina D
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también puede absorber luz UV en la misma region, dando lugar a la formacion por
fotoisomerizacion de tachisterol o al cierre del anillo formandose provitamina D y
luministerol (Kalaras y col, 2012b). Seguidamente la previtamina D se isomeriza
lentamente a Vitamina D via reaccion térmica. La proporcion de productos de la
fotorreaccion una vez alcanzado el estado estacionario depende significativamente de la
longitud de onda de la radiacion, produciéndose a longitudes de onda cortas (248-254
nm) tachisterol como producto mayoritario, mientras que a longitudes de onda mayores
(> 305 nm) se favorece la formacion de provitamina D y lumisterol, ver Figura-1.18
(Kalaras y col, 2012b). Por otro lado, periodos largos de irradiacion conducen a la
formacion de productos secundarios de reaccion potencialmente toxicos, toxiésteroles y

supraesteroles (Boomsma y col., 1977).

Lumisterol Ergocalciferol (D2) Tachisterol

Figura -1.18. Diferencia en la estructura quimica entre Ergocalciferol (Vitamina D2) y
Tachisterol y Lumisterol

En la preparacion industrial de Vitamina D de grado alimentario, la produccién
de productos secundarios de fotorreaccion se controla mediante la terminacion del
proceso de radiacion a bajos niveles de conversion del material de partida (ergosterol).
Por lo que los tratamientos de hongos, con luz UV, para enriquecerlos en Vitamina D,
se llevan a cabo realizando tratamientos de corta duracién (Kalaras y col., 2012a). Asi
en el analisis de hongos enriquecidos en Vitamina D2 mediante irradiacion UV corta no
se detecta la presencia de metabolitos no deseados tales como tachisterol o lumisterol
(Phillips y col., 2011;2012). Aun asi, por seguridad alimentaria, el control de estos
posibles metabolitos no deseables deberia ser una rutina en el control de calidad de este

tipo de alimento funcional.
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1.5.3.2 Metabolismo de la Vitamina D

Tanto la Vitamina D2 como la D3, son bioldgicamente inertes, y solo se vuelven
bioldgicamente activas tras una serie de reacciones de hidroxilacion, que tienen lugar en
el higado y el rifion, convirtiéndose en 1,25-dihidroxivitamina D, hormona responsable
de las interacciones receptor dependientes de la Vitamina D en los tejidos

correspondientes.

La sintesis enddgena del organismo para la vitamina D3 comienza con la
fotoconversién del 7-dehidrocolesterol a calciferol (D3) mediante irradiacion
ultravioleta en las células epiteliales, un proceso homologo al producido en hongos de
ergosterol a ergocalciferol (D2). Esta sintesis ha sido considerada el principal método
por el que el cuerpo obtiene este metabolito aunque se esta reconsiderando el papel de
ambas formas de vitamina D obtenidas mediante la dieta (Cashman y col., 2014). La
adicién de vitamina D2 a productos cosmeticos manifiesta que también es posible
obtener ergocalciferol por uso topico, pese a que el método mas habitual sigue siendo la
absorcion intestinal (Wedad y Hegazy, 2015).

La dosis de Vitamina D presente en un alimento, alimento enriquecido o
suplemento vitaminico no tiene porque corresponder con la dosis efectiva que recibe el
organismo puesto que los procesos de coccion de los alimentos pueden generar una
pérdida de este compuesto segun la preparaciéon (Jakobsen y col., 2014). También el
compuesto debe superar todo el proceso de digestion a lo largo del tracto
gastrointestinal y atravesar el epitelio intestinal para alcanzar la circulacién sanguinea.
Esta biodisponibilidad no suele considerarse ya la medida clinica de vitamina D en el
organismo se realiza sobre la vitamina D activada y esta confluye tanto del factor

dietético como de la sintesis enddgena.

El ergocalciferol y el calciferol circulante en sangre se transforma en 25-
hidroxivitamina D (25(OH) D) en las mitocondrias de las células hepéaticas mediante la
Vitamina D 25-hidroxilasa (Guptay col., 2004).

La 25-hidroxivitamina D o calcidiol considera una forma poco activa con
actividad autocrina y paracrina en los tejidos que presentan receptores de la vitamina D

(RVD) los cuales abundan en los 6rganos implicados en el metabolismo del calcio.
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En el rifidn la 25-hidroxivitamina D se convierte en su forma activa, 1,25 di-
hidroxivitamina D o calcitriol la cual estimula la reabsorcién glomerular de calcio y
fésforo. Del mismo modo actla como su predecesor en los tejidos que presentan RVD,
estimulando la absorcion de calcio y fésforo en el intestino o su reabsorcion en los
huesos. La Hormona Paratiroidea (PTH) ante niveles bajos de 1,25(0OH)2D activa en el
rifidn la enzima 1-a hidroxilasa y ante niveles altos de 1,25(OH)2D reduce la secrecion
de PTH. En el tejido dseo, el incremento de 1,25(0OH).D induce la secrecion del factor
de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23) el cual actua como inhibidor de la enzima 1-a
hidroxilasa lo que lleva a un descenso en la concentracion de 1,25(0OH)2D libre. Los
niveles de calcio y fosforo complementan la regulacién de estos mecanismos a altas

concentraciones (Bover y col., 2015) (ver Figura-1.19).

Es destacable mencionar que en la bibliografia no se suele diferenciar entre la
1,25-hidroxivitamina D proveniente de D2 de la D3 ya que ambas poseen las mismas
propiedades funcionales pese a que las moléculas de D2 siguen conservando el doble
enlace y el grupo metilo adicional y es posible diferenciar ambas formas mediante
radioinmunoensayo (Hollis y col., 1993) y/o tecnicas cromatograficas acopladas a

espectrometrometria de masa (nLC-MS/MS) (Mena-Bravo y col., 2015).
1.5.3.3 Importancia clinica de la Vitamina D

Actualmente se sabe que la Vitamina D ademéas de su papel central en el
metabolismo fosfocalcico dseo, también tiene otras importantes aplicaciones clinicas
(Holick, 2009) como por ejemplo en el cancer (Zitrermann, 2003), enfermedades
coronarias (Forman y col., 2013); diabetes (Mathieu, 2015); obesidad (Cipriani y col.,
2014). Ademas de los anteriores casos, deficiencias en Vitamina D se han descrito
también en casos de artritis (Bellan y col.., 2015), hipertension (Burris y col.., 2014),

psoriasis (Filoni y col., 2018) etc.

Las evidencias indicadas sugieren que la deficiencia en Vitamina D no solo esta
asociada con enfermedades Oseas sino que también lo estd con un amplio abanico de
enfermedades cronicas. Por lo que el mantenimiento de unos niveles sanos de Vitamina
D podria ser de una gran utilidad en la prevencion de un amplio espectro de

enfermedades croénicas.
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Figura -1.19. Metabolismo simplificado de la Vitamina D en el organismo.
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Aunque algunos investigadores han comunicado que la Vitamina D3
administrada a altas dosis es biol6gicamente superior a la Vitamina D2 (Shieh y col.,
2016), recientemente se ha aceptado que a bajas dosis ambas formas de vitamina son
nutricionalmente equivalentes (Rizzoli, 2013), y que las altas dosis deben evitarse por
motivos de posible toxicidad y/o ineficiencia debido a la posibilidad de producirse
bioacumulacion en los tejidos al ser vitaminas liposolubles y ante el riesgo de provocar
hipercalcemia que puede desencadenar problemas renales como la formacion de

calculos de calcio (Bataille y col., 1991).

Si bien para desencadenar estos problemas es necesario superar cien veces de
forma reiterada la dosis diaria recomendada, el consumo de suplementos de vitamina D
sin supervision puede llegar a desencadenar estos problemas. Debido a la normativa de
alimentacion sobre alimentos fortificados con vitamina D y otros alimentos funcionales,
la dosis pese a ser méas elevada que en el alimento sin enriquecer se encuentra dentro de

un rango seguro para el consumo habitual (Ross, 2011).

Pese a que el ser humano es capaz de sintetizar su propia vitamina D al
exponerse a la luz solar existen ciertos factores limitadores que pueden provocar la
aparicion de un deficit de esta vitamina. La llegada del invierno en regiones de alta
latitud disminuye considerablemente el nimero de horas de luz solar diarias y las bajas
temperaturas dificultan aun mas la exposicion, lo que ha llevado a paises nérdicos como
Finlandia a incluir sesiones de exposicion a lamparas ultravioleta o de "luz solar" asi
como la comercializacion de abundantes suplementos vitaminicos para prevenir este
déficit. Otra situacion de riesgo de déficit puede producirse durante hospitalizaciones

prolongadas como en pacientes inmunocomprometidos.

Mediante prueba clinica de la medida de concentracion de 25-hidroxivitamina D
en suero se determina si un paciente presenta deficiencia de vitamina D. Valores
inferiores a 12 ng/ml indican un déficit severo con riesgo de desarrollar raquitismo en
nifios y osteomalacia en adultos. Valores entre 12 y 20 ng/ml se considera un déficit
leve de bajo riesgo para individuos sanos y por encima de 20 se encuentran los valores
deseables. Con valores superiores a 50 ng/ml pueden empezar a manifestarse sintomas
de hipervitaminosis D considerandose medidas superiores a 60 ng/ml de elevado riesgo

de manifestacion de dichos sintomas. (0,4ng/ml = 1 nmol/L) (Ross, 2011)
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La dosis diaria recomendada (DDR) ha sido recientemente corregida
aumentando de 600Ul a 800 Ul o de 15 a 20 pg diarios de vitamina D (Pludowski y
col., 2016) debido a la aparicion de numerosos estudios resaltando nuevas implicaciones
de la vitamina D y sus derivados en el metabolismo y la aparicion de problemas de
salud adicionales al producirse un déficit. Tradicionalmente la vitamina D ha sido
considerada la principal defensa ante la osteoporosis y el raquitismo aunque también se
han encontrado una fuerte relacion con la sintesis de PTH (hormona paratiroidea) y la

absorcion intestinal del calcio (Maeda y col., 2014).

Es esperable que la dosis diaria recomendada se siga incrementando a medida
que se confirmen nuevas funciones metabdlicas y nuevas implicaciones (Heaney y col.,
2013) en que la vitamina D de la dieta contribuye mas a los niveles de lo que se
consideraba previamente, o en la que puede haber una ingesta no registrada de fuentes

de vitamina D en la dieta (Cashman y col., 2014).
1.5.3.4 Fuentes alimentarias de Vitamina D

La vitamina D3 puede obtenerse, en cantidades limitadas, a partir de
determinados alimentos de origen animal, tales como mantequillas, margarinas, leche y
productos lacteos, higado, carnes y huevos. Sin embargo, el aceite de pescado (caballa,
sardinas, salmon y trucha) y de higado de pescado (bacalao principalmente) contiene
concentraciones mucho mas altas de Vitamina D, pero son de consumo restringido

debido al riesgo de hipercalcemia (ver Tabla-1.12).

En USA esta permitida la adicion de vitamina D a la leche, y desde el afio 2003,
la Food and Drugs Administration (FDA) permite la adicion de Vitamina D a zumos
enriquecidos en calcio (Biancuzzo, 2003). En 2004 se ha ampliado el permiso a otros
alimentos fortificados asi como a dietas y suplementos (Moore y col., 2004). En
Espafia, al igual que varios paises europeos, la adicion de vitaminas en alimentos vy,
también en la leche, se regula mediante el cumplimiento de legislacién de carécter
europeo, en particular el Reglamento 1925/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 20 de diciembre de 2006, sobre la adicion de vitaminas, minerales y otras

determinadas sustancias a los alimentos.
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Tabla- 1.12. Principales fuentes alimentarias de vitamina D.

Vitamina D

Vitamina D en

Alimento
en pg/100g Ul1/100g
Leche de vaca 0,0075-0,001 0,3-0,4
Leche/formulas infantiles reforzadas 1 40
Mantequilla 0,875 35
Margarina reforzada 30 1200
Yogur 2,225 89
Queso 0,3-1,1 12-44
Higado 0,375-1,25 15-50
Yema de huevo 2-2,5 80-100
Setas 0,175 7
Setas expuestas a luz UV 28,9-31,9 1135-1279
Cereales reforzados 3,325 133
Gambas 3,125 125
Conservas de Atln, sardinas o caballa
. 5,6-8,3 224-332
en aceite
Conservas de salmon 8,625-9 345-360
Salmén/ caballa 9 360
Arenque fresco 40,7 1628
Bacalao fresco 1,1 44
Aceite de higado de bacalao 40,7 1628
DDR 20 800

(Datos tomados de: Centro de Investigacion de Endocrinologia y Nutricion Clinica de la

Universidad de Valladolid. www.ienva.org)
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1.5.3.5 Uso de hongos comestibles como fuente de Vitamina D

El ergosterol es el esterol predominante en los hongos y puede utilizarse para
convertirlo en esteroides y/o en Vitamina D2. Actualmente, la produccion de ergosterol
se lleva a cabo mediante fermentacion de levaduras, fundamentalmente S. cerevisiae
(Gao vy col., 2003), sin embargo, los hongos y sobre todo los hongos comestibles
cultivables, constituyen una fuente actualmente poco utilizada y de un gran potencial,
debido a la gran cantidad de produccion y a la generacion de grandes cantidades de

subproductos no-utilizados o infrautilizados.

La deficiencia en vitamina D entre la poblacion mundial esta creciendo de
manera importante (Millan-Rodriguez, 2015; Cashman y col., 2016). La adquisicion
de la vitamina D necesaria exclusivamente a través de la via de la radiacion solar es
muy complicada y poco realista, ademas de que la razon riesgo/beneficio de esta via
sigue cuestionandose (Baron y Suggs, 2014). Por lo que el desarrollo, estudio y mejora
de vias dietéticas o nutricionales parece una alternativa altamente prometedora y viable;
y entre las distintas fuentes que podrian contribuir positivamente destacan los hongos

comestibles cultivados industrialmente (Landrier, 2014).

Los hongos comestibles son un buen alimento debido a su sabor e importante
contenido en proteinas, hidratos de carbono, vitaminas y otros compuestos beneficiosos
para la salud. Por otra parte, los hongos comestibles son un alimento con una alta
aceptacion tanto por parte de los vegetarianos como de los no-vegetarianos y pueden ser
utilizados para suplementar el aporte de vitamina D en la dieta de las poblaciones con
riesgo de deficiencia en esta vitamina. Los hongos comestibles, debido a su contenido
en ergosterol, puede suministrar vitamina D2, y esta forma de vitamina D presenta
ciertas ventajas sobre la vitamina D3 a la hora de absorber la radiacion UV de la luz
solar. La vitamina D2 parece ser mas efectiva en la remineralizacion dsea que la
vitamina D3, y menos téxica (Mehta and Mehta, 2002). Ademaés, la vitamina D2 no

presenta efecto hiper-calcémico (Sato y col., 1991).

Por todo lo dicho anteriormente, lograr obtener champifiones con mayor
contenido en sus principales componentes y/o metabolitos beneficiosos para la salud,

como el ergosterol, la ergotioneina, el enriquecimiento en selenio o litio, etc., es de un
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gran interés por la posibilidades que abre a la obtencién directa de alimentos

funcionales con el contenido, 0 muy préximos, a la dosis diaria recomendable.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio del incremento en el contenido

en ergosterol, a través de la suplementacion en el compost o en la tierra de cobertura.
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OBJETIVOS

Histdricamente los hongos han tenido un papel fuertemente vinculado tanto a la
alimentacion como a la medicina y con los conocimientos actuales se puede afirmar que
ambos campos estan fuertemente interconectados. No solo ofrecen un aporte nutricional
atractivo de buen sabor y textura, sino que ademas son candidatos ideales para

responder a la demanda creciente de vitamina D.

El mercado de los hongos comestibles continGa en crecimiento y en constante
modernizacion lo que estimula la busqueda de mejores rendimientos econémicos, una

calidad superior y el deseo de productos con mayor valor afiadido.

Los hongos comestibles enriquecidos en su contenido en vitamina D2
(ergocalciferol) podrian cumplir con las premisas necesarias para considerarlos un
alimento funcional, pero ademas, el ergosterol por si mismo, también presenta
propiedades beneficiosas para la salud, actuando como cardioprotector, regulador de la
respuesta inmune y la inflamacion, inhibidor en ciertos tipos de tumores, etc., pudiendo
desempefiar un importante papel como nutracéutico. Por lo que el incremento de ambos
compuestos refuerzan la idea de aprovechar los hongos comestibles como alimentos

funcionales per se y/o de sus componentes como nutracéuticos.
Por todo ello el objetivo fundamental de este trabajo ha sido:

) Estudiar la manera de incrementar el contenido en ergosterol de Agaricus
bisporus (el champifion comun), sin alterar grandemente el proceso
tradicional o clasico, con el fin de incrementar el contenido en vitamina
D2 (por irradiacién o tratamiento con luz UVB) en el champifién, de
manera que su contenido en una racion (80-100 g p.h.) pudiera
suministrar la dosis diaria de vitamina D2.

i) Desarrollar un nuevo alimento funcional.

Teniendo en cuenta que el ergosterol es un metabolito inducible como respuesta
a cambios en el medio de cultivo, la modificacion de éste mediante la suplementacion
con subproductos agroindustriales ricos en nitrégeno proteico y carbono puede no solo
cumplir el objetivo propuesto, sino que ademas puede colaborar a reducir el impacto

medioambiental negativo generado por estas industrias.
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Por lo que los hitos u objetivos propuestos en este trabajo de Tesis pueden

agruparse en cuatro grandes bloques:

1° Enriquecer el contenido de ergosterol en cultivos de Agaricus bisporus
mediante la adicion de subproductos agroindustriales caracterizados en cultivos

sumergidos y en placas para evaluar la eficacia de induccion de la ruta metabdlica.

2° Corroborar la eficacia de los subproductos que han inducido un incremento de
concentracion de ergosterol, en los ensayos previos, en el modelo de produccion
industrial sobre un compost minimo definido y el compost de produccién (industrial).

3° Valorar el proceso de fotoconversion de ergosterol a vitamina D en sus
condiciones Optimas y aplicables para obtener un alimento funcional comercializable

(con la dosis diaria recomendable de vitamina D).

4° Validar las modificaciones propuestas en el modelo de produccion
(caracterizacion de champifiones ricos en vitamina D2) asi como comprobar la
seguridad de los productos obtenidos (Toxicidad) y su eficiencia (Bioaccesibilidad y
Biodisponibilidad).

Resumiendo, en el presente trabajo de tesis doctoral y basandonos en los
trabajos previos realizados en el grupo AGR-258 de la US en los Gltimos afios: P06-
CTS-01887; IPT-2011-1418-0; RTC-2015-4039-2; H2020-IND-CE-2016/17; PR2009-
0505/0270, se ha estudiado:

1. La modificacion del medio de cultivo (compost) mediante la
suplementacion con sub-productos agroindustriales potencialmente
inductores de la biosintesis de ergosterol.

2. El proceso de fotoconversion del ergosterol en vitamina D2, de modo
que sea posible obtener un producto con cantidad suficiente de
vitamina D2, en una racién, como para cubrir la dosis diaria de
vitamina D2 (15 pg), lo que permitiria catalogarlo y comercializrlo
como “alimento funcional”.

3. Estudios de toxicidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad con el fin

de testar la seguridad alimentaria de dicho producto y sus derivados.
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3.MATERIALES Y METODOS
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3.1.REACTIVOS Y EQUIPOS

Los reactivos utilizados han sido todos de calidad analitica. En la Tabla-M&M.1 se

muestran los distintos reactivos utilizados y las casas comerciales suministradoras.

Tabla-M&M.1. Reactivos empleados.

Reactivo

Casa comercial

Acrilamida

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA

Acido acético

Panreac Quimica SLU, Castellar del Vallés,
Barcelona, Espaia

Acido Clorhidrico 37% (HCI)

VWR International, Radnor, Pensilvania, USA

Acido galico Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
Acido Sulfirico Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
Actina Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Agar Bacterioldgico

CONDA, Torrejon de Ardoz, Madrid, Espafia

Agar Dextrosa Patata

VWR International, Radnor, Pensilvania, USA

Alcalasa®

Novozymes, Bagsvard, Copenague, Dinamarca

Aminoacid Stardard 20-A

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Anticuerpo B-actina

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Anticuerpo secundario antiraton
19G, HRP linked

Cell Signalling Technology Inc., Danvers,
Massachusetts, USA

APS Persulfato-amonico 98%

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Azul de bromofenol

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Beta-glucan assay kit K-YBGL

Megazyme, Bray, Irlanda

Bis-acrilamida

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

CHAPS

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Citrato Sadico

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Colecalciferol (vitamina D3)
99,9%

LGC Ltd, Teddington, UK

Cloruro de Calcio dihidrato
(CaCl; 2-H20)

VWR International, Radnor, Pensilvania, USA

Cloruro de Cobalto hexahidrato
(CoCl2 6-H20)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Cloruro potasico (KCI)

Panreac Quimica SLU, Castellar del Valles,
Barcelona, Espaia

Cloruro sédico (NaCl)

Panreac Quimica SLU, Castellar del Valles,
Barcelona, Espaiia

DTT

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA

Dextrosa

VWR International, Radnor, Pensilvania, USA

Ergocalciferol (vitamina D2)
99,9%

LGC Ltd, Teddington, UK

Ergosterol (provitamina D2) 96%

LGC Ltd, Teddington, UK

Etanol 96%

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Fenol Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
Fosfato de potasio monobasico Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Espariau
(KH2PO4)

Fosfato de Sodio dibasico
(Na;HPO4)

Panreac Quimica SLU, Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia
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Glicerol 99%

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Glicina Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
Glucosa VWR International, Radnor, Pensilvania, USA
HEPES Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Hexano,99%, grado HPLC

Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Espaiia

Hidroxido de Sodio 96%

Panreac Quimica SLU, Castellar del Valles,
Barcelona, Espaia

Leche desnatada en polvo

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA

Medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Metanol

Fischer Scientific, Hampton, New Hampshire,
USA

Metanol UHPLC-MS

Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Espafia

Membrana de PVDF Inmobilon-P

Millipore Corporation, Burlington, Massachusetts,
USA

Mercaptoetanol (B-
mercaptoetanol)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Pancreatinina porcina

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Penicilina- estreptomicina

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pentobarbital sédico
(Exagon 400mg/ml)

Laboratorios Karizoo, Caldes de Montbui,
Barcelona, Espafia

Pepsina porcina

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Prestained SDS-PAGE standards,
Broad Range

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA

Propan-2-ol

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Reactivo ECL-2 Western-blotting
substrate

Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Espafia

Reactivo Folin-Ciocalteu

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Rojo Ponceau S

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Sales biliares

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

SDS - Sodium Dodecyl Sulphate

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Suero fetal bovino

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sulfato de Hierro heptahidrato
(FeSO47-H20)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Sulfato de Magnesio heptahidrato
(MgSO4 7-H20)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Sulfato de Manganeso hidrato
(MnSO4 H20)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Sulfato de Zinc heptahidrato
(ZnS04 7-H20)

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Sustrato universal Blumenerde
(turba negra)

Gramoflor, Vechta, Alemania

TEMED Applichem, Vilassar del Mar, Barcelona, Espafia
Tiourea Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
Tris Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
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Tris-HCI

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Trizma-base

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA

Tween 20

Scharlab, Sentmenat, Barcelona, Espafia

Ultra Ninhydrin Reagent Kit, 2L

Harvard Bioscience, Holliston, Massachusetts,
USA

Urea

Sigma Aldrich, San Luis, Misuri, USA
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Los equipos utilizados se muestran en la Tabla-M&M.2 con una descripcién

breve del equipo, el modelo y el fabricante.

Tabla-M&M.2. Equipos empleados.

Equipo

Modelo

Fabricante

Agitador orbital

PSU-20i

Grant Instruments,
Cambridge, UK

Agitador IKA RW16 basic IKA, Staufen, Alemania
Analizador automatico de

i Roche Cobas 6000 Roche, Basilea, Suiza
hematologia
Analizador de electrolitos | AVL9181 Roche, Basilea, Suiza

Analizador elemental de
micromuestras

Trucspec CHNS Micro

LECO Corporation,
Michigan, USA

Analizador semiautomatico
Maccura

Maccura BCS-04

Maccura Biotechnology
Co.Ltd,, Chengdu, China

Autoclave 75L Presoclave 11 Selecta, Cham, Suiza
. Denver instruments,

Balanza de precision TP-1502 Arvada, Colorado USA

Bioreactor Biostat A Sartorius AG, Gotinga,

Alemania

Bomba de vacio

GP-110 Gel pump

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Cabina de limpieza UV

UVC/T-AR

Biosan, Riga, Letonia

Cémara de cultivo

Fitoclima 18.000 EH

Aralab, Sintra, Lisbhoa,
Portugal

Campana de flujo laminar

Mini-H

Azbil Telstar
technologies S.L.,
Barcelona, Espafia

Céamara frigorifica
(estructura)

Céamara modular CME

Vizuete S.L., Sevilla,
Espafia

Céamara frigorifica
(refrigeracion)

Uniblock

Zanotti electronics,
Valencia, Espafia

Célula de electroforesis

Mini Protean™

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California,
USA

Célula de transferencia

Minitransblot™

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California,
USA

Centrifuga  (15-50 ml)

Centrifuge 5804-R

Eppendorf , Hamburgo,
Alemania

Centrifuga

Avanti J-26 XP

Beckman Coulter, Brea,
California, USA

Congelador -20°

Comfort nofrost

Liebherr, Kirchdorf,
Alemania
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Congelador -80°

U410 premium

New Brunswick
scientific, Edison, Nueva
Jersey, USA

Cromatdgrafo analizador
de aminoacidos

Biochrom 30+ aminoacid
analyzer physiological
system.

Harvard Bioscience
Company, USA

Cromatdgrafo
UPLC/GC/TOF

Xevo G2-S Qtof

Waters Cromatografia
S.A., Cerdanyola del
Vallés, Barcelona,
Espafa

Dispensador

Calibrex 520

Socorex Siba S.A.,
Ecublens, Suiza

Equipo de agua ultrapura

Nanopure diamond

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Equipo de extraccion

Labolan, Navarra,

Soxhlet SER 148/3 Espafia
. . . . PolyScience, Niles,
Equipo de refrigeracion Chiller MM7 Minois, USA

Equipo de visualizacion y
captura de imagen

Chemidoc™ Imaging
System

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California,
USA

Espectrofotometro

Ultrospec 2100 pro

Amersham Biosciences,
Little Chalfont, UK

Estufa con aireacion
forzada

UF-260

Memmert, Schwabach,
Alemania

Frigorifico 4°C

Profi line

Liebherr, Kirchdorf,
Alemania

Fuente de alimentacién

Powerpack™ basic

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California,
USA

Germinador

Germinador F-3

Ibercex, A.S.L. Alcala
de Henares, Madrid,
Esparfia

Homogeneizador

homogeneizador de tejido
potter-elvehjem

VWR International,
Radnor, Pensilvania,
USA

Nanetti S.R.L., Faenza,

Horno mufla Termocontroller ST italia
HPLC de columna
HPL i 5
C Superdex™ Jasco, Tokio, Japén

Lampara UV UVP-LMS-38 EL Series | VP Analytik Jena LLC,
Jena, Alemania
Azbil Telstar

Liofilizador Cryodos technologies S.L.,
Barcelona, Espafia

Microcentrifuga Minispin Eppendorf , Hamburgo,

Alemania
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Microscopio

Leica DC-3000

Leica, Wetzlar, Alemania

Molino de corte

Taurus Aromatic

Taurus, Oliana, Lerida

Molino de corte

SM100

Retsch, Haan, Alemania

Panel climatico

Rotronic CO2 Display

Rotronic, Basserdorf,
Zlrich, Suiza

Hach Lange Spain SL,

pHmetro GLP 21 Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Espafa

Rotavapor R-200 Buchi, Flawil, Suiza
Fischer Scientific,

Tamices Fischerbrand™ Hampton, New

Hampshire, USA
Scientific

Vitrina de gases con

Romero Muebles de
Laboratorio S.A. ,

sistema de seguridad Flowtronic Torrejon de Ardoz,
Madrid, Esparfia
World precision

Voltimetro Evom Instruments, Saratosa,
Florida, USA

Vortex Multivortexer V-32 Grant Instruments,

Cambridge, UK
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3.2. MICROORGANISMO

La cepa empleada en este estudio corresponde a Agaricus bisporus Lange
Imbatch, suministrada por el Grupo Riberebro. EI micelio se suministré crecido sobre
granos de trigo. Para el mantenimiento de las cepas en el laboratorio, estas se han
crecido en placas de Agar Dextrosa Patata (PDA). La composicion de este medio
consiste en 4 g/L de peptona de patata, 20 g/L de Dextrosa y 15 g¢g/L de agar
bacterioldgico, que una vez autoclavado a 121°C durante 20 min se ha distribuido en

placas Petri (20 ml de medio/placa).

3.3. SUBPRODUCTOS Y SUPLEMENTOS

Los subproductos utilizados en el presente trabajo son subproductos derivados
de la industria aceitera (alperujo (ALP) y hoja de olivo (HO)) y de la industria de
conservas de champifion (tallos y champifiones no comercializables, y liquido de
escaldado (LE)) (Tabla M&M.3). Para reducir la variabilidad de composicién a lo largo
del periodo de experimentacién y a la temporalidad de los subproductos procedentes de
la industria aceitera, se procedié a acopiar y estabilizar cantidad suficiente de cada
subproducto para satisfacer la demanda de los ensayos previstos. Para lo que se

procedid a su secado y molienda.

Tabla-M&M.3. Materias primas y/o suplementos utilizados en la suplementacion del
cultivo de champifion (Agaricus bisporus).

Materia Prima Suplemento Procedencia

Alperujo* Harina de Alperujo Almazara Instituto de la
(HALP) Grasa (Sevilla)

Hoja de olivo* Harina de Hoja de Olivo | Almazara Instituto de la
(HHO) Grasa (Sevilla)

Hoja de olivo* Extracto de Hoja de Olivo | Almazara Instituto de la
(EHO) Grasa (Sevilla)

Tallos de Champifion** Harina de Tallos de Grupo Riberebro S.A.

Champifion (HTCH) (Haro, La Rioja)

Tallos de Champifion** | Fraccion Quitina/Glucanos | Grupo Riberebro S.A.
(F-Q/G) (Haro, La Rioja)

Liquido de escaldado** Liquido de Escaldado Grupo Riberebro S.A.
concentrado 10 veces (Haro, La Rioja)
(LE-10x)

*Industria aceitera; **Industria conservas champifion
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El secado de los sustratos se realizd en una estufa Memmert UF-260 (Memmert,
Schwabach, Alemania) y la molienda en un molino de corte SM100 Retsch (Retsch,
Haan, Alemania) con tamiz incorporado (Figura M&M.1). Para el secado del alperujo y
las hojas de olivo las condiciones empleadas fueron 60°C con aireacion forzada durante
48 horas o hasta peso constante, removiendo cada 12 horas para evitar la formacion de
zonas que acumulen humedad y favoreciendo el secado. En el caso de los tallos de
champifidn el secado se llevo a cabo a 40°C, para evitar la pérdida de componentes por

exsudacion.

Figura-M&M.1. a) Estufa de secado con aireacion forzada Memmert UF-260 y b)
Molino de Corte Retsch SM100.

El concentrado de muestras liquidas se ha realizado en un rotavapor R-200 de
Buchi (Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza). La refrigeracion del condensador se
realiz6 mediante un equipo de refrigeracion "Chiller* MM7 (PolyScience, Illinois,
USA) (Figura M&M.2).

Los extractos acuosos se evaporan a 40°C con un vacio de 30 - 40 kPa,
utilizando una bomba de vacio GP-110 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Los extractos hidroalcoholicos se han concentrado a 30°C vy el
mismo vacio. Todos los extractos se han concentrado 10 veces, almacenandose a 4°C o

congelados a -20°C, hasta su uso.
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Figura-M&M.2. Rotavapor R-200 para la concentracion de muestras liquidas.

3.3.1. Harina de Alperujo (HALP)

El alperujo es la pasta resultante del prensado de las aceitunas en la produccion
de aceite de oliva, que se presenta en forma de una pasta acuosa de un color intenso
pardo negruzco con trozos de hueso de aceituna. Este subproducto se obtuvo
directamente de la almazara del Instituto de la Grasa (Sevilla), congeldndose a -80°C
hasta el momento de su estabilizacion. La estabilizacion, en forma de harina se llevo a
cabo mediante la deshidratacion y secado a 60°C en una estufa con aireacién forzada
Memmert UF-260, durante 48 horas. Una vez seca se molié en un molino de corte
SM100 Retsch con un tamiz de malla de 500 um vy se almacena en duquesas de 500 6
1000 g con doble tapa para evitar la rehidratacion del producto. El resultado final es un
polvo fino y brillante de color pardo negruzco el cual se denomind harina de alperujo
(HALP) (ver Figura M&M.3).

Figura M&M.3. Harina de alperujo (HALP) subproducto estabilizado
proveniente de la industria del aceite de oliva.
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3.3.2. Harina de Hoja de Olivo (HHO)

Las hojas de olivo se obtienen del proceso de separacion de las aceitunas en la
almazara. Las hojas frescas recibidas en el laboratorio se encontraban aun unidas a las
ramas rotas durante la recoleccion y con abundante humedad. Tras su desbrozamiento,
el material recibido se sec en una estufa a 60°C con aireacion forzada Memmert UF-
260 hasta peso constante. Se deshojaron las ramas eliminando restos de aceitunas y las
hojas se trituraron en un molino de corte SM100 Retsch con una malla de 500 pm
hasta un polvo fino que se almaceno en botes y sacos a temperatura ambiente protegidos
de laluz. El resultado final es un polvo fino de color verde intenso que se pardea con el
paso del tiempo y que se denomind harina de hoja de olivo (HHO) (Figura M&M.4).

Figura M&M.4. Harina de Hoja de Olivo (HHO), subproducto estabilizado
proveniente de la industria del aceite de oliva.

3.3.3. Extracto de Hoja de Olivo (EHO)

La HHO se someti6 a una extraccion hidroalcoholica con etanol al 70%
resuspendiendo 50 g de HHO por litro. La extraccion se realiz6 a 45°C, con reflujo, y
manteniendo una agitacion constante de 120 rpm durante 2 horas. Tras una separacion
solido/liquido mediante centrifugacion a 3000 x g durante 10 minutos en frio (4°C), el
sobrenadante se concentrd al vacio mediante en rotavapor (Biichi R-200) a 30°C y un
vacio de 30-40 kPa, hasta una décima parte del volumen inicial. El resultado final es un
liquido verdoso-negruzco que se denomind extracto de hoja de olivo (EHO) (Figura
M&M.5).
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Figura M&M.5. Extracto de hoja de olivo (EHO), de las hojas del olivo.

3.3.4. Harina de Tallo de Champifién (HTCH)

Los tallos y champifiones desechables, provenientes de la produccion del
champifién, una vez recibidos se han lavado con agua fria abundante para eliminar los
restos de tierra y compost; y una vez escurridos, se secaron en una estufa con
ventilacion forzada Memmert UF-260, a 40°C hasta peso constante. Los tallos secos se
molieron en un molino de corte SM100 Retsch con una malla de 500 um. El  resultado
final es un polvo fino y uniforme de color crema que se denomind harina de tallo de
champifion (HTCH) (Figura M&M.6).

Figura M&M.6. Harina de tallo de champifion (HTCH), subproducto estabilizado
proveniente de la industria del cultivo de hongos comestibles.
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3.3.5. Fraccion Quitina/Glucanos (F-Q/G)

Al hidrolizar la HTCH con la proteasa Alcalasa® y eliminar la mayor parte del
componente proteico, se obtiene una fraccién rica en quitina y glucanos (F-Q/G). La
hidrdlisis se ha llevado a cabo utilizando una concentracion de sustrato del 10% (p/v)
resuspendido en tampon fosfato 50 mM, pH 8,5, y utilizando una proporcion de
enzima/sustrato de 0,3 (v/p), manteniendo la mezcla en agitacion a 60 rpm, 55°C y pH
8,5 durante 180 minutos, mediante el método del pH-stat (Adler-Nissen, 1986;
Parrado y col., 1993). La hidrolisis se realizd6 primero en lotes de 150 gramos
manteniendo el pH constante mediante la adicion de NaOH 1M de forma manual
(Figura-M&M.7a), y de 400 gramos en bioreactor (Bioreactor Biostat A, Sartorius
stedim, Gotinga, Alemania) con control automatizado de pH, temperatura y agitacion
(Figura-M&M.7D).

Figura M&M.7. Hidrolisis enzimatica para la obtencion de F-Q/G: a) en matraz
(manual); b) en bioreactor Biostat A.

Terminada la hidrdlisis, el hidrolizado se centrifug6 a 10.000 g, descartandose
el sobrenadante (hidrolizado proteico) y conservandose el precipitado (F-Q/Gpruta). Este
precipitado insoluble se aclar6 mediante lavados con abundante agua fria hasta que los
lavados no presentasen coloracion (Figura-M&M.8).

Figura M&M.8. Aspecto de la F-Q/G antes del proceso de secado.
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La pasta resultante se sec6 a 55°C en estufa con aireacion forzada Memmert UF-
260 hasta peso constante y se molié en un molino de corte SM100 de Retsch con un
tamiz de 500 um, el producto resultante, un polvo fino uniforme, enriquecido en quitina
y glucanos, se denomin0 fraccion enriquecida en quitina y glucanos (F-Q/G), y se

conservo en frascos sellados, a temperatura ambiente (Figura M&M.9).

Figura M&M.9. F-Q/G, subproducto estabilizado proveniente de la fraccion insoluble
de la hidrolisis enzimatica de la harina de tallo de champifion, rica en Quitina y
Glucanos.

3.3.6. Liquido de escaldado concentrado 10x (LE-10x)

El liquido proveniente del escaldado de champifiones en el proceso de envasado
de las conservas, o liquido de escaldado (LE), se recibi6 de la planta de procesado de
Riberebro en Autol (Logrofio, La Rioja) y se conservo a -20°C hasta su uso. Dado que la
concentracion de solubles es bastante baja, se hace necesaria su concentracion. La
concentracion se llevé a cabo por lotes (aproximadamente 2 L) en un rotavapor R-200
de Buchi a 70°C con un vacio de 30 a 40 kPa, hasta alcanzar una décima parte del
volumen inicial. El liquido acumulado se homogeneiz6 y se conservo a -80°C hasta su
uso. Este concentrado se denomind liquido de escaldado 10x (LE-10x). (Figura
M&M.10)
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Figura M&M.10. Liquido de Escaldado concentrado 10x (LE-10x). Subproducto
concentrado de la industria conservera del champifion.

3.4. CARACTERIZACION DE LOS SUPLEMENTOS

Los andlisis de la composicién de los suplementos y otras materias, se realizaron
basicamente de acuerdo a los métodos establecidos por la Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos (A.0.A.C), salvo en algunos casos en que se han utilizados

métodos especificos.

3.4.1. Humedad

La humedad se determind de acuerdo con el método de la A.O.A.C. 2006
(Método 934.01; Water) mediante gravimetria. Partiendo de 2 g de muestra se procede
al secado en estufa a 105 °C durante 24 horas, la muestra deshidratada se atempera en
un desecador y se pesa la muestra seca. El peso obtenido expresado en porcentaje es el
peso seco. El célculo del contenido de humedad se determina mediante la diferencia

entre el peso inicial y el final expresado como porcentaje respecto al peso inicial.

3.4.2. Hidratos de carbono totales

La determinacion de hidratos de carbono totales se ha llevado a cabo mediante el
método colorimétrico de Dubois (Dubois y col., 1956). Brevemente, 0,59 de muestra se
han tratado con 10 mL de una mezcla agua: fenol: H.SO4 concentrado en la proporcion

2:1:40. La muestra se dejo en reposo 10 minutos a temperatura ambiente, aumentando la
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temperatura de forma gradual hasta los 95°C, y manteniéndola durante 60 minutos. Tras
enfriar a temperatura ambiente y centrifugar a 6000 x g se ha medido la absorbancia del
sobrenadante a 490 nm. Para obtener la concentracion de azucares, la medida de
absorbancia se interpolado en una recta patron de glucosa trazada con concentraciones
conocidas (10 a 100 mg/L).

Como método alternativo, en algunos casos, la concentracion de hidratos de
carbono totales se calculdé mediante el método establecido por la A.O.A.C 2006
(Método “by difference” NFNAP; Prox.), estimandose la concentracion de hidratos de
carbono totales como la diferencia de porcentaje entre el peso total y la suma de las

concentraciones correspondientes a proteina, grasa, ceniza y humedad.

3.4.3. Grasa total

La determinacion de la fraccion lipidica presente en las muestra se ha llevado a
cabo mediante extraccion Soxhlet con disolvente organico (hexano) y destilacion del
disolvente, determinando por gravimetria el contenido en residuo graso. El proceso se
ha llevado a cabo segun el método de la A.O.A.C. 2006 (Método 920.39; FNNAP;
LIPD; FA)

3.4.4. N-total y Proteina total.

El nitrogeno total (N¢) se determind de acuerdo con el procedimiento establecido
por la A.O.A.C. 2006 (Método 990.03; NITR; NT), empleando el método de Dumas.
El método de Dumas se caracteriza por la pirolisis completa de una muestra y la
medicién del contenido en nitrégeno de los gases en combustion mediante
conductividad. El andlisis se realizo utilizando el analizador elemental Truspec CHNS
Micro de LECO Corporation (michigan, USA) del servicio de microanalisis del
CITIUS-Celestino Mutis (Figura M&M.11).

La determinacion del contenido en proteina total se obtuvo segun la metodologia
propuesta por la FAO, 2003, a partir del valor de Nt multiplicandolo por el factor de
conversion correspondiente: 4,38 para la HTCH 5,5 para la HALP y HHO, y 6,25 para
el LE y LE10x (Braaksma y Schaap, 1996).
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Figura-M&M.11. Analizador elemental de micromuestras Truspec CHNS Micro de
LECO.

3.4.5. Composicion aminoacidica (aminograma)

El analisis de la composicion aminoacidica 0 aminograma se realizo segun el
método A.O.A.C 2006 (982.30E; NFNAP; NITR; AA) utilizando para ello un
Analizador de Aminoéacidos Biochrom 30+ (Harvard Bioscience Company, USA) del
servicio de Microanalisis del CITIUS-Celestino Mutis. (Figura M&M.12) cuyo
funcionamiento esta basado en el uso del método clasico de analisis de aminoacidos por
cromatografia de intercambio idnico con derivatizacion post-columna con ninhidrina y
determinacion colorimétrica a dos longitudes de onda 570 nm y 440 nm (Pro) (Moore y
col., 1958). La separacion de los aminoacidos se lleva a cabo mediante el uso

controlado de una rampa o gradiente de tampones de concentraciones y pHs variables.

Figura M&M.12. Analizador de Aminoacidos Biochrom 30+, Servicio de
Microanalisis CITIUS.
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La separacion tiene lugar en una columna de resina de poliestireno sulfonado.
Inicialmente el pH de la fase movil es bajo, por lo que los aminoacidos cargados
positivamente se veran atraidos por los grupos sulfurosos (SO%*). Conforme se va
aumentando el pH del tampdn los aminoécidos se eluyen diferencialmente al disminuir
su carga positiva y ser menos atraidos por el anién. A pH 3.5 los aminoéacidos con un
grupo acido extra (Asp y Glu), de su cadena tendrdn muy poca afinidad por la resina y
seran los primeros en salir de la columna, mientras que los que tengan un grupo extra
ionizable capaz de transportar una carga positiva (e.g. Lys, Arg e His) seran retenidos
fuertemente por la resina y se eluirdn s6lo cuando el pH haya aumentado
sustancialmente y se haya reducido su carga neta positiva. Ademas del pH también hay
que considerar la concentracion del tampdn eluyente, pues influye en la elucién de tal
modo que cuando la concentracion de ion aumenta en el mismo, los aminoacidos se

eluyen mas rapidamente.

El anélisis de aminoacidos se han llevado a cabo: i) sin previa hidrélisis
(extractos y LE) y corresponde al analisis de aminoacidos libres, y ii) en muestras
solidas, correspondiente a proteinas.

En el caso de las proteinas, para poder realizar el analisis de aminoacidos es
necesario hidrolizar las proteinas a aminoacidos libre. Por lo que la hidr6lisis de la
muestras es una etapa previa obligatoria. Brevemente, las muestras a analizar se han
hidrolizado con HCI 6M a 121°C durante 20 horas, terminada la hidrolisis y filtradas a
través de una membrana de 0,45um, las muestras se han secado en una SpeedVac y
conjuntamente con los patrones se han disuelto en el tampdn de carga (Loading Buffer)
(Sodio/Citrato 0.1 M, pH 2.20) y se han cargado en el equipo. Una vez cargada la
muestras, los aminoécidos se han separado de acuerdo con las siguientes condiciones:
velocidad de flujo 0,1 mL/min; gradiente de pH: tampon-A (Sodio/Citrato 0.25 M, pH
3,20) durante 5 min, tampdn-B (Sodio/Citrato 0,4 M, pH 4,25) durante 10 min,
tampon-C (Sodio/Citrato 0.65 M pH 6,45) durante 8 min, tampdn-D (Sodio/ Citrato
1.2 M pH 7,9) durante 7 min y tampon E o tampon de regeneracion (pH 2,20) durante

10 min.
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El contenido en triptofano se ha determinado aparte, tras una hidrolisis alcalina,
ya que en medio &cido se degrada completamente. El procedimiento seguido ha sido el
descrito por (Aitken y Learmonth, 1996)

En el caso de los aminoacidos libres en soluciones, una vez filtradas las
muestras, éstas se han secado en una SpeedVac y conjuntamente con los patrones se
han disuelto en el tampon de carga (Loading Buffer), procediéndose de la misma

manera que se ha descrito méas arriba.

3.4.6. Polifenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realiz6 de acuerdo al método de la
A.O.A.C. 2015.009 basado en la reaccion colorimétrica del reactivo de Folin-Ciocalteu
en presencia de antioxidantes (Singleton y col. 1965), siguiendo el procedimiento
descrito por (Mau vy col., 2002). Este método esta basado en la reaccion coloreada que
tiene lugar entre el reactivo Folin-Ciocalteus y el grupo fenilo de los compuestos
fenolicos. Como los residuos de tirosina o triptéfano de péptidos o proteinas pueden
interferir en el método, las muestras son normalmente pretratadas con TCA o HCI para
precipitar las proteinas. Brevemente, 100 uL muestra precipitada se mezclaron con 500
uL de reactivo de Folin- Ciocalteu y una vez bien mezclado se afiadieron 1,5 mL de
solucion Na2COs al 20% y 7,9 mL de H2O destilada. Tras agitar se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 2 horas y se midié la absorbancia a 765nm. El valor
obtenido se interpola en una curva patrén de &cido galico de 0 a 10 mM vy los resultados
se expresan como mEq de acido galico/L.

3.4.7. Cenizas totales.

Determinado por gravimetria mediante segiin el método de la A.O.A.C. 2006
(32.1.05 ¢ 14.006; NFNAP; MIN; ASH). 2 g de muestra deshidratada en (segun el
método 934.01) a 105°C durante 24 horas se calcinaron a 550°C en un horno mufla
Termocontroller ST de Nannetti (Nanetti S.R.L., Faenza, Italia) durante 8h (Figura
M&M.13). El residuo resultante se atemperé en un desecador hasta temperatura

ambiente y se determind el valor final por gravimetria.
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Figura M&M.13. Horno mufla Termocontroller ST de Nannetti.

3.4.8. Monosacaridos, oligosacaridos y polialcoholes.

El anélisis de monosacaridos, oligosacaridos y polioles se ha llevado a cabo en
el Servicio de Microanalisis del CITIUS-Celestino Mutis. Brevemente, la separacion de
azucares (monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos) y polialcoholes se realizo
mediante el método de A.O.A.C. 2006 (método 977.20) basado en la separacion por
HPLC vy deteccion por el indice de refraccion aprovechando la especificidad de los
tiempos de retencién y refraccion caracteristicos de cada uno de los compuestos, y

utilizando los correspondientes patrones para su cuantificacion.

3.4.9. Polisacaridos Facilmente Hidrolizables (PSFH)

El aislamiento y la cuantificacion de la fraccion correspondiente a los
polisacaridos de Agaricus bisporus facilmente hidrolizables (solubles en agua) (PSFH)
se llevd a cabo segun el protocolo descrito por (Jeurink y col., 2008). Brevemente, 5 g
de muestra liofilizada se resuspendieron en 100 mL de agua Milli Q y se autoclavron a
121°C durante 20 min, una vez enfriados a 4°C, se precipitaron los polisacaridos
afiadiendo 2 volimenes de etanol del 96% frio y se dejé precipitar a 4°C overnight. Los
polisacaridos precipitados se recuperaron por centrifugacion de la disolucién anterior a
4.000 rpm durante 60 min a 4°C, decantandose el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 100 mL de agua Milli Q, sometiendose de nuevo al procedimiento de
extraccion descrito, 2 veces mas. Seguidamente el los polisacaridos disueltos, en el

menor volumen posible, se dializaron durante 24h utilizando una membrana de diélisis
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(3500 Da) frente a agua Milli Q. Tras la dialisis se liofilizé el contenido de la membrana

y se conservo a -20°C hasta su utilizacion.

La determinacion del contenido total de carbohidratos en los liofilizados
obtenidos se ha llevado a cabo mediante una modificacion del método del fenol-4cido
sulfarico (Dubois y col., 1956) realizada por (Fox y Robyt, 1991). Brevemente, 250 pL
de una disolucion de 1 mg/mL en agua del liofilizado obtenido en el paso anterior, se
mezclan con 250 pL de fenol al 5% (p/v). Esta mezcla se agita y se coloca sobre hielo,
afiadiendo 1,5 mL de H2SOs4, se calienta a 80°C durante 30 min se enfria temperatura
ambiente y se mide la absorbancia a 490 nm. La concentracion se ha calculado por
interpolacion sobre una curva patrén de glucosa realizada en las mismas condiciones,
expresando los resultados como mg/100 g, p.s. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Nota: Las membranas de dialisis se han acondicionado mediante un lavado con agua a
100°C que contiene un 1% de EDTA 0,5 M durante 10 min, seguido de un enfriamiento
mediante una inmersion en agua Milli Q.

3.4.10. Polisacaridos Dificilmente Hidrolizables (PSDH)

El contenido en polisacéaridos dificilmente hidrolizables (PSDH) se ha
determinado utilizando la fraccién insoluble obtenida en el paso anterior. Los PSDH
basicamente se corresponde con la “fibra cruda” po lo que se han determinado mediante
el método de la AOAC 2006 (Método Ba 6a-05) basado en la digestion con H2SOs
0,127M y NaOH 0,313M vy determinacion gravimetrica del material no hidrolizado, de

acuerdo con la siguiente formula:
% PSDH = [(g Mi — g Mr)/100]

Donde M se corresponde con los gramos de muestra iniciales y Mt con los gramos de

muestra finales.

82



3.4.11. Glucanos

La determinacion del contenido en o y B-glucanos se realizd de acuerdo al método de
A.O.A.C 995.16 basado en la degradacion enziméatica de las muestras y la
determinacion del contenido por gravimetria. Para su realizacion se utilizado un kit
comercial de la casa Megazyme (Cat. No. K-YBGL) que permite el andlis de 1,3:1,6--
glucanos y a-glucanos en muestras de hongos y levaduras, siguiendo el procedimiento

descrito por (McCleary y Draga, 2016).

Medida de a-glucanos (almiddon/glucdgeno)

En tubos Falcon de 25 mL se pesan muestras de unos 100 mg (peso exacto) y se afade
a cada tubo 2 mL de KOH 2M frio (4°C), se cierran bien los tubos y se ponen a agitar en
una noria, a 60 rpm, durante 30 min, en camara fria (4°C) para disolver los a-glucanos.
a un tubo falcon de 15 mL. Seguidamente, a cada tubo, se han afiadido 8 mL de tampo6n
acetato 1,2 M, pH 3,8 y se han agitado bien en un vortex, 0,2 mL de una mezcla
enzimatica compuesta por amiloglucosidasa (1630 U/mL) més invertasa (500 U/mL), se
han agitado e incubado a 40°C durante 30 min. Terminada la digestion, los tubos se han
centrifugado a 6.000 x g y en el sobrenadante se ha determinado la concentracion de
glucosa mediante el métodod de la glucosa oxidasa/peroxidasa, de acuerdo con el
fabricante del Kit. Brevemente, 0,1 mL del sobrenadante se mezclan con 3 mL del
reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa, se incuba a 40°C durante 20 min, y se mide la
absorbancia a 510 nm frente a un blanco reactivo (0,1 mL tampo6n acetato 200 mM, pH
5 mas 3 mL reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa). Para cuantificar, 0,1 mL de una
solucién estandar de glucosa (1 mg/mL) se tratan con 3 mL del reactivo glucosa
oxidasa/peroxidasa, se incuba a 40°C durante 20 min, y se mide la absorbancia a 510
nm frente a un blanco reactivo. El contenido en glucosa se determina mediante la

siguiente formula:

[D-Glucosa] (pg/mL) = [(AAMuestra)/ (AAEsténdar)] 1000

Medida de glucanos totales

Los glucanos totales se han determinado previa hidrélisis con acido sulfurico.

Brevemente, en tubos de vidrio de 25 mL, con rosca, se pesan muestras de unos 100 mg
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(peso exacto), y sumergidos los tubos en un bafio de hielo, se afiade a cada tubo 2 mL
de H2SO4 12M frio (4°C), se cierran bien los tubos y se agitan, con cuidado, en un
vortex, se introducen en el bafio de hielo y se incuban durante 3 h, agitando
periddicamente los tubos, cada 10 min, p.ej. Terminada la digestion, se afiadieron 12
mL de H>Od a cada tubo, se cerraro y agitaron vigorosamente en el vortex, se aflojaron
las tapas y se introdujeron en un bafio de agua a 100°C. Pasados 5 min se cerraron bien
las tapas y se incubaron a 100°C durante 2 h, en campana de seguridad. Terminada la
incubacion los tubos se enfriaron a temperatura ambiente, se abrieron cuidadosamente,
y se afladieron 6 mL de KOH 1M y se mezclaron en un vortex. El contenido de cada
tubo se transfirio cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL y se enraso a dicho
volumen con tampdn acetato 200 mM, pH 5. Una vez bien agitado, se tomé un muestra
de 5 mL y se centrifugd a 6.000 xg durante 10 min y se determiné el contenido de
glucosa mediante el métodod de la glucosa oxidasa/peroxidasa, de acuerdo con el

fabricante del Kit, tal y como se ha descrito mas arriba.
El contenido en B-glucanos se determina a partir de la siguiente formula:

[B-glucanos] = [Glucanos totales] — [a-glucanos]

3.4.12. Quitina

El contenido en quitina se ha determinado mediante un método colorimétrico de
glucosamina previa hidrolisis acida de las muestras, de acuerdo con el procedimiento
descrito por (Katano y col., 2016) con ligeras modificaciones. Brevemente, 100 mg de
muestra desproteinizada se han mezclado con 100 mL de HCI 5 M, y la mezcla se ha
mantenido a 100°C con reflujo durante 12 h. En estas condiciones la quitina se
despolimeriza y se desacetiliza completamente a glucosamina (GIcN). 200 pL del
hidrolizado se neutralizan con 200 pL de NaOH 5 M y se mezclan con 2 mL de una
soluciéon (Na.SiOz 50 mM, Na;MoOs 600 mM, CH3COOH 1,5 M, dimetil sulféxido
30%). La mezcla se mantiene a 70°C durante 30 min, de esta manera la GIcN reduce el
Mo(VI) formando un anién molibdosilicato azul que presenta un maximo de absorcién
a 750 nm. La concentracion de quitina se ha determinado por interpolacion sobre una
curva patrén trazada con GIcN, y los resultados se han expresados cmo mg de GlcN/g

de muestra.
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Nota: la desproteinizacion de las muestrs se ha llevado a cabo con NaOH 1 M a 100°C
durante 2 h. Una vez terminada la desproteinizacion y enfriado se ha centrifugado a
6000 x g durante 10 min, y se ha eliminado el sobrenadante. El precipitado se ha
resuspendido en agua y se ha neutralizado con HCI 1M. Se ha centrifugado y eliminado
el sobrenadante, el precipitado se ha secado en estufa y constituye la muestra a analizar
(muestra desproteinizada).

3.5.MEDIOS DE CULTIVO PARA CRECER A. BISPORUS

3.5.1. Medio Liquido minimo definido: MLmd

La composicion del Medio liquido minimo definido (MLmd) para el crecimiento
de hongos se muestra en la tabla M&M.4. EI procedimiento incluye la preparacién de 3
soluciones stock concentradas (A, B y C) preparadas en agua destilada, que pueden
conservarse en frio tras ser autoclavadas a 121°C durante 20 minutos.

El medio minimo es suplementado en cada ensayo con el sustrato inductor

previamente estabilizado (ver suplementos) en la proporcion peso/volumen
correspondiente. Los medios de cultivo se enrasan con agua de grifo y se llevan a un pH

de 5,5 y son autoclavados a 121°C, 20 minutos.

Tabla M&M.4. Composicion del Medio liquido minimo definido

.. : Solucion | Concentracion
Composicion MLmd Reactivo | gyock (IL) | en el medio
KHzPO4 1,5g/L Solucion A | FeSO47-H,0 | 250 mg/L 5 mg/L
(50x)
Dextrosa 0,5g/L MnSOs H20 | 80 mg/L 1,6 mg/L
Urea 0,45 g/L ZnS0O, 7-H,0 | 70 mg/L 1,4 mg/L
Solucién A 20 ml
(50x) CoCl2 6-H20 | 100 mg/L 2 mg/L
Solucién B | 2,4 ml Solucién B MgSO4 " 2 4 miiL
(1M) (1M) 7-H,0 9 am
Solucion C | 4,1 ml Solucién C
(M) (M) CaCl,2-H,0 147 g 4,1 ml/L
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3.5.2. Medio Solido minimo definido agar: MSmd-agar

El medio Sélido minimo definido consiste en una version gelificada del MLmd
al que se ha afiadido agar bacterioldgico al 1,5%. Los medios autoclavados son
distribuidos en placas de Petri de 9 cm de didmetro vertiendo 20 ml de medio bien
mezclado, con la ayuda de un dispensador de medios Calibrex 520 de Socorex Siba S.A.
(Ecublens, Suiza). Las placas se dejan enfriar en ambiente estéril (campana de flujo
laminar Mini-H, Azbil Telstar technologies S.L., Barcelona, Espafia) para evitar la
formacion de condensados y se conservan a 4°C en bolsas estériles selladas hasta su

uso.

3.5.3. Preparacion de compost
3.5.3.1. Compostaje

El compostaje de la biomasa destinada al cultivo de champifion no es
exactamente igual en todos los paises, si bien los pasos basicos son los mismos. En
Espafia segin (Garcia-Rollan, 2007) la formulacion bésica del compost para
champifién consta de: paja (56,3%, p/p), estiércol de caballeria (28,1%, p/p), gallinaza
(14,1%, p/p), urea (1,1%, p/p) y sulfato amonico (0,4%, p/p), con la posterior adicion de

yeso durante la maduracion del compost.

El principal objetivo del compostaje consiste en favorecer que el sustrato agote
los carbohidratos solubles que puedan favorecer la proliferacion de organismos
competidores quedando solo nutrientes aprovechables por el champifion y los
microorganismos que lo beneficien. Estos microorganismos colaboran en la eliminacion
del amoniaco y la regulacién del pH y posibilitan el cambio de la estructura de la
biomasa hacia una estructura mas porosa que favorece el intercambio de gases y el

drenaje del exceso de agua.

El proceso se inicia humedeciendo la paja durante 2 a 5 dias y afadiendo el
resto de materias primas (estiércol, gallinaza, urea y sulfato amonico.) Esta mezcla que
presenta una razén C/N de 23 a 30, debe seguir humedeciéndose entre 8 y 17 dias mas
con volteos periodicos. Puesto que la mezcla aun contiene hasta un 0,5% de amonio
algunos paises han legislado que esta etapa debe realizarse en espacios controlados que

limiten las emisiones. La fermentacién del compost hasta su madurez se realiza en
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cordones que se fumigan con insecticida. Entre el tercer y cuarto dia se afiade entre 20 y
25 kg de yeso por tonelada y se voltea la pila. Pasados 3 dias la temperatura en el
interior de la pila puede llegar a los 80°C debido a la actividad bioldgica y precisa de un
nuevo volteo que se repite 2 dias después. Llegado a este punto el compost ha madurado
alcanzando las condiciones adecuadas para el cultivo de champifion y es pasteurizado
durante 16 horas a 60°C y un 95% de humedad. El enfriamiento del compost se realiza a
lo largo de 6 dias evitando que la temperatura baje méas de 2,5°C/dia, favoreciendo la
reaparicion de los organismos terméfilos. Como alternativa es posible la esterilizacion a
temperatura elevada 100-121°C siempre que después se reintroduzca en el compost un
inoculo con organismos termdfilos como los que se desarrollarian de forma natural en
las condiciones de pasteurizacion. Finalmente el compost se deja enfriar hasta los 25-30

grados, temperatura apropiada para la siembra del champifion.

El aspecto final del compost apto para el cultivo de champifion presenta una
coloracion parda o chocolateada con fragmentos de paja parcialmente degradada. Al
tacto presenta consistencia homogeénea blanda, elastica y humeda, (similar a una arcilla
suave poco maleable). No debe presentar olor a amoniaco u otros olores desagradables.
La composicion final suele presentar pH neutro con una humedad préxima al 70%, el
contenido de materia organica supone entre un 70 y un 78% del peso seco con un
contenido en nitrégeno del 2 al 2,6%. La razdén C/N suele estar entre 16 y 19 aunque es
preferible conseguir valores préximos a 12 en los que se aprecia una mayor
productividad (Garcia-Rollan, 2007).

3.5.3.2.Compost minimo

Para estudiar el efecto de distintos compuestos sobre el contenido de metabolitos
de interés (ergosterol en nuestro caso) se elige un compost con los nutrientes necesarios
para que el micelio se desarrolle y formen los cuerpos fructiferos sin obtimizacion de la
productividad. En nuestro caso el compost minimo ha presentado la siguiente
composicion: paja de trigo 10 Kg, mix-enzimatico (Cultivo estabilizado de
microorganismos de gallinacea y estiercol de caballo crecidos en Dextrosa Broth) 1,50
L, perlita 1,5 Kg, urea: 0,20 Kg, SO4Ca 5H-0 0,2 Kg, agua.
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3.5.3.3. Compost de produccion

A diferencia del compost de ensayo el compost empleado en industria suele
llevar suplementos nutricionales ricos en N biodisponible que favorecen una mayor

produccion de biomasa por lote de compost.

3.5.3.4. Tierra de cobertura

Para la tierra de cobertura necesaria durante el periodo de fructificacion, se
empled el sustrato universal Gramoflor, una turba negra comercial con la siguiente
composicion y caracteristicas: materia organica: 90% (turba de sphagnum y fibra de
madera), pH: 5,4-6,2, humedad ~ 40%, granulometria: 0-20mm. La tierra de cobertura
empleada se esteriliz6 previamente a 121°C durante 1 hora en autoclave para reducir el

riesgo de contaminacion.

3.6. CONDICIONES DE CRECIMIENTO
3.6.1. Crecimiento en MLmd y MSmd-agar

Para evaluar la variacién de composicién y el impacto sobre la produccion
resultaba necesario establecer una referencia de partida en la que A. bisporus fuese
capaz de desarrollar biomasa suficiente para su analisis experimental sin tener exceso de

nutrientes accesibles que pudiesen enmascarar el efecto de los suplementos.

3.6.1.1. Medio Liquido minimo definido - MLmd

El medio liquido empleado para el cultivo de A. bisporus es un medio de
crecimiento minimo para hongos filamentosos empleado en estudios con Trichoderma
sp. Tras comprobar que A. bisporus también era capaz de crecer en el medio y presentar
diferencias en la produccion de biomasa al afiadir sustratos adicionales (HTCH, HHO,

Salvado de Arroz, HALP, etc) se opt6 por su empleo como base de medio minimo.

La composicion de MLmd contiene en peso/volumen 4% harina de patata,
0,45% Urea cristal, 0,15% KH2PQO4, 0,24% MgSO4 7H20, 0,41% CaClz 2-H>O y un
2% de una solucion Stock de metales con la siguiente composicion: 5 mg/L FeSO4
7-H20, 1,6mg/L MnSO4 H20, 1,4 mg/L ZnSO4 7-H20 y 2 mg/L CoCl, 6-H20 (Ver
tabla M&M.4.).
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Tomando como punto de partida MLmd se afadieron proporciones de 0,5%,
1% y 2% de cada uno de los sustratos a evaluar y se ajusto el pH a 5,5. Los medios se

autoclavaron a 121°C durante 20 minutos y se dejaron enfriar hasta la inoculacion.
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Figura M&M. 14. Medios MLmD suplementados (nombrados como Medio Liquido
minimo de Hongos) con biomasa de A. bisporus apreciable tras dejar reposar el medio
unos minutos.

Los cultivos se mantuvieron en agitacion suave durante 7 dias a temperatura
ambiente (21°) en agitador orbital PSU-20i de Grant Instruments, (Cambridge, UK)
(Figura M&M.14). Los cultivos finalizados se centrifugaron a 10.000 g para la
recuperacion de biomasa y se liofilizaron para su posterior analisis. La evaluacion de
biomasa se realiz6 por gravimetria tomando como referencia el liofilizado de medios

estériles no inoculados.

3.6.1.2. Medio Sélido minimo definido en Agar - MSmd- agar

El comportamiento de los hongos filamentosos en medio liquido y en medios
solidos como el compost puede presentar diferencias debido a la heterogeneidad del
medio solido o, a diferencias en la disponibilidad de oxigeno. Para obtener una
evaluacion del impacto en medio sélido homogéneo se opto por la gelificacion de
MLmd y MLmd suplementados. La gelificacion se realiz6 al 1,5% con Agar
bacteriologico, la misma proporcion presente en el Agar Dextrosa Patata empleado en el
mantenimiento de las cepas.

Para cada suplemento se prepararon 200 ml de medio MLmd adicionado con
0,5% del suplemento correspondiente distribuyendo 20 ml de medio en placas petri con
un dispensador Calibrex 520 de Socorex.
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Figura M&M.15. Placas de MSmd-agar suplementado. Se muestra como ejemplo
placas suplementada con HHO 0,5% respecto a una placa referencia de PDA.

Las placas se crecieron en el germinador F-3 (Ibercex, A.S.L. Alcalé de Henares,
Madrid, Espafa) del servicio de invernadero a 28°C durante 7 dias en condiciones de
oscuridad absoluta (Figura M&M.15).

La evaluacién del crecimiento se determind por gravimetria, a partir del peso
seco de las placas, tras su secado a 60°C, hasta alcanzar peso constante, en una estufa

con aireacion forzada. Como referencia se tomaron réplicas de placas sin inocular.

3.6.2. Crecimiento en sacas de compost
3.6.2.1. Preparacion de micelio: granos de trigo.

Para la obtencion de biomasa como inoculo para sacas de compost se utilizan
bolsas de granos de trigo o cebada esterilizados en autoclave a 121°C durante 20
minutos. La inoculacion puede hacerse desde una suspension de esporas obtenida
mediante la recuperacion de la esporada 0 desde biomasa procedente de placas de agar

crecidas.

90



Figura M&M.16. - Granos de trigo inoculados con A. bisporus.

Las bolsas se dejan crecer a 25°C para obtener lo que se denomina el “blanco”
que se mezclara con el compost para la formacion de las sacas (Figura M&M.16). Este
proceso de colonizacion puede durar entre 2 y 3 semanas. Si se realizan agitaciones de
las bolsas cada 2 dias la colonizacion serd un poco mas lenta, pero los granos
inoculados son facilmente disgregables. Si por el contrario no se realiza el proceso de
mezcla, el micelio tendera a formar bloques compactos que pueden llegar a dificultar la

mezcla con el compost.

3.6.2.2. Camara de cultivo

Se emplearon las camaras de cultivo disponibles en el servicio de invernadero
del Centro de Investigacion Tecnoldgica e Innovacion de la Universidad de Sevilla
Celestino Mutis (CITIUS), modelo Cémaras Visitables Fitoclima 18.000 EH (Aralab,
Sintra, Lisboa, Portugal) con control de CO2 que disponen de humidificadores por
pulverizacion, control de luz (bajo condiciones de oscuridad total excepto durante la
revision de los cultivos) y aireacién que ademéas fue monitorizado por duplicado
mediante un panel climatico (Rotronic CO- Display, Basserdorf, Zirich, Suiza) ubicado
en la zona de crecimiento y concordante con las condiciones marcadas por la cdmara en
el exterior (Figura M&M.17).
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Figura M&M.17. Interior de la cAmara de cultivo Fitoclima 18.000 EH de Aralab con
panel climatico Rotronic CO2 Display empleado como control interno de las
condiciones en la proximidad de los cultivos.

3.6.2.3. Inéculo

El compost basico para el cultivo de hongos debe tener una proporcion de C/N
proxima a 12. Durante el empaquetamiento del compost para formar las sacas se
produce una etapa de mezclado previa junto a la “semilla” crecida en granos de trigo o
cebada. En el modelo de produccion empleado en Espafia el compost inoculado se
compacta y embala en plastico que actla de proteccion y reduce la perdida de humedad

durante el crecimiento del micelio.

3.6.2.4. Incubacién / Colonizacién

El compost inoculado se mantiene en condiciones de temperatura, humedad e
iluminacién estable hasta que superficie estd completamente colonizada por el micelio.
Las condiciones de esta etapa de colonizacién del sustrato se caracterizan por
temperaturas elevadas (21-24°C), escasa aireacion y elevada humedad del sustrato

(99%) sin producirse encharcamiento. Estas condiciones simulan las condiciones de
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crecimiento del micelio en el mantillo con una gran concentracion de nutrientes

disponibles para el hongo en crecimiento.

Tradicionalmente se disponia el compost en hileras aunque el modelo actual
favorece que el compost se compacte en sacas cubiertas en plastico que facilita la
manipulacion y colabora a mantener los niveles de humedad y CO2 en el sustrato,

protegiéndolo de posibles contaminaciones ambientales.

La etapa de colonizacion del compost varia segun el tipo de cepa empleado,
aunque de forma habitual esta etapa tiene una duracién aproximada de 3 semanas
(Figura M&M.18).

Figura M&M.18. Micelio de A. bisporus colonizando compost.

3.6.2.5. Fructificacion; tierra de cobertura y condiciones de fructificacion.

Las condiciones para la produccién de cuerpos fructiferos son radicalmente
diferentes de las establecidas por el 6ptimo de crecimiento en la etapa de colonizacién
del compost. Puesto que los hongos requieren condiciones de estrés para inducir la fase
de reproduccion sexual se suele emplear un conjunto de condiciones que favorece la
formacion del esporocarpo como suelen ser una disminucion de la temperatura
ambiental, una aireacion mas pronunciada que mantenga los niveles de CO; por debajo

del 1% manteniendo una humedad ambiental elevada.

En el caso de A. bisporus las sacas de compost listas para fructificar se exponen
retirando la superficie de plastico y afiadiendo una capa de tierra de cobertura. Esta
tierra de cobertura suele ser turba rubia, turba negra o una mezcla de ambas.

La temperatura se reduce hasta alcanzar 18°C lo que supone un choque térmico para el

93



hongo e induce la produccion de las setas. Una humedad ambiental proxima al 100%
mediante riego pulverizado evita que la formacion del cuerpo fructifero desarrolle
defectos como descamacion o cuarteamiento de la superficie del hongo evitando
siempre que se produzca encharcamiento del sustrato que favorece la aparicion de
plagas. Si la concentracion de CO> supera el 1% es posible apreciar que los cuerpos

fructiferos desarrollan un pie méas alargado y ocasionalmente sombreros mas pequefios.

Figura M&M.19. Aspecto de los botones emergiendo entre la tierra de cobertura

En un plazo de una semana deberian ser apreciables los primeros botones y la
temperatura debe reducirse hasta los 10°C manteniéndose hasta el final del cultivo
(Figura M&M.19).

i DY N e
Figura M&M.20. Aspecto de A. bisporus listo para la cosecha.
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Cada saca de compost puede producir hasta tres “floraciones” en el plazo de dos
a tres semanas con una disminucion paulatina en la produccion debido al agotamiento
del compost. Las setas deben ser recolectadas antes de la apertura del sombrero puesto
que la presencia de esporas puede inhibir la formacion de nuevos botones reduciendo

considerablemente la productividad (Figura M&M.20).

La recoleccion de los champifiones se realiz6 arrancando con cuidado el cuerpo
fructifero completo o las agrupaciones de las que luego se separaron las setas
individuales. El corte del tallo durante la recoleccion no esta recomendada debido a la
exposicion de nutrientes a los contaminantes ambientales que pueden reducir

drasticamente la vida util del cultivo en las siguientes floraciones.

La retirada de restos de compost y tierra de cobertura se realizé con un cepillo
suave. La base del tallo se cort6 tal como se realiza en el procedimiento habitual para
descartar el micelio adherido a la tierra de cobertura mas dificilmente eliminable (Tallos
de champifion) y los champifiones quedaron listos para la etapa de preparaciéon de

muestras.

3.7. PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras a analizar deben ser recopiladas, catalogadas, tratadas bajo las
condiciones establecidas previamente y estabilizadas hasta el analisis. Para minimizar la
variabilidad, es preferible que todas las muestras presenten morfologias similares
(didmetro, peso fresco y forma). El esquema general de la preparacion de muestras se
presenta en la Figura M&M.21.
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Figura M&M.21. Esquema general del proceso pre analitico desde la recoleccion de la
biomasa hasta la obtencién de las muestras preparadas para la valoracion de ergosterol y
vitamina D.

3.7.1. Cosecha

Dependiendo del tipo de cultivo de partida la recuperacion de biomasa para la

preparacion de las muestras puede requerir de modificaciones adicionales.

Para los cultivos en medio liquido la recuperacion de biomasa se realiza
mediante una separacion solido/liquido por centrifugacion a 8.000 g durante 15
minutos. El sobrenadante es descartado y el precipitado es recuperado para el analisis
(Figura M&M.22).

Para los cultivos en placas de agar se optd por la recuperacién completa de la
placa mediante deshidratacion, por aireacion forzada a 60°C hasta peso constante
tomando como referencias placas no inoculadas. Suplementos como la HTCH presentan
niveles detectables de ergosterol durante la fase analitica por lo que siempre deben
emplearse controles negativos para crecimiento como referencias en cada tanda

experimental.
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Figura M&M.22. Aspecto de la biomasa recuperada de los cultivos MLmd tras la
centrifugacion.

La biomasa de cultivos en compost se realizd mediante cosecha manual de los
cuerpos fructiferos. Cada muestra recolectada es limpiada de restos de compost y tierra
de cobertura con un cepillo suave y transportada en frio y oscuridad total hasta el
laboratorio. Se toman medidas de su diametro mayor y menor y se pesan en una balanza
de precisién para obtener su peso fresco. Estos datos se incluiran en el etiquetado junto
a las condiciones de irradiacion y a la tanda de fructificacion del compost a la que

pertenece.

3.7.2. Tratamiento Ultravioleta
3.7.2.1. Camara de irradiacién ultravioleta.

El disefio de la camara ultravioleta debe cumplir los siguientes requerimientos:
Soportar de forma estable la fuente de irradiacion. Tener control sobre la distancia entre
la fuente y la plataforma de irradiacion. Ofrecer aislamiento entre la fuente de
irradiacion y el operario teniendo control directo e inmediato sobre el tiempo de
exposicion. Minimizar la refracciéon de la luz UV para establecer una dosis precisa de
irradiacion (Figura M&M.23).
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Figura M&M.23. Esquema con los requerimientos minimos para el disefio de la
camara de irradiacion

— DIUSANY

Figura M&M.24. Prototipo de camara de irradiacion con Lampara UV modelo UVP-
LMS-38 EL Series.

Para la fuente de irradiacion UV se opt6é por el modelo UVP- LMS-38 EL
Series (UVP Analytik Jena LLC, Jena, Alemania) con 3 longitudes de onda en el
espectro ultravioleta; 365 nm, 302 nm y 254 nm. Las pantallas de proteccion se utilizo
una cabina de limpieza mediante UV de ADN/ARN para PCR modelo UVC/T-AR
(Biosan, Riga, Letonia) con protecciones de metacrilato al que se afiadi6 un
recubrimiento negro mate para reducir la refraccion. Para mayor seguridad y control del
tiempo de irradiacion el encendido se realizo0 mediante un interruptor situado en el

exterior conectado a la red eléctrica (Figura M&M.24).
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3.7.2.2. Condiciones del tratamiento

El tratamiento ultravioleta se realiza inmediatamente postcosecha, tras la
caracterizacion morfologica de los cuerpos fructiferos. La camara ultravioleta se
acondiciona estableciendo la distancia de la fuente a la superficie donde se depositan las
muestras y se selecciona la longitud de onda deseada para el tratamiento. Las muestras,
si fuese necesario podrian someterse a deshidratacion parcial o total, enfriamiento
previo segun las condiciones experimentales establecidas. Tras el establecimiento de las
condiciones las muestras a tratar bajo condiciones idénticas se depositan con la
orientacion deseada respecto a la fuente de luz UV en una superficie marcada en el
soporte (Figura M&M.25). La superficie designada para las muestras coincide con la

superficie de exposicion de la lampara UV (22,7 cm x 5,5 cm).

R il il 2 IR 7

Figura M&M.25. Aspecto del interior de la cAmara de irradiacion durante el
tratamiento UV.

El tiempo de exposicion se controla mediante un interruptor situado en el
exterior de la cdmara y un cronometro para registrar la duracion de la exposicion.
Durante el cambio de orientacion la lampara se desconecta de la corriente se extrae el
soporte de las muestras, se procede a la reorientacion y recolocacion del soporte y se
reanuda la exposicion. Para los controles sin tratamiento UV se reproduce el

procedimiento sin encender la lampara.

99



3.7.2.3. Liofilizado

La biomasa fresca se congela a -80°C durante un minimo de 24 horas para su
deshidratacion al vacio en un liofilizador Telstar Cryodos (Azbil Telstar technologies
S.L., Barcelona, Espafia) durante 48 horas (Figura M&M.26).

La biomasa de cultivos liquidos y de los cuerpos fructiferos es liofilizada en
tubos falcon o frascos de tamafio apropiado prepesados para la determinacion del peso
seco final mediante gravimetria. Durante la deshidratacion cada frasco de liofilizado es

envuelto en papel de aluminio para reducir la exposicion a la luz.

Figura M&M.26. Liofilizador Telstar Cryodos.

El liofilizado es triturado a un polvo fino (molino Taurus aromatic) y tamizado
con una malla de 500 um finalizando el procesado de las muestras que se conservaran

protegidas de la luz en ambiente fresco y seco (Figura M&M.27).

Figura M&M.27. Tamices para muestras.
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La biomasa procedente de placas de cultivo no precisa de liofilizado al haberse
alcanzado la deshidratacion mediante aireacion forzada a 50°C. Las muestras se trituran
a un polvo fino y se tamizan con una malla de 500 pm.

Cada muestra es alicuotada en eppendorf etiquetados con un cddigo de
identificacion. En una base de datos cada codigo contiene toda la informacion
recopilada hasta la fase analitica: el tipo de medio de cultivo, inductor y concentracion
empleada, medidas y peso fresco y seco del cuerpo fructifero recolectado, y condiciones
del tratamiento UV como distancia, longitud de onda, temperatura tiempo y orientacion.

3.8. EXTRACCION ERGOSTEROL Y VITAMINA D2

Las extracciones se realizaron en el departamento de Quimica Analitica de la
facultad de Quimica de la universidad de Sevilla. El procedimiento estd basado en tres
etapas de extraccion con solventes organicos, una etapa de concentracion por
evaporacion bajo corriente de Nitrogeno y una etapa final de reconstitucion de la
muestra y el procesamiento necesario para ser medido mediante cromatografia acoplada

a espectrometro de masas (Figura M&M.28).

Identificacion:
Tiempo Cadamuestra:
"f;g:ﬁ?:a No debe sobrepasar 3 mg de peso liofilizado por extraccién (efecto matriz)
“Tamafioy Peso de la Incluye patrén interno de Vitamina D3 como control de extraccion.
muestra original Debe realizarse como minimo por triplicado

Deben realizarse 3 ciclos de extraccién para evitar saturacion del solvente.

Solubilizacién:
Tratamiento con ultrasonidos en bafio de hielo
Extraccion con
disolvente organico Separacién Sélido/Liquido:
(Hexano grado analitico) Centrifugacién 20 min, 8000 g, 42C

Sélido a- . Liquido a Vial de
re-extraccion Evaporacion
(3 ciclos) P

Tratamiento corto con ultrasonido en
bafio de hielo

{

Micro filtrado y trasvase a viales de
MALDI-TOF

v

Evaporacion forzada
en camara de
Nitrégeno-vacio.

Recuperacién de
extractoen 2 ml
Metanol UPLC-MS

Valoracién de la muestra
Procesado de datos

Figura M&M.28. Esquema simplificado de las etapas en la extraccion de ergosterol y
vitamina D2.
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3.8.1. Extraccion con solvente organico

Para los patrones de referencia empleados tanto en la extraccion (controles
internos) como referencias analiticas fueron los siguientes: Ergosterol (Provitamina D2)
- 96%, Vitamina D2 - 99,9%, Vitamina D3 - 99,9% de Dr. Ehrenstorfer

Para la validacion del proceso se realizaron ensayos previos con cantidades
crecientes de muestras liofilizadas para evaluar el rendimiento de las extracciones.
Empleando soluciones stock de patrones purificados con 10 mg/L de vitamina D3, y
concentraciones crecientes de vitamina D2 (2, 5y 10 mg/L) y Ergosterol (20, 50 y 100
mg/L) se determinG que se apreciaba una disminucion significativa del rendimiento al
emplear muestras de mas de 3 mg de peso liofilizado. Se determind que esto se debia a

un efecto matriz producido por la muestra.

Para las extracciones rutinarias se opt6 por valores inferiores ofreciendo 2,5 mg
rendimientos de recuperacion de los patrones internos proximos al 100%. Como patron
interno de recuperacion en las extracciones rutinarias se establecié una concentracion de
vitamina D3 de 10 mg/L.

Para la extraccion de cada muestra el protocolo seleccionado determina que:

Cada muestra debe extraerse en tubos de cristal con cierre hermético, debe
contener 2,5 mg liofilizados de la biomasa a analizar asi como 100 pl de una solucion

10 mg/L de Vitamina D3 (colecalciferol) 99,9% como patrén interno de recuperacion.

Cada muestra a analizar debe llevar un minimo de 3 replicas y cada tanda de

extracciones debe incluir un blanco sin muestra con patrén interno de vitamina D3.

Deben realizarse 3 ciclos de extraccion afiadiendo 6 ml de Hexano de calidad
HLPC, solubilizando en un bafio de ultrasonidos en frio durante 5 minutos y
centrifugando 15 minutos a 8000 g. El sobrenadante se pasa a viales de evaporacion y se

recarga con otros 6 ml de hexano para reiniciar el ciclo.

La evaporacion de hexano se realiza hasta sequedad en una camara de nitrogeno-
vacio dentro de una campana de extraccion de gases para mayor seguridad. Cada ciclo
de extraccion parte de un volumen de 6 ml de hexano, 100 pl de patron interno de

Vitamina D3 hasta un volumen total de extraccion de 18,1 ml
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3.8.2. Reconstitucién de la muestra

Para la reconstitucion de los extractos se emplean 2 lavados de 1 ml de Metanol

UHLPC-MS 99,9% ayudandose tratamientos cortos con ultrasonido en bafio de hielo.

Los extractos reconstituidos deben ser filtrados bajo 0,45 um de tamafo de poro
en filtros de PTFE. La muestra final se guarda a -80°C en viales para HPLC hasta su
andlisis en el Espectrometro de Masas QTOF acoplado a UPLC y Cromatografia
Gaseosa disponible en el laboratorio de cromatografia del Servicio de Microanalisis.

3.8.3. Anélisis HLPC-Masa

Para el analisis se empled el espectrometro de masas QTOF acoplado a UPLC y
Cromatografia Gaseosa disponible en el laboratorio de cromatografia del Servicio de
Microanalisis (Figura M&M.29) (Cromatografo UPLC/GC/TOF modelo Xevo G2-S Q-
tof de Waters Cromatografia S.A., Cerdanyola del Vallés, Barcelona, Espafa), en
colaboracion con los Doctores Rut Maria Fernandez Torres, Mercedes Villar Navarro y

Miguel Angel Bello Lépez.

l
|

|

lﬁ‘ e ’

Figura M&M.29. Cromatografo UPLC/GC/TOF de Waters modelo Xevo G2-S Q-tof
empleado en el analisis de Ergosterol y Vitamina D.
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3.9. ENSAYO DE SOBREEXPRESION/INDUCCION DE LA RUTA DE ERG.
3.9.1. Obtencidn de los anticuerpos.

Para la inmunodeteccion de las enzimas es necesaria la  obtencion de
anticuerpos especificos para las mismas. Para evitar el complejo proceso de purificacion
enzimatica se ha optado por la obtencion de secuencias altamente inmunogénicas
basadas en el extremo C-terminal mediante un modelado in silico a partir de las
secuencias disponibles en las bases de datos de la Enciclopedia de Kyoto de Genes y
Genomas (KEGG) (disponibles en www.kegg.jp ) sobre modelos con la mejor
homologia ofrecidos por el programa de modelado molecular de Swiss-model EXPASy

(disponible en Swissmodel.expasy.org).

A las secuencias diana de 15 aminoéacidos, correspondientes a los extremos C-
terminales, de las enzimas mostradas a continuacién se les incluyé una cisteina en el
extremo N-terminal para su union a la proteina de alta inmunogenicidad Keyhole

Lympet Hemocianin (KLH) a traves de un puente disulfuro.

Estos péptidos sintéticos se enviaron a sintetizar a los laboratorios
NEOSYSTEM de Lyon, Francia.

* ERG 11 - C-TLPKAPREVYYRRRK
* ERG 6 - C-KNVGFEIEHEEDLAD
* ERG 2 - C-VTAREMIGNTLIGKI
* ERG 4 - C-RYCEVVKYKFIPGIY

La proteina KLH incrementa drasticamente la inmunogenicidad de los péptidos,
gue por si mismos son poco 0 no son inmunogénicos. Al inyectarse en conejos (2 para
cada péptido) en el animalario de la Universidad de Sevilla (Estabulario de la Facultad
de Farmacia) y esperar el periodo de incubacion correspondiente de 2 meses, se ha
procedido al sangrado de los animales y a la obtencion del suero, que tras su
precipitacion con sulfato amoénico al 40% generan una fraccién enriquecida en
inmunoglobulinas que contienen los anticuerpos contra las secuencias diana elegidas, y
que una vez reconstituido en tampon fosfato 75 mM, pH 7,4, constituye el reactivo para

reconocer las correspondientes enzimas.

104


http://www.kegg.jp/

3.9.2. Preparacion del extracto homogeneizado.

A partir del liofilizado correspondiente de cada muestra a analizar; liofilizado
de champifiones crecidos en medio minimo control, MSmd/compost + HTCH vy
MSmd/compost + HHO, se prepararon muestras en tampén de lisis a una concentracion
de 2,5 mg proteina/ml (50 pg) cuya composicion se muestra en la tabla M&M.5. Dichas
muestras se homogeneizaron en un bafio de hielo con la ayuda de un homogeneizador
de tejido potter-elvehjem y un agitador RW16 basic de IKA (Staufen, Alemania). El
lisado se centrifugd a 8000 xg durante 15 minutos y se recuperd el sobrenadante para

los anélisis para dot-blot y western-blot.

Tabla M&M.5 composicion del tampon de lisis

Urea (Bio-Rad) 7M
Tiourea (Sigma) 2M
Tris (Roche) 40 mM
CHAPS (Merck) 4%
DTT* (Bio-Rad) 65 mM

*Afadir antes de usar.

3.9.3. Western-blot

Para la evaluacion el efecto de los inductores sobre las enzimas clave en la ruta
de sintesis del ergosterol se procedio a realizar ensayos de Dot-blot y Western-blot para
las enzimas Erg2 (esterol C-8 isomerasa), Erg4 (esterol C-24 reductasa), Erg6 (esterol
C-24 metiltransferasa) y Ergll (lanosterol C-14 demetilasa). Ambas técnicas estan
basadas en la capacidad inmunogénica de péptidos pequefios especificos de estas
proteinas y en la correlacion entre quimioluminiscencia y concentracion proteica
presente en una muestra. La principal diferencia reside en que, mediante la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) en el Western-blot, es
posible separar las proteinas exclusivamente por su tamafio y detectar proteinas

especificas. En el ensayo por Dot-blot solo permite la deteccion de proteinas totales.
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3.9.3.1. Electroforesis en PAGE-SDS.

La electroforesis PAGE-SDS se realizd segin el método de Laemmli
(Laemmli, 1970) empleando un equipo de electroforesis compuesto por la célula de
electroforesis modelo Mini protean™ y una fuente de alimentacion Powerpack™ Basic
de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) (Figura M&M.30).

Al controlar la proporcion de acrilamida/bisacrilamida es posible controlar el
tamafio de poro generado en el gel por la polimerizacion. Para este ensayo se empled un
porcentaje del 12% de acrilamida en gel, apropiada para la separacion de proteinas de

tamanio entre 7 kDa y 200 kDa.

Tabla M&M.6. Composicidn de las soluciones stock y los geles para la electroforesis

PAGE-SDS.
Stock - Running buffer 4X Running gel 12%
Tris HCI 1,5M 369 H20q 2,82ml
H20q 150 ml Acrilamida 30% 6 ml
pH 8,8 -- Bis-acrilamida 1% 2,37 ml
SDS 0,4 % 8 ml SDS 10% Running buffer 4x 3,81 ml
H204 Enrase a 200 ml APS (10%) 30 pl
TEMED 30 ul
Volumen final 15 ml
Stock - Solucion A Stock - Stacking buffer 4X Stacking gel (5%)
Acrilamida | 29,2 g Tris-HCI 0,5M 6,05¢ Solucion A 1,67 ml
Bis- Stacking
acrilamida | 009 0204 S0 ml buffer Lmi
Enrase a
H20q 100 ml pH 6,8 -- H204 7,33
4 ml SDS
0, 0,
0,4% SDS 10% APS (10%) 40 pl
Enrase a
H20q 100 ml TEMED 25 ul
Volumen final | 10 ml
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La composicion de los sustratos necesarios para la polimerizacion del gel se

describen en la tabla M&M.6. Para el tampdn de carga para las muestras se prepard un

Stock concentrado 4 veces. El stock se distribuyo en alicuotas de 1 ml para su uso. Para

cada muestra a analizar se afiadieron 80 ul de muestra y 20 ul de tampén de carga

concentrado 4x (Tabla M&M.7). Las muestras se desnaturalizaron en un bafio a 100°C

durante 5 minutos para su carga en el gel. Como patron se emplearon los marcadores
Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range de BioRad. Las condiciones de corrido

del gel fueron 25 mA/gel por gel y 150V hasta que el frente de azul de bromofenol

alcanzo el limite del gel.

Tabla M&M.7. Composicidn del Stock concentrado para el tampdn de carga

Tampon de carga 4X

0,02M Tris-HCI pH6,8

2 ml de Tris HCI 100 mM

-mercaptoetanol 20%

2 ml

SDS 4,6%

0,46

Glicerol 40%

4 ml de glicerol 99%

Azul de bromofenol 0,01%

0,3ml de Azul de Bromofenol 0,5%

H2>Oq

Enrase a 10 ml

Figura M&M.30. Equipo de electroforesis Mini protean™ y Mini transblot de Biorad.
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3.9.3.2. Transferencia a membrana PVDF

Una vez concluida la electroforesis se procedié a la transferencia de las

proteinas separadas a una membrana de PVDF de 0,45um de Bio-Rad. Para ello se

empled un equipo de transferencia Minitransblot de Bio-Rad empleando la misma

fuente de alimentacion empleada en la electroforesis (Figura M&M.30).

La membrana empleada para la transferencia en esta ocasion es una membrana

de PVDF por lo que antes de realizar la transferencia es necesario activarla. Para ello la

membrana se sumerge en metanol 99% durante 5 minutos y después se hierve en PBS 5

minutos adicionales. Por ultimo la membrana se bloguea con 2,5% de leche desnatada

en polvo Biorad en TPBS en agitacion suave durante 20 minutos.

La composicion del tampdn de transferencia es Glicina 190 mM, Metanol 20%,
SDS 0,005% en Tris-HCI 25mM a pH 8,4. (Tabla M&M.8)

Tabla M&M.8. Composicion del tampon de transferencia, solucion de tincién Rojo

Ponceau S, Composicion de PBS, TPBS y tampon de bloqueo con TPBS-leche.

Tampon de transferencia Colorante Rojo Ponceau S
Glicina 190 mM Rojo Ponceau S 0,1%
Metanol 20% Acido acético 5%
SDS 0,005% H2Oq4
Tris-HCI 25mM
pH 8,4 --
Concentracion | Cantidad
Componente final 1L
ina para
PBS NaCl (mw: 58.4 g/mol) 138mM 8,06 g
KCI (mw: 74.551 g/mol) 3mM 0,22 g
Na,HPO,4 (mw: 141.96 g/mol) | 8,1mM 1,159
KH2PO4 (mw: 136.086 g/mol) | 1,5 mM 0,20 g
H>Oq4 -- 1L
pH 7,4
TPBS PBS 1L
Tween 20 0.05% 0,5ml
Tampon de TPBS 1L
blogqueo
TPBS-Leche Leche desnatada en polvo 1% 10 ¢
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Sobre una bandeja se deposita el soporte del equipo de transferencia y se afiade
un volumen suficiente de tampdn de transferencia para cubrir el soporte. En el polo
negativo del equipo de transferencia se coloca la esponja y tres capas de papel de filtro
evitando la formacion de burbujas. El gel de electroforesis se coloca sobre estos papeles
de filtro asegurandose de retirar cualquier burbuja. Sobre el gel se deposita la membrana
de transferencia activada nuevamente prestando atencion a evitar cualquier burbuja.
Finalmente se completa el sistema con otras tres capas de papel de filtro y la esponja
sobre el polo positivo (figura M&M.31). La presencia de burbujas durante la
transferencia imposibilita la migracion de la region afectada generando una grave
pérdida de informacion. La migracion de las proteinas se produce del polo negativo
(Gel) hacia el polo positivo (Membrana) mediante la carga negativa del SDS unido a las
proteinas. La transferencia se realiza a 310 mA durante 90 minutos en el equipo de
transferencia Minitrans-blot de Biorad, empleando el tampén de transferencia en bafio

de hielo.

e (1) Soporte del polo negativo
(negro)

(4) Esponja + Papel de Filtro x3
(2) Gel

(3) Membrana de transferencia
(4) Esponja + Papel de Filtro x3
(1) Soporte del polo positivo
(transparente/rojo)

Figura M&M.31. Esquema del equipo de transferencia.

A la membrana transferida se le realiza una tincion con Rojo Ponceau S
(Sigma) al 0,1% en acido acético 5% en agua durante unos 15 segundos para comprobar
la correcta transferencia de las proteinas. Una vez terminada la comprobacion se retira

el colorante realizando lavados con TPBS hasta aclarado.
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3.9.3.3. Incubacion con anticuerpo primario.

Tras la comprobacion de la correcta transferencia de las proteinas a la
membrana, el siguiente paso en el proceso es la incubacién con los anticuerpos
primarios correspondientes. Estos anticuerpos presentan una especificidad mayor ante
los péptidos seleccionados de las proteinas diana. No obstante ante un exceso de
anticuerpos es posible que se formen uniones no especificas. Para reducir el efecto de
inespecifidad se realiza una dilucion de trabajo de los anticuerpos y se emplea proteina

de leche en el tampon TPBS para evitar uniones inespecificas en la membrana.

Para los anticuerpos empleados las diluciones de trabajo empleadas se muestran
en la tabla M&M.9. La incubacion de la membrana se realiza con tampdn 1% leche en
TPBS manteniendo en agitacién suave a 4°C overnight.

Tabla M&M.9. Anticuerpos empleados en el western-blot y dot-blot con las diluciones
de trabajo utilizadas.

. Erg 2 . .
Anti ERG2 (esterol C-8 isomerasa) Conejo 1/5000 Propio
. Erg 4 . i
Anti ERG4 1 P
nt ERG (esterol C-24 reductasa) Conejo /5000 fopio
Anti ERG6 Erg 6 Conejo 1/5000 Propio
(esterol C-24 metiltransferasa) J P
. Erg 11 . .
Anti ERG11 (lanosterol C-14 demetilasa) Conejo 1/5000 Propio
Anti B-actina House keeping protein Conejo 1/10000 | Sigma-Aldrich
Antirabbit IgG . . Cell signaling
HRP-linked Anticuerpos de conejo Cabra 1/10000 Technology

3.9.3.4. Incubacion con anticuerpo secundario.

Tras dejar la incubacion del anticuerpo primario hasta equilibrio, el exceso de
anticuerpo no unido a la membrana se lava realizando 3 lavados de 5 minutos con TPBS

en agitacion suave.

Se preparar la dilucion de trabajo del anticuerpo secundario en TPBS y se incuba

durante una hora a temperatura ambiente en agitacion suave. El anticuerpo secundario
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(Cell signalling) Antilg se encuentra conjugado con la peroxidasa de rabano (HRP) que

seré la enzima que catalice la sefial quimioluminiscente.

Tras la incubacién se retirar el exceso de anticuerpo secundario con 3 lavados de

5 minutos de TPBS y se prepara la membrana para la visualizacion.

3.9.3.5. Visualizacién y procesado de imagen.

Para la visualizacion se incuba la membrana con el reactivo Pierce ECL2 para
western-blotting substrate (Thermo Scientific) durante 4 minutos antes de realizar la
captura de imagen. Esta técnica aprovecha la quimioluminiscencia de los ésteres de

acridinio mediada por la peroxidasa de rabano (HRP) (Weeks, 1983).

La captacion de imagen se realiz6 mediante Chemidoc™ Imaging System de
Bio-Rad y la cuantificacion de la intensidad se determina mediante el software ImagelJ

aprovechando la correlacién entre intensidad de la sefial y la concentracion de proteina.

3.9.4. Dot-Blot

El Dot-Blot se realiza siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente,
sustituyendo la separacion mediante electroforesis PAGE-SDS por la adicion de
diferentes cantidades (de 5 y 50 ng) en la membrana de los péptidos sintéticos. El
ensayo permite comprobar la capacidad inmunogénica de los sueros obtenidos para la
deteccion de los péptidos sintéticos. En la visualizacion no aparecen bandas si no puntos
con una intensidad mayor o menor proporcional a la interaccion de los anticuerpos con

las proteinas diana de la muestra.

3.10.TOXICIDAD

3.10.1. Animales

Para los estudios de toxicidad aguda se han utilizado ratas Wistar de peso
150£20 g (machos) y 121+19 g (hembras), y para los estudios de toxicidad sub-cronica
se han utilizado ratas Wistar de peso 103t£12 g (machos) y 94+8 g (hembras),
proporcionados por el Servicio de Animalario de la Universidad de Sevilla (Espartinas,
Sevilla). Los estudios de toxicidad se han llevado a cabo en el Animalario de la
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Facultad de Farmacia, por lo que los animales se dejaron aclimatar a la nueva
instalacion durante una semana. Se distribuyeron en tres animales por jaula, con libre
acceso a agua a alimentacion (Panlab, Barcelona) a lo largo de todo el tiempo. Las
condiciones de mantenimiento de los animales fueron las siguientes, temperatura: 23+2
°C, humedad relativa: 50-70%, ventilacion (renovacion del aire): 10-20 veces/hora,
iluminacion: 150-300 lux con ciclos iluminacion-oscuridad de 12 horas. Todos los
ensayos se llevaron a cabo de acuerdo con las condiciones y guia del Comité ético de
experimentacién animal de la Universidad de Sevilla, realizandose en colaboracion con
la Dra Isabel Moreno Navarro del Departamento de Bromatologia, Toxicologia y

Medicina Legal de la Universidad de Sevilla.

3.10.2. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda (TA) se ha llevado a cabo para evaluar cualquier efecto
adverso causado por una ingesta oral excesiva de champifiones enriquecidos en vitamin-
D2 por irradiacion/tratamiento con luz-UVB. Para lo que se han utilizado 24 animales,
divididos en cuatro grupos: grupo control (TA-0) y 3 grupos de tratamiento (TA-1, TA-
2 y TA-3), cada grupo formado por 6 animales (3 machos y 3 hembras) (Tabla-
M&M.10)

Tabla-M&M.10. - Distribucidn de los grupos control y tratados para el estudio de
toxicidad aguda.

Grupo TA-0 TA-1 TA-2 TA-3
n 6 6 6 6
Machos 3 3 3 3
Hembras 3 3 3 3
Dosis (mg/kg) 0 300 3000 5000

Tras 12 horas de ayuno, a cada animal se le administro por via oral, mediante
sonda gastrica, una Unica dosis de champifiones enriquecidos en vitamin-D2 por
irradiacién/tratamiento con luz-UVB homogenizada en H2Oq4 (1:1), 2-3 ml, equivalente
a una dosis de 300, 2000 o 5000 mg/Kg p.c., mientras que al grupo control se le han
administrado 10 ml de H>O4/Kg p.c. Tras la administracion de la dosis, los animales se

han dejado con libre acceso a agua y alimento y se ha observado si habia cambios en el

112




comportamiento, sintomas toxicos y muerte, durante la 12 hora, a las 4, 8 y 24 horas.
Tras estas observaciones iniciales, los animales se han observado diariamente durante
14 dias més, fundamentalmente sintomas tdxicos y muertes. Cualquier efecto adverso o
extrafio como hipoactividad, ereccion del pelo, salivacion y sincopes fueron evaluados
inmediatamente después de la administracion de las correspondientes muestras. El peso
se midio los dias 1, 7 y 14, la ingesta de agua y alimento se registro cada dos dias
tomando nota de la pérdida y/o ganancia de peso. Todos los animales, una vez
sacrificados, fueron sometidos a un analisis necrético basico, analizando los 6rganos al

microscopio (Figura M&M.32.).

» »
> L

TA 7 dias 14 dias
Aclimatacion Experimentacion ,
| - P ' — Dia 14 -
Inicio Sacrificio
Dia 1 -Peso Dia 7 - Peso Dia 14 - Peso

Figura-M&M.32. Planificacion del ensayo de Toxicidad Aguda.

3.10.3. Toxicidad subcronica

La toxicidad sub-cronica (TS-c) se ha realizado a lo largo de 91 dias con el fin
de obtener informacion sobre los posibles peligros para la salud que pueden surgir de la
exposicion repetida durante un periodo prolongado de tiempo al consumo de
champifiones enriquecidos en vitamin-D2 por irradiacion/tratamiento con luz-UVB.
Para ello se ha utilizado 60 ratas Wistar distribuidas al azar en tres grupos: un grupo
control (TS-c-0) y dos grupos de tratamiento (TS-c-1 y TSc-2), cada uno compuesto por
20 animales (10 machos y 10 hembras) (Tabla-M&M.11).

Tabla-M&M.11. - Distribucién de los grupos control y tratados para el estudio de
toxicidad subcronica.

Grupo TS-c-0 TS-c-1 TS-c-2
n 20 20 20
Machos 10 10 10
Hembras 10 10 10
Dosis (mg/kg) 0 250 500
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A las ratas sometidas a tratamiento, grupos TS-c-1 y TSc-2, se les ha
administrado por via oral, mediante sonda gastrointestinal, una dosis de 250 y 500
mg/Kg p. c., y dia durante 91 dias (13 semanas), mientras que al grupo control (TS-c-0)
se le ha administrado agua 10 ml/Kg p.c., y dia, durante 91 dias. 36 animales (12
animales por grupo, 6 machos y 6 hembras) fueron sacrificados a los 91 dias, el resto de
los animales de cada grupo se continuaron observando durante 28 dias méas (4 semanas)
pero sin administracion alguna de producto o agua, sacrificAndose a los 119 dias (17
semanas). Muestras de sangre se tomaron, tras los sacrificios, a los 91 y 119 dias para
analisis hematologicos y bioquimicos (Figura M&M.33). El peso y el consumo de agua

y alimento se registraron cada semana a lo largo del periodo de experimentacion.

»

A 4

»
»

TS-¢ 7 dias 91 dias 28 dias

| Aclimatacion Experimentacion Recuperacion

Inicio Sacrificio Sacrificio

Figura-M&M.33 - Planificacion del ensayo de Toxicidad Subcronica.

3.10.4. Andlisis de parametros sanguineos

Para tomar las muestras de sangre los animales se han anestesiado con
pentobarbital sédico (1 ml/Kg, Exagon 400 mg/ml) mediante inyeccidn intraperitoneal,
y la sangre se ha obtenido por puncidn de la aorta abdominal en tubos con citrato sddico
para el andlisis de sangre completa. Los andlisis hematoldgicos y bioquimicos se han
realizado para 12 animales/grupo (6 aimales/sexo) al finalizar el periodo de tratamiento
(91 dias) y 8 animales/grupo (4 animales/sexo) al finalizar el periodo de recuperacion
(28 dias).

Analisis hematologico

Los parametro hematologicos analizados han sido los correspondientes a: i)
Hematies, hemoglobina, hematocrito e indices corpusculares [hematies (HEM),

hematocrito (HMT), hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM),
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hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion corpuscular media de
hemoglobina (CCMH)]. ii) Leucocitos y formula leucocitaria [leucocitos (LEU),
neutréfilos (NEUT), eosindfilos (EOS), basofilos (BAS), linfocitos (LIN), monocitos
(MON), plaquetas (PQT)]. Estos parametros se han medido en el Servicio de
Bioquimica del Hospital Hospital Virgen de Valme (Sevilla) en un analizador
automatico de hematologia Roche Cobas 6000 (Roche, USA). iii) Los pardmetros de
coagulacion [tiempo de trombina parcial activada (TTPA) y tiempo de protrombina
(TP)] se han analizado en un analizador semiautomatico Maccura BCS-04 (Maccura

Biotechnology Co., Ltd., Japon).

- Andlisis bioquimicos

El analisis de los parametros bioquimicos se han realizado en suero, obtenido
por centrifugacion de la sangre sin anticoagulante a 1.500 x g durante 15 min y
congelados a -20°C hasta su analisis. Los parametros bioquimicos analizados han sido:
alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), fosfatasa alcalina (FA)
albumina (ALB), globulina (GLB), razon albumina/globulina (Alb/Glb), proteina total
(PT), bilirrubina total (BIT), creatinina (CREA), acido drico (AU), urea (UREA),
creatina-quinasa (CK), triglicéridos (TG), colesterol total (CT), lactato deshidrogenasa
(LDH) y glucosa (GLU). Todos ellos se han analizado en un autoanalizados
completamente automatizado AU480 (Beckman Coulter, USA). Los iones Na., K., Ca-,
and CI" se han determinado en un analizador de electrolitos AVL9181 (Roche, USA).

- Peso de drganos y analisis histopatolédgico

Una vez tomadas las muestras de sangre, los animales se sacrificaron, yse
realizaron necropsias de todos los animales al final del periodo de tratamiento y de
recuperacion. Se extirparon los siguientes Organos: corazon, bazo, higado, pulmones
cerebro, rifiones, timo, glandula adrenal, Gtero, ovarios y testiculos, y se pesaron.

Para los andlisis histopatoldgicos, realizados en el Departamento de Patologia
Celular del Hospital Universitario Virgen de Valme (Sevilla), se han utilizado
unicamente los Grganos correspondientes a animales de grupo tratado con la dosis mas
alta (500 mg/Kg p.c.) y animales del grupo control de ambos sexos. Todas las muestras,
de 4 um de espesor, de los diferentes drganos, se han fijado en tampon de formalina
neutra al 10% y se han tefiido con el colorante hematoxilina-eosina, y se han
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analizado/examinado al microscopio (Leica DC-300, Weltzar, Alemania), y el analisis
histopatoldgico ha sido realizado por un patélogo del Departamento de Patologia

Celular del Hospital Universitario Virgen de Valme (Sevilla), que no conocia la
procedencia de las muestras.

3.11.BIOACCESIBILIDAD

3.11.1. Medida de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de la vitamina-D2

El estudio de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de la vitamina-D2 de A.
bisporus irradiado/tratado con luz-UVB, se ha llevado a cabo mediante una simulacion
in vitro del proceso de digestion (bioaccesibilidad) y absorcion intestinal utilizando
células Caco-2 (biodisponibilidad), tal y como se muestra esquematicamente en la

Figura-M&M.34., en colaboracion con el laboratorio del Dr. Sentoyas de la Universidad
Autonoma de Madrid.

Muestra de Muestra de

e Muestra de
digestién salival digestion digestién
3 gramos 3;“;‘::::? intestinal
i

Centrifugacion 8.000
g 30 min

Sobrenadante
Bioaccesible

Precipitadono
Bioaccesible

Digestion Salival N\
120 gde CH fresco/ 12g de
polvo de CHen 108mL de H,0
*Homogeneizadoa 37°C

pH=7

+10 ml Saliva

*Incubar 5 minutos en agitacién )

Digestion estomacal \

Digestion intestinal

*Digestién salival +100ml H,O
pH=2

*Pepsina porcina 5g/100g
homogeneizado

*Incubacidn 2 horas a 37°C- 60

pm )

« Digestion estomacal + 20 ml Solucién
Pancreatica

*pH=7.5 con NaOH

+ Incubacién a 37°C 30 minutos . .
+pH=5 Solucion Pancreatica
* 20 ml Solucién Pancreatica *0.08 R T
+ Incubacién 2 Horas a 37°C- 60 rpm | *0.38 sales biliares

*20 ml NaHCO; 0.1M

Figura-M&M.34. Representacion esquematica del proceso de digestion “in vitro™.
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- Digestion in vitro

El estudio se ha realizado utilizando 120 g de champifiones frescos o 12 g de
polvo de champifion (cantidad equivalente), dependiendo si el estudio se ha realizado

con materia fresca o con materia seca.
- Masticacién

La muestra (120 g p.h.; 6 12 g p.s., resuspendidos en 108 ml de H20) se mezcld
con 10 mL de saliva humana obtenida de voluntarios y 10 mL de H20 y se homogeniz6
durante 5 minutos en un homogenizador tipo Potter. Una vez homogenizado se separ0
una muestra (aproximadamente 5 g del homogeneizado) para la determinacion de la

concentracion de vitamina-D2 tras el proceso de masticacion.
- Digestién estomacal

La muestra procedente de la digestion salival se diluy6 con 100 mL de agua y el
pH se ajustd a 2 mediante la adicion de HCI 6M. Una vez ajustado el pH, se afiadié una
cantidad de solucién de pepsina porcina en proporcién 0,5 g de pepsina/100 g
homogeneizado (0,8 g de pepsina (Sigma-Aldrich) en 5 mL HCI 0,1 M) y se incubo
durante 2 h a 37°C con una agitacion rotacional lenta a 60 rpm. Seguidamente, se separ6
una muestra (aproximadamente 20 g), se liofiliz6 y se guard6 a -80°C, para calcular la

concentracion de vitamina-D2 después de la digestién estomacal.
- Digestion intestinal

La mezcla resultante de la digestion estomacal (aproximadamente 220 g) se
mezcld con 20 mL de solucién pancreatica (0,08 g de pancreatina porcina (Sigma-
Aldrich) y 0,5 g de sales biliares (Sigma-Aldrich) en 20 mL de NaHCOz 0,1M) y se
ajusté el pH a 7,5 con NaOH 0,5 M. Seguidamente, se incubd durante 30 min y se midié
el pH, que debera haber bajado a aproximadamente 5. Si ésto no se produce, se ajusta a
dicho pH con HCI 6 M. Seguidamente, se afiadieron otros 20 mL de la solucion
pancreatica y se incubd hasta 2 h a 37°C con una agitacion rotacional lenta a 60 rpm. Se
separ6 una muestra (aproximadamente 20 g), se liofiliz6 y se guardé a -80°C, para

calcular la concentracion de vitamina-D2 después de la digestion intestinal.
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La preparacion obtenida tras la digestion es una mezcla de un sobrenadante
liquido que corresponderia a la parte que los enterocitos intestinales podrian adsorber y
un precipitado solido que atravesaria el intestino y que posteriormente seria o bien
asimilado por las bacterias del colon (microbiota intestinal) o bien eliminado en las
heces. Por lo tanto la concentracion de vitamina-D2 a este nivel nos proporciona
informacion sobre la biaccesibilidad de la vitamina-D2 de los champifiones
irradiados/tratados con luz-UVB.

3.12.BIODISPONIBILIDAD

Para estudiar la absorcidn intestinal in vitro (equivalente a la biodisponibilidad),
se ha utilizado la linea celular Caco-2 (Invitrogen, Barcelona) procedente de
adenocarcinoma de colon humano. Las células se han mantenido en el medio
Dubelcco’s Modified Eagle’s (DMEM) con un alto contenido en glucosa (4,5 g/L) y
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% de penicilina-estreptomicina,
1% de HEPES, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de glutamina.

Previamente a la realizacion de los ensayos de absorcion, se ha analizado la
toxicidad del sobrenadante de la digestion intestinal (vitamina D2) frente a monocapas
de células Caco-2, utilizando diferentes cantidades sobrenadante (diferentes

concentraciones de vitamina D2).

3.12.1. Medida de la absorcién intestinal in vitro

Para llevar a cabo los ensayos de absorcidn se han utilizado células Caco-2 entre
los pases 30 y 45. Empleandose placas de 12 pocillos Transwelle (Costar, Corning, NY,
USA) que constan de una zona apical y otra basolateral separadas entre si por una

membrana de poliéster semipermeable (Figura-M&M.35).
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Vitamina D2

en el digerido __|

intestinal

Monocapa de

Cestillo
Transwell®

Comparti to

Células Caco-2

VitaminaD2____ |

Biodisponible

superior
(Zona apical)

Membrana
microporosa

Compartimento

Inferior
(Zona basolateral)

Figura-M&M.35. Esquema de un pocillo de las placas Transwell® donde las células
Caco-2 crecen sobre una membrana cubriendo toda la superficie y dejando separados
los compartimentos apical y basolateral

Los ensayos se han llevado a cabo sembrando las células a una densidad de 10°
células/cm? sobre la membrana contenida en el soporte de cada pocillo (poro 0,4 um,
diametro, pocillo 12 mm de didmetro, 1,1 cm?de superficie de crecimiento), afiadiendo
medio de cultivo tanto en la zona apical (750 pL) como basolateral (1,5 mL). EI medio
de cultivo se ha reemplazado cada 2 dias permitiendo que las células Caco-2 crezcan
sobre la membrana formando una monocapa (cubriendo toda la superficie) y que
posteriormente se diferencien formando el borde de cepillo caracteristico de los

enterocitos intestinales. Todo el proceso dura aproximadamente 21 dias.

Antes de realizar los estudios de absorcion (biodisponibilidad) se procedi6 a
comprobar la integridad de la monocapa de células. Lo que se llevé a cabo midiendo el
potencial transmembrana (PTM), y la diferenciacion celular (formacion de
vellosidades). EI PTM se midi6 utilizando un voltimetro Evom (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) y la diferenciacion se corrobor6 mediante la

determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina (FA).

Una vez medido el PTM (que debe ser > 250 @ cm?) y corroborada la
diferenciacion celular (actividad FA 12 - 14 mUIl/mg proteina) se afiadio a la zona
apical del pocillo una determinada cantidad del sobrenadante obtenido tras la digestion
intestinal disuelto (no toxica para Caco-2) en 750 puL de medio de cultivo, y en la zona
basolateral se afiadieron 1,5 mL de medio de cultivo. Las placas se incubaron a 37°C y
5% CO2zdurante 3h y tras dicho tiempo se recuperé el medio de cultivo tanto de la zona

apical como de la basolateral para su posterior andlisis en vitamina-D2.
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3.13.ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de significancia para la comparacion de medias de los grupos se
obtuvieron empleando analisis de varianza (ANOVA unifactorial) con al menos tres
replicas aplicando los test de Tukey y Student-Newman-Keuls. Para el anélisis
estadistico se uso el software Graphpad Instat 3.10.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo del cultivo de hongos y setas comestibles, particularmente el de
champifién (Agaricus bisporus), ha experimentados grandes e importantes cambios en
los Gltimos 20 afios (Feeney y col., 2014), si bien, la mayoria de ellos, por no decir
todos, encaminados a la obtencion de mayores producciones (productividad) y menos
contaminaciones (seguridad). Sin embargo, debido a su composicion, los hongos y setas
comestibles, no s6lo deberian contemplarse como un buen y sabroso alimento, sino que
ademés, en determinados casos, podrian ser utilizados también como alimentos
saludables en el tratamiento y/o prevencion de algunas enfermedades crdnicas, como
enfermedades cardiovasculares, enfermedades hepaticas, envejecimiento, etc. (Vetter,
2019; Gil-Ramirez y col., 2018). Pero para ello es necesario incrementar su contenido
en determinados metabolitos, tales como ergosterol (precursor de la vitamina-D2,

ergotioneina, polifenoles, etc., 0 minerales. selenio o litio, etc.

Por regla general las mejoras en el cultivo de hongos y setas comestibles se han
Ilevado a cabo mediante la suplementacion del compost (Pardo-Gimenez y col., 2012).
Si bien, en la mayoria de los casos, el estudio se ha centrado en el analisis de la
productividad y de las mejoras en relacion con la seguridad del cultivo
(contaminaciones) y la estabilidad post-cosecha, como hemos comentado mas arriba,
habiéndose prestado, hasta la fecha, muy poca atencion a las posibilidades de
incrementar el contenido en determinados metabolitos y/o minerales con efectos
beneficiosos para salud. Por ello en el presente trabajo hemos abordado la posibilidad
de incrementar el contenido en ergosterol (precursor de la vitamina-D2) mediante la
suplementacion del medio, tanto para la obtencidén de champifiones con un contenido de
vitamina-D2, tras su irradiacion con luz UV, equivalente a la dosis diaria en una racion
(80 — 100 g, p.h), como para la obtencidn de preparados ricos en ergosterol susceptibles
de ser utilizados en el tratamiento de hipercolesteronemias y por tanto en la prevencion
de enfermedades cardiacas (Gil-Ramirez y col., 2018), como en cosmética en el

desarrollo de cremas de proteccion solar, etc.

Con el fin de llevar a cabo el presente estudio se planted el siguiente plan de
trabajo: i) Preparacion y caracterizacion de suplemento, ii) Formulacién de medios de
cultivo y compost, iii) Cultivo/crecimiento en diferentes medios, iv) Irradiacion-UV de
champifiones, v) Toxicidad y biodisponibilidad de los componentes de champifiones

irradiados (enriquecidos en vitamina-D2).
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4.1. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE SUPLEMENTOS A PARTIR
DE SUBPRODUCTOS AGROINDUSTRIALES

4.1.1. Recopilacion de sub-productos

De acuerdo con el disefio experimental, lo primero en que nos centramos fue en
el acopio de materias primas (subproductos agroindustriales) en cantidades lo
suficientemente grande como para no vernos comprometidos en el desarrollo de los
experimentos y utilizar siempre los mismos suplementos, evitando asi el efecto debido a

la variabilidad en la composicion de los mismos.

En la Tabla-R1 se muestran las materias primas o subproductos agroindustriales
utilizados en este estudio, asi como los suplementos derivados de ellas y utilizados
como suplementos en el cultivo de champifién (A. bisporus). Como podemos observar,
los subproductos utilizados derivan, de la industria aceitera (alperujo y hoja de olivo)
que nos permiten obtener los siguientes suplementos: harina de alperujo (HALP), harina
de hoja de olivo (HHO) y extracto de hoja de olivo (EHO); de la industria conservera
del champifién: tallos de champifién y liquido de escaldado que nos permiten obtener
los siguientes suplementos: harina de tallos de champifion (HTCH), fraccién

quitina/glucano (F-Q/G) y liquido de escaldado concentrado 10 veces (LE-10x).

Tabla-R1. Materias primas y/o suplementos utilizados en la suplementacion del cultivo
de champifion (Agaricus bisporus).

Materia Prima Suplemento Procedencia

Alperujo* Harina de Alperujo Almazara Instituto de la
(HALP) Grasa (Sevilla)

Hoja de olivo* Harina de Hoja de Olivo | Almazara Instituto de la
(HHO) Grasa (Sevilla)

Hoja de olivo* Extracto de Hoja de Olivo | Almazara Instituto de la
(EHO) Grasa (Sevilla)

Tallos de Champifion** Harina de Tallos de Grupo Riberebro S.A.

Champifion (HTCH) (Haro, La Rioja)

Tallos de Champifion** | Fraccion Quitina/Glucanos | Grupo Riberebro S.A.
(F-Q/G) (Haro, La Rioja)

Liquido de escaldado** Liquido de Escaldado Grupo Riberebro S.A.
concentrado 10 veces (Haro, La Rioja)
(LE-10x)

*Industria aceitera; **Industria conservas champifion
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¢Por qué estos subproductos? La razon es porque son subproductos muy
abundantes y baratos, y a pesar de que algunos (alperujo y hojas de olivo) son
temporales, es decir, se obtienen solo durante un determinado tiempo, se obtienen en
tales cantidades que almacenados adecuadamente pueden cubrir todo el periodo anual
de uso. Los tallos de champifién y el liquido de escaldado no dependen de la

temporalidad, se producen a lo largo de todo el afio.

4.1.2. Preparacion de los suplementos

El alperujo una vez recibido de la almazara se procedio a su secado con aire a
50°C en una estufa con ventilacion forzada hasta peso constante. El producto seco se
molié en un molino de piston equipado con una malla de 0,5 mm. Obteniéndose un
polvo fino uniforme que hemos denominado harina de alperujo (HALP) (ver Figura-
R.1a).

Analogamente, las hojas de olivo una vez recibidas de la almazara se secaron
con aire a 50°C en una estufa con ventilacion forzada hasta peso constante, y una vez
secas se molieron en un molino de piston equipado con una malla de 0,5 mm. El polvo

fino uniforme resultante se denomind harina de hoja de olivo (HHO) (ver Figura-R.1b).

b)

Figura-R1. Suplementos utilizados en el cultivo de champifidn (A. bisporus) en este
estudio: a) HALP, b) HHO, ¢) HTCH, d) FQ/G, e) EHO, f) LE-10x.
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La HHO tras su resuspension (50 gr/litro) se ha sometido a una extraccién
hidroalcoholica (70%), y el extracto obtenido se ha concentrado 10 veces al vacio, en
rotavapor, dando lugar a un producto que hemos denominado extracto de hoja de olivo
(EHO) (ver Figura-R.1e).

Los tallos de champifion una vez lavados, para eliminar restos de compost y
tierra, se han secado con aire a 50°C en una estufa con ventilacion forzada hasta peso
constante. El producto seco se molié en un molino de pistén equipado con una malla de
0,5 mm. Obteniéndose un polvo fino uniforme que hemos denominado harina de tallos
de champifién (HTCH) (ver Figura-R.1c).

La HTCH resuspendida en tampén fosfato 50 mM, pH 8,5 en una proporcion del
10% se ha hidrolizado con la proteasa Alcalasa® a una relacién E/S = 0,03 v/p, a 55°C
durante 180 min manteniendo el pH constante, alcanzando un grado de hidrdlisis de
6,72 (Figura-R.2). Seguidamente el hidrolizado se ha centrifugado a 10.000 x g,
eliminandose el sobrenadante (hidrolizado proteico), recuperando el precipitado, que
una vez secado a 55°C hasta peso constante, se ha molido en un molino de piston
equipado con una malla de 0,5 mm, obteniéndose un polvo fino uniforme que hemos

denominado fraccion enriquecida en quitina/glucanos (F-Q/G) (ver Figura-R.1d).
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Figura-R.2. Curva de hidrolisis de la HTCH con Alcalasa®
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El liquido de escaldado se ha concentrado al vacio, a 70°C y un vacié de 30-40

kPa, 10 veces dando lugar a un producto que hemos denominado liquido de escaldado
10X (LE10X) (ver Figura-R.1f).

4.1.3. Caracterizacion de los suplementos.

La caracterizacion de los suplementos se ha llevado a cabo mediante la

determinacion de los siguientes parametros: humedad, materia organica (MO), grasa

bruta, nitrogeno total (N:), proteina (Ntx 5,5, X 4,38 0 x 6,24, segun casos), polifenoles,

hidratros de carbono totales, etc., y pH. En la Tabla-R2 se resumen los resultados

obtenidos.

Tabla-R2. Composicion bésica de los suplementos utilizados en el cultivo de
champifién (A. bisporus) en este estudio. (Datos expresados en % p.s.)

HALP HHO EHO HTCH F-Q/G | LE-10x
Humedad® 11,3+3,8 | 6,8+1,1 | 76,8#3,7 | 7,312 | 7,4+0,5 | 91,1+2,1
Peso seco* 88,7+3,8 | 93,211 | 232#3,7 | 92,7#1,2 | 92,6+0,5 | 8,9+2,1
Cenizas* 11,4412 | 9,431 | 52408 | 8,8+23 | 7,6#3,7 | 21,713
MO* 88,6+1,2 | 90,6+3,1 | 94,8+0,8 | 91,2423 | 92,4+3,7 | 78,3x1,3
Grasa™ 78408 | 6,3%0,6 | 23,816 | 3,2404 n.d. n.d.
N¢" 1,5¢0,2 | 09+0,1 | 3,4+#04 | 52+0,3 | 0401 | 3,8403
Proteina® 8,3+1,1% | 5,0+05% | 18,74#2,2% | 28,6+1,7° | 1,7+0,2° | 23,7+1,9°
HC+Otros® | 72,520,7 | 79,3#0,7 | 52,3#3,0 | 59,4451 | 90,7+0,4 | 57,4+0,6
pH* 55+¢0,3 | 6,9+0,2 | 7,1%02 | 6,9+03 | 8,1#0,3 | 6,840,
o 41,8405 | 40,5+0,3 42,2 43,1+0,2 | 48,7+0,6 | 42,6404
Relacion C/N 27,9 45,0 12,4 8,3 121,7 11,21

&Datos calculados; *Datos experimentales; factor 5,5; "factor 4,38; “factor 6,24

Analicemos con algo mas de detalle la composicién de los suplementos.
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4.1.3.1. Harina de Alperujo (HALP)

El alperujo seco y molido es una especie de harina de color negruzco, con un
contenido de humedad del 11,3+3,8%, y peso seco del 88,7+3,8%; correspondiendo el
11,4+1,2% (p.s.) a cenizas, y el 88,6+1,2% (p.s) a materia organica. Con un contenido
en grasa del 7,8+0,8%, p.s., en proteina del 8,3+£1,1%, p.s., y en hidratos de carbono

mas otros (fundamentalmente lignina) del 72,5+0,7%, p.s. (ver Tabla-R2).
4.1.3.2. Harina de hoja de olivo (HHO)

La hoja de olivo seca y molida es una especie de harina de color marron-
verdoso, con un contenido de humedad del 6,8+1,1%, y peso seco del 93,2+1,1%);
correspondiendo el 9,4+3,1% (p.s.) a cenizas, y el 90,6+3,1% (p.s) a materia orgéanica.
Con un contenido en grasa del 6,3+0,6%, p.s., en proteina del 5,0+0,5%, p.s., y en
hidratos de carbono mas otros (fundamentalmente celulosa y hemicelulosa) del
79,31£0,7%, p.s. (ver Tabla-R2)

4.1.3.3. Extracto de hoja de olivo (EHO)

Una vez extraida la HHO con etanol al 70% y concentrado el extracto soluble 10
veces, se ha obtenido un liquido verde-oscuro, ligeramente viscoso, que hemos
denominado extracto de hoja de olivo (EHO) con un contenido de humedad del
78,8+3,7%, y peso seco del 23,2+2,7%; correspondiendo el 5,2+0,8% (p.s.) a cenizas, y
el 94,8+0,8% (p.s) a materia organica; con un contenido en grasa del 23,8+1,7%, p.s.,
en proteina del 18,7+2,2%, p.s., y en hidratos de carbono més otros del 52,3+3,0%, p.s.
(ver Tabla-R2)

4.1.3.4. Harina de tallos de champifion (HTCH)

Una vez secados y molidos los tallos de champifion se obtiene una harina de
color marrén-claro, con un contenido de humedad del 7,3+1,2%, y peso seco del
92,7£1,2%; correspondiendo el 8,8+2,3% (p.s.) a cenizas, y el  91,2+2,3% (p.s) a
materia organica. Con un contenido en grasa del 3,2+0,4%, p.s., en proteina del
28,6+1,7%, p.s., y en hidratos de carbono mas otros del 59,4+5,1%, p.s. (ver Tabla-R2).
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4.1.3.5. Fraccion enriquecida en quitina/glucanos (F-Q/G)

Una vez tratada la HTCH con la proteasa Alcalasa®, el precipitado
desproteinizado enziméaticamente se ha secado y molido, obteniéndose un polvo fino
uniforme de color beis-blanco, que hemos denominado fraccion enriquecida en
quitina/glucanos (F-Q/G) ya que esta constituida mayoritariamente por polisacéridos
(glucanos insolubles y quitina, fundamentalmente). Esta F-Q/G tiene un contenido de
humedad del 7,4+0,5%, y peso seco del 92,7+1,2%; correspondiendo el 7,6£3,7% (p.s.)
acenizas, y el 92,4+3,7% (p.s) a materia organica; con un contenido en en proteina del
1,140,5%, p.s., y en hidratos de carbono méas otros (fundamentalmente quitina y
glucanos) del 91,3+0,4%, p.s. (ver Tabla-R2).

4.1.3.6. Liquido de escaldado concentrado 10 veces (LE-10x)

Una vez concentrado el liquido de escaldado 10 veces, se obtiene un liquido
amarillo-marrén claro, que hemos denominado LEx10, con un contenido de humedad
del 91,1+2,1%, y peso seco del 8,9+2,1%; correspondiendo el 21,7£1,3% (p.s.) a
cenizas, y el 78,3+1,3% (p.s.) a materia orgénica; con un contenido en proteina del
23,7£1,9%, p.s., y en hidratos de carbono mas otros del 52,3+3,0%, p.s.
(fundamentalmente productos solubles como azlcares, oligosacarido, sacaridos soluble,

aminoacidos, oligopéptidos y péptidos- proteinas) (ver Tabla-R2)

Una vez preparados y caracterizados los suplementos se ha procedido al estudio

del comportamiento de A. bisporus en diferentes medios de cultivo y composts.

42. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DEL MEDIO DE
CULTIVO/COMPOST DE AGARICUS BISPORUS CON DIFERENTES
SUPLEMENTOS SOBRE EL CONTENIDO DE ERGOSTEROL EN
MICELIO Y EN CUERPOS FRUCTIFEROS.

Preparados y caracterizados los suplementos, el siguiente paso fue la
modificacion del medio de cultivo/compost con cada uno de los suplementos para
estudiar su efecto sobre la productividad/rendimiento, pero sobre todo analizar su efecto
sobre la biosintesis de ciertos metabolitos 0 componentes beneficiosos para la salud,

tales como ergosterol (precursor de la vitamina D2), ergotioneina, etc.
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Los métodos empleados para aumentar la productividad de determinados
metabolitos de interés industrial, medico-farmacéutico y/o para la salud, generalmente
se llevan a cabo por algunos de los siguientes dos métodos o aproximaciones: i) Por
ingenieria metabolica de vias metabolicas (Nevoigt, 2008) o ii) Por aproximacion
fisiolégico-nutricional basada en el conocimiento de su fisiologia y respuestas ante
determinados cambios del entorno, como por ejemplo modificaciones del medio de
cultivo o crecimiento (Sonnleitner y Kappeli, 1986). Teniendo en cuenta que la
Genética y Bioquimica de A. bisporus no estd completamente desarrollada, en el
presente estudio se ha utilizado la aproximacion fisiologico-nutricional para estudiar el
efecto de la suplementaciéon del medio de cultivo: MLmd, MSmd/Agar y
MSmd/Compost, con una serie de suplementos nutricionales procedentes de la industria
agroalimentaria (HTCH, HHO, HALP, EHO y LE-10x), analizando su efecto sobre la
produccidn de biomasa y el contenido en ergosterol, fundamentalmente, en el micelio y
en los cuerpos fructiferos, sin dejar de lado el estudio de la productividad (Kg/m?) en el
caso del cultivo sobre compost.

Teniendo en cuenta que los cultivos de A. bisporus sobre compost tienen una
larga duracion, més de un mes, inicialmente abordamos el estudio a nivel de cultivos del

micelio en medios liquidos y en medios sélidos sobre agar.

4.2.1. Cultivos en medio liqguido minimo definido (MLmd)

Los cultivos en medio liquido minimo definido (MLmd), se han realizado tal y
como se describe en el apartado correspondiente de M&M, a pH 5,5, 28°C y agitacion
(60 rpm) durante 7 dias, tomandose muestra periédicamente a lo largo de los 7 dias,
evaluandose la produccion de biomasa y el contenido de ergosterol. En la Figura-R.3 se
muestra, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos para un cultivo de A. bisporus en
MLmd durante 7 dias, suplementado con HHO al 10%.
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Figura-R.3. Evolucion de la produccion de biomasa y contenido en ergosterol en un
cultivos de A. bisporus en MLmd durante 7 dias, suplementado con HHO al 10%.

En la Tabla-R3 se muestran los resultados obtenidos al crecer A. bisporus en
MLmd, suplementado con los diferentes suplementos al 1, 5 y 10%, durante 7 dias.
Como se puede observar de los resultados expuestos en la Tabla-R3 los suplementos
HALP, HHO y HTCH al 1%, 5% y 10% producen incrementos estadisticamente
significativos, respecto del cultivo control o de referencia, tanto para la produccion de
biomasa como para el contenido de ergosterol en el micelio. Sin embargo, en el caso de
los suplementos F-Q/G EHO y LE-10x no se observan diferencias estadisticamente

significativas (ver Figura-5).
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Tabla-R.3. Crecimiento (biomasa) y contenido de ergosterol de A. bisporus crecido en
diferentes medios liquidos minimos definidos (MLmd) suplementados con diferentes

inductores.

Medio cultivo I?:(lr(r)]rgn/al_s)a (Er'; glczgstgrsl)
MLmd (control) 6,8%0,6 4,08£0,53
MLmd+HALP (1%) 9,7+0,9 4,86+0,53
MLmd+HALP (5%) 12,141, *** 5,66+0,49
MLmd+HALP (10%) 12,2+0,7 *** 5,64+0,47
MLmd+HHO (1%) 10,240,3 * 5,14+0,53

MLmd+HHO (5%) 12,0+0,3 *** 6,67+0,52 **

MLmd+HHO (10%) 12,5+0,5 *** 6,60+0,36 **
MLmd+EHO (1%) 8,8+0,9 4,9+1,33
MLmd+EHO (5%) 9,2+0,6 5,6+1,51
MLmd+EHO (10%) 9,9+11~* 5,8+1,04
MLmd+HTCH (1%) 9,4+0,5 5,3+0,45
MLmd+HTCH (5%) 10,2+0,5 * 5,9+0,33
MLmd+HTCH (10%) 10,6+0,4 ** 5,8+0,43
MLmd+F-Q/G (1%) 8,0+0,7 4,7+0,62
MLmd+F-Q/G (5%) 8,6+0,4 5,2+0,74
MLmd+F-Q/G (10%) 8,9+0,9 5,0+0.51
MLmd+LE10X (1%) 7,3+1,1 4,9+1,86
MLmd+LE10X (5%) 8,0+0,7 5,1+0,63
MLmd+LE10X (10%) 8,2+0,5 5,3+0,77

*p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001
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Figura R.4— Biomasa (mg p.s./ml) y ergosterol (mg/g p.s.) de los cultivos de A. bisporus en MLmd suplementados con los distintos suplementos.
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Esto datos también nos indican que el incremento de biomasa fue mayor en
presencia de los suplementos HALP, HHO y HTCH, probablemente debido a que la
relacion C/N (27,9, 45,0 y 8,3, respectivamente) en estos suplementos estan dentro de
los méargenes considerados optimos para el desarrollo del champifién (Pardo-Gimenez
y col., 2012) mientras que en la F-Q/G la relacion C/N es muy alta, 121,7, debido a su
bajo contenido en nitrégeno proteico aporta poco beneficio al crecimiento, para el EHO
y LE-10x la relacion C/N es de 12,4 y 11,21, respectivamente, a pesar de tener una
relacién C/N optima, el desarrollo del hongo es menor, probablemente debido a que la
forma molecular en la que esta presente el C y el N en estos suplementos, en forma de

monosacaridos y aminoacidos libres, predominantemente, no sea la mas adecuada.

140 121,7
120
100
80
60

40

11,21
20 10

HALP  HHO EHO  HTCH  F-Q/G  LEX10 Deseable

Figura R.5 — Relacion C/N de los suplementos utilizados.

En relacion con el contenido en ergosterol, estos datos, nos indican que también
se observan diferencias estadisticamente significativas respecto del cultivo control para
todas las suplementaciones. Ademas, mientras que en los cultivos al 1% y al 5% se
observa un incremento estadisticamente significativo entre ellos, para los cultivos entre
el 5% y el 10%, practicamente no se observan diferencias. Por lo que se ha fijado como
concentracion de suplementacion para cultivos liquidos el 5%, ya que por encima del
10% de suplementacion el incremento en la concentracion de ergosterol parece haber
alcanzado un valor limite o plateau. Por lo que, desde un punto de vista practico,
suplementaciones més elevadas no tienen sentido. Por ello a partir de este punto
seleccionamos el 5% como nivel de suplementacion optimo para posteriores estudios en

este medio.
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4.2.2. Cultivos en medio s6lido minimo definido/Agar (MSmd/Agar)

Los cultivos en medio solido minimo definido/Agar (MSmd/Agar), se han
realizado tal y como se describe en el correspondiente apartado de M&M a pH 5,5,
28°C, sin agitacion y en oscuridad, durante 14 dias, evaludndose la produccion de
biomasa y el contenido en ergosterol a lo largo del periodo de cultivo.

Los resultados obtenidos para la produccion de biomasa y contenido en
ergosterol al crecer A. bisporus en los diferentes MSmd/Agar, suplementados con los
diferentes suplementos anteriormente indicados, se muestran en la Tabla-R.4.

En este caso, al igual que en MLmd, los medios mas eficientes, con los que se
obtienen mayores concentraciones de biomasa y ergosterol son los suplementados con
ALPM, HHO y HTCH a concentraciones de 5% y 10%. Si bien, en este caso, a
diferencia de los cultivos en MLmd, a concentraciones del 1% de suplemento los
valores obtenidos para el ergosterol muestran una tendencia al alza, si bien, no llegando
a ser estadisticamente significativos. Por lo que también en este caso hemos

seleccionado la suplementacion al 5% como la més dptima.

En este caso, al igual que en el anterior, podemos sefialar la razén C/N como la
causa responsable de los incrementos observados para la biomasa y el contenido en
ergosterol (ver Figura R.6).

A partir de los resultados, obtenidos mediante el crecimiento de A. bisporus en
MLmd y en MSmd/Agar, suplementados convenientemente, se seleccionaron como
suplementos a estudiar en MSmd/Composts: HALP, HHO y HTCH, ya que es con estos
suplementos con los que se obtienen las mayores concentraciones de ergosterol
(6,63+0,34 y 6,58+0,63 mg/g p.s., cuando se suplementa con HTCH al 5% o 10% de

suplementacion, respectivamente (ver Figura R6).
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Tabla-R.4. Crecimiento (biomasa) y contenido de ergosterol de A. bisporus crecido en
diferentes medios solidos minimos definidos/Agar (MSmd/Agar) suplementados con

diferentes suplementos.

Medio cultivo Biomasa, Ergosterol
MSmd/Agar (control) 6,0+0,4 4,12+0,43
MSmd/Agar + HALP (1%) 8,2+0,4 *** 5,01+0,43
MSmd/Agar + HALP (5%) 8,9+0,9 *** 5,16+0,39
MSmd/Agar + HALP (10%) 9,7£0,7 *** 5,14+0,52
MSmd/Agar +HHO (1%) 10,2+0,3 *** 5,14+0,53
MSmd/Agar +HHO (5%) 11,7+0,8 *** 6,57+0,63 **
MSmd/Agar +HHO (10%) 12,5+0,5 *** 6,60+0,86 **
MSmd/Agar +EHO (1%) 7,1+0,5* 4,12+0,8
MSmd/Agar +EHO (5%) 9,2+0,8 *** 5,79+0,7
MSmd/Agar +EHO (10%) 9,6+1,1 *** 5,83+1,9
MSmd/Agar +HTCH (1%) 9,4+0,5 *** 5,13+0,45
MSmd/Agar +HTCH (5%) 11,241,3 *** 6,63+0,34 *
MSmd/Agar +HTCH (10% 11,840,8 *** 6,58+0,63 **
MSmd/Agar +F-Q/G (1%) 7,6£0,5 * 4,17+0,61
MSmd/Agar +F-Q/G (5%) 8,8+0,7 *** 5,13+0,77
MSmd/Agar +F-Q/G (10%) 8,9+0,9 *** 5,40+0,81
MSmd/Agar +LE10X (1%) 7,3+0,3 * 4,43+0,48
MSmd/Agar +LE10X (5%) 8,4+0,3 *** 5,02+0,56
MSmd/Agar +LE10X (10%) 8,60,7 *** 5,21+0,68

*p<0,05 **p< 0,01 ***p<0,001
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Figura R.6 - Biomasa (mg p.s./placa) y ergosterol (mg/g p.s.) de los cultivos de A. bisporus en MSmd/Agar suplementados con los distintos
suplementos.
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4.2.3. Cultivos en medio s6lido minimo definido/Compost (MSmd/Compost)

Los cultivos en medio solido minimo definido/Compost (MSmd/Compost)
(Figura-R.7) se han realizado afiadiendo el suplemento al compost o a la tierra de
cobertura, utilizando dos concentraciones de suplemento: 50 g/Kg de compost o tierra
de cobertura y 100 g/Kg de compost o tierra de cobertura. La adicion se ha realizado
afiadiendo el suplemento conjuntamente con la semilla (en la inoculacion) o mezclado

con la tierra de cobertura.

Figura-R.7. Cultivo de champifion (A. bisporus) en MSms/Compost suplementado con
HTCH en camara de culltivo del CITIUS (Universidad de Sevilla).

Los resultados obtenidos al crecer A. bisporus en los diferentes medios sélidos
minimos definidos/Compost (MSmd/Compost), suplementados al 5%, se muestran en la
Tabla-R5 y Figuras R8 y R9., donde se ademas de la concentracion en ergosterol (mg/g
p.s.), se muestra también la productividad (Kg/m?), cuando el suplemento se afiade

conjuntamente con la semilla o en la tierra de cobertura.
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En la Tabla-R.6 y Figuras R.8 y R.9 se muestran los resultados obtenidos al
crecer A. bisporus en los diferentes medios sélidos minimos definidos/Compost
(MSmd/Compost), suplementados al 10% con HHO y HTCH, en relacion con la

concentracion de ergosterol (mg/g p.s.) y la productividad (Kg/m?).

De los resultados obtenidos, se observa que los dos suplementos mas apropiados
para cultivar A. bisporus con niveles de ergosterol mas elevados son la HTCH y la
HHO al 5% vya que la diferencia observable al 10% no son estadisticamente
significativas, ni para la produccion de ergosterol (Figura R8), ni para la productividad
(Figura R9). Por lo que a partir de este punto, esta fue la concentracion de suplemento

utilizada en los restantes estudios.

Un aspecto interesante desde un punto de vista préctico, es cudndo y donde

afiadir el suplemento:

) en el compost, conjuntamente con la semilla (en la inoculacién)

i) en la tierra de cobertura, mezclado con ella.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se ha concluido que, bajo nuestras
condiciones, es indiferente, ya que los valores de ergosterol y productividad son
practicamente iguales. Sin embargo, desde un punto de vista practico, a nivel industrial,
parece ser preferible la adicion en la tierra de cobertura, por motivos de seguridad y

comodidad.

Otro aspecto importante es la productividad de los cultivos (Kg/m?). En relacion
con la productividad, como se puede observar de los datos indicados en las Tablas R.5y
R.6 y las Figura R.8 y R.9, los mejores valores se obtienen también al 5%, tanto cuando
se crecen en compost suplementado con HTCH o HHO, ya que el incremento observado
al 10%, con ambos suplementos, no son estadisticamente significativos, y supondria un

incremento de los costes de produccion.

Por todo lo dicho hasta aqui, a partir de este punto hemos centrado nuestro
estudio en la produccién y tratamiento de champifiones crecidos en MSmd/Compost

suplementados al 5% con HTCH o HHO, indistintamente.
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Tabla-R.5. Crecimiento (biomasa, Kg/m?) y contenido de ergosterol de A. bisporus
crecido en diferentes medios solidos minimos definidos/Compost (MSmd/Compost)
suplementados con diferentes suplementos, 50 g/Kg.

Medio de cultivo Productividad Ergosterol N
(Kg/m?) (mg/g, p.s.)
Compost 8,40+1,92 4,26+0,31 4
Compost+HALP/Inoc 11,62+1,67 5,21+0,59 4
Compost+HALP/TC 11,34£2,07 5,23+0,72 4
Compost+HHO/Inoc 13,25+1,83 ** 5,62+0,62 * 4
Compost+HHO/TC 12,97+2,34** 5,6420,76 * 4
Compost+HTCH/Inoc 14,40+0.93 ** 5,72+0,55 * 4
Compost+HTCH/TC 13,80+1,62 ** 5,6820,42 * 4

*p<0,05 **p< 0,01

Tabla-R.6. Productividad (biomasa, Kg/m?) y contenido de ergosterol de A. bisporus
crecido en diferentes medios solidos minimos definidos/Compost (MSmd/Compost)
suplementados con diferentes suplementos, 100 g/Kg.

Medio de cultivo Productividad Ergosterol N
(Kg/m?) (mg/g, p.s.)

Compost 8,63+2,09 4,18+0,41 4
Compost+ HALP/Inoc 12,11£1,45 5,28+0,63 3
Compost+ HALP/TC 11,97+1,87 5,31+0,34 3
Compost+ HHO/Inoc 14,05£3,02* 5,55+0,93 3

Compost+ HHO/TC 13,2741,94* 5,7240,66* 3
Compost+ HTCH/Inoc 14,86+1.56 ** 5,83+0,81* 4
Compost+ HTCH/TC 14,21+2,11* 5,07+1,04* 4

*p<0,05 **p< 0,01
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Figura R.8 — Concentracion de ergosterol obtenida del compost minimo con los
inductores ensayados a concentraciones de 50g/kg y 100g/kg.
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Figura R.9- Productividad del compost minimo con los inductores ensayados a
concentraciones de 50g/kg y 100g/kg.
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En este punto nos planteamos la pregunta: ;cOmo se comportaria A. bisporus,
frente a la suplementacion, si el compost utilizado fuera un compost rico, como el
utilizado por alguna de las principales empresa dedicadas a la produccién de
champifiones, que utilizan composts optimizados, el Grupo Riberebro (Haro, La Rioja),
por ejemplo?

Estos estudios, por temas logisticos y de seguridad industrial se Ilevaron a cabo
en el Centro Tecnoldgico Agroalimentario La Rioja (CTIC-CITA) (Alenso, La Rioja),
suplementando el compost industrial utilizado por el Grupo Riberebro con HHO y

HTCH. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla-R.7.

Tabla-R.7. Productividad (biomasa, Kg/m?) y contenido de ergosterol de A. bisporus
crecido en compost industrial suplementados con diferentes suplementos, 100 g/Kg
tierra de cobertura.

Medio de cultivo Productividad Ergosterol N
(Kg/m?) (mg/g, p.s.)

Compost industrial 14,76+1,34 5,331£0,43 3

Compost+ HHO 17,431,22* 5,15+0,86 3

Compost+ HTCH 18,34+1,03** 5,93+0,71 3

* p<0,05, ** p<0,01

Como puede observarse, en relacion con el contenido en ergosterol
practicamente no se observa mejora alguna, probablemente debido a la optimizacion del
compost industrial a lo largo de los afios; mientras que en relaciéon con la productividad

si se observa una ligera mejora o tendencia a una productividad mas alta.

Independientemente de la concentracidn de ergosterol en A. bisporus, crecido en
el compost industrial o minimo suplementado, esta es suficientemente elevada,
5,931£0,71 y 5,97£1,04 mg/g p.s., respectivamente, como para poder obtener por
irradiacion/tratamiento con luz-UV niveles de vitamina D2 suficientes (Kalaras y col.,
2012a) como para lograr que el champifion enriquecido en Vitamina D2 sea
considerado como un alimento funcional por si mismo. Permitiendo de esta manera

aportar en una comida (80-100 gr p.h. de champifiones) la cantidad suficiente de
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vitamina D2 para cubrir practicamente la dosis diaria (400Ul o 15 pg), como

discutiremos mas abajo.

Pero previamente, detengdmonos en analizar la composicion de los champifiones

crecidos en compost de composicién minima y suplementado con HTCH o HHO.

4.3. COMPOSICION QUIMICO-NUTRICIONAL DE CHAMPINONES
CRECIDOS EN MSmd/COMPOST SUPLEMENTADO CON HTCH O
HHO

Como muestran los resultados presentados en las Tabla R.8 la composicion
quimico nutricional de los champifiones cultivados en MSmd/Compost suplementado
con HTCH o HHO es préacticamente equivalente entre si y con los champifiones
obtenidos en un compost industrial proporcionado por el grupo Riberebro (Haro, La

Rioja) y utilizado como control. Detengdmonos un poco en la composicion de los

champifiones obtenidos en compost suplementado con HTCH o con HHO.

Como se muestra en la Tabla R.8, el contenido en agua, 0 humedad, tanto del
champifidn crecido en compost industrial (control) como en composts suplementados,

es practicamente igual: 91,1+0,5, 91,2+0,5 y 91,4+0,3, respectivamente.

En cuanto al restante contenido, los carbohidratos constituye la fraccion
mayoritaria en la composicion del champifién: 56,5+2,1 en el compost industrial y
58,3+1,8 y 58,1+3,1 en el compost suplementado con HTCH y HHO, respectivamente.
Valores estadisticamente no significativos pero con una clara tendencia al alza en los
composts suplementados. Dentro de este grupo de biomoléculas incluimos:
monosacéaridos, oligosacaridos, polisacaridos facilmente hidrolizables (PSFH) y
polisacaridos dificilmente hidrolizables (PSDH). Como podemos ver de los resultados
expuestos en la Tabla- R.8, entre los polisacéaridos predominan los PSFH (65,5, 64,7 y
64,5% del total de polisacaridos, en los champifiones crecidos en el compost industrial y
suplementado con HTCH o HHO, respectivamente); estando el resto constituido por
PSDH, quitina y glucanos fundamentalmente. En cuanto a los monosacaridos
constituyentes de estos polisacaridos, la glucosa es el principal monosacéarido, si bien

también son detectables: galactosa, manosa, fucosa y xilosa (ver Tabla-R9).
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Tabla-R.8. Composicion quimico-nutricional de champifiones cultivados en
MSmd/Compost suplementado con HTCH o HHO al 5%. (Datos expresados en %).

Compost Compost Compost
industrial (Control) | +5% HTCH + 5% HHO
Humedad (%, p.h) 91,1+0,5 91,2+0,5 91,4+0,3
Peso seco (%, p.h) 8,9+0,5 8,8+0,5 8,6+0,3
Cenizas 8,9+0,5 9,1+0,4 9,0+0,3
Materia organica 91,1+0,5 90,9+0,4 91,0+0,3
Hidratos de carbono totales 56,5+2,1 58,3+1,8 58,1+3,1
Mono y Oligosacaridos 1,2+0,2 1,4+0,2 1,7£0,4 *
Manitol 30,4+1,9 31,0+1,5 30,9+2,7
Polisacaridos 20,9+1,1 22,1422 22,8+1,9
PSFH 13,7£0,4 14,3+0,3 14,7+0,5*
PSDH: 7,240,2 6,4+0,3** 6,2+0,3**
Quitina 4,010,1 4,140,1 4,140,1
Glucanos 3,210,2 3,5+0,4 3,30,2
Nt 5,17+0,3 5,44+0,3 5,34+0,3
Nno-proteico 2,1+0,3 2,0+0,4 2,0+0,2
Proteina 19,241,3 21,5+0,7 * 20,8+1,3
Grasa 3,3+0,3 3,3+0,2 3,8+0,4
Fenoles totates (MY/g p.S.) 8,3+0,4 9,4+0,3 ** 9,74£0,4 **
Melaninas 6,4+0,4 5,140,2 *** 4,940,3 ***
Ergosterol (mg/g p.s.) 4,2+0,4 5,7+0,3 *** 5,3+0,4 **

PSFH: polisacaridos facilmente hidrolizables; PSDH: polisacaridos dificilmente
hidrolizables * p<0,05 **p< 0,01***p<0,001

Tabla-R.9. Principales monosacaridos integrantes de los polisacaridos de Agaricus
bisporus crecidos/cultivados en MSmd/Compost suplementado con HTCH o HHO al
5%. (% del total de monosacaridos)

Compost Compost Compost

(control) +5% HTCH + 5% HHO
Glucosa 79,5%£2,1 80,3+1,8 79,9122
Galactosa 4,610,2 4,7+0,2 4,8+0,1
Manosa 3,7£0,3 3,6+0,2 3,7£0,2
Xylosa 5,1+0,2 5,1+0,3 5,0+0,2
Fucosa 6,6+0,4 6,1+0,2 6,2+0,3
Otros 0,5+0,1 0,2+0,1** 0,4+0,1

* p<0,05 **p<0,01
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En relacion con los PSDH Unicamente son identificables glucosa y glucosamina,
lo que sugiere que estos polisacaridos dificilmente hidrolizables estan constituidos por
glucanos y quitina, representando la quitina el 55,5, 64,1 y 66,1% del total de PSDH en
los champifiones crecidos en el compost industrial y suplementado con HTCH o HHO,

respectivamente; el resto estaria constituido por los glucanos.

Otro azucar interesante en los hongos es el disacarido trehalosa (a-D-
glucopiranosil-(1-1)a-D-glucopirandsido) que en A. bisporus no se encuentra a altos
niveles como si ocurre en otros hongos comestibles, como p. €j., en Pleurotus ostreatus,
donde se cree que desempefia funciones de reserva (Morton, 1985). Sin embargo, en A.
bisporus las funciones de reserva las desempefia fundamentalmente el polialcohol
manitol ((2R, 3R, 4R, 5R)-Hexano-1,2,3,4,5,6-hexol) que si se encuentra a altas
concentraciones (30,4+1,9, 31,0+1,5y 30,9£2,7 %, p.s., en los champifiones crecidos en
el compost industrial y suplementado con HTCH o HHO, respectivamente) (Stoop y
col., 1996).

Cuantitativamente, el otro grupo importante de biomoléculas, en A. bisporus, lo
constituyen las proteinas, que en A. bisporus es del orden del 20% (19,2+1,3; 21,5+0,7 y
20,8+1,3 % en compost industrial (control), en compost suplementado con HTCH y en
compost suplementado con HHO, respectivamente). La mayor parte de estas proteinas
estan unidad a carbohidratos (Garcia-Mendoza, 2000), por lo que su biodisponibilidad,
desde un punto de vista nutricional, es relativamente baja, siendo necesaria su hidrdlisis

previa para aumentar la biodisponibilidad.

En cuanto a la composicion aminoacidica de las proteinas de A. bisporus, en la
Tabla-R.10 se muestra el contenido aminoacidico de las proteinas de champifiones
obtenidos en compost industrial, en compost suplementado con HTCH y en compost
suplementado con HHO. Como puede observarse practicamente todos los aminoacidos
estan presentes. EI aminoacido méas abundante, en todos los casos, es el &cido
glutdmico, realmente la suma de acido glutamico mas glutamina, ya que al hidrolizar las
proteinas con HCI 6 N a 120°C toda la glutamina se transforma en acido glutamico mas

amoniaco, que desempefia un importante papel en el metabolismo.
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Estos resultados, tanto para el champifion industrial como para los obtenidos en
compost suplementado con HTCH o HHO, son semejantes a los obtenidos por otros
autores (Jaworska y Bernas, 2011b).

En lo referente al valor nutricional de un alimento cuando nos referimos al valor
proteico éste se encuentra vinculado a la proporcion de aminoacidos esenciales. La
FAO/WHO recomienda unos perfiles aminoacidicos ideales en la ingesta proteica para
conseguir el mantenimiento en la tasa de recambio metabdlica (Ver Tabla-R.10)
(FAO/WHO, 2013).

Los aminoacidos esenciales (AAEs) representan entre el 40,61 — 42,03% del
total de aminoacidos presentes. La FAO considera que los valores de mantenimiento
metabdlico pueden satisfacerse con porcentajes de 27,7% para adultos y 29,06% para
nifios entre 3 y 14 afios. Como se puede apreciar de los resultados expuestos en la Tabla
R9 todos los aminoacidos considerados esenciales por la FAO se encuentran en una
proporcién superior a la recomendada en el champifion, tanto individualmente, como en
conjunto (FAO/WHO, 2013). Ademas en los valores obtenidos para los champifiones
crecidos en el compost suplementado con HTCH o HHO (415% y 42,03%
respectivamente) se aprecian proporciones superiores a las obtenidas en el compost
industrial (40,61%). Es destacable mencionar que la proporcion de aminoéacidos
aromaticos disminuye en los champifiones obtenidos en compost suplementados con
HTCH (6,89) o HHO (6,67) respecto al compost industrial (8,94), lo que es importante
tener en cuenta ya que ciertas patologias, fundamentalmente hepaticas, se ven afectadas
por un desequilibrio de estos aminoacidos (Bautista y col., 2000). La Razén de Fischer
o relacion entre el contenido en aminoécidos ramificados y aminoacidos aromaticos, es
de especial importancia en enfermedades hepaticas en las que se desarrolla un
desequilibrio al disminuir la concentracién de los aminoacidos ramificados y aumentar
la de los aromaticos, que ser transportados por el mismo transportador en el cerebro,
favorece la formacion de falsos neurotransmisores. Por lo que este desequilibrio, a favor
de los aminoacidos aromaticos, empeora la condicidn de pacientes con cirrosis,
encefalopatia hepéatica, o carcinoma hepatocelular, pero la administracién de
suplementos ricos en aminoacidos ramificados es capaz de ralentizar el desarrollo de las
enfermedades y generar una mejora de la calidad de vida (Fischer, 1974; Tajiri y
Shimizu, 2013).

146



Tabla-R10. Composicién aminoacidica (g/100 g proteins) de las proteinas de
champifiones crecidos en compost suplementado con HTCH o HHO al 0,5%

. . . FAO/WHO
Champi.industriales Champi.ntcH Champi.xHo 314 118

Ala 5,71+£0,12 7,64£0,16*** 6,93+0,19***

Arg 4,92+0,12 4,59+0,27 4,65+0,16

AsX 11,80+0,72 10,32+0,96* 10,11+0,82*

Cys* 1,71+0,06 1,31+0,11*** 1,52+0,09*

Glx 20,02+1,02 19,95+1,16 20,73+0,96

Gly 5,11+0,42 5,05+0,68 5,16+0,73

His* 2,5840,12 2,69+0,26 2,5340,19 1,6 15

lle* 3,61+0,22 3,87+0,26 4,01+0,38 3,0 3,0

Leu* 7,02+0,42 7,56+0,91 8,06+0,87 6,1 59

Lys* 5,71+0,42 6,54+0,71 6,53+0,52 4,8 4,5

Met 1,41+0,08 1,99+0,17*** 1,97+0,11%**

Phe* 4,24+0,22 3,65+0,27* 3,55+0,37*

Pro 5,33+0,37 4,0310,46** 4,25+0,36**
Ser 5,81+0,24 5,43+0,57 5,29+0,48

Thr* 4,86+0,32 5,63+0,37* 5,61+0,44* 2,5 2,3

Trp* 1,29+0,12 1,32+0,08 1,36£0,10 0,66 0,6

Tyr* 3,41+0,12 1,92+0,09*** 1,76£0,23***

Val* 4,78+0,32 5,02+0,36 5,13+0,48 4,0 3,9
AAsS* 3,12 3,30 3,49 2,3 2,2
AAsA* 8,94 6,89 6,67 4,1 3,8

ERG-SH 0,42+0,02 0,50+0,06 0,52+0,09
mg/g, p.s. mg/g, p.s. mg/g, p.s.
AAsH 35,77 37,52 37,33
AAsCP 13,21 13,82 13,71
AAsCN 31,82 30,27 30,84
AAsA 8,94 6,89 6,67
AAsR 15,41 16,45 17,20

AAEs 40,61 41,50 42,03 29,06 27,7
[AASR]

[AASA] 1,72 2,38 2,58

AAsS: aminoacidos azufrados (Cys+Met)
AAsH: aminoécidos hidrofébicos (Ala, Val, lle, Leu, Tyr, Phe, Trp,)

AAsSCP: aminoacidos con carga positiva (Arg, Lys, His)

AAsCN: aminoacidos con carga negativa (Asx+GIx; Asx =Asp + Asn; GIn= Glu + GlIn)
AAsA: aminoacidos aromaticos (Tyr, Phe, Trp)
AAsR: aminoacidos ramificados (Leu, lle y Val)

AASE: *aminodcidos esenciales

FAO/WHO Patrones recomendados para el mantenimiento aminoacidico para nifios de

3-14 afios y para adultos (+18).
*p<0,05 **p< 0,01***p<0,001
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Por todo ellos la disponibilidad de fuentes proteicas con una razon de Fischer
alta, es decir, con mayor concentracion de aminoécidos ramificados que de amino&cidos

aromaticos, son muy deseables para el tratamiento de enfermedades hepaticas

Los champifiones crecidos en compost industrial presentan una razén de Fischer
de 1,72 por lo que podrian considerarse un alimento apropiado para pacientes de riesgo
de padecer el déficit caracteristico de estas enfermedades. Ademas, en los champifiones
crecidos en compost suplementados con HTCH y HHO se aprecia una disminucion del
contenido en los aminoacidos arométicos y un aumento de los ramificados, lo que
aumenta la razén de Fische a 2,38 y 2,58 respectivamente. Por ello los champifiones
crecidos en compost minimo y suplementado con HTCH o HHO podrian emplearse

como un complemento en los tratamientos de las enfermedades hepéticas.

Los aminoacidos cargados negativamente suponen una gran parte del total de
amino&cidos. Pese a que la representacion incluye de forma conjunta Asny Aspy Gluy
GlIn, estos son los aminoacidos mas abundantes individualmente. El acido glutamico es
un saborizante empleado en la industria alimentaria al ser uno de los principales
responsables del sabor umami. Su elevada concentracion como aminoacidos libres
supone una parte importante del sabor caracteristico de los hongos y setas comestibles.
Al presentar carga negativa a pH fisioldgico estos aminoécidos pueden actuar como
quelante de iones metalicos (Lumb y Martell, 1953). Puesto que ciertos iones libres
(Fe?*, Fe®*, Cu?* o Cu®") pueden catalizar reacciones de oxidacion no enzimatica
produciendo especies reactivas del oxigeno (ROS) como H>O>, el radical superdxido
(027) o el radical hidroxilo (OH?) (Oliveira y col., 2011), la accion de estos
aminoéacidos como guelante de iones metalicos puede prevenir los fendmenos mediados

por el estrés oxidativo (Imer y col., 2008) y por tanto beneficiar la salud.

Aunque no es propiamente un aminodcido, sino un derivado aminoacidico de la
histidina, la ergotioneina (2-mercaptohistidine trimethylbetaine) posee una elevada
capacidad antioxidante (Halliwell y col., 2018). La presencia de transportadores
especificos de ergotioneina en determinados tejidos (Griindermann y col., 2005) hace
suponer que presenta una actividad bioldgica importante, protegiendo contra el estrés
oxidativo en las mitocondrias, especialmente en los glébulos rojos, higado, rifionesy en
el semen donde se puede apreciar una concentracion fisiologica superior (Kalaras y
col., 2017; Tangy col., 2018).
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Los valores de Ergotioneina (ERG-SH) para los champifiones crecidos en
compost suplementado con HTCH o HHO (0,50+0,06 y 0,52+0,09 mg/g, p.s.,
respectivamente) son ligeramente superiores a los obtenidos en el compost industrial
(0,42+0,02 mg/g, p.s.) y a los mencionados en la bibliografia (0,41+0,18 mg/g, p.s.)
(Kalaras y col., 2017). Pese a que los valores no no son excesivamente altos,
comparado con otras fuentes, esta aceptado que los hongos comestibles son una de las
mejores fuentes para obtener ergotioneina, por lo que un incremento respecto a los
niveles basales en la produccion industrial puede ser un factor a tener en consideracion a
la hora de preparar nutraceutico enriquecidos en este antioxidante, potencialmente
utilizable en el tratamiento de enfermedades cronicas que cursan con un elevado estrés
oxidativo (Cheah y Halliwell, 2012; Cremades y col., 2015). Aungue alin no se ha
establecido una dosis diaria recomendada para la ergotioneina distintos autores le
atribuyen una importancia similar a la del glutatién, discutiendose en determinadas
ocasiones si deberia considerarse una vitamina. Al estar considerada un compuesto
GRAS (Generally Recognized As Safe) por la administracion de alimentos y
medicamentos de Estados Unidos, su aplicacion como nutracéuticos estd aceptada y es

posible encontrar suplementos comercializadosque contienen este antioxidante.

El contenido en lipidos de los hongos comestibles es bajo, del orden del 3% (3,3,
3,3y 3,8% en champifiones cultivados en compost industrial, suplementado con HTCH
y suplementado con HHO, respectivamente) (Tabla-R.8), y conjuntamente con el alto
contenido en agua, es la principal causa de su bajo contenido calérico, de donde se
desprende su importancia en el uso contra la obesidad, como alimento hipocalérico de
gran capacidad saciante. En cuanto a los integrantes de los lipidos del champifion, el
82,8% de ellos esta constituido por acidos grasos, siendo su contenido en &cidos grasos
insaturados similar al del aceite de oliva (FAO/WHO, 2010). En la Tabla-R.10 se
muestran los principales &cidos grasos encontrados en champifiones crecidos en

compost industrial y en compost suplementado con HTCH o HHO.

De entre los acidos grasos, son de un gran interés nutricional los &cidos grasos
esenciales, sobre todod los correspondientes a las series -3 (derivadas del &cido
linolénico) y w-6 (derivadas del &cido linoleico). Su importancia no solo radica en que

son elementos esenciales en la dieta, sino que ademas actian como cardioprotectores al
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retrasar la aterogénesis disminuyendo el riesgo de infartos e ictus (Nestel, 2000;

Tortosa-Caparros, 2017).

Tabla-R11. Principales acidos grasos integrantes de los lipidos de Agaricus bisporus
crecidos/cultivados en Compost sin suplementar y suplementado con HTCH o HHO al
5%. (Los resultados se han expresado como % del total de &cidos grasos).

Compost Compost Compost
(control) +5% HTCH + 5% HHO
Miristico (C14:0) 0,41+0,03 0,23+0,02*** 0,45+0,02
Pentadecanoico (C15:0) 1,12+0,09 1,24+0,11 1,36+0,11*
Palmitico (C16:0) 8,71+0,41 8,2310,23 8,52+0,38
Estearico (C18:0) 5,83+0,31 5,16+0,43 4,78+0,34**
AGs-saturado 16,07 14,86 15,11
Oleico (C18:1) 54,72+3,22 55,93+4,14 55,61+3,17
Linoleico (C18:2) 24,06+1,76 25,08+2,07 25,13+1,47
Linolenico (C18:3) 4,94+0,23 4,07£0,17*** 4,11+0,22***
AGs-insaturados 83,72 85,08 84,85
Razon Linoleico/Linolenico 4,87 6,16 6,11

El acido oleico es el acido graso méas abundante en A. bisporus (54,8 a 56,3%),
seguido del &cido linoleico, ambos acidos grasos esenciales, y de gran importancia
desde el punto de vista metabolico y nutritivo, ya que estan implicados en la biosintesis
de las membranas celulares, prostaglandinas y en la regulacion del metabolismo
(FAO/WHO, 2010; Simopoulos, 2002).

En cuanto al contenido en acidos grasos saturados e insaturados, el contenido en
saturados varia entre el 16,1% del compost industrial y el 15,8 y 15,1% del compost
suplementado con HTCH o HHO, respectivamente. El contenido en &cidos grasos
insaturados varia entre el 83,9% del compost industrial y el 84,2 y 85,2 del
suplementado con HTCH o HHO, respectivamente.

La proporcion de acidos grasos m-6 respecto a ®-3 en las dietas occidentales
encuentra desproporcionada, siendo frecuentes relaciones 15:1 o 16,7:1. Estas
proporciones favorecen la patogénesis de enfermedades cardiovasculares, cancer, y
enfermedades inflamatorias y autoinmunes y sus efectos disminuyen cuando se

incrementa la ingesta de m-3 (Simopoulos, 2004).
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La razon [acido linoleico] / [&cido linolénico] es de 4,8 en los champifiones
crecidos en compost industrial, y de 6,1 y 6,4 en el compost suplementado con HTCH o
HHO, respectivamente, proxima a la recomendada por la FAO/WHO (2010). Esto nos
permite contemplar a los champifiones como un alimento adecuado para personas

mayores y enfermos cardiovasculares.

Los compuestos fenolicos encontrados en A. bisporus comprenden tanto
compuestos de bajo peso molecular como de alto peso molecular (melaninas). Los
compuestos fenolicos de bajo peso molecular estan constituidos mayoritariamente por:
acido cindmico, p-hidroxibenzoico, cafeico etc., y su contenido se expresa de manera
general bajo el término de polifenoles totales. Estos compuestos suelen presentar
propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Jong y Birmingham, 1993; Soler-Rivas
y col., 1999; Mattila y col., 2001). En champifiones crecidos en compost industrial y
compost suplementado con HTCH y HHO el contenido en polifenoles totales es de
8,3+0,4, 9,4+0,3 y 9,7£0,4 %, respectivamente (ver Tabla-R.8), lo que supone un
incremento estadisticamente significativo en el caso del compost suplementado con
HTCH o HHO.

Las melaninas son moléculas con alto peso molecular, muy estables, amorfas,
cargadas negativamente, resistentes a la degradacién con &cidos pero degradables con
bases fuertes, hidrofébicas, insolubles en agua o solventes organicos, las cuales son
formadas por la polimerizacion oxidativa de compuesto fendlicos o indélicos. En
champifiones crecidos en compost industrial y compost suplementado con HTCH vy
HHO el contenido en melaninas es de 6,4+0,4, 5,1+0,2 y 4,9+0,3 %, respectivamente
apreciandose una disminucion estadisticamente significativa en los compost

suplementados (ver Tabla-R.8).

El incremento de polifenoles totales y la disminucion de la concentraciéon de
melaninas parece indicar que se favorece la presencia de los compuestos fendlicos de
bajo peso molecular con las capacidades antioxidantes y antimicrobianas mencionadas

previamente.

En cuanto al contenido en ergosterol en champifiones crecidos en compost
industrial y compost suplementado con HTCH y HHO éste es de 4,2+0,4, 5,7+0,3, y

5,3+0,4, respectivamente. Como podemos observar la concentracion de ergosterol en los
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compost suplementados presenta valores mayores, estadisticamente significativa, que el
valor encontrado en el compost industrial (control), asi como en el compost de
composicion minima (sin suplementar), 4,08+0,3 (Bautista, 2017), siendo las
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Lo que nos estaria indicando que
la suplementacidn, no solo seria buena para aumentar la productividad, sino que ademas
también lo seria cuando el fin fuera obtener ergosterol para su uso como nutracéutico o
para su fotoconversion en vitamina-D2 por radiacion con luz-UVB. En este Gltimo caso,
podriamos obtener champifiones enriquecidos en vitamina-D2, capaces de suministrar
suficiente vitamina-D2 como para cubrir la dosis recomendable diaria (15 Q)
(Pludowski y col., 2016) consumiendo una racion de champifién (80 — 100 g, p.h.). El
producto asi obtenido constituiria por si mismo un alimento funcional, actualmente
aceptado en el mercado por las autoridades competentes (EFSA), como mas adelante
comentaremos. Si bien, cuando los experimentos se han realizado en planta semi-
industrial la suplementacion del compost industrial con HTCH o HHO no ha
proporcionado mayores concentraciones de ergosterol en el caso de la suplementacion,
aunque si se ha observado un ligero incremento, aunque no estadisticamente
significativo, en la productividad. Probablemente debido a que el compost industrial es

un compost obtimizado a lo largo de afios.

4.4, SOBRE-E?(PRESION DE ENZIMAS CLAVES DE LA VIA
BIOSINTETICA DEL ERGOSTEROL EN HONGOS

Aunqgue una razén 6ptima C/N podria explicar/justificar la mayor produccion de
biomasa (Pardo-Gimenez y col., 2012), el incremento en el contenido en ergosterol
tanto en el micelio como en los cuerpos fructiferos, necesita de alguna justificacién
adicional, a ser posible a nivel molecular. Por ello decidimos estudiar la expresion de
algunas enzimas claves de la via de biosintesis del ergosterol (Hu y col., 2017) (Figura-
R.10) mediante Western-blot ya que disponiamos de anticuerpos y ademas la
cuantificacion directa de la cantidad de proteina mediante esta técnica nos parece mas
adecuada que la PCR ya que la correlacion mRNA proteina no siempre se aproxima a 1
(Anderson y Seilhamer, 1997; Gygi y col., 1999). Si bien no se discute el gran valor
de las técnicas de PCR, el dato de Western-blot nos parecio mas proximo a la realidad
ya que mide la cantidad real de proteina/enzima funcional. Por lo que se procedio al

estudio de la expresion de las cuatro siguientes enzimas claves de la via biosintética de
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ergosterol en hongos (ver Figura-R.10): ERG2, ERG4, ERG6 y ERG11 mediante
western-blot. Debido a la dificultad para purificar estas enzimas, para la obtencion de
los correspondientes anticuerpos, se ha recurrido a la obtencion de estos a partir de
péptidos sintéticos, especificos y de alta inmunogenicidad para cada una de las enzimas
(Araujoy col., 1996).

Con el objetivo de localizar secuencias candidatas para producir péptidos
sintéticos, se realizd6 un modelado in silico a partir de las bases de datos de la
Enciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas (KEGG) (disponibles en www.kega.jp ) vy
el programa de modelado por homologia de Swiss-model EXPASy (disponible en
Swissmodel.expasy.org). Para ello se compararon las secuencias de Agaricus bisporus
para las enzimas de interés, respecto a modelos de proteinas de diferentes organismos
buscando una representacion grafica con buena homologia de secuencia. Las secuencias
con mayor probabilidad inmunogénica se encontrarian en regiones de superficie o en los
extremos mas expuestos N- y C-terminal. En relacion con los extremos terminales, el
extremo N-terminal suele estar modificado al incluir secuencias de aminoécidos que
sirven de sefial para la correcta ubicacion intracelular durante el procesamiento, por lo
que un buen criterio de seleccidon de secuencias inmunogenicas suele ser la region del

extremo C-terminal; y este ha sido el criterio que hemos seguido en nuestro estudio.

Para la enzima ERG 11 (Figura-R.11), presunta citocromo P450 lanosterol C-
14a-demetilasa que cataliza la reaccion del lanosterol a 4,4-dimethyl-cholesta-8,14,24-
trienol, se comparé la secuencia AGABI2DRAFT 191124 de A. bisporus var bisporus

H97 frente al molde 5eah.1.A de S. cerevisiae con un 45% de homologia.
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Figura-R.10. Principales enzimas implicadas en la biosintesis del ergosterol en
hongos.

(ERGI1 — squalene epoxidase; ERG2 — sterol C-8 isomerase; ERG3 — sterol C-5
desaturase; ERG4 — sterol C-24 reductase; ERG5 — sterol C-22 desaturase; ERG6 —
sterol C-24 methyltransferase; ERG7 — lanosterol synthase; ERG11 (CYP51) —
lanosterol C-14 demethylase; ERG24 — sterol C-14 reductase; ERG25 — sterol C-4
methyl oxidase; ERG26 — sterol C-3 dehydrogenase (C4-decarboxylase); ERG27 —
sterol C-3 ketoreductase).
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Figura-R.11. Estructura terciaria propuesta para ERG 11 por homologia de la
secuencia AGABI2DRAFT_191124 de A. bisporus y el molde 5eah.1.A de S.
cerevisiae.

La comparativa da un elevado grado de conservacion de estructura y el extremo
C-terminal queda expuesto en el modelo en la superficie siendo un buen candidato para
la eleccion del péptido sintético.

Para la enzima ERG 6 (Figura-R.12), o C-24 sterol methyltransferasa que
cataliza la reacciébn zymosterol a fecosterol, se enfrentaron la secuencia
AGABI2DRAFT 194260 de A. bisporus var bisporus H97 frente al molde 3bus.1.A,
una methyltransferasa de oligosacaridos con una homologia del 26,79%.
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Figura-R.12. Estructura terciaria propuesta para ERG6 por homologia de secuencia
AGABI2DRAFT 194260 de A. bisporus y el molde 3bus.1.A.

En este caso la secuencia muestra regiones considerables sin homologias en
ambos extremos lo que podria indicar que la proteina sufre alguna modificacién
posttranscripcional. Tras la correccion realizada omitiendo los fragmentos genicos que
no aparecen en el modelo, el extremo C terminal queda expuesto en superficie siendo

esperable una buena respuesta inmunogenica.

Para la enzima ERG 2, esterol C-8 isomerasa que cataliza la reaccion de
fecosterol a episterol, se compararon la secuencia AGABI2DRAFT 135078 de A.
bisporus var bisporus H97 frente al modelo que ofrecia mas homologia. En este caso, el
molde de mayor homologia con un 30,43% era 5hk1.1.A, el receptor intracelular sigma

no opioide en humanos. (Figura-R.13)

Ademas los demas modelos disponibles estaban mucho mas alejados de una
homologia aceptable pero, este modelo presentaba conformacion de homotrimero con

el extremo C terminal expuesto en los vertices.

156




C-terminal

C-terminal

C-terminal

WIRRMALY LVEVLFCGWLBTIKDRW{VENPDSLED
RWTRRMALY LVEVLEOGWLDTIKDRWYVENPDSLHO
*:RWARRMALY LVEVLPEGWEDTIRDRW

Figura-R.13. Estructura cuaternaria propuesta para ERG2 por homologia de secuencia
AGABI2DRAFT 135078 de A. bisporus y el molde 5hk1.1.A.

ERG 4, corresponderia a la enzima Delta24(24(1))esterol reductasa, que cataliza
la reaccion de 5,7,22,24(28)-ergotetraenol a ergosterol, siendo la ultima enzima
implicada en la ruta. ElI modelo se gener6 desde la secuencia de
AGABI2DRAFT 193266 de A. bisporus var bisporus H97 y se comparo con el molde
de la estructura transmembrana de la esterol reductasa de Methylomicrobium

alcaliphilum, 4.quv.1.A, con una homologia del 32% (Figura-R.14).

En el modelo generado el extremo C terminal aparece expuesto sin aparentes
modificaciones postranscripcionales aunque el modelo empleado como homologo es
una estructura transmembrana lo cual es posible que en este caso pueda presentarse

parcialmente cubierto por la membrana
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C-terminal

Figura-R14. Estructura terciaria propuesta para ERG4 por homologia de secuencia
AGABI2DRAFT 193266 de A. bisporus y el molde 4.quv.1.A de Methylomicrobium
alcaliphilum

Como se muestra en la Figura-R.15 todos los anticuerpos reconocen a los
péptidos sintéticos incluso a concentraciones de 5 ng. Sin embargo, cuando ensayamos
los anticuerpos frente a las proteinas miceliales totales de A. bisporus, crecido en los
diferentes medios, y separadas por PAGE-SDS vy tras transferirse a membranas de
PVDF, solo tres de ellos reconocen alguna proteina en el andlisis por Western-blot: anti-
ERG4, anti-ERG6 y antiERG11, como se muestra en la Figura-R.16. Esto,
probablemente, sea debido a que los péptidos seleccionados estén localizados en la
superficie, y/o extremos moleculares. Mientras que el péptido utilizado para obtener
antiERG4 no haya sido el adecuado, a pesar de ser altamente inmunogénico, su

localizacion no sea de facil reconocimiento por el anticuerpo.
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Figura-R.15. Analisis Dot usando 5 y 50 ng de péptidos sintéticos y su deteccion por
sus respectivos anticuerpos (anti-ERG2, anti-ERG4, anti-ERG6 and anti-ERG11).
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Figura-R.16 Analisis por Western-blot de las enzimas clave (ERG2, ERG4, ERG6 and
ERG11) en la ruta biosintética del ergosterol en A. bisporus.

El andlisis de imagen por Wester-blot también pone de manifiesto que las
enzimas ERG6 (C-24 sterol methyltransferasa) y ERG11 (citocromo P450 lanosterol C-
14a-demetilasa) se expresan a mayor nivel que en el control (2,75 y 3,52 veces mas,
respectivamente) independientemente del suplemento utilizado; mientras que la enzima
ERG2 (estrol C-8 isomerasa) presenta un incremento mas bajo que las anteriores pero
1,85 veces mayor que el control. Resultados andlogos se obtienen cuando se estudian las
proteinas miceliales de A. bisporus crecido en MLdm y MSdm/Agar (Falcon-Garcia,
2018).

A partir de estos resultados podemos concluir que al menos tres enzimas de la
via biosintética del ergosterol (ERG2, ERG6 y ERG11) son reguladas a la alta de
manera significativa, indicando el papel estimulador de las sustancias presentes en los
suplementos (HTCH y HHO), al menos cuando A. bisporus crece en un medio minimo

para la produccion de ergosterol.
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4.5. FOTOCONV[ERSION DEL ERCjOSTEROL EN VITAMINA-D2 POR
IRRADIACION-UV DE CHAMPINONES POST-COSECHA

En este apartado el objetivo ha sido estudiar las condiciones éptimas de
irradiacion del champifién para conseguir los mayores niveles posibles de vitamina-D2.
En estudios previos se ha visto que el contenido en ergosterol en los cuerpos fructiferos
(champifiones) no es igual en todas sus partes (sombrero, laminillas o tallo). En la
Tabla-R.12 se muestra el contenido en ergosterol para cada una de las principales partes
del champifion.

Tabla-R.12. Contenido en ergosterol de las diferentes partes del champifion.

Ergosterol (mg/g, p.s.)
Sombrero 5,86+0,53 *
Laminillas 11,02+0,84 ***
Tallo 4,4+0,42 *
Micelio 6,1+0,87

Valor de significacion respecto al micelio *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Estos resultados muestran que el contenido de ergosterol en todas sus partes no
es igual, mostrando diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Tabla R.12)
(p < 0,001). Los mayores niveles de ergosterol se encuentran en las laminillas
(11,02+0,84 mg/g, p.s.), y los mas bajos en los tallos (4,4+0,42 mg/g, p.s.). Al realizar
el analisis estadistico al comparar los valores mas bajos (entre tallo y micelio), ya se
observa una significancia de p < 0,05. Esta diferencia también se aprecia significativa
entre el micelio y el sombrero con p < 0,05 y alcanza valores muy superiores, p < 0,001
entre micelio y laminillas. EI contenido en ergosterol en las laminillas es practicamente
el doble del que se encuentra en el sombrero, que a su vez es casi el doble de la
concentracion encontrada en el tallo. Resultados semejantes han encontrado otros

autores en otros hongos comestibles (Jasinghe y Perera, 2005;2006).

Por otro lado, el anélisis de A. bisporus, cultivado en camaras de cultivo y no-
irradiados, en cuanto a su contenido en vitamina-D2, muestra que el contenido en esta

vitamina es practicamente nulo. A este respecto otros investigadores también han
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encontrado ausencia de vitamina-D2 en hongos cultivados (Mattila et al., 2002a). Esto
es debido a que estos hongos, durante su cultivo, no estan expuestos, en ningun
momento, a luz solar o ultravioleta. La mayoria de los hongos comestibles disponibles
en el mercado son hongos cultivados y por tanto carentes de vitamina-D. Sin embargo,
en algunos estudios, si se ha detectado la presencia de pequefias cantidades de vitamina-
D2: 0,0004 pg/g p.s. (Takeuchi et al., 1984) y 0,23-1,10 pg/g p.s. (Takamura et al.,
1991) en hongos comestibles, concretamente en Shiitake. Pequefias cantidades de
vitamina-D2 se han encontrado en hongos comestibles silvestres (Mattila et al., 1994),
lo que probablemente sea debido a la accién de la luz solar por exposiciones breves

periddicamente.

4.5.1. Estudios preliminares a distintas A

Los anteriores estudios se realizaron con luz-UVB. Sin embargo dentro del
espectro de la luz-UV podemos distinguir tres regiones: luz-UVA (315-400nm; pico a
365 nm), luz-UVB (280-315 nm; pico a 302 nm) y luz-UVC (200-280nm; pico a 254
nm). Por ello en este apartado se ha estudiado el efecto de la radiacion a diferentes
longitudes de onda sobre la fotoconversion del ergosterol en Vitamina-D2, a un tiempo
fijo (15 min) y a una distancia fija (15 cm) irradiando los champifiones 15 min boca
abajo (sombrero) y 15 min boca arriba (laminillas). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla-R.13.

Tabla-R.13. Valores de Vitamina D2 obtenidos a distintas longitudes de onda UV (A,
B y C) en 30 minutos y valores obtenidos mediante exposicion a luz solar.

Vit-D2 (ug/g d.m.) Observaciones
UV-A (365 nm) 4,34+0,3 * 30 min a 15cm
UV-B (302 nm) 4,61+0,7 ** 30 mina15cm
el AR Apa?gccren ;i)r;?digr%rignto"
Luz solar 2,8+0,5 >2h

Significancia respecto a irradiacion bajo luz solar. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Las
muestras no presentaron significancia entre los tipos de irradiacion artificial. © Indicios
de productos no deseables , 24 de Junio, 2016 (Sevilla)
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Aunque de los datos mostrados en la Tabla-13 no se observan diferencias
estadisticamente significativas, teniendo en cuenta que sistematicamente los mayores
resultados se han obtenido con luz-UVB, a partir de este punto, la irradiacion utilizada

en los posteriores estudios ha sido dicha radiacion (luz-UVB).

Por otro lado, teniendo en cuenta que segun la bibliografia, diferentes factores,
tales como: humedad, temperatura, orientacion y distancia, pueden afectar la eficiencia
de la radiacion-UV (Jasinghe y Perera, 2005), una vez fijado el tipo de irradiacion
(luz-UVB) a utilizar, pasamos a estudiar el efecto de los parametros o factores

anteriormente indicados sobre la fotoconversion de ergosterol en vitamina-D2.

45.2. Efecto de la humedad sobre la fotoconversion.

En este apartado se ha estudiado el efecto de la humedad de los champifiones a
irradiar sobre la fotoconversion del ergosterol en Vitamina-D2, a un tiempo fijo (30
min) y a una distancia (intensidad de radiacién) fija (15 cm), utilizando luz UV-B. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla-R.14.

Como puede observarse de los resultados expuestos en la Tabla-R.14, el mejor
rendimiento (15,03+1,1 pg/g, p.s.) se obtiene para una humedad del 79£0,8 %. Si bien,
como esto implicaria introducir una etapa previa de ligero secado, previamente a la
irradiacion-UVB lo que complicaria y encareceria el proceso, nos hemos centrado en el
estudio de los champifiones con una humedad equivalente a la habitual tras la cosecha
(92,4+0,6%) para la cual los niveles de vitamina-D2 son de 11,21+1,6 ug/g, p.s. No
obstante este proceso de deshidratacion parcial si presenta una diferencia significativa al
alza (p < 0,05) en la fotoconversion bajo las condiciones establecidas y podria ser
aprovechada en caso de que el producto final fuese distinto del champifion fresco para

consumao.
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Tabla-R.14. Efecto de la humedad sobre la fotoconversion del ergosterol en vitamina-
D2 por irradiacion con luz-UVB.

Humedad (%) Vit-D2 (ug/g p.s.) Observaciones

60,3+1,1 8,36%2,3

63,1+0,9 8,94+1,8

72,8+0,7 12,25+2,1

73,5£2,0 12,87+1,3

79,0+0,8 15,03+1,1 * Optimo
83,1+1,3 11,63+0,9

92,4+0,6 11,21+1,6 CH-fresco

UV-B; 15 cm; 60 min *p<0,05,

4.5.3. Efecto de la temperatura sobre la fotoconversion

En este apartado se ha estudiado el efecto de la temperatura de los champifiones,
con su humedad habitual (92,4+0,6%), sobre la fotoconversion del ergosterol en
Vitamina-D2, a un tiempo fijo (30 min) y a una distancia (intensidad de radiacién) fija
(15 cm), utilizando luz UV-B como fuente de irradiacion. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla-nn.

Como puede observarse de los resultados expuestos en la Tabla-R.15, el mejor
rendimiento (22,53+3,74 ug/g, p.s.) se obtiene para una temperatura de 35°C y una
humedad del 92,4+0,6%. Esto implicaria introducir una etapa de calentamiento,
previamente a la irradiacion-UVB. Lo que complicaria y encareceria el proceso. Sin
embargo, cuando el proceso de irradiacion tiene lugar con la humedad habitual y a la
temperatura de cosecha (10 - 15°C), los niveles de vitamina-D2 alcanzados son
significativamente mas bajos, 7,62+1,16 pug/g, p.s., y 10,01+1,23 pg/g, p.s.,

respectivamente.
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Tabla-R.15. Efecto de la temperatura sobre la fotoconversion del ergosterol en
vitamina-D2 por irradiacién con luz-UVB.

°C Ma/g, p.s. Observaciones

10 7,62+1,16 Temperatura habitual de trabajo
15 10,01+1,23 Temperatura habitual de trabajo
20 12,82+2,21

25 13,87+2,68 *

30 16,05+3,05 **

35 22,53+3,74 ***.$ Temperatura optima

40 13,24+3,21

50 7,16+2,65

60 4,48+2 42

Valores de significancia respecto a 10°C *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Valores de significancia respecto a 15°C $p<0,001

Estos resultados también muestran que mientras que a temperaturas por debajo
de 35°C el aumento de temperatura va asociado a un incremento de la fotoconversion
del ergosterol en vitamina-D2, a temperaturas por encima de 35°C la fotoconversion de
ergosterol en vitamina-D2 es mucho menos eficiente. Esta disminucion de eficiencia se
atribuye a la participacion de diferentes eventos, tales como el estrés térmico
(oxidativo), muerte celular, formacion de pigmentos coloreados, transformaciones de la
vitamina-D2, asi como a la fotodegradacion por irradiacion (Jasinghe y Perera,
2005;2006).

4.5.4. Efecto de la orientacion y geometria sobre la fotoconversion

Los anteriores datos indican que la exposicion a la luz-UVB induce la aparicion
de vitamina-D2 en los hongos, y que esto depende tanto de la humedad, como de la
temperatura y de la parte del champifién irradiado. Por ello irradiamos el champifidn
boca abajo (sobrero frente a la fuente de luz-UVB) y el champifién boca arriba

(laminillas frente a la fuente de luz-UVB).

Las irradiaciones se han llevado a cabo tal y como se describe en el correspondiente

apartado de M&M. Brevemente, se ha utilizado una lampara UVP- LMS EL Series, de
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8W/m? a una distancia, de 15 cm y se ha medido la intensidad de la radiacion con un
radiometro Optico, siendo ésta al cabo de 30 min de 13,2 kJ/m? Los resultados
obtenidos, tras dicho tratamiento sobre champifiones boca abajo y boca arriba, se

muestran en la Figura-R.16.

15,32+1,94

16
14 17

12 77

10

7 a,2310,48

Vitamina-D2 (ug/g, p.s.)

a8
a1
5 '
o t
Sombrero Laminillas

Figura-R.16. Contenido en vitamina-D2 tras la irradiacion con luz-UVB de
champifiones boca arriba (Sombrero) y champifiones boca arriba (Laminillas)

Estos resultados muestran que la fotoconversion de ergosterol en vitamina-D2 es
mayor cuando los champifiones se irradian boca arriba (laminilla): 15,32+1,94 ug/g p.s.,
que cuando la irradiacién se hace boca abajo (sombrero). 4,23+£0,48 ug/g p.s. Como
puede observarse el contenido en vitamina-D2 es estadisticamente significativa (p <
0,01). Estos valores son ligeramente méas bajos que los encontrados por otros autores
(Mau et al., 1998) en Shiitake irradiado con luz-UVB y UVC.

Como podemos observar de estos datos, aunque el contenido en ergosterol de las
laminilla es practicamente el doble (1,88 veces) que el del sombrero, el contenido en
vitamina-D2, tras la irradiacion con luz-UVB en las condiciones descritas, en las
laminilla es préacticamente cuatro veces mayor (3,62 veces). Indicando una alta
fotoconversion de ergosterol en vitamina-D2, probablemente debido a la propia
morfologia de las laminillas que proporcionan una mayor superficie expuesta a la
radiacion que en el sombrero, ademas de que la mayor solidez-rigidez del sombrero
muestre una mayor resistencia a la penetracion de la radiacién-UV a los tejidos
miceliales del sombrero. Resultados semejantes han sido obtenido también por otros
autores (Jasinghe y Perera, 2005;2006).
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Estos datos, por otro lado, parecen estar indicando también que a mayor
concentracion de ergosterol mayor formacion de vitamina-D2 tras la irradiacion-UV. Lo
que constituye la base de nuestra idea inicial: “Si incrementamos el contenido en
ergosterol en A. bisporus, mediante la adicion de sustancias estimulantes al compost, la
irradiacion de estos champifiones contendran mayor cantidad de vitamina-D2 que los

champifiones crecidos en compost sin suplementar”.

Es importante recordar que la fotoconversion del ergosterol a vitamina D2 se
debe a la accion de la luz ultravioleta, pero que la penetrancia en los tejidos del hongo
es muy limitada, por lo que se describe que solo actua “en superficie”. No obstante el
sustrato de la fotoconversion, el ergosterol, estd distribuido por toda la biomasa del
hongo, aunque como hemos podido observar, no todas las estructuras presentan la
misma concentracion. Esto supone que existe una diferencia que no es proporcional
entre el incremento de superficie y de volumen lo que implicaria, la proporcion de
biomasa accesible a la luz ultravioleta respecto a la biomasa total disminuye al aumentar

el tamafio del champifion.

Si reducimos la estructura de un champifion a formas geométricas simples es
posible visualizar graficamente la evolucion de la relacion superficie/volumen (Figura
R.17). No obstante, el champifion en etapas tempranas del desarrollo tiene un aspecto
méas globoso que uno maduro en el que el sombrero se encuentra completamente
abierto. Si consideramos un champifién en los primeros estados del desarrollo como una
esfera y representamos graficamente la relacion entre su superficie (4nR?) y su volumen

(4/37R?) la curva resultante se ajusta a una curva exponencial y=3x1,

Si en cambio simplificamos un champifién en estados de maduracion mas
avanzados, con un cuerpo fructifero con las laminillas expuestas, la forma geométrica
mas apropiada podria considerarse una semiesfera. Para calcular la superficie de una
semiesfera, se considera la mitad de una esfera y la superficie de un circulo ((4nR?)/2 +
nR?) mientras que el volumen corresponderia a la mitad de una esfera ((4/3nR%)/2). La
representacion grafica de esta relacién también genera una curva exponencial, pero con
una pendiente mayor (y=4,5x1), lo que implicaria una mayor biomasa expuesta respecto

a la total.
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En el caso del champifion laminado, o en otros hongos comestibles como podria
ser Pleurotus ostreatus, es posible representarlos como cilindros planos con una altura
entre 0,5 y 1 cm. La superficie de un cilindro (2aRh + 2aR?) y su volumen (nR?h)
(representado en la Figura-R.17 con una altura de 1 cm) genera una curva mucho menos
pronunciada manteniendo la relacion entre la superficie y el volumen mas alta al

aumentar el tamafio.

10,00
=@=— Esfera

9,00
== Semiesfera

8,00 \
7,00 \ Cilindro

6,00 \
o N\
4,00 \ \
3,00
2,00

1,00
0,00

Relacion Superficie/volumen

0 1 2 3 4 5
Radio (cm)

Figura-R.17. Representacion gréfica de la relacion Superficie/VVolumen para una esfera,
una semiesfera y un cilindro respecto incremento de su radio.

Al comparar de forma conjunta estas graficas es apreciable la rapida
disminucion de la biomasa expuesta respecto al total de la biomasa lo que puede
perjudicar la tasa de fotoconversion del Ergosterol en vitamina D2 cuando los hongos
tratados tienen diametros grandes. Del mismo modo, deberia ser posible obtener
mayores rendimientos si se requiriese realizando laminados en los que se optimizase el
grosor a la penetrancia de la longitud de onda empleada para el tratamiento o
exponiendo toda la biomasa a la fuente de luz ultravioleta mediante un proceso de
triturado si se desease. En cualquier caso esta metodologia sélo supone una
aproximacion simplificada en la que se omiten factores como la diferente concentracion
de ergosterol en las laminillas, asi como la estructura que presentan, o la longitud de los

tallos y diferentes morfologias que se puedan apreciar en los champifiones.
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46. CINETICA DE LA FOTOCONVERSION DEL ERGOSTEROL EN
VITAMINA-D2 POR IRRADIACION UVB

4.6.1. Cinética de la fotoconversion del ergosterol en vitamina-D2

Los estudios cinéticos son muy Utiles para estudiar el orden de la reaccion,
permitiéndonos el célculo de la cantidad de producto formado en una determinada
reaccion. Por ello en este apartado del estudio, los champifiones (A. bisporus) se han
irradiado a una temperatura préxima a la temperatura de cosecha (10 - 15°C) durante
diferentes periodos de tiempo con el fin de estudiar la fotoconversion del ergosterol
presente en los champifiones en vitamina-D2 en relacion con el tiempo de irradiacion.
Los champifiones se han utilizado con su humedad habitual (92,4+0,6%) y la irradiacién
de luz-UVB utilizada ha sido de 0,21 kJ/m?/min.

En la Tabla-R.16 y en la Figura-R.18 se muestra el contenido en vitamina-D2 de
muestras de champifion (A. bisporus) sometidas a radiacién con luz-UVB durante

diferentes periodos de tiempo (10 a 60 min).

Tabla-R.16. Efecto del tiempo de irradiacion sobre la fotoconversion del ergosterol en
vitamina-D2 en muestras de champifion (A. bisporus)

Tiempo (min) Vitamina-D2 (ug/g, p.s.)
10 6,1
15 7,3
20 9,0
25 10,9
30 12,5
35 13,8
40 15,2
45 16,7
50 18,8
60 21,1
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Figura-R.18. Efecto del tiempo de irradiacion sobre la fotoconversion del ergosterol en
vitamina-D2 en muestras de champifion (A. bisporus)

De acuerdo con estos datos, la fotoconversion de ergosterol en vitamina-D2

podemos predecirla a partir de la siguiente ecuacion:
[Vit-D2] = 0,31 « t + 2,99

Donde la concentracion de vitamina-D2 viene expresada en pg/g, p.s., y el tiempo, t, en
minutos. Si bien cabe comentar que a partir de los 55 min de irradiacion, la
fotoconversion de ergosterol en vitamina-D2 no es lineal, al menos bajo las condiciones
utilizadas por nosotros y con un sistema de irradiacion en continuo. En el caso de
utilizar un sistema de irradiacién por pulsos el rango de linealidad podria ser mayor,

como han reportados otros grupos (Kalaras y col., 2012a).
4.6.2. Modelo cinético de la fotoconversion del ergosterol

Nuestros resultados sobre la fotoconversion del ergosterol en vitamina-D2 por
irradiacion con luz-UVB, en nuestro sistema y bajos nuestras condiciones, en muestras
de champifion (A. bisporus) muestran una buena correlacion lineal, al menos en el
intervalo de 10 a 55 min (ver Tabla-R.16 y Figura-R.18). Lo que viene reflejado por el
valor de R? = 0,9972 entre la cantidad de vitamina-D2 por gramo de producto seco Y el
tiempo de irradiacion. Esta tendencia es consistente con los tres intervalos de

temperatura y tiempos estudiados en este trabajo. Por lo tanto, parece razonable
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proponer una cinética de orden cero para la fotoconversion del ergosterol en vitamina-
D2.

dD/dt = KC° (ec.-1)

Donde C es la concentracion de vitamina D2 en pg/g, p.s., t es el tiempo de

irradiacion, en's, y K es la constante de reaccion en s™.

Uno de los modelos mas usuales para analizar la relacién entre la temperatura y
la velocidad de reaccion es la ecuacion de Arrhenius (Banga y Singh, 1994). Este
modelo ya ha sido utilizado para estudiar la fotoconversién del ergosterol en vitamina-
D2 en muestras solubles (Mau y col., 1998), por lo que parece apropiado también
utilizarlo en matrices solidas para intentar describir la relacion o interdependencia entre

la temperatura y la constante de reaccidn, que viene dada por la ecuacion de Arrhenius:

K = Ao exp(-Ea/RT) (ec.-2)

Donde Ao es el factor de frecuencia de la reaccion, Ea es la energia de activacion del
ergosterol en vitamina-D2 (J mol™?), R es la constante de los gases (8,314 J °K mol™?), y

T es la temperatura absoluta (°K).

4.6.3. Parametros cinéticos del modelo

El modelo cinético descrito por las ecuaciones 1 y 2 se ha utilizado para la
derivacion de los distintos parametros cinéticos a partir de los datos experimentales
obtenidos en el presente estudio. Asi la ec.-1 se ha utilizado para obtener los datos
cinéticos a diferentes tiempos de irradiacion para cada una de las temperaturas a que se

han llevado a cabo los ensayos (Figura-R.18).

La pendiente de cada recta nos da el valor de K a cada una de las temperaturas
ensayadas, que mediante la ec.-2 nos permite obtener el valor del factor de frecuencia de
la reaccion (Ao = 7,32 s) y la energia de activacion de la fotoconversion (Ea = 51,5 kJ
mol?, R? = 0,99) (Figura- R.18). Estos parametros cinéticos Unicamente son validos

para el rango de temperaturas ensayados (25 — 35 °C). Valores para la energia de
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activacion de la fotoconversion del ergosterol en vitamia-D2, en el rango de 4,2 a 28,7
kJ mol~, dependiendo del disolvente y de la longitud de onda de la luz-UV, han sido
reportados por otros investigadores en otros hongos comestibles (Mau y col., 1998).
Estos parametros cinéticos pueden utilizarse para estimar la cantidad de vitamina-D2
producida por irradiacion-UVB durante un determinado tiempo dentro del rango de

temperatura estudiado.

4.7. EFECTO COMBINADO DE LA HUMEDAD Y LA TEMPERATURA DE
IRRADIACION SOBRE LA FOTOCONVERSION DEL ERGOSTEROL
EN VITAMINA-D2.

El contenido en humedad del champifién (A. bisporus) y la temperatura a que se
lleva a cabo la irradiacién con luz-UVB son dos parametros importantes a controlar en
la fotoconversion del ergosterol en vitamina-D2 (Jasinghe y col., 2004). El efecto
combinado de estos dos factores se ha llevado a cabo mediante un modelo factorial 2 x

2. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla-R17.

Tabla- R.17. Efecto combinado de humedad y temperatura

Temperatura | Humedad [Vit-D2] (pg/g p.s.) Valor
(°C) (%) 1 ) g 4 promedio
15 60 4,77 6,12 5,50 5,65 5,51
35 60 18,42 17,18 16,14 18,13 17,47
15 80 10,71 11,72 11,38 12.03 11,46
35 80 25,85 25,51 23,36 27,52 25,56

Como hemos indicado, el estudio se ha llevado a cabo mediante un modelo
factorial 2 x 2, por lo que los valores registrados corresponden a cuatro condiciones
experimentales diferentes (Tabla-R17). Como podemos observar, el maximo valor
promedio de vitamina-D2 (25,56 pg/g p.s.) se ha obtenido para los champifiones con
una humedad del 80% a una temperatura de 35°C, seguido de los champifiones con una
humedad del 60% a una temperatura de 35° (17,47 pg/g p.s.). Mientras que el valor méas
bajo (5,51 ug/g p.s.) se ha obtenido para champifiones con una humedad del 80% a
15°C. Los valores promedios se han obtenido a partir de cuatro replicas, y los datos se

han procesado ajustandolos a un modelo factorial 2 x 2.
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4.8. TOXICIDAD, BIACCESIBILIDAD Y BIODISPONIBILIDAD DE LA
VITAMINA-D2 EN CHAMPINONES (Agaricus bisporus) CRECIDOS EN
COMPOST SUPLEMENTADO CON HTCH O HHO E IRRADIADOS CON
LUZ-UVB.

4.8.1. Toxicidad

Los champifiones (A. bisporus) enriquecidos en vitamina D2 mediante
tratamiento con luz UVB podrian considerarse como alimentos funcionales o
nutraceuticos por si mismos o como componente en formulaciones gracias a sus
beneficios para la salud. No solo proveen nutrientes (hidratos de carbono, proteinas
vitaminas y minerales) sino que ademas contienen un perfil GUnico de componentes
bioactivos beneficiosos para la salud, en especial aquellos con actividades antioxidantes

y antivirales (Cremades y col., 2012; 2015; Gallego-Yerga, 2015).

Pese a que la mezcla de compuestos presentes en A. bisporus enriquecidos en
vitamina D2 estd compuesta principalmente por componentes polares de naturaleza
hidrosoluble (Kala¢, 2009), los componentes apolares también representan una fraccion
importante. La composicion hidrosoluble de A. bisporus determinada por Delgado-
Poverano y col. (2016) mediante espectroscopia de masa de alta resolucién, empleando
cromatografia liquida en tandem acoplada a espectrometria de masa con tiempo de
vuelo (LC-QTOF MS/MS), permitié la identificacién de 123 compuestos que se pueden
agrupar en 21 grupos, incluyendo: alcaloides, aminoacidos y sus derivados, mono y
oligosacaridos, azucares acidos y derivados, acidos grasos y acidos grasos conjugados,

fosfolipidos y sus derivados, y nucledtidos y sus derivados, entre los mas significativos.

La mayoria de los compuestos presentes son seguros, aungue algunos han sido
considerado toxicos en el pasado a concentraciones relativamente bajas como la
agaritina que en algunos estudios ha sido descrita como un producto potencialmente
carcinogenico. No obstante, la evidencia actual indica que la agaritina presente en A.
bisporus cultivado no supone un riesgo toxicologico para los humanos (Roupas y col.,
2010).

Para evaluar la seguridad de A. bisporus enriquecido en vitamina D2 como un
posible alimento funcional o un suplemento para consumo humano, es necesario
disponer de datos sobre los riesgos debido a la posible toxicidad aguda (LDso) y cronica

derivados de la ingesta repetida a lo largo de periodos prolongados de tiempo.
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Pese a que, en al analisis in silico, en la base de datos de TOXNET, el analisis de
95 de los compuestos encontrados en A. bisporus no reveld toxicidad potencial, se
decidio comprobar la seguridad de los champifiones enriquecidos en vitamina D2
mediante la exposicion puntual a altas dosis (toxicidad aguda) y la exposicion elevada

durante exposicion prolongada (toxicidad sub-crénica) (90 dias).
4.8.1.1. Estudio de Toxicidad aguda de A. bisporus enriquecido con Vitamina D2

Para evaluar los potenciales efectos adversos de A. bisporus enriquecidos en
Vitamina D2 a dosis altas, se llevd a cabo un estudio de toxicidad aguda. Ante la
ausencia de datos sobre la mortalidad de de este producto, por razones de bienestar
animal se recomend6 comenzar con una dosis inicial de 300 mg/kg de peso corporal
aumentando la dosis a 3.000 mg/kg. En la Tabla-R.18 se muestran los efectos y
comportamiento de los animales tratados con una Unica dosis de 5.000 mg/Kg de peso

corporal.

Tabla-R.18. Toxicidad aguda 5.000 mg/kg p.c.

Observacion Tras la administracion
4 horas 8 horas 24 horas 14 dias
Piel y pelaje Normal Normal Normal Normal
Ojos Normal Normal Normal Normal
Membrana Normal Normal Normal Normal
mucosa
Patrones _de Normal Normal Normal Normal
comportamiento
Salivacion Normal Normal Normal Normal
Letargia Normal Normal Normal Normal
Diarrea No observado No observado No observado No observado
Temblores No observado No observado No observado No observado
Coma No observado No observado No observado No observado
Muerte No observado No observado No observado No observado

Estos resultados muestran que A. bisporus enriquecido en vitamina D2 a dosis de
5000 mg/kg de peso corporal no causa mortalidad ni ningln otro signo o efectos
adversos, a lo largo de los 14 dias que duro el estudio. Asi, a lo largo del estudio ningun
sintoma clinico o alteraciones han sido observadas, ni en el pelaje, la coloracion de los
0jos, astenia, anorexia, salivacion, piloereccién, actividad locomotriz o diarreica en
ninguno de los animales tratados. El peso corporal, y el consumo de comida se
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mantuvieron sin diferencias respecto al grupo control. Los organos internos (higado,
riflones, cerebro, corazon, pulmones, bazo, y timo) no mostraron signos inusuales ni en

la forma ni en la coloracion.

Puesto que es posible que el consumo de A. bisporus enriquecido en vitamina
D2 puedan tener relevancia sobre la salud en humanos, estos estudios preliminares con
este alimento funcional o nutraceutico se incluyo excepcionalmente una dosis adicional
de 5.000 mg/kg de peso corporal, obteniéndose resultados totalmente analogos a los
descritos para la dosis de 3.000 mg/kg p.c. Puesto que no se observd ningun
fallecimiento la DLso no pudo ser estimada, si bien, Unicamente cabe esperar que sea
superior a 5.000mg/kg de p. c. Ante estos datos podemos concluir que la toxicidad de A.
bisporus enriquecidos en vitamina D2, administrado por via oral, estaria clasificado
dentro de la categoria 5 o incluso no se podria clasificar de acuerdo con la GHS
(Globally Harmonized System of classification and Labelling of Chemicals; Sistema
globalmente armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos).

En resumen, de acuerdo con nuestros datos, es posible afirmar que la no
existencia de dafios o mortalidad en la administracion oral de este estudio puede
considerarse como prueba de seguridad del consumo, a corto plazo, de A. bisporus

enriquecido con vitamina D2.

4.8.1.2. Estudio de la toxicidad sub-cronica de A. bisporus enriquecido en vitamina
D2

La evaluacion de la toxicidad sub-crénica por via oral se llevé a cabo para
intentar determinar los efectos nocivos para la salud ante la exposicion reiterada durante
prolongados periodos de tiempo. El estudio se llevo a cabo empleando animales jovenes
de 6 — 8 semanas. No se manifestaron anormalidades clinicas o de comportamiento, ni
fallecimientos durante el periodo de tratamiento o consumo de A. bisporus enriquecido
con vitamina D2, ni durante el periodo de recuperacién, para ninguna de las dosis
ensayadas (250 y 500 mg/kg de p. c.). Todos los animales en el grupo control y en los
grupos con tratamiento sobrevivieron hasta las necropsias programadas en los dias 91 y
119.
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-Efectos de la toxicidad sub-cronica en la administracion oral de A. bisporus
enriquecidos en vitamina D2 sobre el peso corporal, y el consumo de alimentos y
agua.

Como se muestra en la Figura-R.19.1A en relacién con el peso corporal no se
observan diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para las ratas hembra,
tanto en los grupos tratados con A. bisporus enriquecido en vitamina D2 (con ambas
dosis) y el grupo control. No obstante, en el caso de los machos, en el grupo al que se le
ha administrado la dosis mayor (500 mg/kg p.c.) el peso de los animales ha sido
ligeramente inferior al peso de los animales del grupo control al final del periodo de
recuperacion (28 dias) 329+11 g y 34948 g, respectivamente aunque sin alcanzar
valores significativos (Figura-R19.1B).

1A. Hembras
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Figura-R.19. Peso de las ratas (hembras y machos) observado en los grupos tratados
con A. bisporus enriquecidos en Vitamina D2 (250 y 500 mg/kg p.c) y el grupo control
al final del tratamiento (91 dias) y del periodo de recuperacion (119 dias)
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Como puede observarse no se aprecio una diferencia significativa en el consumo
de comida y agua entre los grupos tratados y el control al final de ambos periodos, el de
tratamientos y el de recuperacion. Puesto que no se obrservan diferencias significativas
en el peso corporal, ni en el consumo de agua y alimentos, durante el periodo de
tratamiento ni el de recuperacion no parece que exista ningun efecto perjudicial sobre la
administracion oral de A. bisporus enriquecido con vitamina D2 ya que los cambios en
estos parametros se han empleado como indicadores de efectos adversos en
medicamentos y productos quimicos (Teo y col., 2002; Carrillo y col., 2014). Asi pues,
partir de los datos obtenidos podemos concluir que hasta dosis de 500 mg/kg de peso
corporal, A. bisporus enriquecido con vitamina D2, no presentan toxicidad en ratas
Winstar.

-Efectos de la toxicidad sub-crénica tras la administracién oral de A. bisporus
enriquecidos en vitamina D2 sobre los parametros sanguineos.

Al final de los periodos de tratamiento y recuperacion se recolectaron muestras
de sangre para el analisis hematoldgicos, bioquimicos y de coagulacion en los diferentes

grupos, tratados a ambas dosis y control.

i) Efectos de A. bisporus enriquecido en vitamina D2 en los parédmetros
hematoldgicos.

Los efectos de la administracion sub-cronica de A. bisporus enriquecido en
vitamina D2 al final del tratamiento y del periodo de recuperacion sobre los pardmetros
hematoldgicos se muestran en la Tabla-R.19. Al comparar estos resultados con los
obtenidos para el grupo control, la mayoria de los parametros hematolégicos no
presentan diferencias estadisticamente significativas. Unicamente se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas para ratas macho en Hb y en ratas hembras en
Hb y VMC en el grupo con dosis de 500 mg/kg de peso corporal, aunque esas

diferencias desararecen al final del periodo de recuperacion.

Los cambios en los parametros hematoldgicos junto a los bioguimicos y de
coagulacién son importantes a la hora de evaluar riesgos en la salud del sistema
hematoldgico. También son de importancia capital como los objetivos méas sensibles
para compuestos toxicos y son claves para extrapolar los resultados fisioldgicos y

patoldgicos de estudios animales a humanos (Olson y col., 2000; Raza y col., 2002).
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Tabla-R.19 Efecto de la administracion sub-crdnica oral de A. bisporus enriquecidos en vitamina D2 sobre los parametros hematoldgicos en

ratas Wistar tras 91 dias de tratamiento y 28 dias de recuperacion.

€ Periodo de tratamiento------- D€ Periodo de recuperacion----------- >
Sexo Paréametro Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia
(91 dias) (91 dias) (91 dias) (119 dias) (119 dias) (119 dias)
Macho HEM (10-5/ul) 9,01+0,52 8,97+0,31 8,89+0,39 9,11+0,32 8,92+0,40 8,90+0,58
HMT (%) 68,32+2,31 69,71+3,34 70,32+3,24 68,07+1,22 71,21+5,32 71,08+4,87
Hb (g/dl) 15,30+0,42 15,11+0,53 16,14+0,38* 15,40+0,31 15,32+0,67 15,66+0,45
VCM (fl) 79,22+3,15 80,07+2,61 79,89+3,13 80,12+2,74 81,31+4,02 81,45+3,78
HCM (pg) 17,25+0,62 17,03+0,80 17,31+0,52 16,95+1,72 16,98+2,32 17,05+98
CCMH (g/dl) 20,94+0,63 21,24+0,54 21,43+0,61 20,6740,93 20,98+1,72 20,93+2,34
PQT (10°3/ul) 910+278 899+346 902+328 903+112 922+167 943+201
TP (sec) 20,51+2,2 21,9+2,1 21,6x£2,7 20,45+1,9 21,01+3,2 20,97+2,65
LEU (10°3/pul) 6,38+1,87 6,65+2,37 6,78+1,93 6,53+1,09 6,34+0,98 6,54+1,23
NEU (%) 45,13+9,23 43,70+6,25 42,45+16,38 46,01+8,22 45,73+6,23 45,79+3,25
LIN (%) 45,52+10,29 48,69+8,01 50,20+17,85 45,00+7,67 46,31+5,23 45,28+6,98
MON (%) 4,61+0,45 3,52+0,93 3,40+1,70 4,31+0,71 3,31+0,82 4,16+0,83
EOS (%) 4,23+0,39 3,72+1,11 3,53+1,08 4,06+0,43 4,12+0,65 4,09+0,62
BAS (%) 0,4140,21 0,37+0,18 0,32+0,19 0,62+0,17 0,53+0,44 0,67+0,33
Hembra HEM (10-5/ul) 7,95+0,42 7,90+0,44 7,86+0,65 8,06+0,51 7,92+0,55 7,92+0,53
HMT (%) 66,33+2,81 65,26+3,53 64,98+4,83 68,02+5,72 67,45+6,21 67,93+5,04
Hb g/dl) 13,52+0,53 14,01+0,74 14,81+0,61* 13,77+1,02 15,01+1,47 14,63+1,03
VCM (fl) 82,91+2,30 83,13+3,1 88,73£3,03* 83,33+3,22 84,29+2,12 84,11+2 .45
HCM (pg) 17,44+1,02 17,52+0,93 17,91+1,04 17,89+0,97 18,11+2,01 18,04+1,77
CCMH (g/dl) 20,73+0,41 21,00+0,24 21,12+0,54 21,01+0,88 21,28+1,05 21,67+1,12
PQT (10°3/ul) 877+123 9214254 9424234 902+187 920+89 934+105
TP (sec) 27,9+10,3 26,01+14,2 24,5+12.8 28,3+3,03 27,16+2,89 27,23+3,45
LEU(10°3/ul) 5,02£1,31 4,79+1,04 4,93+1,76 5,23+0,87 4,95+0,93 4,98+1,32
NEU (%) 41,11+9,87 40,81+10,3 51,18+14,23 44,23+11,21 46,42+14,03 45,98+10,08
LIN (%) 54,27+8,82 54,48+12,67 42,01+£11,34 48,43+10,34 47,87+16,34 47,43+8,91
MON (%) 1,48+1,04 1,06+0,94 2,45+1,88 2,84+0,93 2,06+0,73 2,72+0,94
EOS (%) 2,65+1,35 3,20+1,24 3,81+1,17 3,96+0,88 3,12+1,81 3,35+1,43
BAS (%) 0,49+0,30 0,45+0,28 0,45+0,27 0,54+0,13 0,52+0,17 0,51+0,11
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Tabla-R.20. Efecto de la administracion sub-cronica oral de A. bisporus enriquecidos en vitamina D2 sobre los pardmetros bioquimicos en
ratas Wistar macho tras 91 dias de tratamiento y 28 dias de recuperacion.

Machos € Treatment period----------------- D€ Recovery period----------------- 2>
Parametro Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia
(91 dias) (91 dias) (91 dias) (119 dias) (119 dias) (119 dias)
ALT (U 41,3245,72 38,93+10,21 36,75+11,44 42,1746,12 40,98+5,33 40,12+6,82
AST (U/l) 145,1+42,13 126,8+37,66 115,7£42,16 139,28+32,41 131,82+41,65 144,33+29,05
FA (U 83,7127 74,8+17,1 76,0127 77,98+8,19 81,45+12,40 87,34+10,58
ALB (g/dl) 3,72+0,21 3,80+0,12 3,78+0,13 3,76x0,14 3,91+0,23 3,82+0,14
GLB (g/dl) 2,43+0,36 2,64+0,13 2,61+0,17 2,55+0,28 2,87+0,05 2,70£0,17
ALB/GLB 1,56+0,19 1,44+0,05 1,45+0,04 1,49+0,11 1,54+0,07 1,42+0,11
PT (g/dI) 6,15+0,47 6,44+0,23 6,39+0,30 6,31+0,12 6,45+0,27 6,53+0,22
GLUC (mg/dl) 134,22+22,41 121,35+14,02 129,31+9,23 130,54+8,44 128,52+9,23 131,71+6,25
UREA (mg/dl) 13,95+1,47 14,79+£1,90 15,23+£2,34 15,65+1,89 15,32+2,06 15,89+1,07
CREA (mg/dl) 0,26+0,06 0,25+0,03 0,26+0,05 0,29+0,18 0,30+0,09 0,30+015
CT (mg/dl) 78,33+11,21 79,02+9,14 77,65+12,04 79,45+11,12 79,34+21,23 80,03+10,34
TG (mg/dl) 102,12+13,42 118,23+28,43 112,24+25,32 121,29+23,21 119,76+14,21 123,45+16,37
Na* (mmol/l) 135,61+4,85 133,93+2,35 136,9215,86 138+3,22 139,98+3,65 141,12+4,67
K* (mmol/l) 5,36+0,98 5,28+1,11 5,11+0,98 5,27,93+0,96 5,16+0,93 5,09+1,05
Ca% (mmol/l) 2,43+0,12 2,62+0,25 2,55+0,43 2,5740,21 2,64+0,25 2,56%0,40
CIl- (mmol/l) 105,07+3,91 104,17+2,83 102,33+4,65 107,51+4,15 106,72+3,76 103,22+5,43
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Tabla-R.21. Efecto de la administracion sub-cronica oral de A. bisporus enriquecidos en vitamina D2 sobre los pardmetros bioquimicos en
ratas Wistar hembra tras 91 dias de tratamiento y 28 dias de recuperacion.

Hembras € Treatment period----------------- D€ Recovery period----------------- 2>
Parametro Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia Control 250 mg/Kg/ Dia 500 mg/Kg/ Dia
(91 dias) (91 dias) (91 dias) (119 dias) (119 dias) (119 dias)
ALT (U 42,01+£3,71 38,85+9,73 37,91+10,45 41,87+6,43 39,67+6,23 40,04+8,12
AST (U/l) 162,33+17,02 148,98+22,13 145,04+31,17 143,16+29,21 128,11+15,55 131,02+40,14
FA (U 79,16+8,37 75,71+12,22 74,98,+7,38 77,34+9,12 76,43+19,03 83,16+7,56
ALB (g/dI) 3,51+0,26 3,68+0,29 3,65+0,17 3,54+0,25 3,61+0,32 4,13+£0,13**
GLB (g/dl) 2,22+0,35 2,47+0,33 2,51+0,20 2,55+0,28 2,24+0,07 2,77+0,20
ALB/GLB 1,60+0,14 1,51+0,08 1,46+0,06 1,40+0,06 1,62+0,19 1,51+0,16
PT (g/dl) 5,74+0,61 6,15+0,61 6,16+0,36 6,09+0,52 5,85+0,27 6,90+0,20*
GLUC (mg/dl) 128,12+7,23 132,09+11,01 137,4419,67 130,11+10,78 135,17+14,23 137,56+9,08
UREA (mg/dl) 14,08+2,34 16,67+5,34 16,08+4,23 14,54+3,34 16,93+5,45 15,99+4,33
CREA (mg/dl) 0,32+0,12 0,31+0,08 0,32+0,09 0,33+0,12 0,34+0,10 0,33+0,14
CT (mg/dl) 82,34+9,26 84,11+9,03 85,08+10,34 84,36+7,33 86,21+11,34 87,31+12,31
TG (mg/dl) 111,64+14,21 123,45+11,08 126,04+20,45 117,55+9,36 128,09+13,79 130,61+16,08
Na* (mmol/l) 127,35+5,29 123,78+10,34 122,17+7,74 132,49+12,11 133,06+64 131,12+9,56
K* (mmol/l) 5,13+0,78 5,69+0,96 6,05+0,34 5,76+1,24 5,55+0,93 5,67+1,13
Ca?* (mmol/l) 2,89+0,36 3,01+0,45 2,96+0,94 3,04+0,37 2,98+0,53 2,92+0,47
ClI- (mmol/l) 110,49+7,34 109,72+6,39 111,60+10,22 109,35+4,27 113,26+11,37 115,03+9,83
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En este estudio, con la excepcion de un incremento puntual en HGB en machos
y HGB y MCV en hembras a dosis de 500 mg/kg de p. c. al dia, no se encontraron
diferencias significativas en los parametros hematologicos respecto al grupo control.
Ademas, al final del periodo de recuperacion, no se encontrd ninguna diferencia
significativa respecto al grupo control, por lo que los resultados sugieren que el
consumo regular de A. bisporus enriquecido con vitamina D2 no influye en estos

parametros en ratas Wistar.

ii) Efectos de A. bisporus enriquecido en vitamina D2 en los parametros de
coagulacion
En relacion con los pardmetros de coagulacion (APTT y PT), no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos control y los grupos tratados con A. bisporus
enriquecido en vitamina D2 ni al final del tratamiento ni del periodo de recuperacion

(datos no mostrados)
iii) Efectos de A. bisporus enriquecido en vitamina D2 en los parametros bioquimicos

En las tablas-R.20 y R.21 se muestran los valores de los parametros bioquimicos
al final del periodo de tratamiento para machos y hembras, respectivamente. Como
puede observarse, ninguno de los pardmetros mostro diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y los grupos tratados con A. bisporus enriquecidos
en vitamina D2, con la excepcién de un incremento significativo al final del periodo de
recuperacion de dos parametros en el grupo tratado con la dosis de 500 mg/kg de peso
corporal: ALB: 3,54+0,25 y 4,13+0,13 g¢/dL, respectivamente, (p <0,01) y TP:
6,09+0,52 y 6,90+0,20 g/dL, respectivamente, (p <0,05).

iv) Efectos de A, bisporus enriquecido en vitamina D2 en los parametros electroliticos
sanguineos
Para los parametros electroliticos sanguineos, analizados en machos y hembras
al final del periodo de tratamiento y del periodo de recuperacion, no se apreciaron
diferencias significativas entre el grupo control y los grupos tratados con A. bisporus
enriquecidos en vitamina D2. (ver Tablas R.20 y R.21)

v)Efectos de la administracion oral sub-crénica de A,bisporus enriquecido en
vitamina D2 en el peso de los 6rganos.
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En relacion con estos parametros, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo tratado con A. bisporus enriquecido con
vitamina D2 a dosis de 500 mg/Kg de p. c., en el peso absoluto del cerebro (2,04+0,11 g
y 1,91+1,63 g, respectivamente, p < 0,05) y en el peso relativo del timo (0,28+0,07 g y

0,25%0,03 g, rrespectivamente, p < 0,05), al final del periodo de tratamiento.

Se observo una disminucion significativa entre el control y el grupo con la dosis
de 500 mg/kg en el timo de las ratas macho (0,40+ 0,08 g y 0,30+0,07 g,
respectivamente, p < 0,05), mientras que se aprecié un incremento significativo en el
peso de las glandulas adrenales (0,05+0,01 g y 0,06+0,03 g, respectivamente, p < 0,05).
Al final del periodo de recuperacion esta diferencia no pudo ser apreciada entre los

grupos tratados y control para machos y hembras.

vi) Efectos de la administracion oral sub-cronica de A. bisporus enriquecido en
vitamina D2 en el andlisis histopatoldgico.

El analisis histopatoldgico se llevé a cabo en los siguientes érganos: corazon,
bazo, higado, rifiones, pulmones, cerebro, timo, testiculos, Gtero y ovarios. No se
apreciaron cambios patoldgicos ni en los grupos tratados con A. bisporus enriquecido en
vitamina D2 ni en el grupo control, al final del periodo de tratamiento y del periodo de

recuperacion (datos no mostrados).

En resumen, A. bisporus enriquecido en vitamina D2 no presenta toxicidad
aguda al no causar letalidad o efectos adversos en el comportamiento general, incluso
cuando se ha administrado por via oral la dosis mas elevada (5000mg/kg de peso
corporal). Asi es posible considerar que no presenta toxicidad aguda. En cuanto a la
toxicidad sub-cronica a dosis de 250 y 500 mg/kg de p. c., ésta s6lo indujo alteraciones
leves en algunos parametros hematoldgicos y bioguimicos en las ratas. Por lo que, los
resultados globales apoyan que el consumo de forma periddica y moderada de A.
bisporus enriquecido en vitamina D2, no presenta efectos no deseables o tdxicos para la
salud. Por lo lo se puede considerar un buen candidatto para ser empleado como
alimento funcional per se, 0 como componente de productos nutraceuticos. Si bien, a
nuestro juicio, se precisan de mas ensayos y estudios, en animales y humano, para

confirmar definitivamente la ausencia de cualquier factor de riesgo.
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4.8.2. Bioaccesibilidad

Digestion in vitro de champifiones crecidos en compost suplementado con HTCH y
HHO
Los champifiones (A. bisporus) enriquecidos en vitamina D2 pueden contener una

concentracion determinada, pero ¢qué cantidad de esta vitamina D2 esta disponible o
accesible a ser absorbida por la barreraa gastro intestinal? Es decir, ¢cual es la
bioaccesibilidad de la vitamina D2 de los champifiones enriquecidos en dicha vitamina?
Una manera relativamente sencilla de obtener esta informacion es simulando el proceso

de la digestion “in vitro™.

- Digestion in vitro de champifiones enriquecidos en vitamina D2

Los modelos de digestidn in vitro son herramientas que facilitan la evaluacién
del efecto de la digestion humana sobre ciertos compuestos de interés, pero también se
pueden utilizar para evaluar su influencia sobre las propiedades de una matriz
alimenticia en su conjunto, como por ejemplo en el caso de champifiones (A. bisporus)
enriquecidos en vitamina-D2. Asi, una vez enriquecidos los cuerpos fructiferos de los
hongos, por irradiacion con luz-UVB, se han sometido a una digestién in vitro para
investigar si la concentracion en vitamina-D2 se altera o no, tras el proceso de
masticacion y de las digestiones gastricas e intestinales, y que cantidad, de la
inicialmente disponible a nivel de digestion bucal, esta disponible en el intestino para
ser absorbidas por las células epiteliales del borde en cepillo.

El estudio se hallevado a cabo con champifiones frescos (120 g p.h.) y con
champifiones secos en forma de harina (12 g p.s.). El aspecto de los diferentes digeridos
y de la fraccion micelar, que es la que se enfrenta a las células del epitelio

gastrointestinal, se muestran en la Figura-R.20.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, tras la simulacién in vitro del
proceso de digestion tal y como se ha descrito en el correspondiente apartado de

Materiales y Métodos, se mustran en la Tabla-R.22.

Estos resultados muestran que independientemente de que los champifiones
enriquecidos en vitamina D2 se tomen frescos o secos, la vitamina D2 contenida en
ellos presenta una bioaccesibilidad del orden del 60%, concretamente 65,0+4,0 y

59,2+2,8, respectivamente.
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1 Homogenado; 2 Digerido salival; 3 Digerido estomacal
4 Digerido intestinal; 5 Micelas

Figura-R.20. Aspecto de los diferentes digeridos obtenidos en la digestion in vitro de
champifiones enriquecidos en vitamina-D2 (muestra M3).

Tabla-R.22. Bioaccesibilidad de la vitamina D2 presente en las micelas tras la digestion

in vitro.
Inicio (Homogeneizado) Micelas
M1 | 120g (0,35pg/g p.h.) 42,0 pug (100%) 25,7 pg 61,2%
M2 | 120g (0,37pg/g p.h.) 44,4 ng (100%) 30,7 pg 69,1%
M3 | 120g (0,32pg/g p.h.) 38,4 pg (100%) 249 pg 64,8%
65,0£4,0
M1' 12g (3,91pug/gp.s.) 46,9 pg (100%) 274 ng 58,4%
M2' 12g (4,32ug/g p.s.) 51,8 pg (100%) 29,4 nug 56,8%
M3’ 12g (4,01pg/gp.s.) 48,1 pg (100%) 30,0 ug 62,3%
59,2+2.8

Con el fin de estudiar la cantidad de esta vitamina D2 que pasaria a la sangre y por

tanto seria biodisponible para el organismo, pasamos a estudiar su absorcién en un

modelo in vitro utilizando para ello células Caco-2.

4.8.3. Biodisponibilidad

Una vez concluido el proceso de digestion, la fraccion potencialmente

bioaccesible (micelas) se afiade a las monocapas de células Caco-2, desarrolladas sobre
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membranas permeables en pocillos especiales, que van a permitir investigar la posible
absorcion in vitro de la vitamina-D2 presente en el digerido (micelas).

Antes de realizar los ensayos de absorcion in vitro es necesario determinar la
concentracion a la cual se pueden aplicar las fracciones bioaccesibles para que no
resulten toxicas para las células. Segun los resultados obtenidos en los ensayos de
citotoxicidad (Tabla-Rnn) de la Gltima fraccion resultante de las digestiones de A.
bisporus enriquecidos en vitamina D (fraccion correspondiente a las micelas), se pueden
adicionar hasta un volumen maximo de 150 ul por pocillo consiguiendo el 100% de

viabilidad de las células, después de las 3h de incubacién.

Tabla-R23: Toxicidad de la fraccidn bioaccesible (micelas) sobre las células Caco-2.
(Los resultados se expresan como porcentaje de células viables).

200 UL 150l | 100pL | 50puL
Exp-1 (0,103 pg/mL) 87,2 100% 100% 100%
Exp-2 (0,123 pg/mL) 86,3 98% 100% 100%
Exp-3 (0,100 pg/mL) 84.3 100% 100% 100%

Este volumen de 150 ul se corresponde con una concentraciéon de la fraccion
bioaccesible (micelas) aplicada de 0,109+0,012 pg/mL de vitamina D2 presente en A.
bisporus enriquecidos en dicha vitamina. Estos ensayos de absorcion in vitro se han
llevado a cabo durante 3 h, y al cabo de ese tiempo se ha recogido el compartimento
apical y el basolateral y se ha medido su concentracion en vitamina-D2. Asi, la
concentracion de vitamina-D2 detectada en el compartimento apical se relaciona con la
vitamina-D2 que no es absorbida a través de los enterocitos, mientras que la del
compartimento basolateral corresponde con la vitamina-D2 que es absorbida por las
células y transportada al torrente sanguineo, es decir a la vitamina D2 biodisponibles,
susceptible de ser transformada en las formas activas de esta vitamina en el higado y
rifidn. En la Tabla-R.24 se muestran los resultados obtenidos para los tres ensayos

realizados con champifiones frescos enriquecidos en vitamina D2.
Como podemos observar de los resultados btenidos en los ensayos de absorcion

en células Caco-2, la vitamina-D2 de los champifiones enriquecidos en dicha vitamina

por irradiados con luz-UVB es absorbida en un 78,2+4,2%, es decir la vitamina D2
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ingerida presenta una biodisponibilidad del 50,8%. Es decir, la mitad de la vitamina D2

ingerida podria estar biodisponible.

Tabla-R.24: Biodisponibilidad de la vitamina D2 de champifiones enriquecidos en
dicha vitamina en células Caco-2. (Los resultados se expresan como porcentaje de
vitamina D2 presente en el compartimento apical y basolateral).

Micelas Compatimento apical Compatimento basolateral
Exp-1 100% 17,8%* (24,6%) 75,4%*
Exp-2 100% 12,2%* (16,9%) 83,1%*
Exp-3 100% 18,1%* (23,8%) 76,2%*
16,043,3% (21,8+4,2) 78,2+4,2%

*Valores medidos.

Teniendo en cuanta que los resultados presentados se han obtenido mediante

ensayos in vitro, la corroboracion e dichos datos mediante estudios in vivo serian de

gran valor, midiendo la biodisponibilidad de la vitamina D2 como niveles de 25(OH)D2

que es el metabolito bioactivo de esta vitamina.
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5. CONCLUSIONES

Resumiendo los resultados obtenidos en el plan de trabajo podemos obtener las

siguientes conclusiones respecto a cada apartado principal:

MLmd es un medio minimo apropiado para el crecimiento de A. bisporus
mediante fermentacion sumergida capaz de generar biomasa suficiente para su analisis.
La adicion de suplementos influye en el desarrollo de la biomasa hasta la aparicion de

un valor “platou”.

Analizando la proporcién C/N de los suplementos y el impacto sobre el
incremento de produccion de biomasa en MLmd, los mejores resultados se obtienen con
HALP, HHO y HTCH (con valores C/N de 27,3, 45,0 y 8,3 respectivamente). La
Fraccion Q/G, con una proporcién C/N de 121,7 se encuentra bastante lejos del optimo
deseable en el compost y el efecto sobre la produccion y composicién de biomasa es
limitado. Junto al coste adicional de la digestion enzimatica necesaria para si obtencién

no parece ser un suplemento apropiado para su uso en el cultivo de A. bisporus.

Los sustratos EHO y LE-10x (12,4 y 11,4 respectivamente) poseen una
proporcion C/N optima, sin embargo el impacto sobre el cultivo es muy inferior a la de
HALP, HHO y HTCH. Esto es indicativo que la forma molecular en la que se encuentra
el N en estos suplementos no es la mas aprovechable por A. bisporus o que existe algln

otro factor no reflejado que inhibe el desarrollo del micelio en estos suplementos.

La version gelificada del MLmd, MSmd-agar presenta valores similares aunque
con un incremento significativo de biomasa para todos los suplementos. El incremento
de productividad en MSmd-agar puede verse beneficiado a una mejor disponibilidad de

oxigeno Yy a la estructuracion de las hifas en el medio sélido.

Los cultivos en compost minimo ponen de manifiesto que HALP, HHO y
HTCH pueden emplearse como suplementos para incrementar la productividad de
forma significativa a partir de un 5% de suplemento en compost aungue otros
suplementos empleados en la produccion industrial pueden ofrecer mejores

rendimientos.
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La composicién de A. bisporus se ve influenciada por la composicion del medio
en el que es crecido. El contenido en ergosterol presenta incrementos significativos al
suplementarse con HHO en todos los medios de cultivo y en los medios sélidos y
compost al suplementarse con HTCH. Ante estos resultados es posible confirmar que
“es posible incrementar el contenido en ergosterol mediante suplementacion dirigida”
tanto en medios liquidos y gelificados, como en compost aunque dicho incremento no
se produce al incluir un suplemento adicional de HHO o HTCH al compost

suplementado para produccion (suplementacion mixta).

La composicion quimico-nutricional de A. bisporus no sufre grandes cambios en
la composicién general, pero es posible apreciar variaciones en las concentraciones de
algunos compuestos de especial interés como AASE, ergotioneina, acidos grasos ®-3 y

-6, compuestos fendlicos y por supuesto, el ergosterol.

A. bisporus presenta un contenido en AASE superior al recomendado por la FAO
por lo que se considera una buena fuente de proteina de elevado valor nutricional. La
suplementacion con HHO o HTCH incrementa marginalmente la proporcion de estos
AASE. Por otro lado, si es posible apreciar una disminucién significativa de los AAsA
por lo que los champifiones crecidos en compost suplementado con HHO y HTCH
ofrecen una mejor relacién de Fischer y serian mas aconsejables para el consumo de

pacientes con enfermedades hepaticas.

Del mismo modo A. bisporus posee un bajo contenido en grasa y una buena
proporcion entre acido linolenico (w-6) y linoleico (®-3). Aunque los champifiones
crecidos en compost industrial ofrece la mejor proporcién (4,8) los crecidos en compost
suplementado con HTCH y HHO (6,1 y 6,4 respectivamente) siguen siendo
recomendables para la prevencién de enfermedades cardiovasculares. Asi mismo el
incremento en polifenoles de bajo peso molecular puede colaborar a reducir el estrés

oxidativo.

Mediante el analisis por western-blot se ha podido confirmar el incremento de la
expresion de tres enzimas implicadas en la ruta de biosintesis del ergosterol. Al
suplementar compost minimo con HHO o HTCH se induce una regulacion positiva
sobre la sintesis del ergosterol aumentando de forma significativa el contenido del
mismo en la biomasa. Las enzimas estudiadas ERG11, ERG6 y ERG2 presentan un
incremento de expresion proteica de 3,52, 2,75 y 1,85 veces mas respectivamente,
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confirmando que existe una relacion entre el incremento del contenido de ergosterol y el

uso de estos suplementos.

Si podemos concluir que A. bisporus varia su composicién, especialmente el
contenido de ergosterol, segun los suplementos empleados durante su cultivo, tanto en
medios liquidos sumergidos como en medios sélidos y compost y es posible

incrementar la concentracion de este precursor de la vitamina D2.

Aprovechando el incremento en ergosterol como precursor de vitamina D2 y
mediante el proceso de fotoconversion mediante tratamiento con luz ultravioleta se
determinaron como afectan diferentes factores como el tipo de longitud de onda, la

temperatura del tratamiento y el contenido en humedad de la biomasa tratada.

Las 3 longitudes de onda obtuvieron resultados de fotoconversion a vitamina D2
similares, siendo la UV-B (302nm) la que obtenia los mejores valores de conversién
con 4,61 pg/g de p.s. y siendo esta la longitud de onda empleada en los estudios
posteriores. Los valores optimos de conversion para humedad y temperatura (79% de
humedad con 15,03 pg/g de p.s. y temperatura 35°C con 22,53 pg/g de p.s.) se
encuentran alejados de las condiciones habituales de trabajo en la industria (92,4% de

humedad con 11,21 pg/g de p.s. y 15°C con 10,01 pg/g de p.s.).

Aunque algunos autores mencionan la aparicion de un nivel plateu a largos
tiempos de exposicion (Kalaras y col., 2012a) en nuestros ensayos la tasa de
conversion coincide con una linea de tendencia por lo que dicho valor plateau no ha
sido alcanzado. Los méaximos obtenidos a distintas temperaturas y contenidos en
humedad manifiestan que poseen un impacto considerable sobre la tasa de conversion
pero en las condiciones de trabajo habituales es posible obtener una concentracion
suficiente para cubrir la dosis diaria recomendada de vitamina D con una racion de 100g

Tras evaluar las mejores condiciones aplicables al modelo de produccion y
confirmar que es posible obtener una racion estimada de 100g de A. bisporus
enriquecido con vitamina D que satisfaga la dosis diaria recomendada, se procedié a
evaluar la seguridad mediante ensayos de toxicidad aguda y sub-cronica para descartar
efectos adversos. Asi mismo se realizaron ensayos sobre la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad para estimar el rendimiento de que proporcion de la vitamina D2

obtenida en A. bisporus enriquecidos puede ser aprovechada por el organismo.
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En los ensayos de toxicidad aguda y toxicidad sincrénica no se han podido
demostrar efectos adversos en la salud de las ratas Winstar, ni en los pardmetros
bioquimicos, ni a nivel histocelular determinandose que no es posible detectar efectos
adversos derivados de la toxicidad ante dosis prolongadas de 500mg/kg de peso
corporal. Segun la GHS, A. bisporus enriquecidos en Vitamina D2 no presentarian
toxicidad en ratas Winstar y la DL50 no se ha podido determinar siendo superior al

maximo valor ensayado de 5000 mg/kg de peso corporal.

Para la bioaccesibilidad se realizé una simulacion in vitro del proceso de
digestion cubriendo las diferentes etapas a las que se someten los alimentos hasta llegar
al epitelio intestinal donde se produce la absorcion. Dichas etapas de masticacion,
digestion salival, digestion géastrica, y digestion intestinal producen micelas que

contienen la fraccion de vitamina D2 bioaccesible para el epitelio intestinal.

La biodisponibilidad de estas micelas se comprobé in vitro evaluando que
proporcion de Vitamina D2 es capaz de atravesar una monocapa de células Caco-2
diferenciadas separando dos compartimentos. EI compartimento apical simula la luz de
intestino con la concentracion inicial de micelas obtenidas de la digestion y en el
compartimento basolateral se obtiene la fraccién que ha atravesado la membrana y

queda biodisponible en el organismo.

Los ensayos sobre bioaccesibilidad y biodisponibilidad indican que una fraccion
del 65% de la vitamina D2 obtenida queda bioaccesible en el modelo de digestion in
vitro y que el 78% es capaz de atravesar la monocapa de células intestinales en el
modelo de bioabsorcion in vitro. Asi es posible establecer que la relacién entre ingesta
de vitamina D2 de un alimento, en este caso champifiones enriquecidos en vitamina D y

la dosis real aprovechable tiene un rendimiento del 50,8% en este tipo de ensayos.

Finalmente con los estudios realizados los objetivos propuestos quedan
satisfechos, habiendo sido posible determinar que es posible modificar la concentracién
de ergosterol y otros compuestos bioactivos de interés mediante la modificacion del

medio de cultivo en medios liquidos, sélidos y en compost.
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Que tras evaluar los factores que afectan al proceso de fotoconversion (Longitud
de onda, Temperatura del tratamiento, Humedad y orientacion) es posible obtener A.
bisporus con contenidos en Vitamina D2 lo suficientemente elevados para satisfacer la
dosis diaria recomendada de esta vitamina siendo posible considerarlos como un

alimento funcional o como base de productos nutracéuticos.

Que no se ha podido determinar toxicidad o efectos adversos para la salud en
ratas Winstar ni en dosis puntuales elevadas de hasta 5000 mg/kg de peso corporal ni en
la exposicién prolongada a dosis de 500mg/kg. Por ello y aunque son necesarios mas
estudios, la ausencia de toxicidad en A. bisporus enriquecido en vitamina D2 parece ser
un factor esperanzador en su aceptacion definitiva como alimento funcional y base para
nutracéuticos. Y del mismo modo que dicha vitamina D2 se encuentra biodisponible y
puede ser aprovechada para el organismo puede considerarse una opcién apta y segura

para prevenir el déficit de vitamina D.
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e FAOSTAT.
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