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RESUMEN

Se ha puesto de manifiesto una tendencia hacia el consumo de alimentos que aportan
beneficios a las funciones fisiologicas del ser humano. Como consecuencia, los
consumidores se muestran mas preocupados por su salud y por comprar alimentos con un
elevado valor nutricional; mientras que las organizaciones mundiales, encargadas de velar
por la salud publica, estin reconociendo los beneficios de los llamados “alimentos
funcionales”, dado que existe suficiente base cientifica que corrobora los beneficios para la

salud que aportan estos productost 2 34,

La demanda de hierbas aromaticas como fuentes de antioxidantes naturales ha aumentado en
los altimos afos. Ademas, el uso de éstas es altamente recomendado por los profesionales de
la salud hoy en dia para reducir el consumo de sal en nuestras dietas, o al presentar
beneficios para la salud principalmente debido a sus propiedades antioxidantes®. Aunque los
resultados todavia son preliminares, se demostré que afiadir orégano a los alimentos,
estimula los mismos receptores que la sal y esto puede hacer que aquellos que sean grandes

consumidores de sal, escojan opciones bajas en sodio®.

Por lo tanto, los antioxidantes naturales procedentes de fuentes vegetales como lo es el
orégano, se convierten en una opcion inteligente para la prevencion de trastornos
relacionados con el estrés oxidativo como ser enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) y neurodegenerativas?® ’. Numerosos estudios epidemioldgicos demuestran la
existencia de una relacion inversa entre el consumo de alimentos que contienen sustancias
antioxidantes y el riesgo de que se produzcan tales enfermedades en el ser humano® 4. Por lo
tanto, dado la variedad de beneficios potenciales, no es sorprendente que se busquen
compuestos de origen natural para reemplazar los antioxidantes sintéticos en el suministro

de alimentos®.

A pesar de evidencias cientificas que demuestran que los alimentos funcionales satisfacen
los requerimientos nutricionales y adicionalmente aportan beneficios a la salud ° 1, aln es
necesario ahondar en los estudios en cuanto a la capacidad antioxidante de éstos. Su accion
en el organismo humano se continda investigando ya que los radicales libres no solamente

afectan a las proteinas, lipidos y ADN, sino que afectan las vias de sefializacion celular??.



Esta razon conllevé a disefiar el presente estudio, teniendo en cuenta los beneficios para la
salud expuestos que pueden derivarse del consumo de ciertas hierbas. El principal objetivo
de este trabajo fue extraer compuestos antioxidantes provenientes de la planta de orégano
(Origanum vulgare) utilizando diferentes técnicas, tales como agitacion mecanica y el uso
de ultrasonido como herramientas extractivas, a distintos tiempos y condiciones,
comparando el potencial de cada una de ellas. Segun las diversas condiciones de extraccion,
se obtuvieron siete extractos y a cada uno de éstos se les determind la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos a través de los métodos ABTS* y Folin-Ciocalteu®®
respectivamente. Como resultado de estas determinaciones se concluyé que las condiciones
de extraccion con tiempos mas prolongados favorecian mayor actividad no siendo

significativo (p<0.05) el uso del ultrasonido.

Se identificaron los principales compuestos bioactivos presentes en el extracto de orégano
con mayor actividad antioxidante mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
Siendo este utilizado como ingrediente en el procesamiento de un paté a base de Pleurotus
ostreatus, especie de hongo comestible de amplio consumo en la actualidad, con el fin de

desarrollar un alimento funcional.

El pate funcional desarrollado fue analizado con el fin de verificar su bioactividad, actividad
antioxidante y cuantificacién de compuestos fendlicos, y su estabilidad fisicoquimica color,

y pH, durante 60 dias.

Se encontré6 que no existieron diferencias significativas (p<0.05) en los pardmetros
estudiados, concluyéndose que el extracto de orégano le proporciond estabilidad en el
tiempo y ademas incrementd la actividad antioxidante y cantidad de compuestos fendlicos

presentes en el mismo.

Palabras claves: alimento funcional, antioxidantes, compuestos fendlicos, ultrasonido,

Origanum vulgare, Pleurotus ostreatus.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDADES NO TRANSMISIBLES Y ESTRES OXIDATIVO

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son aquellas que no se transmiten de
persona a persona. Los cuatro tipos principales de enfermedades no transmisibles son: las

cardiovasculares, el cancer, las respiratorias cronicas y la diabetes.

Las ECNT originan casi el 80% de las muertes a nivel mundial, significando
aproximadamente 40 millones de victimas por afio. En el caso de Uruguay, este tipo de

enfermedades son la primera causa de muerte?.

1.2. ALIMENTO FUNCIONAL CON PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Se denomina alimento funcional a aquél que es elaborado no solo para proporcionar
caracteristicas nutricionales sino también para cumplir una funcién especifica como ser:
mejorar el estado desalud y el bienestar, asi como también reducir el riesgo de
contraer enfermedades. Para ello se les incorporan componentes bioldgicamente activos,
tales como minerales, vitaminas, acidos grasos, fibra alimenticia, antioxidantes, entre otros.
Esa funcionalidad es lograda mediante diferentes estrategias como ser; maximizar la
presencia de un compuesto funcional del propio alimento, la incorporacion externa de un
componente bioactivo o el incremento de la biodisponibilidad del compuesto de interés.
Cabe aclarar que si bien poseen un efecto positivo en la salud, no son considerados
medicamentos. Son productos que se consumen como parte de una dieta normal y se
propone que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades a través de una alimentacién sana 'y

equilibradal®.

1.3. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se definen como moléculas que estando presentes en baja concentracion
respecto a las biomoléculas que protegen, inhiben o retrasan la iniciacion o propagacion de

reacciones en cadena por moléculas con capacidad de actuar como oxidantes, generadas por


https://es.wikipedia.org/wiki/Salud
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad

la accion de los radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS)¥. Es decir, un
antioxidante es una sustancia que impide la oxidacion de otra, entendiéndose por oxidacién
no solo el ataque del oxigeno a una sustancia, sino también una reaccion quimica por la cual
se transfieren electrones desde una sustancia donante de electrones a otra susceptible de
aceptarlos. La oxidacion es por tanto una pérdida de electrones y tiene que ir acoplada a una
reduccion o aceptacion de los electrones cedidos. Por lo tanto, los compuestos antioxidantes
poseen la capacidad de proteger a las células contra el dafio oxidativo y es por eso que estos
compuestos han atraido gran atencion en relacién con el papel que tienen en dietas

enfocadas a la prevencion de diversas enfermedades®.

La auto oxidacién de lipidos que causa una reaccion en cadena mediada por radicales libres
ha sido una de las principales causas del deterioro de la calidad de los alimentos,
especialmente en matrices alimentarias ricas en PUFA (&cidos grasos poliinsaturados)
después de las alteraciones producidas por microorganismos, y representa el factor limitante
de la vida util de muchos de ellos®®. Las industrias alimentarias intentan evitar la oxidacion
de los alimentos utilizando diferentes técnicas, que van desde el envasado hermético al vacio

hasta el uso de sustancias con propiedades antioxidantes®’.

1.3.1. MOLECULAS SOBRE LAS QUE ACTUAN

Las especies reactivas del oxigeno (EROS o ROS) son especies quimicas que contienen uno
0 mas electrones de valencia desapareados en sus orbitales externos. Se incluyen dentro de
éstas: iones de oxigeno, radicales libres y perdxidos. Una vez formadas, sustraen el electrén
que necesitan de moléculas préximas y de esta manera la molécula estable que lo cede se
convierte en una especie reactiva por quedar con un electron desapareado, desencadenando
como consecuencia, una reaccion en cadena que perjudica la supervivencia celular. La vida
media de estos radicales libres es de un tiempo breve, pero tienen la capacidad de reaccionar
con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas
celulares y tejidos'®. Estas moléculas, en concentraciones anormalmente elevadas, son
causantes de patologias cronicas de gran prevalencia como son las enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), cardiovasculares, hipertension, cancer, diabetes,
arterosclerosis, artritis reumatoide y el envejecimiento prematuro, entre otras® 20 21 22 23
(Figura 1).


https://es.wikipedia.org/wiki/Ion
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Radical_libre
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Figura 1: Enfermedades y dafios generados por las especies reactivas del oxigeno®.

Los radicales libres y ROS se forman por medio de la reduccion parcial de la molécula de

oxigeno (Figura 2), formandose asi especies reactivas que se pueden clasificar en?:

- Derivados radicales: anion superéxido Oze—, hidroxilo HOe, alcoxilo ROe, perdxilo
ROOe, hidroperoxilo HOO-.

- Derivados no radicales: peréxido de hidrégeno H>O, &cido hipocloroso HOCI, &cido
hipobromoso HOBr, 0zono O3z, oxigeno singlete Oz,



HO," 4 H0+0,
#
W > o o
02‘_ 32:)D > HzOg o ‘OH

v : H,0
0,+'0OH  [HCIO 2

Figura 2: Algunas de las especies reactivas del oxigeno. En

violeta se sefiala el anidn superoxido, el peroxido de
hidrdgeno, el radical hidréxilo, y el acido hipocloroso. En
rojo se mencionan las enzimas que participan del proceso:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién

peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR).

Se puede distinguir cuatro fuentes enddgenas que originan la mayoria de agentes oxidantes
producidos por las células:

a. En el transcurso normal de la respiracion aerdbica, las mitocondrias consumen O
reduciéndolo en varias etapas a H>O (Figura 3). Inevitablemente, a lo largo de este proceso
aparecen subproductos como: Oz--, H,02 'y -OH%.

b. Las células fagociticas (leucocitos neutrofilos, macréfagos y eosinofilos), al activarse por
medio de mediadores proinflamatorios o de productos bacterianos, viricos o de parasitos,
destruyen las células infectadas por medio de un ataque oxidativo (literalmente una
“explosion” oxidativa) en el que se producen grandes cantidades de Oz, H2O2, -OH, NO- y
OCI- . Las infecciones cronicas llevan a una actividad fagocitica continua que provoca una

inflamacion cronica que es el principal factor de riesgo del cancer?’.

c. Los peroxisomas, organulos encargados de la degradacion de &acidos grasos y otras
moléculas, producen H20. como subproducto, que es degradado de forma natural por la

enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones, alguno de los perdxidos escapan a la degradacién



y se liberan a otros compartimentos celulares provocando un incremento del dafio por

oxidacion en el ADN%,

d. Las enzimas del complejo Citocromo P450 son las principales responsables del
metabolismo oxidativo de los xenobidticos. La induccion de estas enzimas previene los
efectos de toxicidad aguda de agentes extrafios al organismo, pero también produce
subproductos oxidantes que pueden dafiar el ADN¥,
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Figura 3: Reduccidn del oxigeno hasta obtener agua como producto final®.,

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que el organismo también utiliza estos compuestos

oxidantes en procesos normales, pudiendo actuar a distintos niveles®:

i) Como sefiales intercelulares y reguladoras de genes implicados en el desarrollo celular.
i) Como inductores de la expresion de genes.

iii)En la regulacion de la estructura y funcion de determinadas proteinas.

iv) Interviene en el control del tono muscular.

V) Interviene en la sintesis de tiroxina en la glandula tiroides.

vi)Participa en los procesos de eliminacion de patdgenos, entre otros aspectos importantes.

La continua generacion de especies reactivas del oxigeno y de otros radicales libres durante
el metabolismo celular aerébico, es un proceso normal y necesario para el suministro de
energia y buen funcionamiento celular, estimulando la proliferacion celular y/o actuando
como mediadores para la activacion de la célula®. Por lo tanto, el cuerpo humano produce
de manera natural los radicales libres. Los mismos, generalmente se encuentran
compensados por los sistemas de defensa antioxidantes enddgenos, los cuales ayudan a
mantener el equilibrio redox, de lo contrario, este fenOmeno seria una amenaza grave para la

salud®,.

El desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes, debido por un lado a la

sobreproduccidn de especies reactivas de oxigeno o por otra parte al déficit de antioxidantes,



se conoce como “estrés oxidativo”. Ciertas condiciones ambientales, la exposicion a ciertos
compuestos quimicos, el ejercicio fisico intenso, radiaciones ionizantes y no ionizantes,
drogas, pesticidas, metales pesados, xenobioticos, bacterias, virus, estrés, entre otros; pueden
derivar en un exceso de radicales libres que conduzca a una situacion de estrés oxidativo.
Ademas, llevar una dieta pobre en antioxidantes como ser el escaso consumo de frutas y
verduras, de frutos secos y de bebidas tan recomendables como el té, o un abuso de carnes
rojas y productos panificados industriales, provoca la escasez de antioxidantes. En este
punto, la dieta juega un papel importante en la prevencion de enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos, como

ser antioxidantes de origen vegetal®.

El efecto nocivo que puede provocar el estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos, deriva de
la capacidad que tienen los radicales libres de atacar y reaccionar con componentes
moleculares de estructuras celulares; como son los &cidos nucleicos, los lipidos de

membrana, las proteinas estructurales y enzimaticas, los carbohidratos, entre otros®.

1.3.2. CLASIFICACION DE ANTOXIDANTES

1.3.2.1. ANTIOXIDANTANTES NATURALES O SINTETICOS

Existen varios tipos de antioxidantes que se han utilizado histéricamente en la industria
alimentaria, asi como también en otras como la cosmética, farmacéutica o nutricion animal.
Por una parte estan los antioxidantes naturales, los cuales son obtenidos integramente de
fuentes naturales, y por otra los antioxidantes sintéticos, creados a partir de procesos
quimicos. Entre los antioxidantes naturales empleados se encuentran los derivados de frutas,
hierbas (tales como el orégano) y vegetales, que han sido caracterizados como
pertenecientes a este grupo®’.

Debido a la tendencia que estd adoptando la sociedad en referencia a la busqueda de habitos
méas saludables y a una mayor exigencia de la legislacion en materias de seguridad
alimentaria, los antioxidantes naturales estan experimentando un crecimiento sostenido a lo
largo de los ultimos afios, en detrimento de los antioxidantes sintéticos. Este ultimo grupo
conformado principalmente por el hidroxianisolbutilado (BHA), el hidroxitoluenobutilado

(BHT), el terbutil hidroquinona (TBHQ) y gelato de propilo (PG), esta siendo restringido


https://natural.btsa-es.com/blog/por-que-elegir-antioxidantes-naturales

debido a los posibles riesgos para la salud humana ya que pueden actuar como agentes
promotores del cancer y/o teratdgenos, producir un aumento significativo del higado, una
marcada proliferacion del reticulo endoplasmico, ademés de no aportar beneficios
nutricionales adicionales®. Es por esto, que el uso de estos antioxidantes sintéticos esta
limitado a ciertas cantidades, y ademas presenta inconvenientes dado que son bastante

volatiles y se descomponen con facilidad a temperaturas elevadas® 39 40,

Seguln la normativa vigente en el Uruguay, decreto N° 315/994 (Reglamento Bromatolégico
Nacional*!), las cantidades maximas permitidas de los antioxidantes sintéticos mas
frecuentes: BHA (hidroxianisolbutilado), BHT (hidroxitoluenobutilado), TBHQ (terbutil
hidroguinona) y PG (galato de propilo) es de entre 40 mg/Kg para alimentos varios.

1.3.2.2. ANTIOXIDANTES ENDOGENOS O EXOGENOS
Las sustancias antioxidantes ademas, se pueden clasificar en dos principales sistemas;

enddgenos y exdgenos, los cuales pueden actuar tanto en el espacio intracelular como en el

extracelular (Figura 4).
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Figura 4: Clasificacion de antioxidantes: endogenos y exdgenos*?.
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1.3.2.2.1. ANTIOXIDANTES EXOGENOS

Este grupo de antioxidantes esta integrado principalmente por sustancias nutritivas como son

las vitaminas E y C, minerales asociados con enzimas antioxidantes, y carotenoides; los

cuales son incorporados con la alimentacion. Ademas pertenecen a este grupo, antioxidantes

no nutrientes denominados polifenoles.

La vitamina E esta constituida por varios tipos de compuestos naturales, de los cuales el
a-tocoferol tiene la mayor actividad biologica (antioxidante y estabilizador de las
membranas en los tejidos humanos). Su accién antioxidante reside en la capacidad de
neutralizar los radicales Oze—, HO* y LOO* a formas menos nocivas interrumpiendo la

lipoperoxidacion en la fase de propagacion.

La vitamina C (esencial) es un antioxidante hidrosoluble con un alto poder reductor,
participa en el metabolismo intermediario y oxidativo, en la reabsorcién de hierro, es
necesaria para la respuesta inmune, actia como cofactor para numerosas enzimas
implicadas en la biosintesis de colageno, carnitina y algunos neurotransmisores. Su
capacidad se debe a secuestrar especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno protegiendo

a las LDL de su ataque®.

Los carotenoides son pigmentos sintetizados en plantas y otros organismos fotosintéticos,

donde actiian como “quencheadores” (desactivadores) del oxigeno singlete.

Los compuestos fendlicos o polifenoles son considerados como los principales
antioxidantes exogenos provenientes de los alimentos*. Son omnipresentes en los
organos de las plantas y constituyen, por lo tanto, una parte integral de la dieta humana ya

que el cuerpo humano no puede producir estas sustancias.

Desde un punto de vista estructural, todos los polifenoles exhiben en su estructura uno 0 méas

grupos hidroxilos (HO-) unidos a un anillo aromético (benceno), es decir, presentan algln

grupo fendlico (Figura 5)°.



OH

Figura 5: Estructura de un compuesto fendlico, formado por uno o
mas grupos hidroxilos (HO-) unidos a un anillo aroméatico (benceno).

Estos compuestos participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes,
la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes
estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos del ambiente®. La
caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol“® y su
capacidad para capturar radicales libres*.

Se han encontrado hasta el momento alrededor de 8000 polifenoles distintos, ampliamente
dispersos en todo el reino vegetal, que suelen clasificarse en diferentes grupos segun el
namero de anillos fendlicos que contienen y el sustituyente unido a éstos (Figura 6).

I-

-'-

Figura 6: Representacion esquematica de los polifenoles®.



La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura
individual y del numero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular. Son
moléculas que incluyen los éacidos fendlicos, alcoholes fendlicos, polimeros fendlicos y

flavonoides.

Para que un polifenol actte como un antioxidante debe satisfacer dos condiciones basicas:

i) Estar presente en baja concentracion en relacion al sustrato a ser oxidado, ya que asi

puede retrasar o prevenir la auto-oxidacion o la oxidacion mediada por radicales libres.

ii) El radical resultante formado después de la captura debe ser estable para interrumpir la

reaccion en cadena de la oxidacién.

Dentro de los polifenoles se encuentra un grupo de moléculas de bajo peso molecular,
esenciales para el ser humano denominados flavonoides, nombre que deriva del latin flavus,
cuyo significado es ‘“amarillo”, los cuales constituyen la subclase de polifenoles mas

abundantes dentro del reino vegetal. Se han descrito méas de 5000 compuestos®.

Los flavonoides (Figura 7), son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comdn de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fendlicos,

ligados a través de un anillo de pirano (heterociclico).

OH
HO OH
OH OH
OH O

Figura 7: Estructura quimica de un flavonoide®.

En funcién de los grados de oxidacion e insaturacion del anillo heterociclico se pueden
diferenciar varias clases de flavonoides, y dentro de cada clase se pueden establecer
diferencias en base a la naturaleza y numero de los sustituyentes con grupos hidroxilo
fenolicos®®. Poseen excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de

transicion.
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La estructura basica y mas abundante de estos compuestos es la quercetina. Algunos autores
clasifican a los flavonoides como las moléculas de mayor importancia bioactiva como

nutracéuticos presentes en las plantas*.

Sus propiedades anti radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia el radical hidroxilo
y superdxido. También se ha descrito su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides
con respuestas antiprostanoide y antiinflamatoria. Por otra parte poseen efectos
antitromboticos, previniendo la agregacion plaquetaria, ademas de proteger a las

lipoproteinas de baja densidad de los procesos de oxidacion*?,

Dentro de los polifenoles, ademas, existen los compuestos no flavonoides, siendo estos:
acidos fendlicos, alcoholes fenolicos y polimeros fendlicos. Estan formados por un anillo
aromatico con al menos un grupo hidroxilo con grupos aldehido, alcohol o &cido, solos o
esterificados con cidos organicos o unidos a azticares®. Existe una gran variedad de fenoles
acidos distribuidos en productos de origen vegetal como la circuma, el &cido caféico,
feralico y clorogénico. Los polimeros fendlicos son compuestos de alto peso molecular

como los taninos condensados.

1.3.2.2.2. ANTIOXIDANTES ENDOGENOS

El cuerpo posee mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo inducido por radicales
libres que implican: mecanismos preventivos, mecanismos de reparacion, defensas fisicas y
defensas antioxidantes.

El sistema de antioxidantes endégenos esta basado en enzimas que se encuentran en nuestro
organismo, ademas de compuestos no enzimaticos como ser: acido Urico, albimina,
bilirrubina, ubiquinol y vitaminas.

Entre las enzimas se encuentran (Figura 8):

- Superoxido dismutasa (SOD): cataliza la disminucion del radical superdxido para formar
peroxido de hidrogeno.
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- Catalasa (CAT): posee doble actividad (catalasa y peroxidasa), la cual cataliza la reaccion

de reduccion del perdxido de hidrégeno a agua.

- Glutation peroxidasa (GPx): se encarga de la reduccion de hidroperdxidos intracelulares,
peréxido de hidrogeno, grandes moléculas de perdxidos lipidicos procedentes del ataque
de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas y
sobre productos derivados de las reacciones catalizadas por la enzima lipooxigenasa. En
todas las reducciones, emplea dos moléculas de glutation reducido (GSH), siendo el
mismo su sustrato esencial, el cual es capaz de conjugarse con compuestos

potencialmente toxicos al solubilizar y facilitar su excrecion biliar.

- Glutation reductasa (GR): conocida también como glutation-disulfuro reductasa (GSR).
Su accidn antioxidante es doble, ya que ésta cataliza no solo la reduccion del glutation
disulfuro (GSSG) sino que ademas, como resultado de ello, da lugar a la formacion de

glutation en su forma sulfhidrilo (GSH).

- Oligoelementos: el cobre, manganeso, zinc, hierro y selenio, son cofactores necesarios
para el buen funcionamiento de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa, la

catalasa y la glutation peroxidasa®..

0,

!

Mitocondria
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0,*
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Figura 8: Enzimas antioxidantes enddgenas: superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPx) y glutation reductasa (GR)®.
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1.3.2.3. CLASIFICACION SEGUN EL CAMPO DE ACCION

Se denominan antioxidantes primarios a los que impiden la formacion de radicales libres y
quelan metales de transicion. Son llamados antioxidantes secundarios los que interrumpen la
reaccion de propagacion por inactivacion o desplazan a las especies reactivas de oxigeno.
Los antioxidantes terciarios son los que reparan el dafio causado por moléculas o eliminan

aquellas que se han estropeado?.

1.3.3. ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

1.3.3.1. INTERACCION DIRECTA CON ESPECIES REACTIVAS

El mecanismo méas conocido, aunque no necesariamente el mas relevante a la accion, se
refiere a la capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como “estabilizadores o
desactivadores de diversas especies reactivas”. Esto ultimo supone la conocida actividad
“scavenger” (de barrido) de radicales libres, que poseen muchas moléculas antioxidantes. En
el caso de los radicales libres, tal accion implica su estabilizacion a traves de la cesion de un
electron a dichas especies reactivas. Este mecanismo, definido como “SET” o “ET” (single
electron transfer), permite que el radical libre pierda su condicion por “pareamiento” de su
electron desapareado. Una consecuencia para el antioxidante es que, como resultado de
ceder un electrdn, éste se convierte en un radical libre y termina oxidandose bajo una forma
que es de baja o nula reactividad hacia su entorno. Junto a este mecanismo, muchos
antioxidantes pueden estabilizar radicales libres a través de un mecanismo que implica la
transferencia directa de un atomo de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical
libre dada la posibilidad de descolocacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del
anillo aromatico® 3. Tal mecanismo es definido como “HAT” (hydrogen atom transfer). En
este Gltimo caso, el radical libre también queda estabilizado electronicamente dada su
facilidad para ceder un radical hidrégeno®. Por lo tanto, el antioxidante y el radical peroxilo
forman una asociacion estable mediante la transferencia de un 4&tomo de hidrégeno desde el
antioxidante al radical, de forma que se detiene la reaccion de oxidacién en cadena. La
mayoria de los ensayos basados en HAT aplican un esquema de reaccion competitivo, en el

que el antioxidante y el sustrato compiten por los radicales peroxilo®.
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Los antioxidantes cuya accién es promovida a través de mecanismos SET y/o HAT son
mayoritariamente los antioxidantes no-enzimaticos, sean éstos normalmente bio-sintetizados
por el organismo humano, o bien ingresan al organismo a traves de la dieta. La mayor parte
de los antioxidantes que actian a través de estos mecanismos presentan en su estructura
quimica, como grupos funcionales, hidroxilo fenolicos (ejemplo, todos los polifenoles y los
tocoferoles). No obstante, otros antioxidantes no fenélicos, como el glutation, la melatonina,
y los &cidos ascorbico, dihidro-lipdico y urico, son también ejemplos de moléculas cuya

accion es promovida por mecanismos SET y/o HAT.

1.3.3.2. PREVENCION DE LA FORMACION ENZIMATICA DE ESPECIES
REACTIVAS

Algunos antioxidantes pueden actuar previniendo la formacion de ROS, inhibiendo ya sea la
expresion, la sintesis o la actividad de enzimas pro-oxidantes involucradas en la generacion
de especies reactivas, como la NADPH-oxidasa (NOX), la xantina-oxidasa (XO), la
mieloperoxidasa (MPO) y la 6xido nitrico sintasa (NOS). Este tipo de accion antioxidante
no demanda que un antioxidante exhiba en su estructura caracteristicas que tipicamente se
asocian a los mecanismos de accién SET o HAT. Ejemplos de inhibidores de la actividad de
estas enzimas son compuestos provenientes de la dieta, ciertos polifenoles y algunos agentes
empleados en la terapia de la gota, como alopurinol y febuxostat, que inhiben la xantina

oxidasa®*.

1.3.3.3. PREVENCION DE LA FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS
DEPENDIENTE DE METALES

Un mecanismo que también implica la inhibicién de la formacion de especies reactivas se
relaciona con contraponer la capacidad que tienen ciertos metales de transicion, como hierro
y cobre (ambos en su estado reducido), para catalizar la formacion de radicales superoxido
mediante la reduccion de oxigeno y de radicales hidroxilo, a partir de peréxido de hidrégeno
(Reaccion de Fenton). Aquellas moléculas que tienen la habilidad de unir tales metales
formando complejos o quelatos, logran inhibir la actividad redox de éstos, previniendo la

formacion de las especies reactivas anteriormente mencionadas.
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Se incluyen en este grupo de antioxidantes: i) ciertos péptidos y proteinas normalmente bio-
sintetizadas por el organismo y cuya funcion fisioldgica les implica transportar, almacenar
y/o excretar hierro (como ferritina) o cobre (como metalotioneina y ceruloplasmina), ii)
ciertos polifenoles que acceden al organismo a través de la dieta y cuya caracteristica
distintiva es presentar en su estructura flavonoidea un grupo catecol en el anillo B, y iii)
algunos agentes que son empleados en la terapia de remocién de metales como
desferroxamina que capturan hierro, y penicilamina o tetratiomolibdato que capturan

cobre®,

1.3.3.4. ACTIVACION O INDUCCION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

Como parte de la defensa antioxidante, el organismo humano bio-sintetiza ciertas enzimas
cuya funcion es remover especies reactivas, principalmente ROS. Entre éstas destacan las
siguientes: superoxido dismutasa (SOD, en sus isoformas Cu/Zn y Mn-dependientes),
catalasa (CAT, hierro-dependiente), glutation peroxidasa (GSpx; Se-dependiente), glutation-
S-transferasa (GST) en su tipo peroxidasa, glutation reductasa (GSSG), y sulfoxi-metionina-
reductasa. La accion antioxidante de todas estas enzimas se traduce en una disminucion del
estado redox celular. Existe evidencia de que ciertos compuestos presentes en la dieta
humana podrian inducir la expresion de genes que codifican para la sintesis de algunas de

las enzimas antioxidantes®.

1.3.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para predecir el potencial antioxidante de los alimentos, es importante determinar la
capacidad antioxidante tanto sobre el organismo humano, como frente a las reacciones de
alteracion que disminuyen la calidad y el valor nutricional del propio alimento. Lo ideal
seria que todas esas propiedades pudieran medirse en cada componente para valorar la
capacidad antioxidante total, lo cual ha resultado ser muy complejo. En la préctica, se han
desarrollado diversos ensayos para conjugar las propiedades en una sola estimacion de la

capacidad antioxidante®’ °8,

Existen métodos directos que abarcan el empleo de un sustrato oxidable. Asi, estos métodos

evallan el efecto inhibitorio de una sustancia potencialmente antioxidante sobre la
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degradacion oxidativa del sustrato utilizado. Este tipo de aproximacion se combina con una
estrategia de medicion basada en la deteccidon de los productos de oxidacion. De éstos, el
método del &cido tiobarbitdrico (TBA) es de los mas utilizados®®,

Sin embargo, los métodos indirectos son los fundamentalmente utilizados para determinar la
capacidad antioxidante. Se basan en la estabilizacion de un radical libre artificial (por
transferencia de hidrogeno o electrones) o la reduccion de un metal de transicién pro-

oxidante (por transferencia de electrones)®.

Los ensayos HAT incluyen la inhibicién de la auto oxidacion inducida de lipoproteinas de
baja densidad, la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), el pardmetro
antioxidante de atrapamiento de radicales totales (TRAP) y los ensayos de blanqueo de

crocinal.

Por otro lado, los métodos ET més habituales son: la inhibicién del radical 1,10-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), el método de capacidad antioxidante de equivalencia de Trolox
(TEAC), el ensayo de decoloracion del catién radical ABTS (ABTS), el ensayo de poder
antioxidante reductor férrico (FRAP), el método de capacidad antioxidante reductora de i6n
cuprico (CUPRAC). Los ensayos basados en ET miden la capacidad de un antioxidante en la
reduccién de un oxidante, que cambia de color al reducirse. EI grado de cambio de color se
correlaciona con la concentracion de antioxidantes de la muestra. DPPH y ABTS también

pueden actuar como HAT.

1.3.41. METODOS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS

Hay un gran nimero de estudios sobre la determinacion de polifenoles totales. EI método
mas utilizado es el ensayo de fenoles totales por reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR)3. No es
exactamente un método de medida de capacidad antioxidante, sino de contenido en
polifenoles. Dado el importante papel de los polifenoles en la capacidad antioxidante de los
alimentos vegetales, se ha simplificado su expresion como un método de determinacion de
capacidad antioxidante ya que proporciona la idea de que la muestra puede presentar

actividad antioxidante®®,
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1.4. EL OREGANO Y SUS PROPIEDADES

1.4.1. GENERALIDADES DEL OREGANO

El nombre de orégano (Origanum vulgare) proviene del griego oros y gamos, que significa
adorno o alegria de la montafia, hace referencia al aspecto (Figura 9) y aroma agradable de
esta planta que se empleaba desde la antigiedad como aperitivo amargo, tonico y

desinfectante de heridas®.

Figura 9: Aspecto de la planta de orégano

Origanum vulgare®.

Los romanos la consideraban una planta portadora de paz y felicidad y la utilizaban para
ornamentar sus casas. En Inglaterra fue introducida por los romanos durante la conquista,

dado que lo emplearon para el tratamiento de la tos convulsa.

La planta de orégano es perenne y crece de forma espontanea. Tiene raices rastreras, tallos
lefiosos ramificados y hojas de color verde oscuro, opuestas y pecioladas®. Tiene una altura
que varia entre 35 y 45 cm®2. Las flores se disponen en grupos en la base de las hojas mas
altas o en espigas terminales y cada flor produce, cuando estd madura, cuatro estructuras
pequefias similares a semillas.

Los tipos mas comunes de orégano utilizados actualmente como especia e incorporados en
alimentos son: Origanum vulgare, nativo de Europa, y Lippia graveolens, planta nativa de

México de uso culinario comun. EI género Origanum pertenece a la familia Lamiaceae,
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mientras que el Lippia graveolens, a la familia Verbenacea. Al menos 60 especies y 17

géneros que pertenecen a diversas familias botanicas se conocen como orégano®?,

1.4.2. TAXONOMIA®

Reino: Plantae

Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Género: Origanum

Especie: vulgare

1.4.3. PRODUCCION Y CULTIVO DE OREGANO

Los principales paises productores en Ameérica Latina son: México, Brasil, Chile, Costa

Rica, Argentina y Per(®,

La planta de orégano es resistente al frio, pero temperaturas menores de 5 °C afectan al
cultivo retrasando su crecimiento y quemando los bordes de las hojas. Este cultivo se adecua
a cualquier tipo de suelo que no sea salino, los mejores rendimientos se obtienen en suelos
francos. Crece en areas con alta elevacion®. La vida (til del orégano es de aproximadamente
5 0 6 afios y generalmente se realiza una cosecha en el primer afio y dos en los afios

siguientes®’.

1.4.4. USOS DEL OREGANO

En los ultimos afios se ha incrementado la demanda mundial de especies y hierbas
aromaticas organicas, en la industria alimentaria como un medio para conservar y mejorar el
sabor de los alimentos, asi como para otras industrias de indole medicinal y cosméticas. Una
de las plantas arométicas con mayor demanda en el mercado internacional es el orégano,
pues, su buena calidad le ha permitido capturar el interés de los consumidores en todo el

mundo®®.
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Se ha informado que el orégano y su aceite esencial podrian usarse como herbicidas
naturales®. En la industria, se obtiene el aceite esencial para resaltar y fijar aromas, se usa
en perfumeria, cosméticos, en la elaboracion de jabones perfumados y productos de tocador.
En medicina, se utiliza para calmar el dolor de oido, debido a la accion ligeramente
anestésica, ademas para calmar cdlicos intestinales y en bafios calientes para los dolores
musculares y reumaticos, ataques asmaéticos como expectorante, dolor de dientes,
antiespasmodico, diaforético, dolores menstruales y como topico nervioso’®. Ademas, posee
una buena capacidad antimicrobiana contra microorganismos patégenos como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, entre
otros. Estas caracteristicas son muy importantes para la industria alimentaria ya que pueden
favorecer la inocuidad y estabilidad de los alimentos como también protegerlos contra
alteraciones lipidicas’. También se sabe que el orégano, es uno de los alimentos que

presenta grandes cantidades de compuestos antioxidantes’ 2,

1.4.5. ANTIOXIDANTES PRESENTES EN EL OREGANO

Los antioxidantes mas comunes que posee el orégano son polifenoles™. Informes de
diferentes especies de orégano han demostrado que las flavonas se encuentran entre los
subgrupos mas abundantes de flavonoides seguidos por flavonoles y flavanonas. Los
principales compuestos pertenecientes a estas categorias son, catequina, apigenina,

hispidulina, luteolina, quercetina, rutina y sus derivados’ 76 77 78 79 80,

Entre los acidos fendlicos mas comunes, se encuentrani® 81 80 82 83 84.

- Derivados del acido hidroxicindmico: acido caféico, &cido rosmarinico, acido

clorogénico, acido ferulico, y &cido p-cumarico.

- Derivados de acido hidroxibenzoico: el acido galico, acido protocatecuico, acido vanilico,

acido siringico.

Para muchos investigadores, el 4cido rosmarinico 8 8 7 18 eg ¢| antioxidante dominante
entre los &cidos fendlicos en la hierba de orégano, no solo en extractos acuosos, Sino

también en extractos alcohélicos y oleaginosos®.
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Ademas, los resultados de varios estudios indicaron que los efectos antioxidantes del
orégano podrian estar relacionados con monoterpenoides fendlicos como son el carvacrol®’ y

el tim0|88 89 90 91

1.4.5.1. EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES

Para la obtencion de compuestos antioxidantes contenidos en el orégano, es preciso lograr su
separacion desde la matriz vegetal en la que se encuentran y la recuperacion posterior a
partir del medio en el que se hayan solubilizado. Puede considerarse: i) la extraccion directa
de compuestos que se disuelvan en el agente extractor o ii) la realizacion de una etapa
adicional que logre la ruptura o separacion de los compuestos objetivos que se encuentren

enlazados en la pared celular.

El proceso de separacion puede ser clasificado de acuerdo a la naturaleza del material
extraido o clasificado por el tipo de fases en contacto, como sélido-liquido, liquido-liquido,
entre otros. La separacion de sustancias a partir de matrices vegetales se clasifica como
extraccion solido-liquido®. Tal extraccion es ampliamente usada para recuperar
componentes, sin embargo, existen factores que afectan la concentracion de los
componentes deseados en el extracto sélido-liquido, como la temperatura, tasa de flujo y
tamafo de las particulas; ademéas de variables significativas como el tiempo de contacto,

temperatura, agitacion, potencia, tipo de solvente, entre otros.

Suele utilizarse un &cido junto a los solventes, el cual actGa rompiendo las membranas
celulares, liberando antioxidantes, sin embargo este tratamiento quimico severo puede
romper la estructura de dichos antioxidantes. Por lo tanto, es de suma importancia acidificar
los disolventes con el agregado de &cidos organicos (acido formico o acido acético) en lugar
de 4cidos minerales como el HCI®®. El etanol es uno de los disolventes mas utilizados para la
extraccion de antioxidantes, ya que es: econdémico, reutilizable, no tdxico y los extractos
pueden utilizarse en la industria alimentaria®. El uso de mezclas hidroalcohélicas ha sido
propuesta por diversos autores® * 9 debido a que la mezcla de etanol-agua permite un
efecto sinérgico entre los disolventes. El agua actia como un agente de hinchamiento de la
matriz vegetal, aumentando la superficie de contacto, mientras que el etanol induce la

ruptura del enlace entre los solutos y la matriz*®.
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1.4.5.1.1. EXTRACCION CONVENCIONAL

Este tipo de extraccion incluye técnicas clasicas basadas en la capacidad de extraccion de
diferentes disolventes y/o aplicacién de calor y agitacion. Estos métodos de extraccion
tienen como ventaja el bajo costo del montaje de la unidad extractora y como desventaja, los
altos tiempos de extraccion, el uso de grandes cantidades de disolventes, su baja
selectividad, la necesidad de realizar una etapa posterior de evaporacion del disolvente y la

posible descomposicion de los compuestos labiles®.

1.4.5.1.2. EXTRACCION NO CONVENCIONAL

En la bldsqueda de nuevas técnicas de extraccion, que resulten mas amigables con el medio
ambiente y que no representen riesgos para la salud, mientras facilitan la extraccion de
compuestos de interés, se han estudiado diferentes tecnologias como: fluidos a alta presion,
tecnologia de ultrasonido, tratamientos enzimaticos, tecnologia de microondas y de pulso

eléctrico®.

El ultrasonido es la ciencia y tecnologia de la aplicacion de ondas de sonido con frecuencias
superiores a la capacidad auditiva humana, es decir, 16KHz%. Hoover!®! define el
ultrasonido como una forma de energia que viaja en ondas de sonido iguales 0 mayores a
20000 vibraciones por segundo. Actualmente el empleo de ultrasonido en el procesamiento
de alimentos esta basado en la ventaja que representa sobre los procesos tradicionales, al

reducir tiempos de proceso y mejores atributos de calidad. %2 13,

Sobre la base del rango de frecuencia, el ultrasonido se clasifica ampliamente en dos,
ultrasonido de potencia (sonoquimica) que tiene un rango de frecuencias de 20-100 kHz y
ultrasonido de diagndstico con frecuencia entre 5 y 10 MHz. La sonoquimica es la
aplicacién de ultrasonido en materiales, reacciones quimicas y procesos, excluyendo
aplicaciones médicas. La cavitacién es el mecanismo principal de extraccion del tratamiento
ultrasonico. En este caso, las burbujas en la extraccion liquido/solido pueden colapsar
explosivamente y generar presion localizada causando ruptura del tejido vegetal, mejorando
la liberacidn significativa e incrementada tanto de los materiales intracelulares como de la

pared celular que se difunden en el disolvente de extraccioni® 1% 1% Una de las
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aplicaciones del ultrasonido es la intensificacion de la extraccion de compuestos bioactivos a
partir de sustratos vegetales bajo condiciones atmosféricas, que requieren la inmersion de la
muestra en un solvente liquido. Para generar ultrasonido, se usan comunmente los
transductores piezoeléctricos, ya que son compactos y relativamente econdémicos que vibran
a una frecuencia particular, creando energia mecanica cuando se les suministra energia

eléctrical®” 108,

1.5. HONGOS COMESTIBLES

Segun el Codex Alimentarius, se entiende por hongos comestibles los frutos pertenecientes a
un grupo vegetal especifico “fungi” que crecen en estado silvestre o que se cultivan y que
después de su elaboracion necesaria son apropiados para utilizarse como alimento'®®. Segun
el reglamento bromatoldgico nacional®!, con el nombre genérico de hongos o setas se
entiende el tejido celular de plantas acotiledoneas comestibles frescas o procesadas

(Basidiomicetos, Himenomicetos y Gasteromicetos).

De acuerdo con el origen, los hongos comestibles se clasifican en: hongos silvestres
comestibles (son aquellos colectados en la naturaleza y que crecen espontaneamente) y
hongos comestibles de cultivo (son aquellos que se obtienen mediante practicas de
produccién sembrando el micelio en sustratos especificos, debidamente pasteurizados o
esterilizados). Pertenece a esta clasificacion el género Pleurotus (Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius, Pleurotus citrinopileatus, Pleurotus djamor, Pleurotus eryngii,

Pleurotus albidus y Pleurotus sajorcaju.

Ademéas de su un gran aporte nutricional, los hongos comestibles presentan un gran
potencial biotecnolégico debido a su capacidad de producir enzimas y farmacos, y de ser
Gtiles en procesos de biorremediacion, entre otros usos*?. En la actualidad se conocen cerca
de 14000 especies de hongos distribuidas en todo el mundo, de las cuales mas de 3000 son
consideradas comestibles. Hasta la fecha solamente unas 200 han sido cultivadas

experimentalmente!!!,
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1.5.1. PLEUROTUS OSTREATUS

De todas las especies cultivadas, las del género Pleurotus, conocidas cominmente como

112 presentan el mayor ritmo de

girgola, orejas blancas, orejas de palo, orejas de cazahuate
evolucion, crecimiento y expansion en todo el mundo, alcanzando con sorprendente rapidez,
en menos de 30 afios, el tercer lugar en las cifras de produccién mundial de hongos
comestibles, tras el histérico champifion (Agaricus bisporus) y el shiitake (Lentinula
edodes)!'® 114, La razon de este crecimiento radica en que las especies de Pleurotus poseen
una calidad organoléptica excelente y crecen de manera aceptable en diversos sustratos

lignoceluldsicos!?®.

Pleurotus ostreatus es considerado como uno de los hongos sapréfito perteneciente a la
clase Basidiomicetes mas importantes no solo por su alto valor nutricional sino también por
su amplia gama de metabolitos bioactivos lo que lo convierte en un alimento funcional con

aplicaciones nutracéuticast® 117 118,

El género Pleurotus comprende especies generalmente de color blanco, amarillento o
rosado, a veces grisaceo oscuro. Su forma puede ser de embudo, pétalo de flor o concha de
ostra. Las laminillas son longitudinalmente decurrentes sobre la base del estipe, con
frecuencia anastomosadas transversalmente al nivel de la insercion del pie. Las esporas son
de color blanco, crema o lila palido, presentan una forma cilindrica y son lisas. El género

esta distribuido en Europa, Asia, Australia y América®!®,

Ademas de sus caracteristicas organolépticas, destaca su importancia a nivel nutricional ya
que las setas pertenecientes a la especie ostreatus poseen mas del 80 % de agua, son bajas en
grasas y ricas en fibra dietética, presentan altos valores de determinados minerales y
tienen alto contenido proteico. El alto valor nutritivo de su contenido nutricional (Tabla 1),

genera un interés por los posibles beneficios entre estos componentes y la salud**®.
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Tabla 1: Contenido nutricional del hongo Pleurotus

ostreatus'?°.
Sustancia %
Humedad (fresco) 92,20
Materia seca 7,80
Ceniza 9,50
Grasa 1,00
Proteina bruta 39,00
Fibra 7,50
Fibra cruda 1,40
Nitrégeno total 2,40
Calcio 33 mg/100 g
Fésforo 1,34 mg/100 g
Potasio 3793 mg/100 g
Hierro 15,20 mg/100 g
Vit.C 90-144 mg/100 g
Vit. B1 1,16-4,80 mg/100 g
Vit. B5 46-108,7 mg/100 g
Acido folico 65 mg/100 g

Hoy en dia, a nivel terapéutico, existen investigaciones que avalan la existencia de
compuestos funcionales como la quitina y los betaglucanos dentro de la fraccion de fibra
dietética de los hongos Pleurotus. Numerosos estudios atribuyen a estos polisacéridos
propiedades medicinales como ser: funcién prebidtica, efectos antitumorales,
inmunoestimulante, anticolesterolémico, antioxidante. La actividad antioxidante de los
hongos deriva de su metabolismo secundario. En ellos se han encontrado compuestos como

la ergotionina, los acidos galico y ascorbico, los tocoferoles y el seleniol?! 122 123 124 125

En animales se ha demostrado que el extracto de Pleurotus protege los 6rganos de ratas de
maés edad frente al estrés oxidativo y se han sentado las bases para poder probar la actividad
de dichos extractos en humanos!?®. Ademas, se sugirio incorporar a la dieta el extracto como
suplemento nutricional para incrementar las defensas del cuerpo contra el estrés

oxidativo!?S.
1.5.2. PATE DE HONGOS

El paté se clasifica como un producto emulsionado hecho principalmente de higado, grasa,

carne o especias. Comunmente se consume en todo el mundo debido a su textura rica y

Suave127 128 129.

Para el caso de las pastas untables tipo “paté” a base de vegetales u hongos comestibles,
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legalmente no se encuentra definido, pero comercialmente suena mas atractivo hablar de
“paté” que de “pasta untable” base. En este trabajo experimental el paté se elabora con
hongos, siendo una version que amplia la definicién original hacia la utilizacion de otra

materia prima.

Como se menciona en el apartado anterior, los hongos del género Pleurotus poseen
caracteristicas benéficas para la salud, por esta razon se decidié que en este trabajo
experimental se trabajara con este alimento como ingrediente principal para la elaboracion

de los pates.

1.5.2.1. ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR LA VIDA UTIL DEL PATE

En el presente trabajo se estudid la formulacion de un paté de Pleurotus ostreatus. Para
dicho fin, se evaluaron las siguientes estrategias para aumentar la vida util: incorporar
antioxidantes naturales al paté, aplicar mejores técnicas post cosecha al hongo y disminuir el

pH del paté.

Como se mencioné anteriormente, los compuestos fendlicos en las hierbas son los
componentes principales responsables de la eliminacion de radicales libres (causantes del
deterioro de la calidad de los alimentos), mediante la donaciéon de un atomo de hidrégeno o

un electrén para formar compuestos estables'®.

Los hongos en general y el género Pleurotus en particular, son muy perecederos debido a su
composicidn, su alta tasa respiratoria y la transpiracion muy rapida, entre otros factores que
inducen a un veloz deterioro postcosecha. La aplicacién de las mejores técnicas post-
cosecha sobre el hongo para prolongar su vida Util juega un rol importante en cuanto a su
calidad. Cambios fisicos, microbianos y mecanicos, pérdida de turgencia, deshidratacion,
pérdida de sustrato solido y reacciones de pardeamiento limitan su vida comercial, por lo
que es recomendable que éste se venda entre los 2 a 7 dias siguientes de la cosecha, ya que
tiende a deshidratarse. Ademas, se recomienda que en este lapso de tiempo permanezca
refrigerado (1,5 °C)®. A fin de mejorar y ampliar la oferta de estos productos, es necesario
estudiar cuales parametros facilitan o limitan la fabricacion de productos elaborados a partir

de estos hongos. En este sentido se considerd importante evaluar el proceso de escaldado.
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El escaldado corresponde a un tratamiento térmico de alta temperatura y corto tiempo usado
con el proposito de acondicionar la matriz alimenticia en diversos sentidos: ablandarlo para
obtener un mejor llenado de los envases, inactivar enzimas deteriorantes (causantes de malos
olores, malos sabores y fallas del color natural del producto) de modo que éstas detengan su

actividad metabdlica y cese la degradacion del alimento®?

, producir otros efectos deseables
como por ejemplo: eliminar aire del tejido, producir el cambio de volumen que tipicamente
se produce por contraccion de la estructura, disminuir el contenido natural de
microorganismos, lo cual facilita la pasteurizacion de conservas o reducir efectos
indeseables como la pérdida de peso, preferentemente la asociada a la pérdida de nutrientes
al medio de escaldado®® '*2, La peroxidasa es una de las enzimas mas resistentes al calor

(hasta 70 °C), y su inactivacion asegura la destruccion de otras mas labiles.

Como otra estrategia para aumentar la vida util del paté, se busca disminuir el pH del
mismo, aplicandosele al hongo con el cual se elabora, un proceso de escaldado. Se sabe que
con la aplicacion de los tratamientos de escaldado, se logra una disminucion del pH del
hongo y su mantenimiento es estable en el tiempo, siendo entonces un producto mas seguro
para el consumo humano!®®. Una acidez alta establece un medio no adecuado para el
crecimiento de la mayoria de las bacterias &cido-tolerantes, levaduras y hongos. A su vez, el
crecimiento de las mismas, es propicio en los alimentos que contienen alta actividad de agua
(aw). Considerando que una ligera reduccion del pH incrementa el limite de aw para el
crecimiento bacteriano y, viceversa, se busca que la interaccion pH - aw en aquellas
temperaturas superiores a 71 °C sea suficiente para suprimir el crecimiento de la mayoria de

las bacterias indeseadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la incorporacion de compuestos bioactivos del orégano (Origanum vulgare) en el

desarrollo de un paté de hongos funcional.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Realizar la caracterizacion nutricional del orégano seco.

» Comparar las metodologias de extraccion (convencional y mediante aplicacion de
ultrasonido) de compuestos antioxidantes presentes en el orégano mediante las técnicas

de ABTS y Folin-Ciocalteau.

> Identificar los principales compuestos bioactivos presentes en los extractos obtenidos

mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
> Evaluar la incorporacién de compuestos antioxidantes provenientes del orégano,
utilizando las condiciones optimizadas anteriormente, en el desarrollo de un paté de

hongos (Pleurotus ostreatus) con el fin de desarrollar un alimento funcional.

> Realizar un seguimiento de la estabilidad del paté de hongos por un periodo de 60 dias a

partir de su elaboracion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. EQUIPOS

Para la realizacion de este trabajo se utilizd balanza analitica Shimadzu®, Uni Bloc
ATX224. Rotavapor IKA® RV, con bafio de agua HB. En la determinacion del contenido
proteico total, se utilizé tubos de vidrio para Kjeldahl marca Tecator®, asi como el digestor
(Tecator® 1007 Digestion System) y el destilador (Tecator® 1002 Kjeltec System). Para la
determinacion de lipidos totales, se utilizd una estufa Edelstahl®, Rostfrei, el rack de
planchas calefactoras donde los extractores se ensamblaron junto con el condensador
Quimis®, Q.308.26. La mufla utilizada tanto para la determinacion de minerales como para
la determinacion de fibra dietética total es de Thermolyne®, FA 1780. El filtro utilizado
para la determinacion de fibra es Tecator®, Fibertec. Mientras que el bafio de agua es
Stuart®, 230Vac. Para la realizacion de los extractos por ultrasonido, se utilizd un equipo
Sonic®, Vibra Cell Processors VCX 500/VCX 750, todos los extractos fueron liofilizados
en un liofilizador Bio base®, BK-FD10S. Para las determinaciones espectrofotométricas, se
utilizé un lector de placas Thermo Scientific®, Multiskan FC. En la identificacion de
compuestos fenolicos se utiliz6 un equipo de HPLC-DAD Agilent Technologies®,1260
Infinity, con una bomba G1311C, un inyector automatico G1329B, un horno G1316A, y un
detector de arreglo de diodos G1315D. Para el HPLC, se utilizé una columna de fase reversa
Thermo Scientific BDS Hypersil. Los filtros para HPLC empleados fueron de 0,22 micras,
Merk Millipore®. El mixer empleado en la realizacion de los patés fue Electrolux®. Se

utilizaron tubos Eppendorf® de 1,5mL.
3.2. OREGANO

Se trabajo con orégano (Origanum vulgare) marca “Emigrante”, envasado y distribuido por
PONTYN S.A. Al inicio de cada actividad experimental en donde se utilizdé orégano seco
como muestra, se verifico la integridad de los paquetes y se utilizo aquellos que se
encontraran herméticos y sin exposicién a la luz; con un contenido neto de 50 g de orégano

seco comestible, de color y aroma caracteristico.
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Fecha de envasado: 08/2017 - Fecha de expiracion: 08/2019.

Al realizar la operacion de apertura de los paquetes, se tuvo especial cuidado de manejar las
muestras de una forma limpia, ordenada y protegiendo el producto de factores externos,
ademas de comprobar que las caracteristicas organolépticas del orégano permanecieran

incambiadas entre ensayos.

3.2.1 COMPOSICION QUIMICA DEL OREGANO

3.2.1.1. CONTENIDO DE HUMEDAD

La humedad se determind por el método UNIT- ISO 939: 1980.

Se transfirio el orégano a un balén de destilacion al cual se le afiadié el tolueno. Luego de
montado el aparato de destilacion, se calentd el balén a una temperatura de 200 °C, superior
al punto de ebullicion del tolueno (110,6 °C). La destilacion transcurrié por 5 horas con un
promedio de 100 gotas por minutos. Se realizo el ensayo por triplicado. Finalmente se midio

el volumen de agua colectada en el tubo colector denominada trampa de Bidwell- Stering.

El contenido de humedad se determiné segun:

Volumen promedio de agua recolectada (mL) * 100

Promedio de masa inicial de muestra (g)

3.2.1.2. CONTENIDO DE PROTEINAS

Se determind por el método de Kjeldahl - AOAC 920.105%* con las siguientes

modificaciones:

Se utiliz6 como catalizador sulfato de cobre, sulfato de potasio y é&cido sulfarico
concentrado. La mezcla digerida se neutralizd con NaOH 33 % vy se destilé posteriormente.
El destilado se recogio en una solucion de acido borico 4 % e indicador mixto (azul de

metileno 0,2 % y rojo de metilo 0,2 %). Los aniones del borato asi formados se titularon con
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una solucion valorada de HCI 0,3064 N para determinar el nitrogeno contenido en la

muestra segun:

Gasto de HCl (mL) * Normalidad de HCI = 14
Masa promedio de orégano (g) * 10

Una vez calculado cual fue el contenido de nitrégeno, el resultado se multiplicd por un
factor F (en el caso de alimentos varios, F=6.25), para calcular que porcentaje de todo el

nitrégeno correspondié a proteinas.

3.2.1.3. CONTENIDO DE LIPIDOS

Se determind el contenido de lipidos por método Soxhlet modificado®3.

Se coloco el orégano en un cartucho de papel de filtro Whatman No. 1, que se situd en el
sifon de un extractor Soxhlet que se encontraba sobre un bal6n seco y vacio, previamente
masado.

Se utilizo éter de petrdleo calidad comercial como disolvente. Este se calentd por encima de
su punto de ebullicién (60-80 °C) sobre un rack de planchas calefactoras y se verifico que la
velocidad de condensacién alcance unas 2-4 gotas por segundo.

Se llev6 a cabo una extraccion durante 6 horas, luego se evaporo6 el disolvente del matraz del
extractor Soxhlet empleando un rotavapor. Posteriormente se enfri6 el matraz en un

desecador conteniendo silice gel y se determind la masa (método gravimétrico).

El contenido de lipidos se determind segln:

Peso del balon luego de rotaevaporar (g) — Peso del balon inicial (g) 100
*
Peso de muestra inicial (g)

3.2.1.4. CONTENIDO DE FIBRA DIETETICA TOTAL

Se determiné por el método enzimatico de Prosky modificado, AOAC 68,4:677-679%¢,
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Se muflaron 6 crisoles a 525 °C por una hora el dia anterior a realizar el ensayo. A los
mismos luego de ser llevados a temperatura ambiente, se les agrego celite y se colocaron en
un horno a 130 °C por una hora hasta que su peso fue constante.

Cada muestra se gelatinizé con 0,10 mL de a-amilasa (Sigma Aldrich A3306), se ajusté el
pH de las solucion a 7,5 £ 0,2 mediante la adicion NaOH 0,275 N. Luego se digirieron
enziméaticamente con 0,1 mL de solucion de proteasa (Sigma Aldrich P3910) 50 mg/mL y se
ajusto el pH de las soluciones a 4,5 mediante la adicién de HCI 0,325 M. Posteriormente se
digirieron con 0,1 mL de amiloglucosidasa (Sigma Aldrich A9913). Se afadieron 4
volimenes de 100 mL de etanol 95 %. Se distribuy6 y humedecié la capa de celite colocada
sobre el crisol utilizando etanol 78 % con el fin de formar una capa homogénea de celite. Se
le aplico succion suavemente y se transfirié cuantitativamente el precipitado de los vasos. A
continuacion, se le realizaron 3 lavados con 20 mL de etanol 78 %, etanol 95 % Yy acetona.
Se coloco el residuo en una estufa a 105 °C durante 2 horas, se enfriaron los crisoles en un
desecador con silice gel con el fin de poder pesar los residuos y determinar el W2 descripto

en la técnica.

De los seis crisoles utilizados, la mitad se destinaron para la cuantificacion de proteinas por
el método de Kjeldahl y el resto se incineraron para la cuantificacion de minerales en una

mufla a 525 °C por 8 horas.

Se calculd el contenido de fibra dietética total como:

Masa promedio de residuo (g) — Masa promedio de proteinas (g) — Masa promedio de cenizas (g)
*

100
Masa promedio de muestra (g)

3.2.1.5. CONTENIDO DE MINERALES

Se determino el contenido de minerales por incineracion del orégano a 525 °C + 15 °C segun

el método de AOAC*3* con modificaciones.
El orégano se coloco en un crisol de porcelana previamente muflado. Luego, el orégano fue

incinerado hasta que ya no se observd el desprendimiento de humo blanco. Posteriormente

el crisol fue llevado a temperatura ambiente en un desecador conteniendo silice gel. Luego,
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se calcino la muestra en mufla por 8 horas a 525 °C. Finalmente, se pesé la misma luego de

que alcanzo la temperatura ambiente.

El contenido de minerales se determino segun:

Masa del crisol con muestra luego de muflado(g) — Masa del crisol inicial sin muestra (g) 100
*

Masa de muestra inicial (g)

3.2.1.6. CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS

La cuantificacion del contenido de carbohidratos en el orégano se determind por diferencia
restandole al 100 %, el porcentaje correspondiente al contenido de humedad, nitrégeno,

lipidos, fibra y minerales presentes en el orégano.

3.2.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE OREGANO

La obtencion de compuestos fendlicos con potencial bioactivo a partir de orégano se realizd
mediante extraccion asistida por ultrasonido y extraccion convencional con solvente (70 %
EtOH, 25 % H0, 5 % acido férmico) y agitacion.

Para la optimizacion del proceso de extraccion se realizd un disefio factorial central
compuesto (Stuart Hunter & Hunter) (Tabla 2), siendo los factores la Potencia (W) y el
tiempo de reaccion (expresado en minutos) en dos niveles (100 y 0 W; 60 y 20 min)
respectivamente, a su vez los tres puntos centrales estudiados fueron (50 W y 40 min).
Todas las condiciones se detallan en la Tabla 2. Como variable respuesta se determind el

contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante frente a radicales ABTS.

A su vez se mantuvo constante: el pH (2,5), la temperatura (25 °C) y la relacion masa
orégano - volumen solvente (1:10). Los sistemas 3 y 4 se sometieron a agitacion mecanica
(convencional) durante 20 y 60 minutos respectivamente. Los sistemas 1, 2, 5, 6 y 7 se
obtuvieron a partir de la extraccion por ultrasonido (Figura 10).
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Tabla 2: Disefio factorial central para el
proceso de extraccién

Ensayo _ Factores _
potencia tiempo
1 100 20
2 100 60
3 0 20
4 0 60
5 50 40
6 50 40
7 50 40

Posteriormente a la extraccion, las muestras se filtraron utilizando papel de filtro Whatman
No. 1. Cada solucion de filtrado se evapor6 utilizando un evaporador rotatorio de vacio a
una temperatura de 60 °C, 200 rpm, luego fue liofilizado y almacenado a -20 °C hasta su

posterior analisis.

L B

\
1
'\

Figura 10: Ultrasonido utilizado
en el laboratorio  equipo
SONICS®, modelo Vibra Cell
Processors VCX 500/VCX 750.

3.2.2.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

El ensayo se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cation
coloreado ABTS™ y en la cuantificacion de la decoloracion del mismo (desaparicion del
color azul/verde). El método mide la decoloracion de la solucion conteniendo el radical libre
y la muestra, debido a la captura del radical. Este comportamiento se observa en una
disminucion de absorbancia que se corresponde cuantitativamente con la concentracion de

antioxidantes presentes en la muestra'®’. Es decir, el descenso de color producido por el
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Trolox (anédlogo sintético de la vitamina E), es comparado con el producido por el

antioxidante que se esta analizando simultaneamente!®,

El radical catiénico ABTS™ es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 750 nm
y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-

sulfonato de amonio) con persulfato de potasio (Figura 11).

HO,S s 3 SO;H
T
N N
| |

CHoCHg CHCHy

+
+ HO:S s 5 SO3H | »
38,08 >.= N —N =<
(potassium persulfate) N N
| |

CH,CHy CH,CHy

ABTS

ABTS

Figura 11: Formacidn del radical catiénico ABTS™" generado por la reaccion del
ABTS con persulfato de potasio K;S;0s".

La ventaja de este ensayo es que puede utilizarse tanto en muestras hidrosolubles como
liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso y que proporciona rapidamente
los resultados mas reproducibles empleando un espectrofotometro. Ademas, este método es
particularmente interesante para el estudio de extractos vegetales ya que la longitud de onda

a la que se realizan las medidas de absorbancia no interfiere en el color de los mismos®2.

En este trabajo experimental, para la determinacion de la capacidad antioxidante de los
extractos de orégano, se utilizé el método descripto por Re et al'.

Se prepard una solucion stock de ABTS 7 mM a la que se le afiadio persulfato potasico 140
mM con el fin de activar la solucion de ABTS y se incubd a temperatura ambiente, en la
oscuridad, durante 18 horas para la formacion del radical. A partir de ésta se obtuvo, por
dilucién en tampodn fosfato sodico una solucion de trabajo de ABTS cuya absorbancia a 750

nm fue llevada y fijada en 0,7.

Cada muestra se prepard en una concentracion de: 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8
mg/mL y 1,0 mg/mL. Tanto las muestras como el estandar, se diluyeron usando tampon

fosfato sodico (PBS) 5 mM, pH 7,36. Se dejo6 reaccionar una mezcla de muestra o estandar
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con 190 uL de la solucién de trabajo de ABTS en oscuridad, a temperatura ambiente,
durante 10 minutos. Finalmente, se determind la absorbancia en un lector de placas a 750

nm.

Se elaboro una curva de calibracion usando el reactivo de Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) como sustancia patron. EI mismo se utiliz6 en las
siguientes concentraciones: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,8 mM, 1,0 mM, 1,2 mM, 1,5 mM.

El porcentaje de inhibicion de la absorbancia se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Abs corte con eje y — Abs muestra o patron

% Inhibicion = ( ) * 100

Abs corte con el eje y

Se construyeron las curvas de % Inhibicion vs [muestra] (mg/mL) de donde se obtuvo la
funcion logaritmica y se despejo el valor de [muestra] para un 50 % de inhibicion de
radicales ABTS.

La capacidad antioxidante se expresé como IC50. Este pardmetro refleja la cantidad de
antioxidante necesaria para atrapar el 50 % de la concentracion inicial de radicales ABTS.

Por lo tanto, se interpreta que a un valor menor de IC50, mayor es la capacidad antioxidante.

Se obtuvieron las medidas de absorbancia de todas las muestras y se interpolaron en la curva
de calibraciéon para calcular la actividad antioxidante de las muestras, expresadas como
umoles Trolox/10 pL muestra. Posteriormente, Se ajusto por el factor de dilucion de cada
ensayo y el factor de correlacion utilizado, para finalmente ser expresados los resultados
como mmoles TE (Equivalentes de Trolox)/g de orégano seco.

3.2.2.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

La determinacion del contenido de polifenoles totales de los extractos de orégano, se realizo
con el método de Folin-Ciocalteau propuesto por Singleton et al*®. Este método es utilizado
en la determinacién del contenido de fenoles totales presentes en un alimento. El analisis se
basa en la reduccién de los fenoles totales por una mezcla de &cidos: fosfotingstico y

fosfomolibdico®®, lo que genera una mezcla de Oxidos de tungsteno y molibdeno!®. Los
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metales tienen un estado de oxidacion 6, pero durante la reaccién, en medio basico, hay una
reduccion a un estado de oxidacion entre 5y 6 que se acomparfia de un cambio en el color de
amarillo hacia el azul. Este fendbmeno, apoya la idea de que la reaccion se produce a través
del mecanismo de transferencia electronica. ElI cambio aumenta cuanto mayor sea el

contenido en compuestos fenolicos!4°,

Es relevante mencionar que el reactivo de Folin-Ciocalteau (FCR) no es especifico de los
compuestos fendlicos, ya que puede ser reducido por muchos compuestos no fendlicos, por
ejemplo, vitamina C, Cu (1), etc. Los compuestos fenolicos reaccionan con el FCR solo en
condiciones basicas (ajustados por una solucion de carbonato de sodio a pH
aproximadamente de 10). A pesar de la naturaleza quimica indefinida del FCR, el analisis de
fenoles totales por Folin-Ciocalteau, es conveniente, simple y reproducible. Como resultado,
se ha acumulado una gran cantidad de datos, y se ha convertido en un ensayo de rutina en el

estudio de los antioxidantes fendlicos! 1°.

En este ensayo, los extractos obtenidos a partir de cada sistema se dispersaron en agua
destilada con una concentracién de: 1 mg/mL. La decision de utilizar esta concentracion se
origind a partir del amplio conocimiento en las técnicas donde se aplicé la ley de Beer-
Lambert para este tipo de analisis y sobre matrices vegetales. Dicha concentracion caia
dentro de la curva de calibracién del método y por lo tanto fue posible interpolar las

muestras dentro la misma.

En una placa de 96 pocillos se agregd la solucidn patrén o muestra en cada pocillo por
cuadriplicado, a estos, se le afiadié carbonato de sodio al 20 %, se esperaron 2 minutos y se
le agreg6 solucién de Folin-Ciocalteau (1/5). Se mantuvo en oscuridad y temperatura

ambiente por 30 minutos y se midié la absorbancia a 750 nm.
El contenido de compuestos fendlicos se expresd6 como: mg ac galico/g de muestra. Se

utilizé6 una curva de calibracion con &cido galico como estandar en las siguientes

concentraciones: 0,05 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,0 mg/mL.
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3.2.2.3. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN EL
OREGANO.

Se realizd la identificacion de compuestos fendlicos en el orégano mediante la
cuantificacion por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) segun el método
descripto por Reza et. al.}*l. Debido a su precision y versatilidad, este método es
cominmente utilizado para el analisis de carotenoides y compuestos fendlicos'#2 143144 Una
de las desventajas del método de HPLC es el limite de deteccion y la sensibilidad en
matrices complejas, como son los extractos de plantas crudas, los cual contienen una

inmensa variedad de compuestos en disolucion.

La solucién para la identificacién de compuestos fenolicos se preparé calentando 100 mL de
4cido citrico hasta ebullicion, al cual posteriormente se le afiadié 10 g de orégano seco. Este
se mantuvo con agitacion constante en ebullicion durante 5 minutos y luego se colo el
orégano utilizando papel de filtro Whatman N° 1 para continuar trabajando con el &cido
citrico conteniendo los extractos de la muestra. La solucidn resultante se llevo a temperatura

ambiente y se filtr6 mediante filtros de 0.22 micras en viales aptos para HPLC.

Se inyectaron 20 uL de la muestra a una concentracién de 0,1 g/mL, con un flujo de 1
mL/min en un HPLC acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), empleando
una columna de fase reversa C18 (150 x 3 mm, tamafio de particula 3 um), y una fase mavil
constituida por MeOH: ACN: &cido fosférico (pH 2,81) en una modalidad de gradiente de
elucién descripto en la Tabla 3.

Tabla 3: Gradiente de elucion en las condiciones analiticas del HPLC.

Tiempo (min) 0 |10 | 20 | 30 | 45 47 | 50 | 55
ACN (%) 5 110 | 20 | 20 | 100 | 100
MeOH (%) 0 |10 | 20| 20 0 0
HsPO4 (%) 95 | 80 | 60 | 60 0 0 95 | 95

Nota: Se indica para cada tiempo el porcentaje de ACN (Acetonitrilo),
MeOH (metanol) y HsPO4 (acido fosforico).

Se identificaron y cuantificaron los siguientes compuestos utilizando curvas de calibracién

(concentraciones entre 0,01 y 1,00 mg/mL) con sus respectivos tiempos de retencion (tr)
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expresados en minutos: acido géalico (tr: 5,42), acido caféico (tr: 12,50), &cido clorogénico
(tr: 13,69), rutina (tr: 19,05) y quercetina (tr: 25,45). El sistema de procesamiento de datos
que se utilizé fue el software Dionex Chromeleon 7.1 SR2.

3.3. DESARROLLO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL UTILIZANDO OREGANO
COMO FUENTE DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Se desarroll6 un paté de hongos, para lo cual se trabajo en dos etapas: en una primera etapa
se realizd un escaldado del hongo, el cual fue utilizado para la elaboracion del paté. Luego,
en una segunda etapa, se le incorpor6 orégano al paté con el fin de incrementar sus
propiedades antioxidantes y convertirlo en un alimento funcional. Ademéas se busco

incrementar la vida util del paté.

3.3.1. ESCALDADO DEL PATE DE HONGOS

Como se menciond anteriormente en el punto 1.5.2.1., los hongos son muy perecederos
debido a su composicion, su alta tasa respiratoria y la transpiracién muy rapida, entre otros
factores que inducen a un veloz deterioro postcosecha. En este sentido se considero
importante evaluar el proceso de escaldado.

La solucién de escaldado se prepar6 teniendo en cuenta la relacion 1 kg de hongos en 3 L de
acido citrico 0,5 %, pH 2,47. Esta relacion es recomendada segin bibliografia consultadal®
133 En adelante cuando se mencione al acido citrico, se hace referencia al utilizado para el

escaldado.

3.3.2. FORMULACION DEL PATE

El pate se elabor6 con hongos Pleurotus ostreatus, marca “Granja Amanecer”, provistos en
bandeja de polietileno (icopor), recubiertos con film y almacenados en refrigeracion a 4 °C.
Ademas, contenia cebolla, aceite de girasol (alto oleico), sal, pimienta blanca y acido citrico
0,05 %.

En cuanto a la preparacion, se cortaron los hongos en trozos de 2 cm? descartandose las

partes duras. Por otro lado, se picaron las cebollas en trozos pequefios de 1 cm?
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aproximadamente. Se calentdé acido citrico en una olla hasta ebullicion en la cual se
incorporaron los hongos y se calentaron durante 5 minutos con agitacion. A continuacion, se
retiraron y colaron con el fin de quedar desprovistos de &cido. Se fritdé la cebolla en 3
cucharadas de aceite hasta que apenas se doraron. Luego se integré el hongo, la cebolla, la
sal y la pimienta. La mezcla se procesé con mixer hasta que se formé una pasta blanda sin

grumos, con las caracteristicas de un paté.

3.3.3. INCORPORACION DEL OREGANO EN EL PATE DE HONGOS

Para la elaboracion del paté con orégano, se utilizaron los mismos ingredientes y receta que
para el paté de hongos sin orégano, con la salvedad de que se incorpor6 orégano seco segun

se explica a continuacion:

Se calentd el acido citrico hasta ebullicién junto al orégano seco (relacién 1:10 masa
orégano — volumen &cido citrico). Esta preparacion se mantuvo durante 5 minutos y a
continuacion se retird el orégano seco con un colador, de manera que se pudiera continuar
trabajando con el acido citrico conteniendo los extractos del orégano. De la solucién colada
se tomo una alicuota de 15 mL para medir propiedades antioxidantes y compuestos fenolicos
totales posteriormente.

A la solucion de acido citrico resultante que permanecia en ebullicién, se agregaron los
hongos en la proporcion descrita anteriormente. Transcurridos 5 minutos, los mismos fueron
retirados y escurridos para ser luego utilizados como materia prima principal para el paté. Se

guardd otra alicuota de 15 mL de la solucion del cido citrico restante.

Las alicuotas de &cido citrico obtenidas fueron liofilizadas y conservadas a -18 °C para su

posterior analisis.

El proceso es esquematizado segun el siguiente diagrama de flujo (Figura 12):
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Figura 12: Diagrama de flujo. Se indican
los puntos del proceso en donde se tomaron
las muestras 1 y 1’ para su posterior analisis

3.3.4. ALMACENAMIENTO DEL PATE DE HONGOS

Se utilizaron bollones de vidrio con tapas herméticas para el almacenamiento del paté. Para
la desinfeccion de los mismos, se introdujeron en una olla con agua hirviendo donde

permanecieron por 15 minutos hasta segundos antes de introducir el paté de hongos.

En cuanto al envasado, se tuvo especial cuidado en evitar que quedaran burbujas de aire
entre el vidrio y el paté. Para realizar la esterilizacion de cada bollon conteniendo paté, éste
se coloco (con la tapa sin ajustar completamente) en una olla con agua a un nivel suficiente
para cubrir el contenido de pate, luego se calentd hasta ebullicion y en ese momento se
dejaron transcurrir 10 minutos teniendo especial cuidado de que no entrara agua a ningdn
bollén. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, cada paté fue refrigerado a 4 °C y en

oscuridad hasta su uso.
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3.3.5. ESTUDIO DEL EFECTO DEL HONGO FRENTE A LOS ANTIOXIDANTES
PROVENIENTES DEL OREGANO

Segun se describe en el diagrama de flujo expuesto en el punto 3.3.3., durante la elaboracién

del paté se tomaron alicuotas de la solucién de acido citrico.

Las alicuotas 1 y 1” fueron liofilizadas y permanecieron a -18 °C hasta su utilizacion en los
ensayos de Folin-Ciocalteau y ABTS, con el fin de evaluar la incorporacion de compuestos
fenolicos presentes en el orégano al hongo. Ademas, se determino si el proceso de escaldado

tuvo efectos sobre la capacidad antioxidante del paté.

Se utilizaron las siguientes concentraciones para el ensayo de ABTS: 0,2 mg/mL, 0,4
mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,0 mg/mL y 50 mg/mL a partir del liofilizado
correspondiente diluido en una solucién de &cido citrico. Para el ensayo de Folin-Ciocalteau

se utiliz6 una concentracion de 1 mg/mL.

3.3.6. CARACTERIZACION Y ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL PATE DE
HONGOS

A cada paté se le determind su actividad antioxidante, la cantidad de compuestos fendlicos
presentes, el pH y su color. Todas estas determinaciones se realizaron los dias 1, 30 y 60

posteriores a la elaboracion de los pates, los cuales permanecieron cerrados y estériles.

Dada la textura de un paté, con el fin de facilitar la manipulacion de las muestras a la hora
de realizar los andlisis, fue necesario realizar el siguiente proceso: a 10 g de paté pesados en
un tubo Falcon de 50 mL, se le afiadieron 10 mL de una solucidn de &cido citrico al 0,5 %.
Este sistema, fue homogenizado en plancha magnética durante 20 minutos y posteriormente
se centrifugo con el fin de obtener el sobrenadante, el cual se colocé en un tubo Falcon de 15
mL. Se obtuvo por lo tanto una muestra liquida de muy facil manipulacion que fue

conservado a -20 °C hasta su uso.
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3.3.6.1. DETERMINACION DEL COLOR

En 1986 la International Commission on Illumination (CIE) establecié uno de los métodos
de evaluacién del color de mas amplio uso en alimentos conocido como CiELab, basdndose
en la determinacion de valores triestimulo que permiten definir cada color a partir de unas
coordenadas denominadas L*, a* y b*, y ademas se cuantificé los pardmetros c* y H*. El
eje vertical L* es una medida de la luminosidad, y varia desde completamente opaco (valor
0) a completamente transparente (valor 100). En los ejes de tonalidad, a* es una medida de
la intensidad de color rojo (+) o verde (-), b* de la intensidad de color amarillo (+) o azul (-),
c* representa la saturacion (comenzando en 0 en el eje de luminosidad) y H* como el angulo

de matiz (el angulo de matiz comienza en el eje +a* y se expresa en grados) (C.I.E, 1986)%.

3.3.6.2. MEDICION DE pH

Se utilizé un pHmetro de inmersion. ElI mismo, se calibr6é antes de realizar la medida con

soluciones patrén de pH 10, 7y 4.

3.3.6.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES PRESENTES EN EL PATE

Se determind la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos totales presentes en cada
paté utilizando las técnicas de ABTS y Folin-Ciocalteau citadas en los puntos 3.2.2.1. y
3.2.2.2 respectivamente.

3.3.6.3.1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN EL
PATE DE HONGO

Se utiliz6 exactamente la misma metodologia y condiciones del analisis por HPLC para el
orégano descriptas en el punto 3.2.2.3., con la salvedad de que las muestras utilizadas
correspondian al sobrenadante final de la muestra obtenida segun la metodologia descripta

en el punto 3.3.6.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico fue realizado mediante el programa Infostat y Statgraphics Plus 5.1.
Los resultados fueron analizados mediante un estudio de analisis de varianza (ANAVA) y se
consideraron diferencias significativas con niveles de significacion de 0,05. Estos fueron
expresados como el promedio + desviacion estandar. Las diferencias significativas de las

medias fueron evaluadas mediante el ensayo de comparacion de Tukey.

Todos los analisis citados en este trabajo experimental se realizaron al menos por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPOSICION NUTRICIONAL DEL OREGANO

Los valores resultantes de la caracterizacion de la muestra pueden ser observados en la
Tabla 4:

Tabla 4: Composicion nutricional del orégano

Humedad 6,93 + 1,27
Proteinas 9,08 + 0,73
Lipidos 4,78 + 0,39
Minerales 12,00 + 0,74
Carbohidratos 28,69 + 3,32
Fibra total 38,59 + 0,19

Nota: Los resultados se expresan en % en base seca de
orégano como el promedio + desviacion estandar.

Para caracterizar la composicion del producto vegetal, dentro de los andlisis realizados se
excluyeron algunos elementos traza que no resultan relevantes para la realizacion de esta
tesis y que generalmente se informan en otros alimentos, tales como vitaminas,
sodio/potasio, asi como también la discriminacion entre grasas totales, trans y saturadas,

entre otros.

El contenido de agua en los alimentos, la forma molecular, y su localizacion dentro del
producto alimenticio, son factores que afectan de modo significativo a caracteristicas
especificas como apariencia, textura, color, etc. En este trabajo, se obtuvo un contenido de
humedad de aproximadamente 7 %. Cabe mencionar que se utilizaron muestras

deshidratadas de la hierba.

Las proteinas totales se encontraron en una proporcién de un 9 %, dicho valor es
exactamente el mismo al expresado en bibliografial*®. En comparacion con otros alimentos
de una dieta basica equilibrada, el contenido de proteinas del orégano seco fue

comparativamente bajo.

El resultado del ensayo de contenido de lipidos en el orégano fue significativamente menor

con respecto a las demas caracteristicas nutricionales, encontrandose en el entorno de 4,8 %.
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Al igual que para el caso de las proteinas, la cantidad de orégano ingerida habitualmente en

la dieta no aporta cantidades significativas de lipidos.

El contenido de cenizas totales halladas fue de un 12 %, las cuales constituyen el contenido
de minerales en el alimento. Segun bibliografia, los principales minerales contenidos en el

orégano seco son: potasio, calcio, magnesio, fosforo y hierro'#’.

Los carbohidratos en la muestra fueron hallados por diferencia aritmética respecto al resto
de los nutrientes, obteniéndose un valor de 28,7 %. El valor hallado en este trabajo
experimental se asemeja al encontrado en bibliografial*®, donde el contenido total de
carbohidratos es repartido mayoritariamente entre almidén (17,54 %), fructosa (1,13 %) y

sacarosa (4,09 %).

Resta mencionar que la fibra se encontr6 en mayor proporcién con respecto al resto de los

componentes en la composicion del orégano seco, siendo cercano a un 38 %.

Cabe destacar que considerando la variabilidad que se presenta en un material vegetal de
diversos origenes y expuesto a condiciones ambientales muy dispares, se puede considerar
que los valores encontrados estan en linea con los informados en la bibliografial4® 147 148 149
150 Todos los valores se encontraron dentro de las cantidades maximas y minimas descriptas
en el reglamento bromatoldgico nacional®! y con United States Department of Agriculture
(USDA)Y®.

4.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE OREGANO

Se realiz6 cada uno de los ensayos de extraccion descriptos en la Tabla 2 y se obtuvo el

rendimiento de extraccidn para cada liofilizado correspondiente a su ensayo (Tabla 5).
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Tabla 5: Rendimiento de extraccion en % para los liofilizados.

Ensayo | Condiciones de extraccion | Rendimiento del liofilizado (%0)
1 100 W, 20 min 20,42
2 100 W, 60 min 2392
3 0 W, 20 min 17,82
4 0 W, 60 min 19,82
5 50 W, 40 min 23,12
6 50 W, 40 min 20,42
7 50 W, 40 min 20,92

Nota: Las letras iguales representan que no existen diferencias
significativas entre las medidas del rendimiento de extraccién por el test de
Tukey (p<0,05).

Se observé que el rendimiento de extraccion para todos los extractos fue de un valor cercano
a un 20 %, lo que resulta coherente con lo esperado teniendo en cuenta el tipo de matriz
vegetal utilizada (con un porcentaje de fibra de alrededor de un 40 %), asi como también las

condiciones de extraccion.

A pesar que la diferencia en el rendimiento de extraccion entre ensayos no fue muy amplia,
claramente existio una correlacion positiva con el uso del ultrasonido. Este comportamiento
era de esperar dado que otros trabajos citados han comprobado que la extraccion ultrasonica
proporciona mayores rendimientos de extraccion, obteniéndose por la tanto, mayor

contenido de liofilizado®%.

4.2.1. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de los 7 ensayos anteriormente descriptos, fue determinada
mediante valores de IC50 (Tabla 6).
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Tabla 6: Capacidad antioxidante
presentes en los 7 extractos.

Ensayo 1C50 (mg/mL)
1 0,40+ 0,02 @
0,36 +0,01°
0,43+0,01°?
0,36 +0,21°
0,38 +0,01°
0,38 +0,01°
0,37 +£0,02°

~N|OoO OB WIN

Nota: los resultados se expresan

como el promedio * desviacion

estdndar. Las letras diferentes

representan diferencias significativas

entre las medidas de ABTS por el

test de Tukey (p<0,05).
Como se puede apreciar en la Tabla 6, los valores de IC50 fueron mayormente afectados por
el parametro tiempo que por el método de extraccion, ya que el ensayo 3, en el que la
muestra fue agitada durante 20 minutos y el ensayo 1 en el que se aplico ultrasonido por 20
minutos, fueron los que mostraron valores mas altos de IC50, siendo los mismos de 0,43 y
0,40 mg/mL respectivamente. Estos valores son similares a los mencionados en
bibliografia’™ "2, donde utilizan procesos de extraccion muy similares a los realizados en este
trabajo. Dado que a mayores valores de IC50, menor es la capacidad antioxidante que posee
la muestra, ambos ensayos son los que manifiestan significativamente menor capacidad

antioxidante con respecto al resto de los ensayos.

Se realiz6 un gréfico de superficie de respuesta utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1
para los 7 ensayos descriptos en la Tabla 2 (Figura 13), utilizando al tiempo (minutos) y la
potencia (watts) como variables independientes y como variable dependiente (variable

respuesta) se tomé en cuenta la capacidad antioxidante 1C50 (mg/mL).
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Figura 13: Grafico de superficie de respuesta de capacidad antioxidante frente a radical ABTS.

El gréfico de superficie indica que existio una mejora en la extraccion de compuestos
antioxidantes a mayor tiempo de extraccion. Sin embargo, no hubo una mayor respuesta en
la extraccion de los mismos al aplicar ultrasonido a mayores potencias. Este comportamiento
concuerda con la Tabla 6, la cual revela la existencia de una diferencia significativa en la
determinacion de compuestos antioxidantes entre los ensayos que fueron sometidos a menor

tiempo de extraccion con respecto al resto de los ensayos.

De acuerdo al disefio experimental propuesto en el presente estudio, se esperaba que los
ensayos 3 y 4 fueran los que tuvieran menor capacidad antioxidante ya que los métodos de
extraccion fueron los menos drésticos al utilizar solamente la agitacion como fendmeno
fisico de extraccién. A su vez, era de esperar que los ensayos 1y 2 fueran los que obtuvieran
mayor capacidad antioxidante al ser ellos sometidos al proceso de ultrasonido a maxima
potencia. De acuerdo a los resultados expuestos anteriormente, se pudo observar que no se
cumplié con la premisa de que la utilizacion de un proceso de extraccion mediante
ultrasonido mejore la eficiencia del mismo. Se concluye que la variable tiempo fue la que

impacto en los resultados obtenidos.
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4.2.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

Se obtuvo el valor de la cantidad de compuestos fenolicos totales para cada uno de los
extractos de acuerdo a la Tabla 2. En la Tabla 7 se pueden visualizar estos resultados, asi

como también las condiciones de extraccion de manera resumida para cada ensayo.

Tabla 7: Cuantificacion de compuestos fenélicos presentes
en los 7 ensayos.

Ensayo Condiciones de extraccion mg EAG/g
1 100 W, 20 min 7,51+0,50°
2 100 W, 60 min 9,33+0,05°
3 0W, 20 min 7,63+0,06°
4 0 W, 60 min 9,31+0,34°
5 50 W, 40 min 8,92+0,36°
6 50 W, 40 min 9,36 +£0,34°
7 50 W, 40 min 9,14+0,36°

Nota: La cantidad de compuestos fendlicos se determind
como mg de equivalente de acido galico/g de orégano en base
al peso seco (mg EAG/g). Estos valores se expresan como el
promedio + desviacion estandar. Las letras diferentes
representan diferencias significativas entre las medidas de
compuestos fendlicos por el test de Tukey (p<0,05).

Al igual que el punto anterior se realizdé un grafico de superficie de respuesta para los 7
ensayos descriptos. Se tom6 como variable dependiente el resultado de compuestos

fendlicos que presentaron los extractos (Figura 14).
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Figura 14: Grafico de superficie de respuesta de cantidad de compuestos fenolicos.

Los resultados correspondientes a los ensayos 1 y 3 arrojaron menor cantidad de mg de
equivalentes de &cido galico/g de orégano, es decir menor concentracion de polifenoles
totales, con valores comprendidos entre 7,51 y 7,63 mg EAG/g. Estos valores son muy
similares a los encontrados en bibliografial®, donde se citan valores aproximados de 7 mg
EAG/g de orégano, utilizando también ultrasonido para la extraccion de compuestos
fendlicos. Los resultados encontrados en este trabajo fueron superiores al contenido de
compuestos fenolicos presentes en los siguientes alimentos: romero, palta, uva, clavo de olor
y perejil que segun bibliografia, contienen: 0,13 mg EAG/g de romero, 0,33 mg EAG/g de

palta, 1,17 mg EAG/g de uva, 1,4 mg EAG/g de clavo de olor, 2,92 mg EAG/g de perejil,
respectivamente?? 152 153,

La cantidad de compuestos fendlicos encontrados entre los diferentes ensayos descriptos en
la Tabla 7 y la Figura 14 son independientes del método de extraccion utilizado. Se percibid
que a menor tiempo de extraccion, menor cantidad de compuestos fendlicos presentd el
extracto. Este comportamiento concuerda con los resultados descriptos en el trabajo de
Liliana Santos-Zea'%, quien plantea que no existe diferencia significativa en la extraccion de
polifenoles totales en el orégano aplicando la técnica de ultrasonido. En su trabajo, indica

que durante la extraccion deben considerarse una serie de variables que estan directamente
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relacionadas con la eficiencia y el rendimiento del proceso, que incluyen el tiempo,
temperatura, tipo y concentracién del disolvente, potencia a aplicar y particularmente, el
modelo y tipo de ultrasonido®,

Por lo expuesto hasta aqui, se deduce que la cantidad de compuestos fenolicos que contenia
la muestra luego del proceso de extraccion correspondiente, fue dependiente del tiempo y no
del método de extraccion per se. De acuerdo a Selin Sahin'®, el proceso de extraccion puede
alcanzar hasta un 90 % de recuperacion en los primeros 10-20 min, denominando a este
periodo como etapa de "lavado”, en donde se lleva a cabo la disolucion de los componentes
solubles sobre las superficies de la matriz. Si bien estos mismos autores mencionan que
existe una segunda etapa conocida como extraccion lenta (hasta 60 min), debe considerarse
que durante el proceso se busca minimizar el tiempo de extraccion y costo del proceso®®®.
Estas apreciaciones fueron tomadas en cuenta a la hora de elegir un método extractivo.
Ademas, diversos autores destacan los beneficios de las temperaturas moderadas
(aproximadamente 60 °C — 70 °C) para una extraccion éptima.

Consecuentemente, estos resultados coinciden con los resultados del analisis de la capacidad
antioxidante para los mismos ensayos y condiciones de extraccion. Por lo tanto, nuestros
resultados y los encontrados en bibliografia mencionada anteriormente, indican que el uso
del ultrasonido es una técnica que refuerza los procesos de extraccién y resultaria
conveniente estudiar exhaustivamente las condiciones de potencia y temperatura con el fin
de que se justifique el uso del mismo. Con el fin de conocer debidamente la relacion que
existe en nuestros sistemas entre capacidad antioxidante medida por ABTS, cantidad de
compuestos fenolicos mediante Folin-Ciocalteau, y las variables ensayadas, resultaria
conveniente tomar condiciones mas drasticas en los métodos de extraccidn, como ser: mayor

tiempo y mayores potencias.

4.2.2.1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN EL
OREGANO

Se realiz6 la caracterizacion de los compuestos fenolicos en el orégano mediante el uso de
HPLC segln las condiciones descriptas en el punto 3.2.2.3, en la Figura 15 se muestra el

cromatograma de la solucion de orégano.
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Figura 15: Cromatograma de la solucién de orégano a 290,4 nm.

En la solucion se identificaron tres compuestos en mayor proporcion de acuerdo a los
patrones utilizados (Ver: Anexo): acido clorogénico (tr: 13,69), acido galico (tr: 5,42) y
acido caféico (tr: 12,50) (Figura 16). Asimismo, en bibliografia consultadal®’ 142 143 144 141 g¢
identificaron los cidos clorogénico y galico como los principales compuestos fendlicos en
extractos de orégano. A pesar de que estos autores encontraron en promedio valores de &cido
galico y clorogénico (1,19 mg de compuesto/g de orégano, 2,10 mg de compuesto/g de
orégano respectivamente) superiores a los hallados en este trabajo experimental, ciertamente
dichos compuestos se hallaron en mayor cantidad que el resto de los componentes
analizados en las muestras. Rutina y quercetina fueron los compuestos encontrados en
menor proporcidn, lo que concuerda con los resultados proporcionados por autores que han
analizado el orégano®® **°, donde para quercetina encuentran un valor de 0,045; muy similar
al valor encontrado en este trabajo. Como complemento a estos resultados, es pertinente
aclarar que diversos autores mencionan al acido rosmarinico como el principal compuesto
identificado en extractos de Origanum vulgare, pero en cantidades variables que van desde

los 12,83 a 23,53 mg de compuesto/g de orégano*>® 1,
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Figura 16: Identificacion de compuestos fendlicos presentes en la solucion de orégano.

Fue muy dificil lograr una comparacién mas detallada con otras publicaciones cientificas, ya
que los autores usaron diferentes métodos de extraccion, otros protocolos experimentales y

materiales de plantas de diferentes areas geograficas.

Los resultados aqui descriptos pueden ser Utiles para obtener extractos con una buena
caracterizacion quimica, importante para experimentos adicionales o ensayos clinicos, o

para extender el potencial terapéutico de esta especie.

4.2.3. RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la Figura 17 se graficaron los valores encontrados para el contenido de fenoles totales
(obtenidos mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau) y la capacidad antioxidante
(determinada mediante la técnica de ABTS) para todos los ensayos descriptos en la Tabla 2,

con el proposito de deducir si existié una correlacion entre ellos.

53



10,00

500 /\/0—\,/.__.

6,00
4,00
2,00
0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ensayos
—e—mg EAG/g de orégano mmoles TE/g de orégano x 10

Figura 17: Relacion entre el contendido de compuestos fendélicos totales y la determinacion
de la capacidad antioxidante. Los compuestos fenolicos se expresan como mg EAG/g vy la
capacidad antioxidante se expresa como mmoles de TE/g de orégano. Estos dltimos, se
multiplicaron por 10 con el fin de que la comparativa sea graficamente mas visible.

La tendencia en los valores obtenidos indicd una correlacion entre el contenido de fenoles
totales y la capacidad antioxidante de nuestras muestras. Ambos analisis dejan en evidencia
que los valores de los ensayos 1 y 3 fueron menores con respecto al resto. Este resultado nos
permitio inferir que los polifenoles totales presentes en el orégano contribuyeron a la
capacidad antioxidante del mismo. Dicho comportamiento concuerda con los hallazgos de
Lim et al'®?, donde menciona en una de sus publicaciones la existencia de una correlacion
positiva entre la actividad antioxidante de extractos de hongos comestibles-medicinales con
el contenido de compuestos fendlicos. A su vez, coincide con los estudios de otros

investigadores®®? 163,

Sin embargo, se sabe que la capacidad antioxidante no solo depende del contenido de
polifenoles sino de otros factores no considerados en este trabajo. Por lo que seria
conveniente realizar estudios de identificacion de estos otros posibles compuestos presentes

en el orégano.
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4.3. DESARROLLO DE UN ALIMENTO FUNCIONAL UTILIZANDO OREGANO
COMO FUENTE DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

4.3.1. ESCALDADO

Se realizé la primera prueba del paté de hongos segln la receta descripta en el punto 3.3.2.
Dado que el pH medido fue de 6,28, se realiz6 un escaldado con &cido citrico al 0,5 % con el
fin de disminuir el valor de pH, ya que se buscaba un valor menor a 4,3 aproximadamente,
que segun bibliografia es el valor dptimo para que el paté sea comestible y se mantenga en

condiciones adecuadas a lo largo de su vida Gtil**> 133,

La estructura sumamente porosa del hongo y el corte empleado, permitié que el acido citrico
penetrara rapidamente. Fue fundamental reducir el tiempo de escaldado al minimo posible
ya que ademas de la pérdida de componentes, se producen cambios bioquimicos que
conllevan en general a efectos de deterioro sobre las propiedades sensoriales tales como el

aroma, color y textura.

Fue necesario obtener condiciones ideales de escaldado para mantener el encogimiento y la
pérdida de peso del hongo bajo control y en valores minimos, ademas de anular la actividad
enzimatica, principalmente la inactivacion de la enzima peroxidasa. Por esto, se
mantuvieron temperaturas superiores a 70 °C por tiempos mayores a 150 segundos durante
el proceso. Luego de realizado éste; el producto elaborado se consideré mas seguro para el

consumo humano!®®,

Cabe mencionar que durante el escaldado del hongo, se probaron tres acidos organicos
diferentes como solucion: acido citrico, &cido lactico y acido acético. Se descartd el acido
acético mediante la realizacion de pruebas sensoriales preliminares. El acido citrico y &cido
lactico fueron posibles candidatos a utilizarse en el escaldado, pero se escogid el acido
citrico debido a que éste produjo un pH mas acido y en un valor estable por debajo de 4,6
(deseable para que el alimento sea considerado seguro para la salud humana). Del mismo
modo, la bibliografia consultada describe que el &cido citrico disminuye el pH en mayor
medida que el acido lactico en igualdad de condiciones analiticas!!®.
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4.3.2. PATE DE HONGOS

Durante el proceso de elaboracién de los patés, se constato que éstos presentaban un aspecto
caracteristico propio de cualquier paté, siendo de textura suave, untable y de color similar al

mencionado en bibliografial*® (Figura 18).

Figura 18: Fotografia tomada en el laboratorio, luego de
elaborados y envasados los pates.

Resulta interesante que la solucién de &cido citrico una vez agregado el orégano, tomo un
color verde intenso, el cual no estuvo presente en el producto final, es decir, el paté. Este
comportamiento se destaca positivamente en caso de que la técnica sea utilizada a un nivel
industrial con fines comerciales en el futuro, ya que el paté elaborado con orégano como
materia prima no presenta un color que podria ser considerado indeseable por los

consumidores.

4.3.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL HONGO FRENTE A LOS ANTIOXIDANTES
PROVENIENTES DEL OREGANO

Con el fin de estudiar el efecto del hongo frente a los antioxidantes contenidos en la solucion
del extracto de orégano, se realizd el estudio de la determinacion de la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos a las alicuotas de la solucién de acido citrico antes y
después de agregar el hongo al proceso de elaboracion de los patés segun punto 3.3.3. A
priori se espera que el agregado de hongos disminuya la cantidad de los compuestos
estudiados en la solucién de acido citrico resultante, ya que se especula que 1os mismos sean
absorbidos por el hongo durante la instancia de escaldado.

En primer lugar se realizd el ensayo de Folin-Ciocalteau, el cual cuantifica compuestos

fenolicos totales (Tabla 8).
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Tabla 8: Compuestos fendlicos totales
presentes en la solucion de acido citrico.

Muestra mg EAG/g
1 185,52 £ 9,38 2
1 99,63 + 5,58 °

Nota: Los compuestos fendlicos se
expresan como mg de equivalentes de
ac galico/g liofilizado (mg EAG/ g)
tomando en cuenta el promedio *
desviacion estandar. Las letras en una
misma columna representan
diferencias significativas entre las
medidas de compuestos fendlicos por
el test de Tukey con una significancia
(p<0,05).

Claramente se observa que el valor obtenido de polifenoles totales de la muestra 1° fue
menor al obtenido para la muestra 1. Esto indica que el acido citrico luego de colar los
hongos (muestra 1°) contuvo menor cantidad de compuestos fendlicos totales con respecto al
acido citrico resultante luego de colar el orégano en un paso anterior en la elaboracién del
paté (muestra 1). Por lo tanto, se especula que el hongo absorbe compuestos fendlicos de la
solucién de acido citrico, dando lugar a una disminucion de los mismos en la solucion. Este
fendmeno es explicado mediante un proceso de osmosis, del cual el hongo obtiene a partir

de la solucién los compuestos polifendlicos y por lo tanto la misma es carente en éstos.
Posteriormente se realiz6 la determinacion de la actividad antioxidante que presentaban las
mismas muestras utilizando la técnica ABTS segun se describe en el punto 3.3.5. (Tabla 9).

Tabla 9: Compuestos antioxidantes
presentes en la solucion de &cido citrico.

Muestra 1C50
1 0,85+0,042
1 1,17 +0,04 P

Nota: Los valores de compuestos
antioxidantes se expresan como valores
promedio + desviacion estandar de
IC50. Las letras diferentes en una
misma columna representan diferencias
significativas entre las medidas por el
test de Tukey con una significancia
(p<0,05).
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Como se aprecia en la Tabla 9, los valores de IC50 de la muestra 1° fueron mayores en
relacion con los de la muestra 1. Al ser necesarios mas cantidad de compuestos
antioxidantes para atrapar el 50 % de los radicales ABTS (IC50), la muestra 1” contenia una
menor capacidad antioxidante respecto a la muestra 1, por lo que se deduce que los
compuestos antioxidantes presentes en la solucion de acido citrico resultante disminuyeron

una vez que se agregaron los hongos al proceso de elaboracion del paté.

Sin lugar a dudas, los dos ensayos mencionados en este punto fueron coherentes entre si y
apuntaron a afirmar que el hongo es una buena matriz alimenticia para incorporar los

compuestos antioxidantes presentes en el &cido citrico provenientes del orégano.

4.3.4. CARATERIZACION Y ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL PATE

Se estudid la estabilidad del pate en el transcurso de 60 dias. Para dicho fin se midi6 el
color, el pH y se determind la actividad antioxidante y cantidad de compuestos fendlicos
totales de cada paté. Las medidas de dichos parametros se realizaron en el dia 1, dia 30 y dia

60 como se explico anteriormente en la seccién materiales y métodos.

4.3.4.1. DETERMINACION DE PARAMETROS DEL COLOR

Se evalu0 para cada paté los parametros de espacio de color: L*, luminosidad; a*, intensidad
de color rojo (+) o verde (-) y b*, de la intensidad de color amarillo (+) o azul (-); c*,
saturacion (comenzando en 0 en el eje de luminosidad); y H*, matiz (el angulo de matiz

comienza en el eje (+) a* y se expresa en grados) (Tabla 10).

Se cumpli6 con un cronograma estricto en donde se evaluaron cada uno de los tres patés.

Tabla 10: Pardmetros de espacio del color para el paté.

Parametro L A B c H
Dial 58,31+0,34% | 3,87+0,01°| 16,19+ 0,13°¢ | 16,61+0,12¢9 | 76,53 + 0,07 ¢
Dia 30 56,97 + 0,442 | 4,37+0,21° | 16,78+0,31°¢| 17,34+ 0,369 | 75,43+ 0,42 ¢
Dia 60 55,96 +0,152 | 453+0,25° | 17,11 +0,47° | 17,69+ 0,539 | 75,19+ 0,41 ¢

Nota: Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar cada parametro. Las letras
iguales en una misma columna representan que no existen diferencias significativas entre los
pardmetros del color por el test de Tukey con una significancia (p<0,05).
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Como resultado de estas medidas, se observd que los pardmetros se mantuvieron constantes
(Figura 19) a lo largo del tiempo (60 dias). Consiguientemente, qued6 demostrado que no se
produjo un cambio de color en las condiciones de esterilizacion y almacenamiento de los

patés estudiados.

Los valores més altos fueron los correspondientes al pardmetro H: matiz, en el entorno de

los 75° y el pardmetro L: luminosidad, en un promedio de 57.
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Figura 19: Representacion grafica de la estabilidad de los parametros de color a lo
largo del tiempo. Para cada uno de ellos se graficé el promedio + desviacion estandar.

4.3.4.2. MEDIDAS DE pH

Se realizaron las medidas de pH a los paté del dia 1, dia 30 y dia 60 luego de elaborados los

mismos (Tabla 11).
Tabla 11: Medidas de pH de los patés

Dia pH

1 4,30 + 0,000 ®
30 4,26 + 0,006 ?
60 4,26 + 0,006 ?

Nota: los resultados se expresan como
el promedio * desviacién estandar.
Las letras iguales representan que no
existen diferencias significativas entre
las medidas de pH por el test de Tukey
(p<0,05).

Segun los resultados que arroja la Tabla 11, los pH medidos se mantuvieron constantes a lo

largo del tiempo y no existieron diferencias significativas entre sus medidas. Por lo tanto, el
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pH del paté envasado sin abrir, es decir en condiciones de esterilizacion, no varié en un

plazo de 2 meses a partir de su fecha de elaboracion.

En promedio, el pH fue de 4,28 + 0,01, valor acorde al esperado luego de realizar el proceso
de escaldado. A partir de estos hallazgos se concluyd que el escaldado se realizo
correctamente, derivando en un paté con un valor de pH adecuado para mantener las
condiciones que favorezcan la estabilidad de un producto inocuo. A su vez, mantener el pH
en un valor menor a 4,6 evita el crecimiento de una bacteria anaerobica estricta denominada
Clostridium botulinum, formadora de esporas que producen neurotoxinas'®. Esta
caracteristica es buscada en la industria alimentaria, ya que dicha bacteria juega un papel
perjudicial al ser la espora termo resistente y sobrevive a periodos de calor intenso incluso

durante varias horas de esterilizacion.

4.3.4.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Segun la técnica descrita en el punto 3.3.6.3., se determind la capacidad antioxidante en

todos los patés analizados (Tabla 12).

Tabla 12: Determinacion de capacidad antioxidante en
el paté.

umoles Trolox/g de paté
Dia 1 Dia 30 Dia 60
1,63+£0,042 1,64+0,10° 1,76 £ 0,012

Nota: La capacidad antioxidante se expresa como valores

promedio *+ desviacion estandar de todas las medidas

realizadas y como umoles de TE/g de paté. Las letras

iguales en una misma fila representa que no existen

diferencias significativas entre las medidas ABTS por el

test de Tukey con una significancia (p<0,05).
En cuanto a los resultados del ensayo de ABTS, se visualiza segun la Tabla 12 que los
valores de umoles Trolox/g de paté se mantuvieron constantes durante los 60 dias, sin existir
una significancia estadistica. Por esta razon, se concluye que la capacidad antioxidante

permanecio constante en el tiempo estudiado para todos los tipos de patés analizados.
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4.3.4.4. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Tal como se describe en el punto 3.3.6.3., se utilizd la técnica de Folin-Ciocalteau para
analizar el contenido de compuestos fendlicos totales en los patés y realizar un seguimiento

de los mismos durante los dias 1, 30 y 60 de elaborados (Tabla 13).

Tabla 13: Compuestos fendlicos totales presentes en los patés.

mg EAG/g
Dia 1 Dia 30 Dia 60
245,73 +9,392 283,42 £6,57¢ 297,71 £2,902

Nota: Los compuestos fendlicos se expresan como mg de
equivalentes de ac. Galico/g de paté. Se tuvieron en cuenta los
promedios + desviacidn estandar de todas las medias. Las letras
iguales en una misma fila representan que no existen diferencias
significativas entre las medidas de compuestos fenélicos por el
test de Tukey (p<0,05).

En la Tabla 13 se observa que hubo un pequefio aumento en la cantidad de compuestos
fenolicos totales con el paso del tiempo. Sin embargo, el resultado arrojado por el test
estadistico indic6 que no hubo diferencias significativas entre los valores de compuestos
fendlicos totales. Por lo tanto, queda demostrado que la cantidad de compuestos fendlicos
fue constante en un periodo de almacenamiento de 2 meses a partir de que fueron elaborados

los patés y bajo un proceso de esterilizacion exitoso.

4.3.44.1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN EL
PATE DE HONGO

Tal como se expone en el punto 3.3.6.3.1, se identificaron los principales compuestos

fendlicos presentes en el paté de hongo de acuerdo a los patrones utilizados (Figura 20).
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mRutina © Ac. caféico
0,0052
0,004 2

a
0,003% 5 0oz b 0.002° 0,002

mg compuesto / g paté | mg compuesto / g paté | mg compuesto / g paté
Dia 1l Dia 30 Dia 60

Figura 20: Identificacion de compuestos fenolicos presentes en el paté de
hongos. Los valores se expresan como mg de compuesto/g de paté. Las
letras iguales en cada compuesto significa que no existen diferencias
significativas entre las medidas por el test de Tukey (p<0,05).

Segln los resultados arrojados por la tabla, los patés revelaron la presencia de rutina
(flavonoide) y &cido caféico (&cido hidroxicindmico) en cada uno de los tiempos analizados
dentro del estudio de su estabilidad, con concentraciones promedio de 0,004 y 0,002 mg/g
respectivamente. Los compuestos fendlicos mencionados anteriormente confirmaron que no
existio un declive en la concentracion de los mismos a lo largo del tiempo, considerando que
las variaciones en los valores se encontraron dentro de las propias del método analitico y no

resultaron significativas estadisticamente.

Segun bibliografia consultada, el hongo Pleurotus ostreatus posee los siguientes compuestos
antioxidantes pertenecientes al grupo de los acidos fendlicos: &cido caféico, é&cido
clorogénico, acido ferulico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatecuico y acido galico.
Mencionan ademas a los flavonoides rutina y quercetinal®® 166 167 188 por o que los
hallazgos en este trabajo experimental respecto a la identificacion de compuestos fendlicos
coinciden con los informados por otros autores. Es oportuno aclarar que en este analisis no
fue posible discernir el origen de los compuestos fendlicos en la preparacién final del paté,
no obstante es relevante el hallazgo de que la concentracion se mantuvo constante a lo largo

del periodo estudiado.
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5. CONLUSION

Como resultado de este trabajo experimental, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. Se determin0 la composicion quimica, del orégano para conocer el material de partida

para este trabajo. Los resultados obtenidos fueron concordantes con bibliografia.

2. En cuanto a las técnicas extractivas, los resultados indicaron que no hubo diferencias

significativas para la determinacion de la capacidad antioxidante y compuestos

fendlicos entre los distintos ensayos. Por lo tanto, el empleo del ultrasonido como

herramienta extractiva no fue eficaz en este trabajo experimental. Sin embargo,

Se

establecid un aumento significativo en las determinaciones realizadas para aquellos

ensayos que fueron sometidos a un proceso de extraccion mas extenso.

3. Se identificaron rutina y &cido caféico como los principales compuestos antioxidantes

presentes en el orégano de acuerdo a los patrones utilizados. Los valores coinciden con

los mencionados por otros autores académicos.

4. Se demostré que el agregado de Origanum vulgare al paté de hongos aumentd el

contenido de polifenoles y compuestos antioxidantes del mismo. Por lo tanto,

la

incorporacion de extractos bioactivos del orégano en el desarrollo de un paté de hongos

fue una excelente estrategia para aportar valor agregado al mismo (alimento funcional).

5. El seguimiento de la estabilidad mediante medidas de pH, color, contenido de

compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en el paté demostraron que el mismo

permanecio estable en un plazo de 60 dias a partir de su elaboracion. Por lo tanto, las

condiciones de escaldado, el ajuste del pH con acido citrico y la incorporacion de

orégano, resultaron estrategias exitosas que permitieron extender la vida Gtil del paté.
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ANEXO

CROMATOGRAMAS PARA LAS SOLUCIONES PATRON UTILIZADAS EN EL
ANALISIS POR HPLC:

> Acido clorogénico:
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