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L. RESUMEN

La problematica socioeconémica y politica en México han provocado una deficiencia
alimentaria, particularmente de proteina en la poblacién rural de nuestro pais. Por lo tanto, ha sido
necesaria la busqueda de nuevas alternativas alimentarias y nutricionales (hongos, algas, extractos
secos, etc.).

Desde la prehistoria, en México los hongos comestibles silvestres han formado parte de la
dieta en muchas culturas indigenas.

Los hongos son de gran importancia nutricional; su contenido proteico es de 19 a 35 %, mas
alto que el de trigo (13.2 %) y de la leche (25.2 %); son bajos en calorias y su fraccion lipidica incluye
acidos grasos libres predominantemente insaturados. También aportan vitaminas A, B (B1, B2 y
B12), C, D y niacina.

Cuatro hongos comestibles silvestres (Amanita rubescens (Ar), Boletus frostii (Bf), Lactarius
indigo (Li) y Ramaria flava (Rf)) fueron analizados para determinar su composicion quimica
proximal, perfil de aminoacidos (proteicos y libres) y perfil de acidos grasos Iibres.

El analisis quimico proximal se realiz6 mediante los métodos estandares de AOAC (1984 y
1990) y AACC (1983). El perfil de aminoécidos proteicos se determind por el método Picotag y
cromatografia HPLC. El perfil de ami,.t_loécidos libres mediante extraccion, purificacién con resinas
cationicas, derivacion con TFA y analisis CG / EM. Los acidos grasos libres fueron analizados por
extraccion, derivacion, purificacion con hexano y analisis por CG / EM.

Los hongos analizados presentaron un contenido de humedad semejante entre ellos, debido
a que no presentaron diferencias significativas. El material seco de Bf present6 un contenido
significativo de fibra dietética (30.2 %), Ar present6 contenidos mayoritarios y significativos (pruebas
de Duncan y LSD (Diferencia minima significativa) con un 95 % de confiabilidad) de grasa y proteina;
8.3 % y 17.4%, respectivamente.

El contenido de aminoacidos proteicos de los hongos analizados fue bajo en comparacion con
los valores reportados para A. disporus 'y U. maydis.

Todos presentaron una composicion de aminoacidos libres muy semejante entre ellos, pero
con diferencias significativas entre los hongos analizados. Rf present6 el contenido mas abundante

de N-metil Glu, N-metil Gly, Gly y Om; con un 53.69, 7.18, 7.14 y 5.70 mg/g de muestra,



respectivamente. Ar presentd un contenido mayoritario en aminoacidos esenciales libres (Lys = 6.95,
Phe = 2.2, Thr = 1.4 y Ile = 0.86 mg/g, respectivamente). Esta ultima especie present mayores
diferencias significativas en comparacion con los otros dos hongos analizados. Por otra parte, la
composicion de acidos grasos libres fue totalmente diferente entre los hongos estudiados. Ar presentd
un abundante y significativo contenido de 4cidos insaturados: ac. oléico (69.3 mg/g) y ac. linoléico
(21.7 mg/g). En cuanto a acidos grasos saturados el Li present6 un alto y significativo (por Duncan
y LSD con un 95 % de confiabilidad) contenido de acido estearico con un 32.06 mg/g de muestra.

De acuerdo a los resultados expuestos anteriormente podemos concluir que tanto Amanita
rubescens y Ramaria flava pueden llegar a ser consideradas como alimento suplementario y de

importancia econdémica para el pais como alimento exotico de exportacion.



II. INTRODUCCION.

Las necesidades nutritivas en amino4cidos esenciales para el hombre son conocidas, varian
con la edad y con las condiciones fisiolégicas en las diferentes etapas de la vida del individuo
(gestacion, lactancia, nifiez, etc.). El déficit nutricional en proteinas es, por deésgracia, muy alto para
algunos segmentos de la poblacién mundial y puede agravarse mas en el futuro; de hecho, el aporte
de proteinas alimentarias en cantidades suficientes para satisfacer las necesidades de la poblacién
presenta grandes problemas, especialmente por su elevado costo comparado con el de los
carbohidratos o lipidos. Para satisfacer esta creciente demanda, es necesario encontrar nuevas fuentes
de protefnas y desarrollar métodos tecnoldgicos altemativos para su aprovechamiento. Las proteinas
convencionales deben ademas usarse de manera mas eficaz. Por estas razones es importante disponer
del mayor niimero posible de datos sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de las
protemas alimentarias convencionales (proteina de origen animal) y no convencionales (proteina de
origen vegetal) (Fennema, 1993). En varias zonas y paises subdesarrollados se hacen esfuerzos para
aumentar las fuentes de protema vegetal, lo cual ha sido estimulado en alto grado por la FAO (Food
and Agriculture Organization) y la UNICEF (United Nations Children's Fund) (Krause y Hunscher,
1975). Actualmente, la biotecnologia participa de manera decisiva en la agricultura, para producir y
reproducir vegetales que satisfagan las necesidades del hombre.

La recoleccion de hongos data :1esde aproximadamente 4 000 afios en la India y 3 100 afios
en Europa (Grecia e Italia). En tiempos modernos en México y Guatemala la recoleccion de los
hongos han jugado un papel religioso y mitologico. Aunque su consumo es comin y se ha reportado
desde tiempos prehispanicos (Martinez-Carrera y Larqué-Saavedra, 1990), entre mazatecas,
chinantecas, chatino, mixes, zapotecas y mixtecos de Oaxaca; nahuas y posiblemente otomies de
Puebla y tarascos de Michoacan, en México, no fue sino hasta los afios 30's cuando se llegé a una
cierta comprension del papel de los hongos, asi como su identificacion biologica y composicion
quimica empezaron a ser posibles (Evans y Hofmann, 1982).

Actualmente, se sabe que existen mas de 200 especies de hongos comestibles que crecen en
diversos tipos de vegetacion; su abundancia y distribucion geografica varia afio con afio segin la
estacion. Los campesinos los colectan separando los téxicos o venenosos de los comestibles. Los

informes etnomicolégicos refieren con frecuencia que existe una cultura micoldgica en el
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campesinado en tomo a los hongos y éstos constituyen parte de su dieta alimenticia (Martinez-
Carrera y Larqué-Saavedra, 1990). En la actualidad 80 especies, especialmente saprofitas con
excepcion de algunas micorricicas, se han logrado cultivar en forma experimental en laboratorios de
diversas partes del mundo. Desde el punto de vista comercial, 22 especies han sido cultivadas de las
cuales solo 10 se producen a escala industrial, dentro de los cuales se encuentran principalmente A.
bisporus, P. ostreatus y L. edodes (Martinez-Carrera y col., 1993 ).

La biotecnologia de hongos comestibles desarrollada en Estados Unidos, Europa y el sureste
de Asia, alcanza una produccién anual que supera las 1,400,000 ton (Martinez- Carrera y Larqué-
Saavedra, 1990). En los tltimos afios ésta se ha convertido en una alterativa real en la obtencion de
alimentos para el consumo humano utilizando residuos agroindustriales como sustrato para su cultivo.
En América Latina y especificamente en México, el cultivo de hongos comestibles se encuentra muy
poco desarrollado, a pesar de la potencialidad que existe en sus .diferentes regiones para cultivar
algunas especies de hongos que se desarrollan en forma silvestre y que tradicionalmente son
consumidos por las poblaciones rurales.

La produccion de alimentos en el pais es notablemente deficiente debido a la problematica
socioecondmica y politica que presenta el pais y se enfrenta a problemas complejos de produccion,
manejo, conservacion, abasto y comercializacion, lo cual ha llevado a una creciente importacion de
productos basicos. Existen marcadas tendencias que indican escasez de alimentos y una menor
capacidad de compra de la poblacién riral que podria provocar una crisis grave (Martinez- Carrera
y Larqué-Saavedra, 1990).

La produccion de hongos comestibles puede constituir una alternativa en la produccion de
alimentos en el medio rural porque no afecta los valores ni las actividades centrales de la vida
campesina en el entomo ecologico; ademas de contribuir a manejar el conflicto alimentario y
nutricional, debido a las fuertes presiones economicas (Martinez-Carrera y col., 1993 ).

En base a lo anterior, resulta necesaria la realizacién de estudios bromatologicos y
biotecnologicos en nuevas especies colectadas de hongos silvestres comestibles en el Estado de
Querétaro. Esto acrecentara la informacion sobre el valor nutricional de los hongos sitvestres,

fortaleciendo su uso y cultivo en todos sus niveles.



III. REVISION BIBLIOGRAFICA.

A. GENERALIDADES

Segun la leyenda, hace tres milenios y medio, el héroe griego Perseo, sediento bebio6 el agua
de una seta, de ahi derivo el nombre de Micenas, gran civilizacion de la edad antigua creada por el
hombre. La micologia fue derivada de la misma palabra griega (mykes).

Las setas se cuentan entre los hongos mas grandes que interesaron a los naturalistas; con la
invencion del microscopio por Van Leeuwenhoek en el siglo XVII comenzd el estudio sistematico
de los hongos. Después, Pier Antonio Micheli (botanico italiano) contribuye con la publicacion Nova
plantarum genera en 1729, la cual contiene investigaciones sobre los hongos (Alexopoulos, 1977);
C. Linnaeus contribuyo en 1758 proponiendo un sistema binomial sobre la clasificacion taxonémica
de plantas y animales (género - especie) y en 1735, publicé Sistema Nature (Oxenhor, 1979).

Los hongos constituyen un grupo de organismos vivos desprovistos de clorofila, con nicleo
tipico, reproduccion sexual y asexual por medio de esporas, y conidios cuyas estructuras somaticas,
por lo comun filamentosas y ramificadas llamadas hifas, estan tipicamente rodeadas por una pared
celular que contiene quitina y otros polisak:éridos. La composicion quimica de la pared celular no es
la misma en todos los hongos. En algunas formas, la celulosa es probablemente el principal
constituyente. En la mayoria de los hoxi;gos, principalmente en las formas superiores, la pared celular
esta compuesta principalmente por quitina, glucanas, mannanas, etc. (Alexopoulos, 1977).

La quitina es una sustancia de considerable importancia biologica, la cual consta de cadenas
de B-D glucosa con todos los carbonos sustituidos por un grupo acetilamino. La forma en que se
encuentra en los hongos es como «-quitina, la cual contiene dos caracteristicas principales en los
enlaces de hidrogeno: a)La presencia de una banda intermolecular O-O y b)los enlaces a nivel de
grupos amino que son casi perpendiculares en la reducida fibra, ocasionando a nivel de NH-O=C
enlaces de hidrégeno. Este tltimo provee una gran fuerza intermolecular entre cadenas adjuntas
paralelas en una direccion, mientras la proxima cadena perpendicular parece mantenerse con enlaces
hidrofobicos entre metilos en el grupo amido o por enlaces de hidrogeno de cadena cruzada,
mvolucrando los grupos hidroximetilos. La quitina esta casi siempre formada con microfibrillas

cristalinas fijas en una matriz constituida por otros polisacaridos (Sandford y Matsuda, 1980).

*



En muchos hongos se han hallado también Callosa - un carbohidrato complejo-, sustancias
parecida a la lignina, y otros materiales organicos (glucanas [quitina-f glucan], mannanas [quitina-
mannana), etc.). Ninguna de estas sustancias se presenta sola, ni tampoco es siempre igual en una
especie; factores externos tales como la composicion del medio, valores de pH y la temperatura
influyen profundamente sobre la composicién de las paredes, asi como aspectos fenologicos
intrinsecos a las especies.

El estudio sistematico de los hongos cuenta solamente con 250 afios, pero las manifestaciones
de este grupo de organismos han sido conocidas por el hombre desde hace miles de afios. Los hongos
desempeiian un papel muy importante en el medio ambiente; como agentes responsables de gran parte
de la descomposicion de la materia organica; agentes causantes de enfermedades en las plantas,
animales y del hombre; constituyen la base de una cantidad de procesos industriales de fermentacion,
responsables de la manufactura de antibidticos. Los hongos son tan dafiinos como benéficos para la
agricultura; por una parte perjudican las cosechas ocasionando pérdidas, mientras que por otra
aumentan la fertilidad del suelo y su utilizacion o consumo contribuira a acrecentar el conocimiento
y bienestar del hombre (Alexopoulos, 1977).

Los hongos comestibles silvestres, asi como los cultivados con el propodsito de ser
industrializados para la alimentacion humana, quedan comprendidos en dos grandes grupos
taxondmicos: Ascomicetos y Basidiomicetos.

Ascomicetos, hongos con pocas esporas sexuales y en mimero definido (tipicamente 8),
producidos por un esporangio llamado asco (vejiga, saco o recipiente); en su mayoria filamentosos
y se reproducen asexualmente por conidios (Alexopoulos, 1977). De los Ascomicetos, los mas
apreciados por su delicado sabor pertenecen a los drdenes Pezizales y Tuberales, que comprenden
los géneros Morchella (fam. Morchellaceae) y Tuber (fam. Tuberaceae) cuyas especies mas comunes
son la M. esculenta, M. conica y M. costata; la T. magnatum, T. melanosporum, T. aestivum, T.
uncinatum y T. brumale. Otros hongos ascomicetos subterraneos, llamadas también trufas, son los
de la familia Terfeziaceae y del género Terfezia, como 7. leonis.

Basidiomicetos, hongos con esporas sexuales producidas en el exterior del basidio, cada
basidio produce 4 basidiosporos y forma de una calva 0 maza. Se diferencian de los Ascomicetos por
su transferencia de micleos desarrollando un extenso micelio con micleos apareados (Alexopoulos,

1977). Casi todos los hongos comestibles de importancia por su cultivo en escala industrial



pertenecen al grupo de los Basidiomicetos,. Del género Auricularia, del orden auriculariales (fam.
Tremellaceae): T. fuciformis; del género Agaricus (fam. Agaricaceae): A. bisporus brunnescens y A.
bitorquis. Los géneros Lentinula, Flamulina, Pleurotus y Tricholoma (fam. Tricholomataceae): L.
edodes y P. ostreatus. Del género Volvariella (fam. Volvariaceae): V. volvacea, género Pholiota
(fam. Cortinariaceae): Ph. mutabilis y Ph. aegerita, de los géneros Kueheromyces y Stropharia (fam.
Strophariaceae) : K.mutabilis y S. rugosoanulata. Y del género Coprinus (fam. Coprinaceae): C.
Jfimentarius y C. comatus. Otros géneros en el arte culinario son el Boletus, Cantharellus, Amanita,
Amanitopsis, Lactarius y Russula; los cuales crecen silvestres en las areas forestales del pais (Herrera

y Ulloa, 1990).
B. IMPORTANCIA ALIMENTICIA DE LOS HONGOS.

Aunque el hombre modemo esta enfrentando muchos problemas relacionados con su
suministro alimenticio, el interés en los hongos ha empezado a generalizarse en todo el mundo, ya
que, independientemente de la temporada, se pueden estar produciendo como resultado de las
técnicas de cultivo artificiales. El consumo de hongos silvestres es discutido, especialmente desde que
los métodos de cultivo artificiales estan siendo aplicados en un amplio rango de especies y tipos de
hongos. Recientemente se ha dado mayor énfasis al valor alimenticio de los hongos. Contrariamente
a las creencias populares, los hongos, Zunque bajos en calorias, contienen proteinas de alta calidad
nutricional, minerales y vitaminas del complejo B (B,, B, y B,,), vitamina C y D, niacina y acido
pantoténico. En cuanto al contenido de proteina se han citado valores entre 19 y 35 % en base seca;
su alta calidad se debe a que incluyen aminoacidos esenciales para el hombre (lisina, leucina y
metionina) y contienen gran cantidad de acidos grasos insaturados. Son bajos en sodio, grasa y
colesterol; ademas, su contenido en &cidos nucléicos no es tan alto como para limitar su uso diario
(Téllez, 1995).

Una diversidad de desechos industriales, agricolas y familiares, pueden ser utilizados como
medios para cultivar varios hongos comestibles. Aunque desechos nocivos que contaminan el medio
ambiente pueden convertirse en medios de cultivo en beneficio a tierras condicionadas y fertilizadas,
que pueden complementar el cultivo de otras cosechas agricolas y horticolas (Beuchat, 1979).

Se sabe ademas, que los hongos contienen otras sustancias benéficas para la salud como el

%



Lentinan obtenido del Lentinus edodes, esté prescrito para el cincer gastrico; Volvatonin de
Volvariella es un ténico cardiaco; Eritadine de Flammulina velvutipes ayuda en la disminucion del
colesterol (Téllez, 1995). Y Calvacin en Calvatia gigantea, un posible agente antitumoral (Breene,
1990). Asi como, sustancias quimicas : pigmentos y acidos que han sido encontrados en los hongos,

constituyen el fundamento de estudios quimiotaxon6micos.

C. PRODUCCION DE HONGOS.

La produccion anual total de hongos cultivados en 1980, se estima en 1.2 millones de
toneladas métricas. En 1986 la produccion de hongos cultivados fue de 2.2 millones de toneladas
métricas (Breene, 1990). En 1990 la produccion mundial de hongos comestibles fue de 3.7 millones
de toneladas (Téllez, 1995).

Tabla 1. Produccion total en el mundo de los hongos mas cultivados (Téllez, 1995).

(%)/Afio
Especies de hongos 1979 1986 1990
Agaricus bisporus 74.5 58 39
Lentinus edodes 25 8 25
Pleurotus sp. 15.0 15 12
Auricularia sp. 2.0 8 14
Volvariella volvacea 3.5 10 8

D. COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL.

Varias opiniones han sido expresadas en relacion al valor nutricional de los hongos silvestres.
Histéricamente, los hongos han sido considerados como "bisteck vegetal” por algunos autores, otros
los consideraxi sin algin valor o de menor significado nutricional. Desde entonces, pocos estudios
realizados por nutridlogos competentes estan disponibles, por lo que poco se conoce sobre el

verdadero valor nutricional de los hongos.
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La mayoria de los datos sobre la contribucion nutricional de los hongos en la dieta humana
han sido sacados por determinaciones empiricas de la composicion de los hongos, especificamente
en el contenido de la proteina. En 1935 Quackenbush (citado por Chang y Hayes,. 1978) di6 ha
conocer : " que aunque el mayor interés ha sido dirigido sobre la funcion proteica, poco se puede
todavia decirse con seguridad respecto a la proteina actual presente, su digestibilidad y propiedades
nutritivas ", desafortunadamente este informe permanece todavia.

La informacién sobre la composicién de los hongos es dificil de obtener a partir de temas de
nutricién. Es a menudo imposible comparar los resultados obtenidos por trabajos de diferentes
investigadores con especies similares de hongos, en donde atn la composicion de una determinada
especie es afectada por nmchas variables, incluyendo diferencias basicas entre especies, composicion
del sustrato de cultivo, método de cultivo, inexactitudes inherentes en los métodos de anlisis y la
relativa precision del analista.

Los datos publicados en tablas de composicion de alimentos son a menudo presentados en
diferentes unidades de medicién basados en el variable peso fresco o seco, por lo que la comparacién
de datos semejantes se vuelve dificil.

Las caracteristicas intrinsecas, fisiologicas y bioquimicas de los hongos inducen a una
variacién adicional entre los datos composicionales. La naturaleza genética de una determinada
especie o cepa junto con su metabolismo tipicamente heterotrofico determinara el tipo de sustrato
y por lo tanto, el sustrato tendra su efect:; sobre la composicion nutricional. Dado que los hongos son
organismos vivos, y permanecen asi hasta ser preparados para el consumo, su composicion esta en
un continuo estado de flujo durante su crecimiento y después de’ser cosechados. Los cambios
composicionales significativos pueden ocurrir con los afios o en cierta etapa de su desarrollo y bajo
condiciones de almacenamiento después de la cosecha.

En Ia Tabla 2 se muestra la composicion de varios hongos comestibles cultivados y silvestres.
Usando estos datos es posible hacer algunas estimaciones del probable valor nutricional de los
hongos. La informacion asi presentada puede servir como un antecedente para mas estudios
nutricionales definitivos (Chang y Hayes, 1978).

En la Tabla 3 se muestra el rango de valores en base a la composicién proximal presentada



Tabla 2 Compoéiéi(m proximal de hongos comestibles cultivados y silvestres.

Especies |Tipo delHumedad| Proteina | Grasa |Carbohidratos| Fibra | Cenizas | Kcal/
de hongos |muestra; (Nx4.38) totales 100mg
Agaricus |Fresca| 90.4 28.1 3.1 59.4 8.3 9.4 353
bisporus
Agaricus Seca 9.1 27.8 39 52.6 6.6 15.7 337
bisporus
Auricularia | Seca 12.9 4.7 2.1 88.3 2.1 4.9 398
sp.
Boletus Fresca| 87.3 29.7 3.1 59.7 8 7.5 362
edulis
Clavaria |Fresca| 89.4 8.7 2.7 82.4 nd 6.2 344
botrytis
Clitocybe |Fresca| 93.5 23.5 6 59 9.6 11.5 352
multiceps
Coprinus | Fresca| 92.2 25.4 33 58.8 7.3 12.5 346
comatus ’
Flammulina | Fresca| 89.2 17.6 1.9 73.1 3.7 7.4 378
velutipes
Lactarius |Fresca| 88.8 18.8 7.1 67.8 nd 6.3 371
deliciosus
Lentinus |Fresca| 91.8 13.4 4.9 78 7.3 3.7 392
edodes
Lentinus | Seca | 158 | 103 | L9 82.3 6.5 5.5 375
edodes
Morchella |Fresca 90 22.8 4.3 62.9 8.4 10 356
esculenta
Plerotus Fresca| 90.8 304 2.2 57.6 8.7 98 345
ostreatus
Tuber Fresca| 77.1 23.3 2.2 66.2 27.9 8.3 272
nelanosporum
Volvariella |Fresca| 90.1 21.2 10.1 58.6 11.1 10.1 369
__volvacea

Datos obtenidos de Chang y Hayes (1978)
nd: No determinado
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por Chang y Hayes (1978) de los hongos comestibles cultivados y silvestres, 1til en un posterior

analisis comparativo.

Tabla 3 Rango de valores quimicos porcentuales en hongos comestibles cultivados y silvestres.

Analisis proximal (%)
Humedad 85-95°
5.0-20°
Cenizas 5.0-11°
Fibra cruda : 3.0-30*
" Grasa total 2.0-8.0°
Proteina 4.2-44
Aminoacidos totales 25-40
® Fresco
® Base seca

Una revisién completa del valor nutricional de los hongos fue presentada por Crisan y Sands
(citados por Chang y Hayes, 1978). Ellos mencionan el problema de evaluacion de datos publicados
por diferentes investigadores al analizar la misma especie de hongo, concluyendo que la composicion
no puede ser traducida directamente en valor nutricional debido a las diferencias (60 a 70 %) de la
digestibilidad de los componentes, a la relativa disponibilidad de nutrientes y a las inherentes
inexactitudes de procedimientos analiticos (Breene, 1990). .

En muchos casos, los investigadores han usado métodos estandarizados de analisis como los
publicados por la Asociacion Oficial de Analisis Quimicos (AOAC, 1984) para determinar el
contenido de humedad, proteina cruda, grasa, fibra y ceniza en hongos.

La proteina cruda es norimalmente calculada por el contenido de nitrégeno, determinado por
el método Kjeldahl, usando el factor de conversién (N x 6.25). Por razones bajo discusion, los valores
de proteina cruda para hongos han sido recalculados como (N x 4.38). El contenido de grasa es
determinado por extraccién con solventes; la fibra es calculada como fibra dietética y las cenizas
como residuo después de la incineracion. El contenido de carbohidratos es calculado por diferencia,
como carbohidratos totales. Es de suponer que el nitrégeno no protéico en hongos estd en la forma
de quitina en la fibra. Aunque puede el nitrogeno estar presente en pequefias cantidades en otros

compuestos nitrogenados como urea o amonia (Chang y Hayes, 1978).

-
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1. HUMEDAD Y- CENIZAS

Los hongos frescos contienen generalmente entre 85y 95 % de humedad mientras que los
secados por aire disponibles comercialmente, contienen 5 - 20 %. Estos valores son totalmente
arbitrarios y variables dependiendo de si el analisis de la muestra fresca que realizado inmediatamente
después de la cosecha o apartir de muestras que fueron almacenadas bajo varias condiciones. El
contenido de humedad en una determinada especie de hongo seco, s afectado significativamente por
factores del medio ambiente como temperatura y humedad relativa.

El promedio del contenido aproximado en hongos frescos es de 90 % de humedad y de
aquellos secados por aire es de 10 - 12 % (Chang y Hayes, 1978).

Basados en la propuesta de Crisan y Sands (1978), se asume que el 10 % de sustancia seca
contenida en hongos frescos, expresado sobre un peso en base seca pueden ser convertidos de peso
fresco a peso en base seca y viceversa multiplicando o dividiendo por 10, respectivamente.

El contenido total de cenizas es de un 5 - 11 % en base seca. Los hongos probablemente
contienen todos los minerales presentes en el sustrato de cultivo; incluyendo cantidades sustanciales
de fosforo, potasio, una menor cantidad de calcio y una muy pequefia cantidad de hierro. Es decir,
sustratos altos en minerales proporcionan hongos con contenidos relativamente altos en minerales
(Breene, 1990).

2. FIBRA )

Los hongos frescos contienen relativamente gran cantidad de carbohidratos (3 - 28 %) y de
fibra cruda (3 - 32 %).

Los carbohidratos poliméricos incluyen al glucégeno como componente de almacenamiento
de energia comparable al almidon (plantas superiores) y a la quitina (un polimero de N-
acetilglicosamina). La quitina es un componente estructural de la pared celular fingica, considerado
como el mejor constituyente del contenido de fibra en los hongos y contiene una cantidad significativa
de nitrégeno no proteico; el cual, contribuye a que se presenten errores en la determinacion del
contenido de proteina cruda en andlisis estandares, usando el factor de conversion N x 6.25 (Chang
y Hayes, 1978).

Durante la extraccién secuencial con solventes y el tratamiento con 4cido diluido y élcali que

forman la metodologia para analizar fibra cruda puede perderse un 80 % de las hemicelulosas, del 50

b

12



al 90 % de lignina y del 20 al 50 % de la celulosa.

El AOAC‘deﬁne a la fibra cruda como el residuo de un alimento o producto alimenticio
después que se ha tratado con 4cido sulfitrico en ebullicién, hidréxido de sodio, agua, alcohol y éter.
Como esta definicion es ambigua y el analisis con frecuencia da resultados desviados, se han
propuesto algunas modificaciones a la nomenclatura, sugiriéndose que se hable de fibra dietética la
cual incluye la suma de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina (Desrosier, 1990). El proceso de
determinacién de fibra dietética total es una ligera modificacién de el método de Prosky y col
(Técnica : Total Dietary Fiber. SIGMA, 1991. AOAC, 1990).

a. Importancia de la fibra dietética : Los polisacaridos diferentes al almidén y al glucégeno no son
hidrolizados por las enzimas gastrointestinales y pasan por lo tanto al intestino grueso mas o menos
intactos, tras una insignificante hidrolisis acida en el estomago. Normalmente, estos polisacaridos,
tales como celulosa, hemicelulosa y pectina, de las paredes celulares vegetales, ejercen un efecto
altamente beneficioso, puesto que proporcionan volumen para la accion peristaltica y facilitan el paso
del material a través del sistema digestivo. Este incremento del movimiento del intestino ocasiona una
rapida eliminacién de los productos de desecho no absorbidos, que podrian, de otro modo, producir
irritacion y quizas, las condiciones propicias para el desarrollo de cancer. De forma adicional, estos
polisacaridos se asocian con acidos biliares, decreciendo asi su reabsorcion; como consecuencia,
tienden a disminuir el colesterol en sangre y presumiblemente retrasan la aparicion de arteriosclerosis.
El grupo polisacarido no digerible en la dieta es denominado fibra dietética. Algunos de los
componentes de la fibra, como pectinas y otras gomas vegetales, si se ingieren en cantidades
excesivas, pueden ocasionar diarrea debido a su absorcién de grandes cantidades de agua para
producir un hidrocoloide. Algunos de estos polisacaridos son atacados por la microflora intestinal
degradandola en fragmentos moleculares mas pequefios, que por lo general no son metabolizados

(Fennema, 1993).

3.GRASA TOTAL

La grasa cruda en hongos contiene toda clase de compuestos lipidicos incluyendo acidos
grasos libres, mono-, di-, y triacilglicéridos, esteroles, esterol esterificado y fosfolipidos; cuyo
contenido varia desde 1 % hasta 15 - 20 % en peso seco. Sin embargo, los hongos contienen en

promedio de 2 - 8 % de grasa.
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La fraccion lipidica es una fraccién cuantitativa baja en hongos y, por lo tanto, es de poca
importancia nutricional. Desde un punto de vista cualitativo, los 4cidos grasos son
predominantemente de naturaleza insaturada (Breene, 1990).
a. Importancia de los lipidos : Los lipidos son los principales componentes del tejido adiposo y
junto con las proteinas y los carbohidratos constituyen el grueso de los componentes estructurales
de todas las células vivas. Los lipidos de la dieta juegan un importante papel en la nutricion, ya que
aportan calorias y acidos grasos esenciales, actiian como transportaddres de vitaminas y aumentan
la palatabilidad de los alimentos (Fennema, 1993).

Las grasas neutras y, sobre todo, los lipidos compuestos, tienen propiedades estructurales y

realizan funciones de gran importancia para el sostenimiento del metabolismo (Laguna, 1967).

4. PROTEINA

La proteina es el componente critico que contribuye al valor nutricional de un alimento. El
contenido de proteina en la mayoria de los alimentos es calculado por el contenido de nitrogeno
usando un factor de conversion (N X 6.25) basado en la suposicién de que la mayoria de la proteina
contiene 16 % de nitr6geno, la cual, es aproximadamente 100 % digestible y la cantidad de nitrogeno
no proteico presente es insignificante.

Sin embargo, estudios realizados_ sobre la proteina en hongos sugieren que solo el 34 - 89 %
de la protema (N X 6.25) es digerible. 6tros estudios indican una probable digestibilidad de 60 - 70
%, por lo que el bajo coeficiente de digestibilidad puede explicarse por el hecho de que estos hongos
contienen una cantidad significativa de nitrégeno no proteico en su pared celular en forma de quitina,
cuyo nitrégeno sera calculado como proteina cruda después del nitrogeno estandar.

Una aproximacién cercana del contenido de proteina en hongos puede ser obtenida usando
un factor de conversion equivalente (70 % N X 6.25) o (N X 4.38). Aunque este factor de correccion
de la protema cruda no puede ser exacta para todas las especies de hongos. Sin embargo, este factor
de correccion ha sido adoptado para hongos en varias tablas de composicion de alimentos. Cuando
se considera el potencial nutricional de los aminoéacidos libres en un hongo, la proteina cruda
calculada como (N X 4.38) puede ser un gran indicador del valor nutricional aunque un indicador
menos exacto de proteina verdadera.

El contenido de proteina y en general la composicion en hongos es variable entre diferentes
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muestras de la misma especie, esto puede ser particularmente atribuible al proceso de analisis usado
0 a la precision del analista (Chang y Hayes, 1978).

a. Importancia de la proteina : Las proteinas representan el grupo de sustancias quimicas de mayor
importancia en la estructura y la fisiologia celulares (como constituyentes indispensables del micleo
y de la matriz citoplasmatica de todas las células y representan casi la inica forma en que el hombre
recupere el nitrogeno) (Laguna, 1967; Krause y Hunscher, 1975).

Tienen funciones energéticas secundarias, que contribuyen al funcionamiento del organismo
(4.1 kcal/g). Las proteinas exdgenas aportan los aminoacidos que se emplean para restituir las
proteinas tisulares usadas por el empleo continuo en el cuerpo, para diversas funciones metabdlicas
y son componentes o precursores de muchas sustancias nitrogenadas no proteicas (Krause y
Hunscher, 1975).

Las proteinas forman el componente principal de las células y de todos los tejidos; realizan
cometidos definidos en relacion con actividades especificas de los diferentes tipos celulares (la
reproduccion de células, las caracteristicas hereditarias, la actividad enzimatica, el transporte de
oxigeno, hormonales, contractiles, etc.).

Desde el punto de vista quimico, las proteinas se definen como sustancias cuaternarias
complejas, de alto peso molecular, formadas principalmente, por «-aminoacidos ligados por enlaces
peptidicos. Estan compuestas por carbono, oxigeno, hidrogeno, nitrogeno y azufre; muy a menudo,
se encuentran otros elementos como fosforo, zinc, hierro y cobalto.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los aminoacidos que constituyen la estructura
proteica, determinan muchas de las propiedades importantes de las proteinas.

La hidrolisis de las proteinas termina por fragmentarlas hasta obtener a-aminoacidos libres.
Existe un grupo de aminoacidos que habitualmente no forman parte de los productos de hidrélisis de
las proteinas, atn cuando su importancia biologica suele ser considerable (p-alanina, acido y-

aminobutirico, oritina, citrulina y tiroxina) (Laguna, 1967).

5. AMINOACIDOS

Contrario a los reportes de los primeros investigadores que indicaron la ausencia de ciertos
aminoacidos, se ha reportado que los hongos contienen todos los aminoacidos esenciales asi como

los no esenciales ademas de amidas. Del contenido total de aminoacidos, entre el 25 y el 40 % esta
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comprendido entre los aminoécidos esenciales dentro de un rango de 10 - 50 %. Y aproximadamente
del 25 -35 % de los aminoacidos totales, se encuentran como aminoacidos libres; el resto esta
combinado en la proteina. Ademas de los aminoicidos y amidas comunes, han sido detectados
aminoAcidos inusuales y compuestos nitrogenados en varias especies de hongos. Estos incluyen
compuestos como la metionina sulfoxide, B-alanina, 4cido cisteico, hidroxiprolina, hidroxilisina, 4cido
«-aminoadipico, acidos «-, B- y y-aminobutirico, acido pipecolico, fosfoserina, cistationa,
canavanina, creatinina, citrulina, ornitina, glucosamina y etanolamina.

Como con otros componentes bioquimicos presentes en los hongos, la composicion de
aminoicidos esti en constante cambio. Bajo cortos periodos de almacenamiento, el contenido de
aminodcidos libres puede incrementarse al 5 %. La composicién del sustrato de cultivo puede ademas
tener un efecto significativo sobre la composicion de aminoacidos en hongos, sin cambios aparentes
en el contenido de proteina cruda (Chang y Hayes, 1978).

El valor nutricional de los hongos varia entre especies, cabe mencionar que generalmente son

limitados en aminoacidos sulfurados y esenciales, sin embargo, contienen una proporcion sustancial
de aminoacidos libres, por lo cual se han considerado como condimentos importantes que pueden
mejorar el valor nutricional de la dieta (Breene, 1990).
a. Importancia de los aminodcidos : Los aminoacidos contienen en su estructura molecular al
menos un grupo amino primario (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH), por lo que tienen capacidad
amortiguadora. En los aminoécidosile las proteinas, el grupo amino primario y grupo carboxilo
ocupan una posicion ¢. Cada aminoacido tiene una cadena lateral, R, caracteristica que influye en sus
propiedades fisicoquimicas y por lo tanto en las de la proteina de la que forman parte.

Segun la polaridad de esta cadena lateral es posible agrupar a los aminoacidos en cuatro
clases: 1)Con cadenas laterales no polares o hidrofobas "alanina (Ala), isoleucina (Ile), leucina
(Leu), metionina (Met), fenilalanina (Phe) y valina (Val); son menos solubles en agua que los polares
y su hidrofobia aumenta con la longitud de la cadena. 2)Con cadena lateral polar no cargada
(hidrdfila) : poseen grupos funcionales neutros, polares, capaces de establecer puentes de hidrogeno
con moléculas adecuadas, como el agua. La polaridad de la serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina
(Tyr) esta relacionada con sus grupos hidroxilo; de la asparagina (Asp) y glutamina (Glu) lo esta en
su grupo amida y de la cisteina (Cis) con su grupo tiol. 3)Con cadena lateral cargada positivamente
(a pH proximo a 7 ) : lisina (Lys) (por su grupo e-NH2), arginina (Arg) y histidina (His) (por su
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grupo guanidino), 4)Con cadena lateral cargada negativamente (a pH préximo a 7) : constituido
por los 4cidos aspartico y glutdmico (Fennema, 1993).

La hidrolisis total (acida, alcalina o enzimatica) de las proteinas proporciona aminoacidos de
configuracién L, que se diferencian entre si por la naturaleza de sus cadenas laterales. Los
aminoacidos de la mayor parte de las proteinas pertenecen a un grupo reducido, constituido por
veinte de estos compuestos. Los aminoacidos se unen para formar las proteinas mediante enlaces
amida, llamados enlaces peptidicos, formando cadenas polipeptidicas (Lehninger, 1991).

La funcién fundamental de la protena en la dieta es la de proporcionar nitrégeno
aminoacidico para la sintesis de las proteinas en que intervienen RNAr y RNALt, en el citoplasma
celular; y otras sustancias nitrogenadas que intervienen en la composicion corporal. Las proteinas de
los alimentos son digeridas por las enzimas proteoliticas del tracto gastro intestinal. Los amino4cidos
libres y los pequefios péptidos se absorben a través de las células intestinales, pasan luego a la vena
porta para su transporte al higado. La concentracién de aminoacidos libres en los tejidos depende,
no sélo del catabolismo y anabolismo proteicos, y de la proteina ingerida, sino de la presencia de
algunos aminoacidos no esenciales: Glutamina + acido glutamico (Glx), Ala, acido aspartico y Ser,
que participan en numerosas rutas metabolicas.

El valor nutritivo de una alimento como fuente protéica refleja su capacidad para satisfacer
las necesidades de nitrogeno y aminoacidos del consumidor y para asegurar un crecimiento y un
mantenimiento adecuados; lo cual esta determinado por varios factores (Fennema, 1993).

Hay ocho aminoacidos esenciales, que deben ser suministrados en los alimentos. Su sintesis
en el organismo es nula o deficiente, incapaz de satisfacer las necesidades metabdlicas. Ellos son la
valina, lisina, treonina, leucina, isoleucina, triptofano, fenilalanina y metionina. Otros dos
aminoAcidos, la arginina y la histidina, son requeridos por los nifios durante el periodo de crecimiento.
Sin un suministro adecuado de los aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizadas las proteinas

ni mantenerse los tejidos corporales ( Krause y Hunscher, 1975).

Acido glutamico : Contribuye a proporcionar el sabor salado y delicioso (Umami) de los

alimentos, cuando se utilizan a niveles que sobrepasan su umbral de deteccion propio y simplemente
aumentan los sabores a niveles por debajo de sus umbrales de deteccion propios. Sus efectos son

notables y deseables para el sabor de hortalizas, productos licteos, camnes, aves, pescados y alimentos

-
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marmos. La omitina (Om) y el cido gama-aminobutirico son productos de la descarboxilacién del
acido glutamico (Fennema, 1993).

Ormnitina : Partigipa en la sintesis de enlaces protefna-prolina (Barrett, 1985). Compuesto
anticolesterolémico usado en el tratamiento de hiperamonemia (Chapman, 1994). Homélogo inferior
siguiente de la lisina, no es utilizado para formacién de proteinas. La arginina, omitina y citrulina son
aminoacidos no indispensables que intervienen en la sintesis de la urea en el higado (Krause y
Hunscher, 1975). Puede originarse por transaminacion a partir del semialdehido y-ghitamico, seguida
de Ia desacilacién o transferencia de un grupo acetilo al dcido glutimico (Mahler y Cordes, 1971).

Cuando hay una extensa pérdida funcional del higado o una degeneracion hepatica se produce
una dismimucién en la capacidad de eliminacion de amoniaco; la cual es mejorada por administracion
de glutamato u omitina que aceleran la velocidad de dicha eliminacion (Mcgilvery, 1972).

Acido gama-aminobutirico : En el cerebro es un posible mediador de la actividad cerebral

(Laguna, 1967). Componente de tejidos vegetales y del cerebro de mamiferos, algunos anfibios y aves
(Mabhler y Cordes, 1971).

Es una sustancia transmisora inhibitoria que es metabolizada en forma de acido succinico;
ademas es un transmisor sindptico para neuronas inhibitorias (Staunton y col., 1969).

Las células nerviosas se comunican unas con otras usando como sustancias quimicas

transmisoras a algunos aminoacidos [como acido y-aminobutirico (GABA), glicina, ac. glutamico
y acido aspartico], pudiendo actuar como transmisores inhibitorios o excitatorios en diferentes
regiones cerebrales (Ratenbury, 1981).
b. Analisis : La estimacion cuantitativa de la proteina puede ser determinada por varios métodos:
determinaciones colorimétricas y de densidad dptica, las cuales son bastantes inciertas; la wltima
debido a que el contenido en triptéfano y tirosina, de los que dependen los valores de absorbancia de
las proporciones proteicas, varian mucho de unas proteinas a otras.

Un método de determinacion de proteinas mas seguro, pero también mas complicado, es el
que se basa en la estimacién cuantitativa del nitrogeno proteico. El analisis se realiza convirtiendo el
nitrégeno proteico en amoniaco mediante la digestion de la proteina por 4cido sulfitrico concentrado
en presencia de un catalizador, después el amoniaco formado se separa entonces de la proteina
digerida por destilacién en corriente de vapor; se titula o se le adiciona reactivo de Nessler, que

permita determinar el amoniaco colorimétricamente.

<
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La reaccién de biuret puede utilizarse también en la estimacién cuantitativa de la
concentracién proteica, puesto que detecta los enlaces peptidicos. En la mayor parte de las proteinas
1a frecuencia con que aparecen enlaces peptidicos, por gramo de las priméras, viene a ser la misma.

Entre otros métodos esta la determinacién de los indices de refraccion, la estimacién de la
turbidez tras su precipitacion con acido tricloroacético, etc. (Ma]iler y Cordes, 1971).

La determinacién exacta de la composicién en aminoacidos de las proteinas es de gran interés
para caracterizarlas, comprender su estructura y su funcién. Consta de dos etapas: hidrélisis de la
proteina obteniendo los aminoacidos que la constituyen y estimacién cuantitativa de los productos
de la hidrdlisis.

La hidrolisis completa de las protefnas puede llevarse a cabo con acidos fuertes, bases fuertes
6 con enzimas proteoliticas. En el caso de una hidrdlisis acida se emplea acido clorhidrico 6 N'y
generalmente dicha hidrolisis se lleva a cabo en tubos cerrados al vacio y sometidos a temperaturas
de 110 °C durante periodos de tiempo comprendidos entre 12 y 96 horas, después de la cual se
elimina el exceso de acido. En estas condiciones los enlaces peptidicos se hidrolizan
cuantitativamente, dando los correspondientes clorhidratos de aminoacidos (la liberacion completa
de la valina, leucina e isoleucina requiere tiempos de hidrélisis mas largos).

De los aminoacidos normalmente existentes en las proteinas, el triptofano se destruye en su
totalidad mediante este tratamiento y la serina y treonina sufren pequefias pérdidas, lo que obliga a
determinadas correcciones. Los aminoz";cidos asi obtenidos no sufren racemizacion. Los aminoacidos
de ]a mezcla se pueden poner de manifiesto por diferentes técnicas. Una de las técnicas mas antiguas
consiste en esterificar los grupos carboxilicos con metanol y etanol y efectuar una destilacion
fraccionada de sus ésteres. Algunos aminoacidos naturales reaccionan cuantitativamente en reacciones
quimicas especificas por lo que su analisis se puede efectuar en la mezcla de aminoacidos que se
obtiene al hidrolizar la proteina. Esté procedimiento es util cuando no existen en el hidrolizado otros
compuestos que reaccionen en forma similar con otros reactivos.

También puede obtenerse una hidrolisis completa de las proteinas sometiéndolas, con
hidréxido sodico 2 - 4 N, durante 4 a 8 horas, a una temperatura de 100 °C. Esta hidrolisis tiene un
valor limitado en el anélisis rutinario porque durante este proceso se descomponen la cisteina, cistina,
serina, treonina y arginina; otros aminoacidos se destruyen parcialmente por desaminacion, y se
produce también Ia racemizacion de los aminoacidos. La principal utilidad de la hidrélisis alcalina es
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la determinacion del triptofano.

La hidrolisis total de las protefnas por accion enzimatica es muy dificil, puesto que la mayoria
de los enzimas s6lo atacan rapidamente a determinados tipos de enlaces especificos; a menudo -se
emplean combinaciones de enzimas que exigen periodos de tiempo mayores (Mahler y Cordes, 1971).

Dos métodos importantes utilizados por rutina en la quimica de las proteinas son: 1) El uso
de resinas de intercambio iénico, las cuales separan aminocidos de mezclas, dando patrones de
elucién caracteristicos bajo condiciones cuidadosamente controladas. Progresos técnicos recientes
han permitido construir analizadores automiticos de aminoacidos, empleando columnas de resinas
de intercambio iénico sobre las que se sitdan los hidrolizados de proteina; a las tres horas pueden
registrarse determinaciones cuantitativas de todos los aminoacidos presentes.

2) Otro método para cuantificar hidrolizados proteicos comprende la sintesis de derivados
estables y volatiles de los aminoacidos basicos, neutros y acidos. Estos derivados se myectan en una
aparato de cromatografia de gases; con una columna de temperatura regulada y pueden obtenerse

resultados una hora después de la inyeccion.

Reaccién de los derivados :

HCI
R-CH(NH,+)-COOH+C, H,0H =~ —  R-CH(NH;+}-COOC.H,

no volatil n-butanol seco éster n-butilico

R-CH(NH,+)-COOCH, + (F,C00),0 —  R-CH(NHCOCF,;)COOC,H,
anhidrido del acido triftluoroacetil N derivado del

trifluoroacético éster n-butilico (volatil).

(Conn y Stumpf, 1974).

La separacion cuantitativa y la valoracién de cada amino4cido en una mezcla compleja, como
lo seria el hidrolizado de una proteina, constituye un problema cuando se ataca por los métodos
clasicos de separacion, tales como la precipitacion fraccionada, la cristalizacion o la destilacion. Hace
25 afios el analisis cuantitativo de un sblo aminodcido en una mezcla, podria representar varios meses
de trabajo. Hasta que los métodos cromatograficos no fueron aplicados sistematicamente al analisis
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de mezclas de los aminoacidos, no pudieron lograrse progresos significativos en el estudio detallado
de la composicién de las proteinas. Desde entonces, los métodos analiticos basados en estos
principios se han mejorado y son capaces de obtener gran velocidad, precision y sensibilidad; ademas
de que han sido automatizados.

Los métodos cromatograficos pueden aplicarse no solamen.te a la separacion, identificacion
y analisis cuantitativo de mezclas de aminoacidos, sino también de péptidos, proteinas, nucleétidos,
acidos nucléicos, lipidos ¢ hidratos de carbono.

Los principios fisicos basicos, empleados en el andlisis de los aminoacidos por métodos
cromatograficos y electroforéticos se funda en el conocimiento de Ia solubilidad relativa y de la
conducta acido-base de los distintos aminoacidos.

1) Cromatografia de reparto.- Es la separacién de mezclas a contracorriente, esencialmente
mediante el principio de distribucion, en el que se distribuye un soluto entre volimenes iguales de dos
liquidos inmisibles, la relacion de concentraciones del soluto entre las dos fases en equilibrio a una
temperatura determinada. Tiene lugar sobre granulos microscopices de una sustancia inerte, insoluble
e hidratada, como el almidon o el gel de silice, empaquetados en una columma de 10 a 100 cm.

2) Cromatografia de papel.- Sigue el mismo principio que la de reparto. Donde a un soporte
de papel se le aplica un disolvente con la mezcla de aminoacidos, los cuales ascienden por capilaridad
por éste; produciéndoce una mmititud def_ distribuciones microscopicas de los aminoécidos entre la fase
que fluye y la fase estacionaria acuosa, ligadas a las fibras de papel.

3) Cromatografia de intercambio i6nico.- En este método las moléculas de soluto se separan
basandose en las diferencias de comportamiento acido-base. Para este proceso la colunma se llena
con una resina sintética que contiene grupos cargados fijos, es decir, formada por polimeros con
grupos quimicos activos (poliestireno sulfonadas) que al ionizarse permiten hacer el intercambio por
otros iones presentes en la solucion (resinas de intercambiadores cationicos e intercambiadores
anionicos) (Lehninger, 1991; Laguna, 1967).

Los intercambiadores catiénicos que tienen grupos acidos tipo -SO3H, -COOH, o el -OH
fendlico y que son tanto mas activos cuanto mas ficilmente pierde el H', y por lo tanto intercambian
con otro catién; una resina en forma hidrogeno, cuando contiene H', se cambia a la forma sédica si
pierde el H' y capta Na*. Las resinas de intercambio aniénico tienen grupos amino, modificados o no

que actian como intercambiadores de estructuras de carga negativa. Como los aminoécidos son iones
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dipolares y la actividad de sus cargas negativas y positivas varia de acuerdo con su estructura, el
mimero de ellas, el pH en que se encuentran, etc., las resinas de intercambio (Amberlitas, Dowex -
50, etc.) han sido de gran utilidad para separarlos (Laguna, 1967).

Los aminoacidos se separan mediante columnas de intercambio cationico rellenas con
particulas sélidas de una resina de poliestireno sulfonada que se ha equilibrado previamente con una
disolucion de NaOH, para que sus grupos sulfonicos acidos se hallen totalmente cargados con Na'.
Esta forma de resina es la forma sddica; la resina puede también prepararse en forma protonizada o
forma hidrogenada, mediante un lavado con acido. A la forma sddica de la resina lavada se le afiade
una disolucién acida (pH= 3) de la mezcla de aminoacidos; a dicho pH los aminoacidos se encuentran
principalmente en forma de cationes, con carga positiva neta. Los aminoacidos cationicos tienden
a desplazar algunos de los iones sodio ligados a las particulas de resina; la cantidad de desplazamiento
variara ligeramente entre los distintos aminoacidos a causa de las pequefias diferencias en el grado
de ionizacién. A pH 3 los aminoacidos mas basicos (lisina, arginina, e histidina) se uniran a la resina
muy estrechamente por fuerzas electrostaticas y los acidos (acido glutamico y aspartico) seran los que
se unan menos. A continuacion la columma se lava con sustancias amortiguadoras de pH y fuerza
i6nica gradualmente mayores, con lo que se neutralizan progresivamente las cargas positivas de los
aminoicidos y al mismo tiempo se debilitan los enlaces salinos. A medida que se aumentan
gradualmente el pH y.la concentracién de cloruro de sodio del medio eluyente acuoso, los
aminoacidos descienden en la colum;ia a velocidades diferentes y pueden recogerse en muchas
fracciones pequetias; es decir, a medida que tiene lugar el desarrollo de la columna, los aminoacidos

acidicos son los primeros en separarse de la columma (a pH 3.1 y 30°C), luego siguen los aminoacidos

~ neutros (treonina, serina, isoleucina, etc.) y finalmente los basicos (lisina, arginina, histidina). Las

diversas fracciones pueden analizarse cuantitativamente mediante la reaccion de ninhidrina. Esta
técnica de analisis de aminoacidos fue iniciada por W. Stein y S. Moore en 1949 (Mahler y Cordes,
1971; Lehninger, 1991). Sin embargo, también pueden cuantificarse por cromatografia de gases.

4) Electroforesis sobre papel.- En este proceso se coloca una gota de una disolucion de la
mezcla de aminoacidos sobre una hoja de papel filtro adecuada, la cual se humedece con un
amortiguadora de pH adecuado. Los extremos de la hoja se sumergen en los recipientes que
contienen los electrodos y se aplica un campo eléctrico.

El conocimiento de las propiedades 4cido-basicas de los aminoacidos permiten seleccionar
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las condiciones de tal modo que se logre la separacion de cualquier mezcla de aminodcidos
(Lehninger, 1991).

Todos los amino4cidos poseen, por lo menos, dos grupos que estan implicados en Ias
relaciones protoliticas en soliciones acuosas. El grupo «-carboxilo de los aminoacidos se caracteriza
por un valor de pka que varia entre 2 y 3. El grupo a-amino se caracteriza por un pka (icido
conjugado), proximo a 10. Por lo tanto, a valores de pH comprendidos entre 4 y 9 el aminoacido se
presentara como un ion dipolar o en forma zwitterionica, estando disociado el grupo carboxilo y sin
disociar el amino. A lo largo de este intervalo de pH, existe un valor llamado punto isoeléctrico (pI)
que carece incluso de carga neta.

Las cadenas laterales de varios aminoéacidos, como el 4cido aspartico, acido glutamico, lisina,
histidina, arginina, cisteina y tirosina tienen propiedades claramente acidas o basicas. Las estructuras
isoeléctricas de estos aminoacidos varian de acuerdo con el caracter basico o acido del grupo de la
cadena lateral.

Las estructuras iénicas dipolares de los aminoacidos son suficientes para explicarnos muchas
de sus propiedades, como: una solubilidad en agua relativamente grande; escasa solubilidad en
solventes organicos; momentos dipolos grandes, y puntos de fusion elevados. Esta ultima propiedad
se debe quiza a atracciones electrostaticas significativas entre grupos de la red cristalina distintamente
cargados (Mahler y Cordes, 1971).

6. ACIDOS GRASOS

a. Importancia de los acidos grasos : Los acidos grasos son todos los acidos alifaticos
monocarboxilicos que pueda ser liberado mediante hidrolisis de cualquief producto que lo contenga.
Se dividen en saturados (acido palmitico, miristico, estearico y araquidico) e insaturados (acido
palmitoleico, oléico, linoléico, linolénico y araquidénico). Los acidos grasos esenciales son el dcido
oléico y linoléico (Fennema, 1993). Los acidos grasos libres constituyen habitualmente la reserva
lipidica de los tejidos. Aportan 9.2 kcal/g (Chapman, 1973).

Desde hace algiin tiempo, se sabe que los acidos grasos (linoleico, linolénico y araquidénico)
son esenciales para la vida de los animales, necesarios para el crecimiento, tienen importantes papeles
en el transporte de grasas y en su metabolismo, en el mantenimiento de su funcion y de la integridad

de las membranas celulares. También son parte de los acidos grasos que esterifican al colesterol y de
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los fosfolipidos de las lipoproteinas del plasma y de las lipoproteinas de las mitocondrias. Algunas
especies animales no pueden existir sin un aporte de acido linoléico en la dieta. Se ha demostrado que
esté 4cido es indispensable en la dieta de los infantes, ademas se ha encontrado que puede prevenir
o curar una dermatitis caracteristica (eccema). Cantidades excesivas de acidos polinsaturados se ha
observado que reducen el nivel de vitamina E en los tejidos animales hasta un-nivel peligrosamente
bajo (Krause y Hunscher, 1975). El 4cido linoléico favorece el crecimiento y la salud de la piel; no
es sintetizable en el organismo (Scheider, 1983).

Los acidos grasos esenciales intervienen en la sintesis de compuestos analogos a las hormonas
(prostaglandinas), que se encuentran en los tejidos amimales, particularmente en las glandulas
vesiculares de la oveja y en el liquido seminal de la oveja y del hombre, y que son poseedoras de
importantes propiedades fisiologicas (como en la regulacion de la presion sanguinea, ritmo cardiaco,
lipOlisis y actividad del sistema nervioso central) (Chapman, 1973 ; Krause y Hunscher, 1975).

De la misma forma, ha sido demostrado que el acido araquidonico se transforma mediante un
sistema de enzimas en prostaglandinas. Algunas investigaciones han concluido que el acido estearico,
acido laurico, acido miristico y 4cido palmitico son agentes hipercolesterolémico (Fennema, 1993).
b. Analisis : En una grasa natural existen, entre los glicéridos, todas las variantes en las que se
pueden sustituir los grupos del glicerol con una, dos o tres combinaciones de diversos acidos grasos,
saturados o con distintos grados de insaturacion. Por estas razones, se estudian los lipidos atendiendo
a algunas de sus propiedades generale; que representan el promedio de caracteristicas derivadas de
la composicion de la grasa en estudio (Laguna, 1967).

Los ultimos avances en las técnicas analiticas de separaciéon han permitido conocer la
composicion detallada de los lipidos que constituyen los tejidos animales y vegetales. Como cada
tejido puede tener diversas clases de lipidos, el analisis no puede realizarse por medios directos. La
extraccion de los lipidos suele hacerse con un disolvente adecuado (Chapman, 1973).

Los fo sfolipidos y lipidos polares pueden estar enlazados a proteinas, por lo que deben de
utilizarse en estos casos solventes tales como metanol, etanol o acetona, que puedan romper dichos
enlaces. Los sistemas etanol caliente-éter y cloroformo-metanol son muy utilizados para la extraccion
de los lipidos; el algoﬁol seca los tejidos, desnaturaliza las proteinas y facilita el proceso de extraccion.
Una vez terminada la extraccion, el disolvente puede eliminarse por evaporacion al vacio (Laguna,

1967; Chapman, 1973).

‘
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Muchos de los pasos analiticos en el fraccionamiento de una mezcla de lipidos se basan en las
diferentes solubilidades de éstos en los solventes organicos. La acetona fiia precipita los fosfolipidos,
los que, a su vez, se distinguen entre si por su solubilidad en cloroformo, alcohol, etc.

Una divisién importante de los lipidos es la que distingue entre el material saponificable y el
no saponificable. En el material o fraccion saponificable se consideran las sustancias que después de
la saponificacion, con NaOH o KOH, son solubles en agua e insolubles en los solventes de las grasas;
entre éstas estan los acidos grasos y el acido glicerofosforico, que forma sales solubles de sodio o
potasio, el glicerol, la colina , la etanolamina, etc. La fracciéon no saponificable esta formada
principalmente por sustancias asociadas a los lipidos, o sea los esteroles, los carotenoides, etc. Los
acidos grasos saponificados, al ser acidificados, se convierten en 4cidos grasos insolubles en agua,
lo que permite aislarlos para hacer un analisis directo (Laguna, 1967).

Los procedimientos precisos para el analisis cuantitativo de la composicion lipidica exigen el
minimo manejo de los extractos lipidicos, para evitar su descomposicién y contaminacion (Chapman,
1973).

La introduccion de diversas técnicas para el analisis de los lipidos, principalmente
cromatograficas ( en columna, en capa delgada y la mas reciente de fase gaseosa) han cambiado el
panorama de su estudio. A pesar de estos avances, el analisis de los lipidos es aan muy dificil, pues
las formas naturales son mezclas van‘a'bleS de diversos componentes.

En la cromatografia en colu.mx;a se utilizan como soporte al silice, al que se fijan los lipidos;
su extraccion se lleva a cabo con solventes de la polaridad requerida; por ejemplo el cloroformo de
escasa polaridad extrae lipidos poco polares (grasas neutras) fijados por el acido de la columna y por
el contrario, el metanol, muy polar, puede extraer los diversos fosfolipidos, de caracter muy polar.

La cromatografia en papel con distintas mezclas de solventes ha sido de gran utilidad para la
identificacién de los principales componentes de las mezclas lipidicas.

La cromatografia de gases ha revolucionado el estudio de los lipidos y, en general, de
cualquier sustancia volatil. El aparato se basa en la introduccion , en una columna adecuada, de un
material que puede gasificarse y volatilizarse. La columna est4d empacada con un soporte (tierra de
diatomeas, ladrillo refractario, gel de silice, etc.) cubierta por un liquido no volatil (aceites de silicona,
poliésteres de elevado peso molecular, etc.) que actiia como adsorbente del mteﬁal a analizar. La

separacion, de hecho, se establece entre la fase liquida y el gas que pasa por la columna y*que arrastra
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mis facilmente a las sustancias mientras menos se disuelven en dicha fase liquida. Para esto, s¢
calienta la columna, alrededor de 200°C, y se hace pasar por ella un gas inerte (helio, nitrégeno, etc.)
que debe arrastrar las sustancias gasificadas. Las sustancias por separarse (que en.el caso de los
acidos grasos son habitualmente sus ésteres metilicos) se volatilizan con mas 0 menos facilidad de
acuerdo con su coeficiente de particion entre la fase gaseosa'y la fase liquida; los componentes con
menos afinidad por Ia fase estacionaria se mueven mas aprisa en la columna y salen mAas pronto por
el otro extremo. El gas acarreador pasa, por fin, aun sistema que traduce la presencia de la sustancia
volatilizada en un registrador adecuado.

El empleo de la cromatografia de gases, método analitico de gran utilidad para el anélisis de
los lipidos ha revolucionado otras areas de la tecnologia, como la del estudio de olores y sabores, de
mezclas de gases y, en principio, de cualquier sustancia que pueda gasificarse; asi, existen métodos
para convertir compuestos no volatiles en sus derivados volatiles correspondientes que se analizan
en el cromatégrafo. La sensibilidad del método es tan grande que puede registrar hasta 1pg de una
sustancia, que se grafica como un pico bien definido en el cromatograma (Laguna, 1967).

El anélisis de los 4cidos grasos que existen en las moléculas lipidicas suele hacerse preparando
los ésteres metilicos y sometiéndolos a cromatografia gas-liquido. La cantidad de la muestra requerida
es pequefia, de 0.5 a 30 pg. Los solidos se introducen ya sea en solucién o fundidos, utilizandose una
gran variedad de detectores. La distribucion de los 4cidos grasos en el cerebro, mitocondria,
microsomas, lipoproteinas del suero defhigado, insectos y muchos otros sistemas lipidicos, han sido

analizados por este método (Chapman, 1973).
E.CROMATOGRAFIA

La cromatografia puede definirse como la técnica de separacién de una mezcla de solutos,
basindose esta separacion en la diferente velocidad con que se nueve cada uno de los solutos a traveés
de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento. Es una técnica tan importante en
la quimica inorganica como en la organica (Abbott y Andrews, 1973).

La cromatografia de gases (CG) es particularmente apropiada para la sep aracion de gasesy
liquidos volatiles o solidos en estado gaseoso, para ello es posible calentar la muestra inyectada y
realizar asi el analisis de sélidos o liquidos, sin embargo de todos modos esto resulta una limitante
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al método. Solo es posible analizar por CG aquellos compuestos que pueden ser volatilizados en
condiciones de operacion de los equipos; a pesar de ello, el mimero de compuestos que pueden ser
analizados por CG es enorme.

El principio bajo el cual operan la CG es Ia afinidad de dos compuestos (sea esta solubilidad,
adsorcién o absorcion). En el caso de la CG uno de los compuestos se encuentra inmovilizado en un
lecho fijo (fase estacionaria) y puede ser un sélido o un liquido soportado sobre un sélido nerte, el
otro compuesto se desplaza sobre la fase estacionaria arrastrado por una corriente de un gas (fase
mé6vil). El compuesto en la fase mévil interacciona con la fase estacionaria adsorbiendose, para un
instante después desorberse, estableciendo asi un equilibrio adsorcion-desorcion; sin embargo el
momento que el compuesto en la fase mévil, pasa adsorbido en la fase estacionaria, hace que su viaje
se retrase con respecto al frente del gas portador. Si se establecen varios de estos equilibrios a lo
largo del trayecto, el retraso del compuesto en la fase mévil sera considerable.

Cuando se tiene una mezcla de dos componentes, que poseen una afinidad diferente por una
misma fase estacionaria, cada uno establecera con esta, un equilibrio diferente y por lo tanto el retraso
de cada uno. Si el largo del lecho es lo suficientemente grande, después de un cierto tiempo ( mimero
de equilibrios que se pueden establecer) se habra logrado la separacion total de los dos componentes.

De igual forma, cuando la mezcla esta constituida por mas de dos componentes, cada uno de
ellos establecera un mecanismo de retencion diferente ante una misma fase (selectividad), lo que
permitira su separacion. Resulta evidente que mientras mas compleja sea la muestra, mas dificil sera
encontrar una fase estacionaria que presente una selectividad distinta para cada uno de los
compuestos de la mezcla. Sin embargo existen muchos campuestos, que se emplean como fases
liquidas, entre los cuales se puede escoger aquél que permita la mejor separacion. Quizas el mayor
problema para realizar un buen analisis por CG, es la adecuada seleccion de la fase estacionaria y
existen varias formas de realizar esto, sin embargo una buena opcion seria la regla de "lo similar
disuelve a lo similar”. Esto significa si los componentes a separar son polares se escogera para
separarlos una fase estacionaria polar.

En funcién de lo anterior, podemos decir que la CG requiere de un equipo que debera
contener un elemento que permita soportar un compuesto inmovilizado y a su vez permita el paso
de una corriente de gas por €l; éste es la columna cromatografica y es el elemento principal de la CG
(Gomez Ruiz y Garcia, 1989).
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Ademas, presenta una fase movil que esta integrada por la mezcla a resolver y, en la mayoria
de los casos, por un gas no retenible o inerte adicional (gas portador); tales como nitrogeno,
hidrégeno, dibxido de carbono, argén o helio, que sirve para llevar en si 0 para empujar la mezcla y
los componentes después de su separacién. De una fase estacionaria que puede ser un sélido (Storch
de Garcia, 1968).

La cantidad de muestra que se debe introducir depende de la naturaleza de la misma, del
tamafio de la columna y del tipo de detector; pero, generalmente, en la cromatografia de gases se
utilizan muestras pequefias. Los volimenes de muestra varian entre 0.1 y 10 pl para gases 'y liquidos,
y fracciones de miligramos. Una dificultad que existe con las sustancias relativamente no volatiles,
es el peligro de condensacion de la muestra en el punto de imyeccién o a la salida de la columma. Esto
se soslaya asegurando que la muestra se evapore ripidamente en la entrada. Lo més usual es calentar
la entrada y la salida con una resistencia eléctrica. Por lo general es suficiente una temperatura de
unos 50 °C por debajo del punto de ebullicion del componente menos volatil. Muchas muestras no
se analizan directamente, sino que primero se transforman en sustancias volatiles. Por ejemplo, los
4cidos grasos se transforman en sus éteres metilicos respectivos (Abbott y Andrews, 1973).

La separacién de los componentes de la mezcla a resolver se realiza en el tiempo, en la
cromatografia de gases, emergiendo de la columna por separado. A la salida de la columna
cromatografica se encuentra un dispositivo de analisis o uno de recoleccion, capaces de realizar sus
funciones respectivas también en el tigmpo (llamado detector).

La cromatografia analitica directa realiza el analisis de los componentes resueltos por la
columna haciéndolos pasar por un detector apropiado que,‘midiendo una propiedad del gas que lo
a traviesa, proporciona alguna respuesta o sefial indicadora de la concentracion del componente que
en un momento dado pase arrastrando por el gas portador.

En el aspecto cuantitativo el detector mide la concentraciéon de cada componente en el gas
portador, o bien la cantidad del mismo a lo largo del tiempo, proporcionando una sefial, determinada
en su magnitud por tal concentracion o tal cantidad; es decir, indica los momentos de emersion de
los componentes y proporciona una indicacion cuantitativa de los mismos. La accién del detector se
traduce en una sefial de tipo eléctrico, que posteriormente se amplificard e interpretara mediante un
registrador grafico o un mtegrador, que pondran de manifiesto los aspectos cualitativo y cuantitativo
de dicha sefial.
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Considerando el destino posterior que se dé a los componentes detectados (bien para su
analisis posterior, bien con fines preparativos), los detectores se clasifican en destructores o no
destructores, segin se consuma o no el componente al realizar la deteccion del mismo. O bien al
poner de manifiesto el componente que en un momento dado analizan, éstos se clasifican en
instantaneos o diferenciales y acumulativos o integrales (Storch de Garcia, 1968).

Como las condiciones de separacion en muchos cromatdgrafos son reproducibles, es posible
convertir directamente las areas descritas por los picos de un cromatograma en medidas cuantitativas,
comparandolas sencillamente con grificos estandar del compuesto apropiado (Abbott y Andrews,
1973).

La principal desventaja de los equipos de CG es la identificacién cualitativa de los
componentes que logra separar, ya que esta no es absoluta y tan solo tiene como parametros el
tiempo de retencion (tr), las caracteristicas de operacién y la fase estacionaria. En esta situacién no
es dificil imaginar que pueden existir mis de dos compuestos que en una columna dada y a ciertas
condiciones de operacion, tengan el mismo tr.

Conuinmente la identificacién por CG se hace midiendo los tr y comparandolos con los tr de
compuestos conocidos (patrones), o bien compuestos "puros”. Aiun procediendo en la forma antes
descrita, la identificacién no puede ser absoluta y es por ello que se requiere de técnicas

espectroscopicas ( UV, IR, RMN y EM ) para su realizacion (Gémez Ruiz y Garcia, 1989).
F. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (EM), es una metodologia espectrométrica en la cual se generan
espectros caracteristicos y unicos para las moléculas de distintos compuestos.

El principio bajo el cual operan los EM es el de promover la ionizacion de las moléculas de
un compuesto y posteriormente separar y cuantificar los distintos iones que se han producido.

Cuando a una molécula la hacemos interactuar con una fuente de alta energia (ca. 70 eV)
provocamos la salida de un electrén del orbital molecular, con ello se genera un ion que denominamos
ion molecular; si el ion queda con un exceso de energia que no es capaz de estabilizar, se fragmenta
expulsando un fragmento neutro y formando un ion fragmento de menor masa, si el ion fragmentado

ain posee un exceso de energia que no pueda estabilizar, éste continuara fragmentindose, expulsando
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més fragmentos neutros y produciendo jones d¢ masas cada vez menores, cuando en un espectro de
masas se puede definir uno de estos procesos, se le denomina “mecanismo de ﬁagnpntacién".

Cualquiera de los iones formados puede seguir distintos mecanismos de fragmentacion y ésto,
tan solo depende de la cantidad de energia que recibi6 la molécula durante la ionizacion, todos los
mecanismos de fragmentacién que pueda seguir una molécula constituyen un patrén de fragmentacion
y este es caracteristico y inico para una molécula.

Los procesos en EM son unimoleculares, consecutivos y competitivos, esto quiere decir que
cada molécula de un compuesto se comportara en una forma distinta ¢ independiente de las demas.

En la jonizacién, cada molécula podra adquirir una energia diferente que la conducira, a través
de diferentes mecanismos de fragmentacién, produciendo diferentes iones; sin embargo para un
compuesto determinado existirdn ciertas estructuras iénicas que son mas estables y que por lo tanto
generan jones fragmentados preferentes. Esto da lugar a la fragmentacion de un mayor nimero de
iones de una masa determinada.

Los EM estan disefiados para separar los iones de distinta masa que se producen en la
ionizacién segun su relacién masa a carga (m/z); sin embargo la mayoria de los iones producidos en
este tipo de ionizacién se forman con una sola carga (z=1), por lo que la relacién masa a carga es
igual a la masa y se tiene una resolucién masica. El otro valor que registran los EM, es el del niumero
de iones de un mismo valor m/z que se generan y se define como la intensidad de las sefiales, el valor
de intensidad esta en relacion direct; con la estabilidad del ion formado y esto es un reflejo de la
estructura del mismo. Una sefial intensa debe corresponder a un ion estable, lo que a su vez implica
una estructura estable. ‘

El EM esta constituido de una fuente de produccion de iones y un separador de iones por su
relacion m/z, un detector o multiplicador de iones que permita registrar los iones, su intensidad, y un
registrador (oscilografo u osciloscopio); en equipos modemos es suplido por ordenadores. 1) Un
sistema de vacio que impide que los iones sufran cambio (1 X 10-6 a 1 X 10-7 torr de vacio). 2) Una
cdmara de ionizacién, donde de una buena ionizacién depende un buen espectro. La cdmara es
activada por impacto electronico en la que fluyen las moléculas de muestra gasificada y dentro de
ella, interaccionan con una haz de electrones, producido por el paso de corriente a través de una
fragmento de renio o tungsteno, Ia energia de los electrones se establece por la diferencia de potencial

en el filamento; el sistema Optico (repeladores, acelerador, etc.) logra expulsar y acelerar a los iones

A

30



producidos. 3) Introduccién de muestras. 4) Separador méisico o analizador (magnéticos y filtros
cuadrupolares), el cual separa el haz idnico en todos sus componentes segun se relacion m/z.

El espectro de masas de un compuesto puro, es una gréfica que contiene una serie de sefiales
en un sistema de dos ejes uno de m/z y otro de intensidad; y el mimero de sefiales en teoria seria una
por cada unidad de masa que la molécula posea. Sin embargo no todas las seiiales poseen la misma
intensidad y un buen nimero de ellas es muy pequeiia.

Los espectros con los que se realiza la interpretacién estin normalizados, la cual toma la
intensidad del pico mas grande se le asigna el valor de 100% (ion padre) y las demas sefiales se

refieren a éL, descartando las sefiales menores a un determinado valor (Gémez Ruiz y Garcia Osuna,

1989).
G. CROMATOGRAFIA DE GASES / ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC / EM)

El sistema acoplado CG / EM conjunta dos de las herramientas mas poderosas para el anlisis
de compuestos organicos. Bien pudiera pensarse que con el acoplamiento tan sélo se tiene eso, dos
instrumentos juntos; sin embargo, lo que se ha conseguido es el desarrollo de una nueva metodologia,
mucho més poderosa, que permite ahora realizar analisis que antes resultaban imposibles de resolver.

En la actualidad los sistemas CS}/ EM se encuentran ampliamente difundidos a nivel mundial,
de hecho, son varios los sistemas internacionales que la incluyen como una metodologia de rutina
para la realizacion de algunos ensayos. Esta nueva metodologia, ha encontrado aplicacion en los mas
diversos campos como pueden ser los de proceso industriales de productos quimicos, petroquimicos
y farmacéuticos, en las ciencias de la salud especificamente en toxicologia y farmacologia, etc. En
México, el uso de estos equipos comienza ya a difundirse y no es dificil imaginar que en algunos afios
estos sean equipos de uso tan generalizado, como lo es ahora el cromatografo de gases.

Un aspecto importante es el que este tipo de instrumentos se encuentran acoplados también
a modernos equipos de computo y no tan sélo como una respuesta a la modernidad, sino que son en
realidad una necesidad instrumental.

La CG es una importante herramienta para separar y cuantificar mezclas complejas, pero deja
mucho que desear en cuanto a la identificacion de los compuestos que logra separar.

La EM es una importante metodologia para la identificacion de compuestos, sin embargo con
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ella no es posible el analisis de mezclas.

Como se ve ambas técnicas resultan complementarias, una permite la separacién de mezclas
pero no su identificacion, la otra permite la identificacién pero no es capaz de operar con mezclas.
El problema es que mientras el CG opera con la presion de salida de 1 atm, el EM no puede operar
a presiones por arriba de 1 X 10-5 torr. El gas portador usado en el CG/EM es el helio con un flujo
méaximo de tolerancia de 0.1 a 2 cc/min (Stock y Rice, 1974).

El resultado de este acoplamiento ha dado como resultado una herramienta analitica de
compuestos organicos, con ella se realizan ficilmente analisis que antes requerian de mucho tiempo,
grandes cantidades de muestra y mucha paciencia, y ain mas, se pueden realizar anilisis que antes

" eran imposibles. Por otro lado esta demostrado que con el acoplamiento de equipos los niveles de
sensibilidad se incrementan notablemente. La principal ventaja de los equipos CG / EM radica en el
poder identificar y cuantificar los componentes de una mezcla compleja, en un corto tiempo y con
cantidades muy pequefias de muestra.

A pesar dé que la técnica es reciente, se han desarrollado muchas modificaciones y opciones
que han hecho de ella una herramienta por demas completa; como es el caso de técnicas de captura
de datos que han permitido alcanzar niveles de deteccién sumamente bajos, como es la técnica de
monitoreo seiectivo de iones. En esta técnica en lugar de obtener espectros completos para su
identificacién, a través del ordenador se controla el EM para que solo registre ciertos iones
previamente seleccionados, estos ioﬁ'es deben ser caracteristicos de un compuesto o grupo de
compuestos con ello, s6lo se obtiene el registro de él o los compuestos que generan dicha seiial

Otra posibilidad analitica que se tiene para los Cé / EM es la de acoplar una fuente de
ionizacién quimica (CI). Dado que la energia de ionizacién (EI), es muy alta, existen un buen niimero
de compuestos que no generan un ion molecular detectable por ser poco estable. Debido a la gran
importancia de registrar el ién molecular para poder interpretar un espectro; se disefio esta fuente,
que permite obtener una ionizacion menos enérgica, con lo que se evita la fragmentacion excesiva y
por consiguniente se logra un aumento en la intensidad del ion molecular que nos proporciona

informacién sobre el peso molecular del compuesto de interés (Gomez Ruiz y Garcia, 1989).
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IV. OBJETIVOS Y METAS.

A. OBJETIVO GENERAL
Analizar Ia calidad nutricional de algunas especies de hongos comestibles silvestres del Estado
de Querétaro, mediante analisis quimicos proximales.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar los analisis quimicos proximales de cuatro diferentes hongos comestibles silvestres,
colectados de Laguna de Servin, municipio de Amealco, Querétaro.

* Identificar y cuantificar los aminoacidos de origen proteico por el método Picotag
(picomoles de muestra) de los cuatro hongos comestibles silvestres colectados.

* Caracterizar y cuantificar los aminoacidos libres de los cuatro hongos comestibles silvestres
colectados.

* Determinar y cuantificar de acidos grasos totales de los cuatro hongos comestibles silvestres

colectados.

C. METAS

- Tratar de comprobar, si existen diferencias en la calidad nutricional entre las especies
analizadas, basindose en la cuantificacién de lipidos, aminocidos, humedad, fibra dietética, proteina,
cenizas y acidos grasos. ‘

- Sugerir en base a su valor nutricional, su posible utilizacién en procesos alimenticios, ya sea
a través de su consumo directo 6 mediante la utilizacién de métodos biotecnologicos y

agroindustriales.
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V. MATERIALES Y METODOS.

A. MATERIAL Y EQUIPO

Hongos colectados en Laguna de Servin : Amanita rubescens, Boletus frostii, Lactarius indigo y
Ramaria flava.

Acetona (Mallinckrodt A.R. Spectrar).

HCI (Producto quimico Monterrey S.A. Reactivo analitico).

Acido Sulfiirico (Baker analyzed reactivo).

Acido heptadecanoico (metil éster) Estandar interno (Grado 1 SIGMA).
Agua destilada. Agua desionizada.

Alfa-amilasa (Tipo VI-B # A-3176 pancreas de cerdo SIGMA chemical).
Anhidrido triftuoracético (SIGMA grado reactivo).

Arena acida (Mesh estandar, arena de Ottawa).

Borato de sodio (Baker analyzed reactivo).

Cloroformo (Baker analyzed reactivo).

Cloruro de acetilo (SIGMA grado reactivo).

Cloruro de calcio (Baker analyzed reactivo).

Diclorometano (Fisher chemical).

Fosfato de sodio dibasico (Baker anaiyzed reactivo).

Hexano (Baker analyzed reactivo) y (Mallinckrodt A.R. ).

Hidroxido de amonio (Grado analytical. Mallinckrodt A.R.).

Hidréxido de sodio (Producto quimico Monterrey S.A. Reactivo analitico).
Isoctano (Certified A.C.S. Fisher chemical scientific).

KJELTABS, 3.5 g de sulfato de potasio y 0.4 g de sulfato de cobre
Lauril sulfato de sodio (SIGMA grado reactivo).

Metanol (Baker analyzed reactivo).

Monofosfato de potasio (Grado analytical. Mallinckrodt A.R. ).
Nitrogeno

Norvalina L- (Aldrich 99% SIGMA).

Octanol (Kabo Lab A.B. Antiespumante).
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/
/

Sulfato de sodio (Baker anllyzed reactivo).

Tolueno (Baker analyzed réactivo).

Trifluoruro de boro (SIGMA).

Biblioteca de cromatogramas (sistema computacional, Hewlett Packard 486/33VL).
Cartuchos para extraccién (24.5 mm X 26 mm X 60 mm).

Centrifuga (Andreas Hettich Universal 3000rpm).

Crisoles de porcelana.

Cromatdgrafo de gases 5890 (Hewlett Packard serie II).

Detector Selectivo de Masas (serie 5972 de impacto electrénico, Deskjet 500, Vectra 486/33VL).
Estufa (Felisa Horno de 30° a 180°C).

Extractor de calor (1010 Heat extractor).

IEC Centra-4B centrifuge.

Incubadora termoline 41900 type.

Liofilizador (155rc-x VIRTIS, The VIRTIS Company Inc., Gardiner NY 12525).
Matraz Bola (Pirex England 14/20 25 ml).

Mufla termoline (Sybron Corporation type 1500 Furnace, mufla de 0° a 1200°C).
Pesa crisol (Tecator de porosidad media).

pHmetro Chemcadet. (Model 5986-69_ pH/mV meter).

Rotavapor (Caframo VV 2000, OB 2000).

Sonicador (Benson 1200).

Sistema Fibertec (1021 cold extractor, 1010 heat extractor TECATOR).

Sistema Kjeltec (1007 digester, 1026 distilling unit. Tecator).

Sistema Soxtec (1046 service unit, 1043 extraction unit).

Sistema Soxtec HT (1044 service unit, 1043 extraction unit).

Sistema de control de temperatura (Bath and circulator model 2067 CH/P).
Tamizador (No. 35 con apertura de 500 um).

Trampa para rotavapor (Duran Schott Germany 250 ml).

Tubos de digestion.

Vortex (Génie 2).

Viales de reaccion (Pierce Alltech 2 ml).
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B. METODOS. .
1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una porcién de cada muestra fue cortada en'trocitos y puesta en charolas de aluminio y en
un recipiente para ser llevadas al ultracongelador donde se mantuvieron a una temperatura de -80°C
por un dia, después se colocaron en un Liofilizador VIRTIS 5L por 5 h durante dos dias. Cada
muestra ya liofilizada fue molida en un mortero de porcelana y puesta la muestra en frascos dmbar
para su posterior almacenamiento en desecador al vacio y -20°C.

Otras porciones de cada muestra, fueron puestas en matraces kitazato de 125 mly de 250 ml
y fueron liofilizadas a - 55°C y 60 militorr durante 48 h; molidas en morteros tratados con HC1 6 N
y tamizados, para posteriormente ser usadas para el analisis de aminoacidos y acidos grasos.

Los matraces kitazato conteniendo una muestra, fiieron usados para el anlisis de aminoacidos
tratindose previamente con HCI 6 N sumergiéndolos entre 2y 3 h; después fueron lavados con agua

destilada, metanol grado HPLC y secados en estufa.
2. DETERMINACION DE HUMEDAD Y CENIZAS

Fl anlisis de humedad y ceniz‘as se realizo de la signiente manera :

Una vez tarados los crisoles se les adicion6 aproximadamente 1 g de muestra liofilizada por
triplicado y fueron desecados en una estufa a una temperatura entre 98°y 100°C durante 5 h hasta
peso constante. Una vez desecadas las muestras y anotado el peso; se colocaron los crisoles en una
mufla a 600°C por 2 h. Se dejo enfriar la mufla hasta una temperatura de 300°C, se retiraron los
crisoles, se enfriaron en desecador y se pesaron (AOAC, 1984).

Los resultados fiieron multiplicados por 10 en vez de 100, para pasar de un resultado en peso

seco a peso fresco (Breene, 1990).

El calculo del porciento de humedad y de ceniza se realizo de la siguiente manera:

W, - W
% de humedad = ——p;’—— *100
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V.
% de Ceniza= ———1 %100
|14

donde :

W, .- Peso del crisol tarado.

W, .- Peso del crisol y muestra ya desecada.
W, .- Peso del crisol y cenizas.

W, .- Peso de la muestra liofilizada.

3. DETERMINACION DE FIBRA DIETETICA

Se siguié el método del AOAC (1990), con las siguientes modificaciones :

Una vez tarados los crisoles Gooch (tecator de porosidad media) se anota el mimero y se
pesan aproximadamente 2 g de arena acida (malla de 20 a 30 estandar, arena de Ottawa). Se anota
el peso y se le adiciona aproximadamente 1 g de muestra, ademas se realiza un control (arena + all-
bran) y un blanco (arena).

Si las muestras contienen un porcentaje mayor del 5 % de grasa, los crisoles con muestra son
colocados en un extractor frio (1021 Cold extractor) para ser lavados 3 veces con 15 ml de acetona.
Se secan las muestras desengrasadas en estufa a 103°C por 30 min y se enfrian a temperatura
ambiente. En la parte del fondo de los crisoles se les colocan tapones de plastico #7, después se les
adiciona 20 ml de solucion enzimatica y 6 ml de tolueno. Los crisoles se incuban a 37°C de 12 a 18
h.

La solucidn enzimatica se prepar6 con 1.36 g de fosfato de potasio, 100 ml de agua destilada,
se agitd y se ajust6 el pH a 7 con NaOH al 40 %, agregandose 1.7093 g de alfa-amilasa. La solucion
se centrifugd a 12000 rpm 15 min y se filtra con papel whatman #42 a temperatura de refrigeracion.

Se retiraron los tapones de los crisoles después de la incubacion y se colocaron el extractor
de calor para enjuagar de 3 a 4 veces con 15 ml de agua destilada y 3 6 4 veces con 15 ml de metanol
al vacio y con presion en caso de que se tape el crisol. Después se les agregé 100 ml de solucion
detergente. Cuando empez6 la ebullicidn se les adiciond 4 gotas de octanol (antiespumante) y se
dejaron en ebullicion 1 h; cada 15 min se les agregd de agua destilada para bajar los residuos de

muestra evitando que éstos se peguen en las paredes del sistema fibertec. Posteriormente se extrajo
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la solucién detergente con vacio y presién. Se enjuagaron 3 veces con agua destilada y con 15 ml
de metanol aplicando vacio y presién. Se retiraron los crisoles del sistema con cuidado de no
quebrarlos y se colocaron en charolas para ser secados 130°C por 30 min. Se enfriaron en desecador
y se pesaron.

La solucion detergente se preparé en 500 ml de agua destilada con 30 g de lauril sulfato de
sodio, 18.61 g de EDTA deshidratado, 6.81 g de borato de sodio decahidratado, 4.56 g de fosfato
de sodio dibasico; agitar hasta completa disolucion, ajustar a pH 7 con NaOH al 40 % y diluir a 1 It.

W, - (F, + W)

% FDm = - £ %100
% FDa * v
% FDbco= —— — 7

Wa

% de Fibra Dietética= % FDm - % FDbco

donde ;

W;.- Peso final del crisol + arena + muestra.

W, .- Peso del crisol solo.

W, .- Peso del crisol + arena.

W, .- Peso de la muestra.

% FDm .- Porciento de fibra dietética en cada muestra.
% FDbco .- Porciento de fibra dietética en blanco.

% FDa .- Porciento de fibra dietética de la arena.

4. DETERMINACION DE GRASA TOTAL

Se sigui6 el método Soxtec (AOAC, 1984), que consiste en :
La determinacion de grasa se realizo en un equipo SOXTEC, el cual const6 de una unidad

de servicio (1046 service unit), una unidad de extracciéon (1043 extraction unit) yun recirculador de
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agua como medio de enfiiamiento. Y cuyas condiciones fueron a temperatura de ebullicién de 60°C.

Se pesaron 2 g de muestra en cartuchos para extraccion (24.5 mm de didmetro interno X 26
mm de didmetro externo X 60 mm de longitud). En la unidad de extraccion se colocaron los
cartuchos y los vasos de acero inoxidable previamente tarados con 50 ml de hexano.

Para las extraccion se colocaron los cartuchos con la muestra en ebulliciéon 30 min con el
solvente y 30 min en reflujo; una vez terminado el reflujo se dejaron 10 min mas con la llave de la
unidad cerrada para recuperar el hexano. Posteriormente se retiraron los vasos y se dejaron 30 min
en la estufa a 103°C para evaporar completamente el solvente. Se sacaron y se enfriaron en

desecador. Una vez frios se volvieron a pesar.

% de Grasa = —LW—E *100

donde :

W;: Peso del vaso con la muestra.
W, : Peso del vaso tarado.
W, : Peso de la muestra.

N

5. DETERMINACION DE PROTEINA

Se siguio el método Microkjeldhal (AACC, 1983), que consiste en :

Se pesaron de 0.2 a 1 g de muestra liofilizada y molida, por triplicado. La muestra se
colocaron en tubos digestion; a cada tubo se le adicioné 10 ml de acido sulfirico concentrado y una
tableta (KJELTABS, 3.5 g de sulfato de potasio y 0.4 g de sulfato de cobre). Una carga completa de
6 tubos fueron colocados en el sistema de digestion (Digestion system 6, 1007 digester. Tecator) a
una temperatura ente 420° y 425°C ( de 7 a 8 watts) por 3 h y dentro de una campana de extraccion.
Se dejaron enfriar y se colocaron en el sistema de destilacion (KJELTEC system, 1026 distilling unit.
Tecator). El destilado recolectado en matraz de 250 ml con 25 ml de acido borico al 4 % e indicador
verde de bromocresol-rojo de metilo; fue titulado con HCI de 0.02 - 0.05 N, pasando de una

coloracion verde a rojo. Junto con las muestras se prepara un blanco de muestra con acido sulfiirico
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concentrado y una tableta; cuyo destilado también fue recolectado en acido boérico 4 % e indicador,
para su titulacion posterior.

El sistema KJELTEC const6 de un sistema de inyeccion de NaOH de 35 a 40 %, de agua
destilada, de vapor de agua, de una plataforma para el matraz recolector, tuberia de desagiie y un
destilador con refrigerante; integrados y automatizados (Manual Kjeltec, 1987).

El analisis cuantitativo se realizé de la siguiente manera :

(Vm - Vbco) (14.01) (¥ de HCI valorado
g de muestra * 10

% de Nitrégeno =

% de Proteina= % de Nitrégeno x 438

donde :

Vm .- ml gastados de HCl en la titulacién de la muestra.
Vbco .- ml gastados de HCl en la titulacién del blanco.
14.01 = Peso equivalente del nitrogeno.

Factor proteinico especifico para los hongos = 4.38.

6. CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS POR EL METODO Picotag

Se siguid el método Picotag (Waters Chromatograph Div.), que consiste en :

Se pesaron 1-1.5 mg de muestra liofilizada, macerada y tamizada; en tubos. pequefios
(marcados con lapiz de vidrio). Los tubos fueron puestos en reactiviales (nota a) por duplicado, se
les adicion6 20 pl de HC16 N con 1 % de fenol (licuado) a cada tubo y 200 pl fuera de los tubos.
Antes de la digestion, a los viales abiertos se sometieron a un vacio suave y en seguida se realizé la
adicion de N, para eliminar el agua y oxigeno que interfieren durante la hidrélisis; esto se hace de 3
a 4 veces y se termina con vacio cerrando el vial. Posteriormente los viales se dejaron a digestion a
110°C por 24 h. Una vez terminada la digestion se sacaron los reactiviales de la estacién (Picotag)
y se enfiiaron a temperatura ambiente 30 seg en campana de extraccién. Se pasaron a un desecador
de vidrio sellado al vacio con trampa en hielo seco hasta secar los vapores acidos completamente.

Después de 20 min en el desecador, los tubos limpios fueron puestos en el savat (sistema de
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centrifugacion-vacio) que consta de doble trampa de vacio con hielo seco; por 30 min. Luego los
_ tubos se colocaron en los reactiviales originales y se volvieron a poner en la estacion para un vacio
de hasta 65 militorr (nota a). Una vez conseguido el vacio se les adicion6 a cada tubo 20 pl de
reactivo de resecado (nota b) para subir el pH de la microsolucion y se agitaron perfectamente en un
vortex. Se llevaron al savat, después a la estacion para un vacio de 65 militorr. Una vez llegado al
vacio deseado, los reactiviales fueron almacenados a -4°C a refrigeracion.

Posteriormente se atemperaron los reactiviales y se les adicioné 40 ul de reactivo de
derivatizacion (nota b) en cada tubo, se agitaron en vortex y se dejaron en el savat a secar durante
30 min con vacio. Los tubos se colocaron en los reactiviales para colocarlos en la estacion y realizar
un vacio de hasta 65 militorr.

Para eliminar el exceso de reactivo de derivatizacion se adiciono 30 ul de metanol grado
HPLC, se agitan en vortex y se colocaron los tubos en el savat; este tratamiento se hace 3 veces para
asegurar la eliminacion del reactivo. Después del lavado los tubos se colocaron en los reactiviales y
se llevaron a la estacion (Picotag) para aplicarles un vacio de 65 militorr. Después del vacio los tubos
se sacaron de los reactiviales y se marcaron. Se les adicion6 20 pl de buffer muestra (nota b) para
resuspender la muestra (la muestra puede ser almacenada a -40°C antes de ser resuspendida), se
agitaron los tubos en vortex, se dejaron en reposo 20 min, se volvieron a agitar y se centrifugaron en
el savat. El sobrenadante se colocd en viales especiales que constan de espirales que amortiguan al
myector automatico. Los viales especia’i'es fueron colocados en el inyector el cual adiciona 4 pl de la

solucion para ser analizada en el HPLC Picotag (Manual Picotag. Valverde y Paredes-Lopez, 1993).

NOTAS.- a:Losreactiviales constaron de una carga completa {100 pl std hidrolizado y no
hidrolizado PIERCE, 250 pmol prolina pura, 250 pmol de amoniaco conc., un blanco y 1 mg por cada
muestra}; cada carga se realizo por duplicado, donde todos los reactivos se encuentran en tubos
pequeiios por separado.

Se aseguré que la mmestra quede en el fondo de los tubos. Para la hidrolisis se usé una
ampolleta Pierce constant boiling HCI 6 M.

Para realizar el vacio en la estacion Picotag, los reactiviales abiertos (tapon en verde) se
colocaron en la estacion donde se les burbujea nitrogeno y vacio por 4 veces terminando con vacio

y se cierra el reactivial (tapon en rojo).

<
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-b : REACTIVO DE RESECADO .- Dos partes de agua desionizada, 2 partes de
etanol grado HPLC y una parte de trietil amina (TEA); se mezcla con agitacion en vortex y se
adiciona 20 pl a cada vial con el fin de subir el pH.

REACTIVO DE DERIVATIZACION .- Consta de una parte de fenilisotiocianato (PITC), 6 partes
de etanol absoluto grado HPLC, una parte de TEA y 2 partes de agua desionizada gota a gota ; se
mezcla con agitacion en vortex y se adiciona 40 pl a cada muestra; 20 ul a prolina, estandares,

amoniacos y proteinas puras.

BUFFER DE MUESTRA .- Consta de 8 partes de buffer (142 mg de fosfato de sodio en 200 ml de
agua; se ajusta el pH a 7.3 con acido fosforico al 10 % y 10 ml de acetonitrilo) y 2 partes de metanol
grado HPLC.

Para el cromatografo HPLC Picotag se usaron dos eluyentes A (19 g de acetato de sodio
trihidratado, 0.5 ml de TEA, ajustar el pH a 6.4 con acido acético glacial y aforar a 1 It de agua.
Filtrar la solucion, a 940 ml de esta solucion mezclarla con 60 ml de acetonitrilo) y B (600 ml de
acetonitrilo y 400 ml de Milli-Q quality agua). Sonicarla en vacio por 20 seg.

7. DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS LIBRES

Se siguio el método empleado por Lizarraga (1995), que consiste en :
a. Extraccion .

Se pesaron muestras de 0.25 g de hongos liofilizados, se adicionaron 0.07 mg de norvalna
como estandar interno para la determinacién de aminoacidos. La norvalina se adicioné de una
solucion stock en HC1 0.01 N (Walton y col., 1991). Las muestras liofilizadas se almacenaron en
desecador al vacio a -20°C.

La extraccion se realizo con 4 ml de la mescla metanol:cloroformo:agua (12:5:3 v/v) (nota
1), a temperatura ambiente y con agitacién constante durante 12 h (Lazarus, 1973). En seguida se

centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min.; el primer sobrenadante se separ6 del remanente solido y

.
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fré puesto en un tubo. Este ultimo fue reextraido con 4 ml de agua desionizada por 4 h, centrifugado
bajo las condiciones anteriores y filtrado bajo vacio en un embudo Buchner y papel filtro del No. 1,
para separar el sobrenadante. Los dos sobrenadantes se juntaron (nota 2), fueron puestos en un
embudo de separacién de 125 ml, con 10 ml de cloroformo para eliminar lipidos y pigmentos apolares
(Mandeville y col.,1992). La fase acuosa se recolect6 para ser ajustada a un pH entre 2.5 y 3 con una
soluciéon de HCl 3 M, para mantener positivas las cargas de los aminoacidos. Posteriormente se
purificaron en resinas de intercambio i6nico para separar los aminoacidos y carbohidratos, ademas
de limpiar las muestras de otros contaminantes que interfieren en la derivacion (Bieliski y Turner,

1966; Redgwell, 1980).

b. Purificacion con resinas de intercambio iénico .

La purificacién de la muestra se realizd en una resina de intercambio cationico Bio-Rad grado
analitico (AG 50W-X4, 200-400 mesh) contenida en una columna de 15 cm x 2 cm de didmetro
mnterno, preparada de la siguiente manera: Dos gramos de resina himeda se mezclaron con agua
desionizada, la resina se coloco cuidadosamente en la columna para evitar la formacion de burbujas
de aire o deformaciones, sucesivamente se lavé con 10 ml de HCI 1N, 40 ml de 0.2 M NaOH y 10
ml de HCl IN, hasta que el flujo saliera transparente (Lazarus, 1973; Walton y col, 1991).
Posteriormente a la resina se le adicioné la muestra previamente acidificada, separando los
carbohidratos con 50 ml de HC10.01 N"y 10 ml de agua desionizada, y eluyendo los aminoacidos con
60 ml de NH,OH al 80% (nota 3).

Las fracciones obtenidas fueron evaporadas hasta sequedad en rotaevaporador a una
temperatura entre 45°y 55°C, y presion reducida (nota 3), se redisolvieron en 3 ml de HC1 0.01 N

y puestos en viales; se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

c. Derivacion de la muestra .

Las muestras almacenadas se atemperaron, y siendo necesario agitar con ultrasonido
(Sonicador Benson 1200) hasta homogenizar las muestras; se adicion6 una alicuota de 200 pl a viales
de reaccion 6 reactiviales, por separado. Se agregan 200 ul de diclorometano y se evapora la mezcla
azeotropica con el agua en corriente de nitrogeno a 50°C. Esta operacion se repite 3 veces para

eliminar bien el agua.
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Las muestras son esterificadas con 500 ul de agente esterificante (600 pl cloruro de acetilo
en 2 ml metanol seco (nota 4)), se reflujo nitrogeno y se sella el reactivial; después se agitan en vortex
y se colocan en un block de calentamiento (PIERCE Reacti-Therm, hesting module) a 75°C por 1 h.
Después de enfriar los reactiviales, es evaporado el exceso de agente esterificante con nitrogeno a
temperatura ambiente.

La acilacion se lleva a cabo adicionando 250 pl de TFAA (anhidrido trifluoracético) y 200
ul de diclorometano seco (nota 4), calentandolos en block de calentamiento a 75°C por 1 h. Se
enfrian y se llevan a sequedad bajo corriente de nitrogeno; finalmente se redisuelven en 100 pl de
diclorometano seco y destilado. Se inyecta un pl en el GC-EM para la caracterizacion y cuantificacion

de los aminoacidos presentes en las muestras.

NOTAS : 1.- La muestra extraida del hongo Boletus frostii (Bf), present6 un
extracto de consistencia muy viscosa y gomosa de dificil filtracion.

2.- Al juntar los dos sobrenadantes para separar la fase acuosa de la
organica se fue tornando mucilaginosa semejante a una clara de huevo color amarillo claro,
disolviéndose con el ajuste de pH.

3.- Durante la purificacion en resinas, la muestra Bf la coloreé de café
al separar los aminoacidos. De las soluci;)nes obtenidas, Rf (Ramaria flava) fue de color anaranjado,
mientras que Ar (Amanita rubescens) y Bf fueron de color amarillo-limén.

Para la evaporacion de las muestras se utilizaron una trampa de 250 ml para prevenir el
sifoneo de la muestra y un matraz bola de 25 ml, durando la operacioén 4 h por muestra. Primero la
muestra hirvié con los vapores del bafio maria, para evitar un calentamiento violento; después que
se estabiliz6 la muestra, ésta fue introducida en el bafio para su posterior sequedad.

4.- El metanol debe de estar previamente seco, esto se logra a través de un
reflejo y destilado sobre cloruro de calcio anhidro. Para la preparacion del agente esterificante,
primero se pone el metanol sobre un tubo en hielo y en una campana de extraccion antes de adicionar
gota a gota y por las paredes. El cloruro de acetilo, debido a que es muy sensible a la humedad
produce explqsiones al entrar en contacto con pequefiisimas cantidades de agua que pudiera tener el

metanol.

€
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El diclorometano utilizado es previamente reflujado y destilado sobre cloruro de calcio

anhidro.

8. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Se siguié el método empleado por Garcia (1995), que consiste en :

Se pesaron 150 mg de muestra liofilizada y molida en una licuadora, los cuales se sometieron
a extraccion de lipidos en SOXTEC (Soxtec system HT, 1043 extractor unit y 1044 service unit) con
una mezcla de solventes cloroformo:metanol (2:1 v/v) (Folch, 1957). El estandar interno (C17) se
adicion6 junto con la muestra en una cantidad de 250 pl

La extraccion se llevo a cabo a 60°C, con una ebullicion de 30 min con dedal abajo y un
reflujo de 30 min con dedal arriba. La temperatura maxima del recirculador [Bath and circulator
model 2067 CH/P temperature control system] (T de refrigeracion) fue de 3°C.

El extracto obtenido fue aforado a 5 ml (nota 1), después se toma una alicuota de 150 uldel
extracto crudo para derivar (hidrélisis:metilesterificacion) y ser puestos en viales de reaccion. A
dichos viales se les adicion6 100 pl de diclorometano seco (nota 1) y 1 ml de NaOH-metanol al 0.5
N; fueron sometidos a calentamiento a 90°C por 10 min en un block de calentamiento (PIERCE
Reacti-Therm, hesting module). Una’:vez frios, se les adicioné 1 ml de BF; (reactivo sensible a la
humedad y de ripida evaporaci6én) y se volvieron a calentar a 90°C durante 10 min. Los reactiviales
se enfriaron ¥ se verti6 todo el contenido (nota 1) a tubos de ensaye.

Al extracto derivatizado se le adicioné 1 ml de agua destilada y 1 ml de hexano para la
extraccion de los metilésteres. Los tubos se agitaron en vortex por 5 seg (#4) y se dejaron en reposo.
Después con una pipeta pasteur se extrajo la fase organica y se coloco en otro tubo. El extracto del
primer tubo fue lavado tres veces con 1 ml de hexano, cada uno; en cada lavado se agitd, se dej6 en
reposo y se extrajo la fase organica. Se juntaron todos los extractos en el segundo tubo y después se
les adicion6 1 ml de agua destilada. Se agitaron los tubos, se dejaron en reposo y se eliminé la parte
mas pequefia que es el agua e impurezas con una pipeta pasteur. Los tubos se desecaron con reflujo
de nitrogeno hasta 1 ml de fase organica. Posteriormente esta fase fue purificada en una columna de
15 cm X 2 cm de diametro interno con sulfato de sodio anhidro. Por dltimo la columna fue lavada

M
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