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Resumen

Pleurocollybia cibaria Singer es una seta comestible nativa de Cusco que goza de mucha
popularidad. Se expende en la fiesta de “Q’oncha Raymi” y en los mercados de la ciudad
durante la época de lluvia. Su composicion nutricional ain es poco conocida y no se ha
profundizado sobre su composicion de minerales, vitaminas y alguna propiedad funcional,
cémo su actividad antioxidante. Las setas tienen la capacidad de acumular trazas de metales,
resultando en un peligro potencial para la salud de los consumidores. Por estas razones, se
reportd la composicion nutricional, la concentracion de metales pesados y la actividad
antioxidante in vitro de P. cibaria Singer. Respecto a la composicion nutricional, la muestra
fresca contenia una alta proporcion de humedad (79.48%) y deshidratada, un alto contenido de
carbohidratos (44.44%), proteinas (23.83%), fibra (12.73%) y de los minerales Fe (30.41
mg/100 g base seca), F (2.37 mg/100 g base seca), Zn (6.77 mg/100 g base seca) y | (2.02
mg/100 g base seca). Asimismo, la muestra deshidratada tuvo un bajo contenido de grasas
(1.53%), acido ascérbico (3.27 mg/100 g base seca) y del mineral Ca (75.99 mg/100 g base
seca). Ademas, la muestra contenia bajas concentraciones de Ar (< 0.002 mg/kg base seca), Pb
(< 0.002 mg/kg base seca), Hg (< 0.001 mg/kg base seca) y Cd (< 0.0001 mg/kg base seca).
Finalmente, P. cibaria Singer presentd una actividad antioxidante in vitro eficiente (IC50 <
0.0025 mg/mL), de tal manera que puede ser considerado un alimento funcional. Nuestro
estudio aporta nueva informacion sobre la composicién nutricional, la inocuidad y la propiedad

funcional de P. cibaria Singer para que se contine promoviendo su consumo.

Palabras claves: Pleurocollybia cibaria Singer, hongos, composiciéon nutricional, metales

pesados, actividad antioxidante.



Abstract

Pleurocollybia cibaria Singer is a wild popular edible mushroom from Cusco. It is expended
at the “Q’oncha Raymi” festival and in the markets of the city of Cusco in the rainy season. Its
nutritional composition is little known and its composition of minerals, vitamins and some
functional property, such as its antioxidant activity, as well. Mushrooms accumulate traces of
metals that are potential health hazard for consumers. For these reasons, the nutritional
composition, the concentration of heavy metals and the in vitro antioxidant activity of P.
cibaria Singer were reported. Regarding the nutritional composition, fresh sample contained a
high proportion of moisture (79.48%) and dehydrated, a high content of carbohydrates
(44.44%), proteins (23.83%), and fiber (12.73%), and of minerals Fe (30.41 mg / 100 g dry
basis), F (2.37 mg / 100 g dry basis), Zn (6.77 mg/ 100 g dry basis) and | (2.02 mg /100 g dry
basis). Dehydrated sample had a low content of fat (1.53%), ascorbic acid (3.27 mg /100 g dry
base) and of the mineral Ca (75.99 mg /100 g dry base). In addition, the sample contained low
concentrations of Ar (< 0.002 mg / kg dry basis), Pb (< 0.002 mg/kg dry basis), Hg (<0.001
mg / kg dry basis) and Cd (< 0.0001 mg / kg dry basis). Finally, P. cibaria Singer had an
efficient in vitro antioxidant activity (IC50 < 0.0025 mg/mL) so it can be considered a
functional food. Our study provides new information on the nutritional composition, safety and

functional property of P. cibaria Singer to its consumption continue to be promoted.

Keywords: Pleurocollybia cibaria Singer, mushrooms, nutritional composition, heavy metals,

antioxidant activity.



I. Introducciéon

Los macro hongos o setas se han usado con fines alimenticios, medicinales y espirituales
durante la época prehispanica [1]. De esta manera, han formado parte de la identidad de
diversas culturas peruanas, tales como: Cupisnique (1200-200 AC), Paracas (800-100
AC), Moche o Mochica (100 AC-800 DC), Chimu (900-1470 DC), Pukara (1200 AC-
400 DC), Wari (700 - 1100 DC) e inca (1200-1532 DC). Por consiguiente, representaron
las especies Amanita muscaria, Calvatia cyathiformis, Morchella elata, Morchella
esculenta y las del genero Psilocybe; en ceramicas, tejidos, esculturas y aleaciones. Esta
actividad desaparecié gradualmente en la época colonial. A pesar de ello, el uso y
conocimientos sobre las setas nativas aun se conservan escasamente en algunas regiones

del Pert como Cusco y Puno [1].

La fiesta de “Q’oncha Raymi” es un festival de setas andinas que se lleva a cabo cada afio
el ultimo domingo de enero desde el afio 2005, en el Centro Poblado de Conchacalla,
distrito y provincia de Anta, departamento de Cusco. El objetivo de este festival es
conservar y transmitir el conocimiento ancestral sobre el uso de las setas en la
alimentacion [2]. Pleurocollybia cibaria Singer, también llamada “q’oncha” (vocablo
quechua que significa seta) o “seta cusquefia” es la especie mas importante y vendida en
este festival por ser nativa de Cusco [3-5]. A su vez, se expende en diferentes mercados
de dicha region. En ambos casos, solo se venden en los meses lluviosos, es decir, entre
diciembre y marzo, porque solo en este periodo las condiciones de humedad favorecen su
desarrollo [3]. A comparacién de otras setas, P. cibaria Singer es la més valorada y
consumida por los cusquefios no solo por su importancia cultural, sino debido a su
delicioso sabor; mas no; por un efecto medicinal o nutracéutico. Por ello, solo es
empleada como materia prima para preparar distintos platos y bebidas, como: salsa

picante, capchi, rocoto relleno, jugo, licor, entre otros [2, 6].

Se ha evaluado la composicion nutricional de diversas especies de setas comestibles
silvestres debido a su importancia alimentaria en distintas comunidades en el mundo [7-
10]. Es asi como se ha evidenciado que aportan aminoacidos esenciales (AAES),
proteinas, carbohidratos, fibra, &cidos grasos, vitaminas, minerales y metabolitos

secundarios con actividades funcionales; en cantidades suficientes como para ser un



recurso esencial en la dieta [11]. En Turquia, se ha identificado setas silvestres como
Agaricus arvensis, Boletus edulis, entre otras que proporcionan todos los AAEs en
cantidades adecuadas para infantes entre los 2 y 5 afios de edad [12]. Mientras que en
Macedonia se han reportado setas silvestres con un alto porcentaje de proteinas (materia
seca), como Calvatia caelata y Tricholoma georgii que presentaron el mayor porcentaje
con 52.06 y 48.81%, respectivamente [13].

La tendencia de setas con un aporte adecuado de proteinas se repite en otros estudios [7-
10], por lo que su consumo permitiria cumplir los requerimientos diarios de AAEs y
proteinas. Por el contrario, una alimentacion deficiente en AAEs limita el uso de los
aminodcidos (AAs) adquiridos en la dieta que finalmente son degradados al no ser
utilizados, en consecuencia, se incrementa la deficiencia de AAs y proteinas [14].
Mientras tanto, las proteinas son necesarias para una adecuada digestion y absorcion de
otros nutrientes provenientes de la dieta, en el transporte de moléculas (vitamina A,
hierro, acidos grasos de cadena larga, colesterol en sangre), en la oxidacion de nutrientes,

acidos grasos y glucosa, entre otros [14].

Los carbohidratos son un macronutriente que generalmente se encuentra en mayor
proporcion en las setas nativas y su porcentaje varia segun la especie y su lugar de
procedencia (64.14 - 80.17%, base seca) [8]. También, proveen una cantidad importante
de fibra alimentaria (3.05 - 6.29%, base seca) y aporte energético (381.34 — 391.88
Kcal/100 g base seca) [8]. Por el contrario, su concentracion de grasas es baja (0.82 -
2.93%, base seca) [8]. Respecto a los micronutrientes, las setas son una fuente alta en
hierro (Fe), calcio (Ca), zinc (Zn), potasio (K) y vitaminas como el acido ascorbico,

niacina, tiamina, riboflavina, entre otros [7, 10].

Las setas tienen la capacidad de acumular altas concentraciones de metales pesados como
el arsénico (As), plomo (Pb), mercurio (Hg) y cadmio (Cd) que resultan peligrosos para
la salud [15, 16]. Por ello, la concentracion de estos metales esta regulada en los alimentos
[17]. Es asi como se han reportado algunas setas con altas concentraciones de estos
metales pesados, entre ellas: Tuber indicum Cooke et Massee (11.86 mg/kg de As, base
seca y 35.68 mg/kg de Cu, base seca), Russula vinosa Lindbl (10.18 mg/kg de Pb, base
seca), Tricholoma matsutake (2.88 mg/kg de Cd, base seca) y Boletus edulis (6.11 mg/kg

de Hg, base seca) en diferentes provincias de China [15, 16].



Las setas poseen moléculas bioactivas, entre ellas: compuestos fendlicos (0.33 - 1.89
9/100 g, base seca), flavonoides (0.7 - 20.2 mg/100 g, peso fresco) y acido ascérbico (0.1
- 1.8 mg/100 g, peso fresco) que ejercen una accion antioxidante, es decir, neutralizan las
especies reactivas de oxigeno (ROS) [18, 19, 20]. Las ROS son moléculas que tienen uno
0 mas electrones libres en su orbital molecular y se sintetizan a través del proceso
oxidativo para la produccion de energia y la funcién inmune [18]. Aunque las ROS son
necesarias para el buen funcionamiento celular, son potencialmente peligrosas en altas
concentraciones porque dafian las células e inducen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hepaticas, insuficiencia renal, cancer, envejecimiento
prematuro, alzhéimer, parkinson, entre otras [18, 21]. Ademas, una dieta desequilibrada,
las toxinas ambientales, la luz ultravioleta, la radiacion y los quimioterapéuticos son
algunos factores que generan grandes cantidades de ROS (estrés oxidativo) [21]. Frente
a este problema, los hongos comestibles son una alternativa ideal para contribuir a
disminuir las ROS porque poseen una actividad antioxidante adecuada incluso similar o

mayor que las frutas y verduras [18].
Planteamiento del problema

La composicién nutricional de P. cibaria Singer ha sido poco investigada porque en los
estudios realizados solo se ha analizado su composicion proximal y la concentracién de
algunos elementos minerales. Hasta el momento, son cuatro los estudios publicados [5,
22, 23, 24]. Mientras tanto, aun resta por conocer la presencia de alguna vitamina y si
posee algun beneficio para la salud (propiedad funcional). Debido a la poca informacion
disponible, ain se limita su inclusion en una dieta establecida que ayude a satisfacer los
requerimientos diarios de macromoléculas, minerales, vitaminas y si otorga cierto

beneficio a la salud.

Las deposiciones atmosféricas e intervenciones directas a causa de la urbanizacion e
industrializacion generan la acumulacion de contaminantes como metales pesados que
impactan negativamente los suelos [25, 26]. Las setas pueden acumular estos metales
segun las condiciones ambientales y la capacidad que tiene cada especie para absorberlos
[15]. En este sentido, las areas donde crece P. cibaria Singer podrian estar contaminadas
y podrian tener la capacidad de absorber metales pesados como el arsénico (As), plomo

(Pb), mercurio (Hg) y cadmio (Cd). EI Ar provoca desequilibrios en la respiracion celular,



mitosis y es altamente cancerigeno; el Pb, genera estrés oxidativo y provoca dafios
neurolégicos; el Hg, afecta la transcripcion y traduccién celular, genera dafios
neurologicos y renales; y el Cd, induce a la deficiencia de hierro, estrés oxidativo y se
acumula en el tejido renal provocando nefrotoxicidad [27]. A todo ello, se incluye la gran
popularidad y el consumo extensivo de esta seta. Por consiguiente, representa un peligro

potencial para la salud de los pobladores.
Justificacion

El estudio de la composicion nutricional de P. cibaria Singer abarca un analisis de la
concentracion de humedad, proteinas, grasas, carbohidratos, minerales, fibra y vitamina
C. Es de considerar que, aunque ya existen estudios de la composicion proximal y de
algunos minerales en P. cibaria Singer, estos resultados varian entre un estudio y otro
porque la cantidad de estos componentes es influenciada por las condiciones ambientales
del &rea donde crecen, por lo tanto, nuestros resultados podrian brindarnos informacion
de la variacién de la concentracion de estos componentes en P. cibaria Singer [28]. Por
consiguiente, un analisis proximal, mineral y de la vitamina C nos permitira profundizar

sobre la calidad nutricional de P. cibaria Singer.

El estudio de la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer es una oportunidad
para investigar su posible valor funcional y medicinal que nos permita considerarla una
seta nutracéutica. Esto seria una oportunidad para iniciar otros estudios donde no solo se
analicen los compuestos que le otorga dicha actividad, sino también, determinar su
actividad bioldgica antioxidante en modelos animales y analizar la presencia de otros

metabolitos secundarios como terpenos, alcaloides, entre otros.

P. cibaria Singer es muy consumida por su agradable sabor e importancia cultural. Por
ello, su gran demanda ha provocado que algunos pobladores las colecten para consumirlas
y/o venderlas en los mercados de la ciudad de Cusco y en el festival de “Q’oncha Raymi”
con el objetivo de obtener ingresos econdmicos. En consecuencia, no existen controles
que regulen la presencia de contaminantes como metales pesados. Por lo tanto, determinar
la concentracidn de metales pesados en P. cibaria Singer es una manera de asegurar la

inocuidad de este alimento y salvaguardar la salud de los pobladores.



Por ultimo, nuestros resultados podrian dar un valor agregado a P. cibaria Singer, lo cual,
incentivaria su cultivo artesanal, tal como ha ocurrido con las setas Lentinula edodes,
Pleurotus ostreatus y Pleurotus djamor que son cultivadas por las comunidades
campesinas en los distritos de Huayllay, Harin y San Nicolas de Bari en Cusco [28]. De
esta manera, la produccion de P. cibaria Singer seria permanente y mejoraria la calidad
de vida de los pobladores porque podrian consumirla con mayor frecuencia e incrementar
sus ingresos econdmicos en caso decidan venderlas. Asimismo, se reduciria el impacto
negativo de la recoleccién indiscriminada que pone en riesgo la perpetuidad de esta

especie.

1.1 Marco tedrico

1.1.1 Nutrientes

Los nutrientes son moléculas o minerales esenciales y no esenciales presentes en
los alimentos que al ingerirlos son utilizados por las células del organismo para
completar diversas funciones que se traducen en la capacidad de respirar, la

actividad muscular, la regulacion térmica, entre otros [29, 30].

Los nutrientes se pueden clasificar segun las cantidades que son requeridas por el
humano, en macronutrientes y micronutrientes [30]. Por otra parte, existe otro
componente como la fibra que no es considerado un nutriente porque no es
esencial para las necesidades celulares o tisulares, pero es importante por su

propiedad digestiva, antioxidante, anticancerigena, etc. [29, 30].

Debido a la importancia de estos nutrientes, la Junta de Alimentos y Nutricion del
Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos
quien establece los principios y pautas para una dieta adecuada, emitio la ingesta
dietética de referencia (DRIs) de nutrientes para satisfacer las necesidades
nutricionales de la poblacion. Asimismo, ha publicado los niveles maximos de

ingesta tolerable de los micronutrientes (UL) [31].

Por otra parte, la FAO promulgd en el Codex Alimentarius las Directrices para el
uso de declaraciones nutricionales y saludables en el etiquetado donde se
establecen los parametros para indicar si un alimento tiene un alto contenido de



proteinas, fibra, vitaminas y minerales. A su vez, si un alimento es bajo en grasas

y en aporte caldrico [32].

1.1.1.1 Macronutrientes

Los macronutrientes son aquellos nutrientes que se requieren en grandes
proporciones, entre ellos estan los carbohidratos, lipidos y proteinas. Estos
proveen la energia celular necesaria para que nuestro cuerpo cumpla sus funciones
basicas [30]. Ademas, el agua es considerado un macronutriente porque se

requiere en grandes cantidades, sin embargo, no aporta energia [30, 33].
a. Carbohidratos

Son moléculas compuestas por carbono, hidroégeno y oxigeno. Segun el
namero de cada uno de estos componentes se clasifican en monosacéaridos,
disacaridos y polisacaridos [30]. Segun la DRIs, un adulto promedio debe
consumir 130 g/dia de carbohidratos y alrededor del 45-65% de las
calorias deben provenir de los carbohidratos porque son faciles de
metabolizar [31]. Todas nuestras células y tejidos pueden usar la glucosa

como energia, pero también son almacenados en el musculo y en el higado.

La fibra es un carbohidrato que no se hidroliza por las enzimas del
intestino delgado humano y se clasifica como soluble e insoluble en agua
[34].

La fibra soluble forma una solucion viscosa que incrementa el tiempo de
transito del bolo alimenticio del estbmago hacia el intestino otorgando
mayor tiempo de saciedad porque retrasa el vaciado gastrico [34, 35].
Cuando la fibra llega al colon es fermentado por la microbiota intestinal y
se generan &cidos grasos de cadena corta (AGCC) como propionato,
butirato y acetato [36]. Entre los beneficios de los AGCC estan los
siguientes: disminucion del pH del colon para mantener una poblacion
bacteriana beneficiosa e inhibir el desarrollo de bacterias enteropatdgenas
como Salmonella Spp. y Escherichia coli, el propionato incrementa la
saciedad y la tolerancia a la glucosa, y el butirato induce a la muerte de las



células cancerosas en el colon [36]. Por el contrario, la fibra insoluble no
forma geles y no es fermentada por las bacterias intestinales en el colon
porque incrementa el volumen fecal, disminuye el tiempo del transito
intestinal teniendo un efecto laxante e interviene en la eliminacion de
acidos biliares [34, 35].

La ingesta dietética recomendada de fibra es 25 y 38 mg/dia para mujeres
y varones adultos, respectivamente [31]. Ademaés, un alimento tendra un
buen aporte de fibra si cubre al menos el 10% del requerimiento diario y

su aporte seréa alto si cubre el 20% [32].

Los hongos comestibles son fuente de fibra, los mas comunes son la
quitina, el betaglucano y el manano [37], de los cuales los dos primeros
son los que mas se han estudiado en los Gltimos afios. La quitina es una
fibra insoluble que forma parte del 8-43% de la pared celular de los hongos
[38, 39], tiene propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas [40],
inmunomoduladoras, antitumoral y es usado por la microbiota intestinal
humana (prebidtico) [41]. El betaglucano es una fibra soluble prebidtica
con actividad inmunomoduladora, antitumoral [41], antioxidante e

hipoglucémico [37, 42].
b. Proteinas

Las proteinas son moléculas formadas por unidades de aminoacidos y
cumplen una funcién estructural y energética en células y tejidos [30].
Segun la DRIs, alrededor del 10% y el 35% de las calorias en adultos
deben provenir de las proteinas. En este sentido, sugieren que una mujer
adulta deberia consumir 46 g/dia de proteinas y un varon adulto 56 g/dia
[31]. Frente a ello, las directrices para el uso de declaraciones nutricionales
y saludables consideran que un alimento sera una fuente adecuada de
proteinas si cubre el 10% del requerimiento diario por cada 100 g de
alimento sélido. En cambio, si cubre el 20% del requerimiento diario, el
alimento (solido) sera considerado con un alto contenido de proteinas [32].



c. Grasas

Las grasas son moléculas compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno,
pero a diferencia de los carbohidratos no son solubles en agua [30]. Segln
la DRIs, sugiere que el 20% - 35% de las calorias en adultos deben
provenir de las grasas. Las grasas son necesarias para el mantenimiento de
las membranas celulares, provee una mayor cantidad de energia que los
carbohidratos y permite absorber algunas vitaminas como A, D, Ey K [34
(43)]. Sin embargo, su consumo debe ser moderado, en consecuencia, las
directrices para el uso de declaraciones nutricionales y saludables indica
que un alimento (sélido) esta exento de grasas si es menor o igual 20,59
por 100 g y tendrd un bajo contenido si es menor o igual a 3 g/100 g de
alimento (s6lido) [32].

d. Agua

El agua es una molécula que constituye cerca del 60% del peso corporal
en varones y del 50% en mujeres y conforma alrededor de dos terceras
partes del peso total. Para ejemplificar; una persona de 68 kg tiene
alrededor de 38 L de agua, de los cuales aproximadamente entre 23 y 26
L estan en el interior de las células, 7.5 L en el espacio intercelulary 4 L
en la sangre [33]. Segun la DRIs un vardn adulto debe consumir 3.7
litros/dia de agua, mientras que una mujer adulta 2.7 litros/dia [31]. El
agua es importante para el transporte de nutrientes a las células, la
termorregulacion y es el medio donde ocurre las reacciones quimicas del

organismo, entre otros [33].

1.1.1.2 Micronutrientes

Los micronutrientes son una clase de nutrientes que se requieren en bajas
concentraciones y son esenciales para la vida humana, entre ellos, se incluyen a

las vitaminas y minerales [29].



a. Vitaminas

Las vitaminas son moléculas organicas que participan en distintos
procesos metabolicos del organismo, pero no aportan energia. Son 13 las
vitaminas que requiere el ser humano y segun su solubilidad en agua se
clasifican en solubles (acido ascérbico y el complejo de vitaminas B) e
insolubles (A, D, E, K) [44]. El &cido ascdrbico o vitamina C es muy
valorada por su actividad antioxidante, mejora la absorcién de hierro
presente en los alimentos, interviene en el buen funcionamiento del

sistema inmune y en la biosintesis de colageno [45].

Segun DRIs, un var6n y una mujer adultos requieren 90 y 75 mg/dia de
vitamina C, respectivamente, pero los requerimientos diarios de vitamina
C variara segun la edad de la persona. Asimismo, la DRIs establece que el
UL es 2000 mg/dia [31]. Por otro lado, su deficiencia o una ingesta menor
a 10 mg/dia por varias semanas podria provocar el desarrollo de escorbuto,
lo cual se traduce en encias inflamadas, dolores articulares, manchas
rojizas en la piel, mala cicatrizacion, aflojamiento de dientes o caida de los
dientes [45]. Los alimentos con un buen aporte de acido ascorbico son
aquellos que cubren el 15% del requerimiento diario y si cubre el 30% es

considerado un alimento con un alto contenido de vitamina C [32].
b. Minerales

Los minerales son elementos inorganicos que cumplen diferentes
funciones metabolicas y se requieren en pequefias cantidades segun el sexo
y la edad de la persona [44]. Si un alimento (sélido) cubre al menos el 15%
del DRIs de un mineral significa que tiene un buen aporte de ese mineral

y si el contenido se duplica, aporta un alto contenido de ese mineral [32].

Segun la FAO; el Ca, Fe, I, Fy Zn son los elementos mas importantes
porque los otros minerales tienen una alta disponibilidad o se absorben
mas rapido [46]. A continuacidn, se detallan los requerimientos diarios de

cada uno y su importancia.



Calcio: Interviene en el mantenimiento de la salud de los huesos y dientes,
la coagulacion de la sangre, la contraccion muscular y la transmision
nerviosa [30, 44]. El requerimiento diario de Ca para un adulto (varon y
mujer) es 1000 mg/dia [31]. EI déficit de Ca no se evidencia a corto plazo
porque el organismo lo toma de los huesos, pero se evidencia a largo plazo
en el desarrollo de osteoporosis, las fracturas y reduccion de la masa Gsea
(osteopenia) [47].

Hierro: Es un componente importante de la hemoglobina cuyo déficit
provoca anemia, interviene en la sintesis de ADN, la respiracion celular y
la oxidacion de acidos grasos [30, 44]. El requerimiento diario de Fe para

un varon adulto es 8 mg/dia y para una mujer adulta, 18 mg/dia [31].

Yodo: Es necesario para el crecimiento y desarrollo mental de los nifios y
participa en la produccion de las hormonas tiroideas triyodotironina (T3)
y tiroxina (T4) [46, 48]. El requerimiento diario de | para un adulto (varén
y mujer) es 0.15 mg/dia [31]. Su déficit causa bocio y cretinismo en el feto
[46].

Fltor: Previene la incidencia de caries en un 60-70% y fortalece los
huesos de los adultos mayores evitando el desarrollo de osteoporosis [44,
46]. El requerimiento diario de F para varones adultos es 4 mg/dia y para

mujeres, 3 mg/dia [31].

Zinc: Interviene en la cicatrizacién de heridas, la sintesis de ADN y
proteinas [30]. El requerimiento diario de Zn para un varén adulto es 11
mg/dia y en mujeres, 8 mg/dia [31]. Su déficit genera lesiones en piel y
ojos, diarrea, falta de apetito, pérdida de cabello, dificultad en la

cicatrizacion, y reduccion del ritmo de crecimiento en bebés y nifios [49].

Se ha establecido el UL para cada uno de los minerales anteriormente
descritos (Tabla 1) porque su consumo excesivo a largo plazo podria
causar algunas enfermedades [31].
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Tabla 1. Nivel maximo de ingesta tolerable (UL) de elementos minerales.

Componente Varén y mujer (mg/dia)
Calcio 2500
Hierro 45
Zinc 40
Flaor 10
Yodo 1.1

1.1.2 Metales pesados en setas comestibles

Las setas tienen un mecanismo muy efectivo para absorber ciertos metales
pesados, incluso en concentraciones considerablemente superiores que las plantas
[50]. En este sentido, distintas setas silvestres comestibles acumulan
concentraciones toxicas de As, Pb, Cd y Hg [15, 16]. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha incluido a estos metales pesados dentro de las diez
sustancias quimicas que constituyen una preocupacion para la salud publica [51]

que se caracterizan por provocar los siguientes dafos:

e As: Los efectos adversos tardan en manifestarse, entre ellos; diabetes,
anomalias  neuroconductuales, lesiones en la piel, trastornos
cardiovasculares, mortalidad fetal, parto prematuro y cancer [51, 52].

e Cd: Es carcindgeno, induce al desarrollo de diabetes y dafia los rifiones, el
sistema respiratorio y 6seo [51, 52].

e Hg: Genera dafio cardiovascular, pulmonar, digestivo, renal, en el sistema
inmunitario, nervioso, endocrino y en el desarrollo fetal [51, 52].

e PDb: Causa dafio neuroldgico, renal, en el sistema nervioso y reproductivo
[51, 53].

Distintas organizaciones o gobiernos como la FAO, la Unién Europea y la
Republica Popular de China establecieron la concentracion méxima permisible de

estos cuatro metales pesados en setas comestibles (Tabla 2).
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Tabla 2. Limites maximos permitidos de 4 metales pesados (mg/Kg base fresca)

establecidos por 3 entidades diferentes.

1.1.3

Entidad Arsénico Plomo Mercurio Cadmio
FAO (Codex ND 0.3 ND ND
Alimentarius) [17]
Union Europea [54] ND 0.1 ND 0.05
Republica popular de 0.5 1 0.1 0.2
China [55]

*ND: No determinado
Actividad antioxidante en setas comestibles

Las ROS son moléculas que tienen uno o mas electrones desapareados en su
orbital molecular y se generan a partir de fuentes enddgenas como en las
reacciones redox cuando las células utilizan el oxigeno a nivel mitocondrial para
la sintesis de ATP. En bajas concentraciones son necesarias para mantener las
funciones normales de la célula y del sistema inmune. Ademas, el cuerpo humano
sintetiza glutation, ubiquinol y &cido Urico que tienen actividad antioxidante, es
decir, moléculas que donan sus electrones a los radicales libres para estabilizarlos

y evitar efectos dafiinos [18, 56].

Cuando las ROS se sintetizan en concentraciones excesivas ocurre un estrés
oxidativo debido a un desequilibrio entre su formacion y neutralizacién dafiando
las membranas, proteinas, lipidos, lipoproteinas y ADN en las células [18, 56]. Si
esta situacion no se regula provoca diferentes patologias como cancer,
enfermedad cardiovascular, pulmonar, neuronal, artritis reumatoides, etc. En este
sentido, los antioxidantes exdgenos como aquellos que provienen de los alimentos
cumplen una actividad importante que contribuyen a contrarrestar este
desequilibrio [18, 56].

Las setas comestibles se caracterizan por poseer componentes antioxidantes como
polisacaridos, tocoferoles, carotenoides, flavonoides, é&cido galico, acido
ascorbico, entre otros [18]. En este sentido, Agaricus bisporus posee grandes
cantidades de betaglucanos (58.2 g/100 g, base seca) que es un tipo de polisacarido
[57], Ganoderma lucidum contiene &cido galico (63.51 mg &cido galico/g de
extracto) [58], Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus tienen 6.27 mg y 15.7 mg
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de tocoferoles/g base seca, respectivamente [59]. Por consiguiente, las setas
comestibles son una fuente importante de antioxidantes que contribuyen a

mantener un buen estado de salud.

I.1.4 Pleurocollybia cibaria Singer

I.1.4.1 Clasificacion taxondémica de P. cibaria Singer
La clasificacion taxondmica de P. cibaria Singer es la siguiente:

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Subphylum: Agaricomycotina
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Callistosporiaceae
Género: Pleurocollybia

Especie: Pleurocollybia cibaria Singer

Fuentes: Index Fungorum [60]

1.1.4.2 Descripcion morfoldgica de P. cibaria Singer

P. cibaria Singer al igual que otros hongos filamentosos que pertenecen al phylum
Basidiomycota tiene como unidad estructural a las hifas que son filamentos
tubulares producto de la agrupacion de células fangicas [61]. El conjunto de hifas
se denomina micelio y se extiende de forma subterranea para tomar los nutrientes
necesarios y sobrevivir [62]. EI micelio subterraneo emerge sobre la superficie
para desarrollar estructuras macroscopicas reproductivas llamadas setas, cuerpos
fructiferos o carpoforos. En el caso de P. cibaria Singer los carpoforos se
denominan basidiocarpos porque esta seta pertenece al phylum Basidiomycota
[62].

Los basidiocarpos de P. cibaria Singer estan constituidos por hifas generativas,
es decir, poseen paredes delgadas, septos y ramificaciones [22, 61] (Anexo 1). Sus
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hifas son incoloras (hialinas) y poseen dos nucleos haploides en cada
compartimento que se divide por la presencia de los septos (micelio dicariético)
[22].

Respecto a la estructura del basidiocarpo de P. cibaria Singer (figura 1) se

distinguen las siguientes partes:

e Pileo: su diametro oscila de 3 a 5 cmy raras veces hasta 7 cm 0 mas. Su
forma es convexa de borde principalmente entero y raras veces lobulado,
margen decurbado con superficie glabra (ausencia de pelos o cualquier
otra ornamentacion) de aspecto humedo, brilloso o lustroso de color crema

0 castafio oscuro y tonalidad homogénea (Anexo 2) [22, 63].

e Lamelas: color marfil, su relacion de union con el estipite es libre, es
decir, se encuentra muy cerca del estipite, pero no lo toca. El
distanciamiento entre las lamelas es apretado y su margen es entero
(Anexo 3) [22, 63].

e Estipite: su longitud oscila entre 3.5 a 7 cm con un diametro entre 1y 1.3
cm, de color blanco o crema. Su insercion al pileo es central con forma
cilindrica y recta, aunque algunos tienen pequefias variaciones, de tal
manera que pueden ser curvos como un cayado o con forma de tapén y
pocas veces achatados en uno de los lados. Su superficie es lisa y no

presenta estructuras adicionales como volva o anillo (Anexo 4) [22].

14



Figura 1. Morfologia de P. cibaria Singer. (A) El basidiocarpo de P. cibaria
Singer esta constituido por (B) el pileo, (C) las lamelas y (D) el estipite. La parte
subterranea de P. cibaria Singer se denomina (E) micelio vegetativo.

Fuente: Propia.

1.1.4.3 Habitat de P. cibaria Singer

P. cibaria Singer se desarrolla en areas topogréaficas de la Puna entre los 3 400 y
3 800 m.s.n.m. [63], aunque recientemente se ha reportado su presencia en
altitudes de hasta 4100 m.s.n.m [23]. El suelo en estas areas se caracteriza por ser
humoso, esto significa que es rico en materia organica, en consecuencia, s muy
fértil [63]. Otra caracteristica de los suelos de estas areas es que tiene un pH de
6.15, por lo que al encontrarse muy cerca de un pH neutro beneficia al buen
funcionamiento celular del hongo, ya que la permeabilidad celular se altera a
diferentes grados de acidez y alcalinidad [61, 62].

Los basidiocarpos de P. cibaria Singer solo crecen durante el periodo de lluvias,
es decir, entre los meses de noviembre y abril [3, 22, 23]. Es asi como se conoce
que, en el distrito de Oropesa, Provincia de Quispicanchis, Cusco donde se

encontraron carpoforos de P. cibaria Singer la humedad ambiental oscil6 entre 71
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y 97% y la humedad del suelo entre 77 y 80% [22]. Los hongos requieren al menos
70% de humedad ambiental para cumplir algunas funciones fisioldgicas, entre
ellas: liberar al medio circundante enzimas que degradan polimeros como fuente
de alimento, ingresar nutrientes a la célula, mantener en condiciones éptimas el

citoplasma y el agua es fuente de oxigeno e hidrégeno [61].

Por otro lado, los carpoforos soportan cambios de temperatura muy drésticos
durante las épocas de lluvias. Se tienen antecedentes que, en el distrito de Oropesa,
Provincia de Quispicanchis en Cusco la temperatura varié algunos dias entre
3.7°C en las noches hasta 20.5°C en el mediodia [22].

Respecto a su distribucion, se tiene evidencias que se desarrolla solo en la region
de Cusco [64]. Por ello, es una seta nativa de esta regién y recibe el nombre comdn

de “seta cusquedia" [3, 5, 23].

1.1.4.4 Ecologia

P. cibaria Singer es un hongo saproéfito, es decir, degrada la materia organica
muerta para obtener los compuestos necesarios y cumplir sus necesidades
nutricionales [22, 61]. Crece acompariado de musgos, liquenes y principalmente
de la especie Stipa ichu (ichu o paja brava) que cubre a los carpoforos con sus
tallos y hojas. De esta manera, genera un microclima que protege a P. cibaria
Singer de las fluctuaciones de temperatura, de la radiacion directa del sol, de las
intensas lluvias, de los depredadores y le otorga mayor disponibilidad de oxigeno
[22].

Por otra parte, P. cibaria Singer libera didxido de carbono (CO>) e incrementa la
disponibilidad de este compuesto para ser usado por S. ichu y las otras especies
vegetales. Ademas, P. cibaria Singer degrada la materia organica muerta
proveniente de las hojas y tallos de S. ichu convirtiéndolos en minerales y
elementos mas sencillos que pueden ser utilizados por S. ichu, por las demas

plantas y por la propia seta P. cibaria Singer [22].

Si bien P. cibaria es un hongo sapréfito, se podria decir que tiene una relacion de
simbiosis con S. ichu porque ambos se benefician a partir de su estrecha relacion.
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No obstante, también compiten temporalmente de manera interespecifica por los

nutrientes, la humedad y el espacio [22].

1.1.4.5 Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de P. cibaria Singer es tipico de un hongo del Phylum
Basidiomycota (Figura 2). (a) En las lamelas de los basidiocarpos en crecimiento
van desarrollando células reproductivas en las lamelas cuyo conjunto se denomina
himenio. (b) Los basidios en formacion poseen dos nucleos haploides al igual que
todo el micelio del hongo (micelio dicariético). (c) Sin embargo, durante este
proceso ambos nucleos compatibles se unen (cariogamia) generando un unico
nacleo diploide. (d) A continuacion, el nacleo diploide sufre una meiosis
originando 4 nucleos haploides. (e) Mientras tanto, el basidio en formacion
continua su desarrollo hasta originar 4 basidiosporas sostenida cada una por un
esterigma unidas al basidio. Luego, cada nucleo migra a su respectiva
basidiospora a través de los esterigmas. De esta manera, el basidiocarpo alcanza

su madurez [61].

(f) Las basidiosporas se desprenden de los esterigmas y se diseminan con el
viento, el agua, los animales, los insectos, entre otros. (g) La basidiospora
germinara originando un micelio monocari6tico o primario al entrar en contacto
con el suelo, pero esto ocurrird sélo si la superficie cumple con la temperatura, el
pH y la humedad adecuada. (i) El micelio primario entrara en contacto con otro
micelio monocaridtico y si existe una compatibilidad sexual ambos se uniran
formando un micelio secundario o dicariético. (j-k) Cuando las condiciones
ambientales son las adecuadas el micelio dicariotico sufre una diferenciacion para
iniciar el desarrollo de un nuevo basidiocarpo o primordios el cual tendra que

llegar una vez més a la madurez para iniciar un nuevo ciclo biologico [61].

Aungue no se tiene evidencias sobre la reproduccion asexual de P. cibaria Singer,
(h) existe hongos basidiomicetes cuyo micelio primario se fragmenta en pequefias
estructuras (oidios) para que luego se desarrollen como un micelio primario y

luego el ciclo continué tal cual como fue explicado anteriormente [61].
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Figura 2. Ciclo bioldgico tipico de un hongo basidiomiceto. (a) Basidiocarpo en
desarrollo, (b-e) desarrollo del basidio: (b) basidio en formacion dicariético, (c)
cariogamia, (d) meiosis, (e) basidio desarrollado con basidiosporas; (f)
basidiosporas desprendidas, (g) micelio primario, (h) oidios, (i) micelio
secundario, (j-k) micelio vegetativo con primordios.

Fuente: Cepero de Garcia et al. 2012 [61].

1.1.4.6 Composicion nutricional de P. cibaria Singer

P. cibaria Singer es una seta ampliamente consumida por los pobladores
cusquefios durante la época de lluvias. Por esta razon, se ha investigado su
composicidn nutricional para conocer los nutrientes que aporta su consumo (Tabla
3y 4)[5, 22, 23, 24].

Tabla 3. Composicion proximal (%) de P. cibaria Singer. (a) Base himeda, (b) base seca

excepto el analisis de humedad, (c, d) base seca.

Referencia Humedad Proteinas Grasas Carbohidratos Cenizas Fibra
Barreto et 92.03 3.42 0.74 3.18 0.63 1.97
al. [22](a)
Laura et al. 90.28 4.53 1.99 74.09 4.24 15.15
[24](b)

Simoni et 17.60 18.10 2.33 56.01 5.96 11.20
al. [5](c)

Quispe et - 34.15 4.16 53.64 8.05 8.30
al. [23] (d)
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Tabla 4. Concentracion de minerales (mg/100 g base seca) en P. cibaria Singer.

Referencia Calcio Magnesio Fosforo Hierro Zinc

Barreto et 8.81 23.74 88.33 1.03 0.77
al. [22]

Quispe et 32.50 94.10 967.20 12.20 10.40
al. [23]

1.1.4.7 Metales pesados en P. cibaria Singer

Simoni et al. analiz6 complementariamente la concentracion de metales pesados

en P. cibaria Singer y se identificé plomo, cadmio y cobre, pero no cromo (Tabla

5) [5]-
Tabla 5. Concentracion de metales pesados (ppm/peso seco) en P. cibaria Singer.
Referencia Plomo Cadmio Cobre  Cromo
Simoni et al. [5] 4.45 0.69 68 0.00

Il. Pregunta de investigacion y objetivos

1.1 Pregunta de investigacion

e ;Cual es la composicion nutricional, la concentracion de metales pesados
y la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer expendida en
Cusco?

1.2 Objetivo general

e Analizar la composicién nutricional, la concentracion de metales pesados
y la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer expendida en

Cusco.

1.3 Objetivos especificos

e Evaluar la composicién quimica proximal (humedad, proteinas, grasas
totales, fibra alimentaria, cenizas y carbohidratos) y el valor calorico de P.

cibaria Singer.
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e Determinar la concentracion de &cido ascorbico de P. cibaria Singer por

el método indofenol.

e FEvaluar la presencia de minerales (Ca, Fe, I, Fy Zn) en P. cibaria Singer
con un microscopio electronico de barrido ambiental (ESEM) y cuantificar
el contenido de Ca, Fe y Zn por espectrometria de masas (ICP-MS), de F

por cromatografia ionica y de | por yodometria.

e FEvaluar la presencia de metales pesados (As, Pb, Hg y Cd) en P. cibaria
Singer con un microscopio electrénico de barrido ambiental (ESEM) y

cuantificarlos por espectrometria de masas (ICP-MS).

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer por el
método DPPH.

I11. Materiales y métodos

I11.1 Disefo del estudio

Estudio béasico exploratorio para determinar la composicién nutricional, la concentracion
de metales pesados y la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer expendida en

Cusco.

El estudio de la composicion nutricional de P. cibaria Singer se basoé en un analisis
proximal (humedad, proteinas, grasas, fibra, cenizas y carbohidratos), el calculo del valor
calorico, determinacion de la concentracion de vitamina C por el método indofenol,
identificacion de Fe, Ca, Zn, F y | con un ESEM. Ademas, la cuantificacion de la

concentracion de Fe, Cay Zn por ICP-MS, F por cromatografia ionica y | por yodometria.

Respecto al analisis de los metales pesados As, Pb, Hg y Cd se identificaron a través de
un ESEM y se cuantificaron por el método ICP-MS. Por altimo, se determind la actividad

antioxidante in vitro a través del método DPPH (Anexo 5).
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111.2 Identificacion y coleccion de la muestra

La unidad de estudio fue P. cibaria Singer. Se recolecto carpoforos de esta seta en el
mercado Vinocanchon de San Jerénimo y en la feria de Q’oncha Raymi en la ciudad de
Cusco. Cabe sefialar que la Dra. Magdalena Pavlich quien es especialista en micologia
fue la responsable de la identificacion y autenticacion de la muestra antes de ser colectada
(Anexo 6).

I11.3 Tratamiento de la muestra

La muestra de P. cibaria Singer tuvo un peso total de 186.544 gy se distribuy0 en platos
descartables que fueron cubiertos con plastico film. Los platos se colocaron en un cooler
y se trasladaron al laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales en la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Los carpéforos se limpiaron con pincel y agua, y se desecaron en un
horno (Thelco, modelo 16) a 30°C durante 1 semana. Luego de este tiempo, la muestra
se pesoO y se volvid a secar hasta que el peso sea constante para tener un control de la
humedad perdida. Por altimo, la muestra se molié y fue guardada en una bolsa ziploc que

fue guardada en un desecador hasta su analisis (Anexo 7).

1.4 Composicion nutricional

111.4.1 Andlisis proximal

El analisis proximal se desarrollé en base a los procedimientos establecidos por la AOAC
INTERNATIONAL [65] con algunas modificaciones como se describe a continuacion.

Los resultados se expresaron en base seca.

111.4.1.1 Humedad

El contenido de humedad se determind a través de la pérdida de peso de la muestra

sometida a un calentamiento controlado segun el método AOAC m930.15 [65].

Como se detallo en la seccion 111.3, se determind el peso de la muestra mientras se
encontraba fresca y luego fue deshidratada en un horno a 30°C durante una semana. En

base a ello, ambos valores fueron reemplazados en la siguiente ecuacion:
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(Peso muestra fresca — Peso muestra seca)

% Humedad A = x 100%
Peso muestra seca

Posteriormente, se utilizd un analizador de humedad. Este proceso se desarrolld por
duplicado. Primero, se coloc6 1 g de muestra en el analizador de humedad (RADWAG,
MA 50.R). Luego de unos minutos, automaticamente el equipo mostro el porcentaje de

humedad de la muestra, ademas, su peso inicial y final (Anexo 8-A).
Por ultimo, el porcentaje de humedad se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

% Humedad = % Humedad A + % Humedad B
Donde:

- 9%Humedad A: Humedad calculada al desecar la muestra en el horno a 30°C.
- %Humedad B: Humedad calculada al desecar la muestra en el analizador de
humedad.

111.4.1.2 Proteinas

Se determino el porcentaje de proteinas en P. cibaria Singer a partir del contenido de
nitrégeno segun el método AOAC m984.13 [65], utilizando el método Kjeldahl. Este
método determina volumétricamente el nitrégeno total que posee el alimento y luego se
usa un factor de conversion de nitrégeno proteico para determinar la cantidad total de
proteina bruta. En el analisis de proteinas en setas comestibles se usa cominmente 4.38

como el factor de conversion del nitrogeno proteico [8, 10].

El factor de conversion que se usa para los alimentos en general es 6.25 basado en la
suposicion que las proteinas tienen un 16% de nitrogeno y se considera que el 100% de
las proteinas es digerible, asi la relacion 100:16 es igual a 6.25. No obstante, se ha
determinado que la digestibilidad proteica de las setas es alrededor del 70% debido a la
alta cantidad de nitrégeno no proteico en forma de glucosamina en la quitina de la pared
celular de los hongos. Por consiguiente, la relacion de 70:16 es igual a 4.38 y se usa este
valor como el factor de nitrdgeno proteico de las setas [66].

Este método tuvo 3 etapas; digestion, destilacion y titulacion. La muestra se digirié con
el calor, el &cido sulfurico y los catalizadores convirtiendo el nitrégeno de la muestra en
sulfato de amonio. Luego, la muestra fue tratada con el alcali NaOH 40% y catalizadores

para descomponer el sulfato de amonio en amoniaco. EI amoniaco por ser volatil fue
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destilado por arrastre de vapor y recogido en un Erlenmeyer que contenia el indicador
verde de bromocresol y solucion etandlica de acido bdrico que al reaccionar con el
amoniaco formé borato de amonio. Por ultimo, se titulé o valorizo el borato de amonio
usando una solucidn de acido clorhidrico (HCI) estandarizado hasta que la solucion vird

de color azul a amarillo transparente [67].
Procedimiento

a. Digestion: Se coloco 1 g de muestra deshidratada y molida en un balén de
Kjeldahl, se adicioné 4 g de mezcla de sulfato de cobre (0.37 g) y sulfato
de sodio (3.63 g), luego se agregé 14 mL de acido sulfarico (H2SO.)
concentrado. Todo lo anterior se realizé por duplicado. Por otro lado, se
realizd6 un “Blanco”, el cual contenia todos los reactivos mencionados

anteriormente, excepto la muestra de P. cibaria Singer.

Los balones se colocaron inclinados en la hornilla del sistema multiple de
digestion Kjeldahl. Seguidamente, se encendio el sistema multiple de
digestién y el proceso culmind cuando la solucidn contenida en el balon
tuvo una coloracion verde clara, con excepcion del blanco que no se
observé ningin cambio de color. El proceso de digestion llevo alrededor

de 2.5 horas. Al acabar esta etapa, se dej6 enfriar los balones.

b. Destilacion: Se agregd 150 mL de agua destilada, se adiciono lentamente
30 mL de solucion NaOH al 40% y se afiadio 3 trozos de granallas de zinc
en los balones ya enfriados. Cada balon se coloco en una hornilla del
destilador y se conecté al tubo condensador mediante un bulbo de

seguridad.

Por otra parte, en un matraz de Erlenmeyer de 100 mL de capacidad se
agregd 40 mL de acido borico (HsBO3) al 4% y 3 gotas del indicador verde
de bromocresol. Todo lo anterior se realiz6 por triplicado. Luego, cada
matraz se coloco en la parte inferior de cada tubo condensador para la
destilacion del blanco y de las dos soluciones donde estaba la muestra.
Cada tubo condensador quedd sumergido en la solucion de HzBOs. Se

encendid el sistema y se hizo circular agua fria potable por el depdsito del
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condensador del sistema. La destilacion se llevo a cabo hasta que se obtuvo
150 mL del destilado.

c. Titulacién: El contenido de cada matraz se titulé con solucién de HCI
0.1N hasta que vir6 de color azul a amarillo.

El procedimiento descrito se encuentra resumido en el Anexo 8-B.

Los resultados se expresaron en porcentaje de nitrégeno proteico a través

de la siguiente ecuacion:

14xV xNxFp

100
Peso de la muestra (mg) x

% Proteinas =

Donde:
V= mL de HCI utilizados para titular
N= Normalidad de HCI

Fp= Factor proteico (4.38)

111.4.1.3 Grasas totales

El contenido de grasa en P. cibaria Singer se determind como extracto etéreo segun el
método AOAC m920.39 [65] utilizando un extractor Soxhlet. Este método emplea un
solvente organico apolar como el éter de petrdleo para extraer grasa de la muestra a través
del sistema continuo de Soxhlet hasta agotar la grasa en la muestra [67].

Procedimiento

Se coloco 2 g de muestra deshidratada en un cartucho de papel filtro y se introdujo en el
cuerpo intermedio del extractor Soxhlet. Se pesd un matraz redondo de fondo plano y se
conectd al sistema Soxhlet. Luego de tener el sistema armado, se agrego
aproximadamente 100 mL de éter de petréleo por la parte superior del sistema hasta la
mitad del cuerpo intermedio. A continuacidn, se hizo circular agua fria por el refrigerante
del sistema, se encendid la campana extractora y la estufa del sistema para iniciar la
extraccion hasta agotamiento de la muestra. La extraccion se realizé por 4 horas, durante

este tiempo la grasa fue extraida por el éter hacia el matraz. Transcurrido el tiempo, se
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retird el matraz y se colocé en bafio maria a 40° C para evaporar el éter residual. Por
altimo, se puso el matraz en un desecador, luego se pesd en una balanza analitica. El
matraz continuo en el desecador hasta que el peso fue constante. Este ensayo se realizo

por duplicado (Anexo 8-C).
El porcentaje de grasas se determina con la siguiente férmula:

(Peso balon con extracto graso — Peso balon vacio )
% Grasas = x100%
Peso muestra seca

111.4.1.4Fibra

La determinacién de la cantidad de fibra se determing a través de una doble digestion
segun el método AOAC m962.09 [65]. La primera fue una digestion acida con acido
sulfarico (H2SQO4) para extraer azicares y almidén. La segunda, una digestion alcalina
con hidroxido de sodio (NaOH) para extraer pectinas, celulosa, hemicelulosa, lignina,

entre otros [68].
Procedimiento

a. Digestion acida: En un matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad se
mezcld 1 g de muestra desengrasada con 100 mL de H2SO4 al 1.25%.
Luego se calentd sobre una hornilla durante 30 minutos hasta su
ebullicién, mientras tanto, se agitd y se repuso con agua destilada las
pérdidas de volumen durante la ebullicidn. Transcurrido el tiempo, se filtro
la solucion usando un papel filtro previamente pesado. Se us6 agua
destilada caliente para lavar el recipiente para que todos los restos de la

muestra cayeran sobre el papel filtro.

b. Digestion alcalina: Se trasvaso todo el precipitado retenido en el papel
filtro hacia un matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con 100 mL de
agua destilada caliente. Enseguida se agrego 50 ml de NaOH al 2.5% en
el matraz y se hirvio durante 30 minutos. Se repuso con agua destilada las
pérdidas de volumen durante la ebullicion. Después de este tiempo, se
filtrd el liquido usando el mismo papel filtro utilizado en la digestion &cida.
Ademas, se utilizé agua destilada caliente para lavar el recipiente y extraer
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los residuos adheridos al matraz. El lavado se realiz con agua destilada

hasta que no exista reaccion alcalina (se uso tiras indicadoras de pH).

Se transfirié el filtrado del papel a un crisol previamente pesado y se
colocé en una estufa a 130 °C por 2 horas, se dejo enfriar en el desecador
y se peso. Por ultimo, se coloco el crisol en la mufla a 500 °C por 2 horas,

se dejo enfriar y se peso.
El anlisis se llevo a cabo por duplicado.

El célculo del porcentaje de fibra se a traves de la siguiente ecuacion:

. (A-B)
% Fibras = — X 100%
A = Peso del crisol con el residuo seco (g)
B = Peso del crisol con la ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)

111.4.1.5 Cenizas

El contenido de cenizas se determind gravimétricamente por incineracion segun el
método AOAC m942.05 [65]. La incineracion de la muestra provoca que pierda agua y
demas componentes volatiles en forma de vapores, mientras que los constituyentes
organicos son transformados en dioxido de carbono y 6xido de nitrégeno al ser expuestos
a 600 °C. De esta manera, al final del proceso s6lo permanecen los minerales en forma

de 6xidos, fosfatos, sulfatos, silicatos y cloruros [67].

Procedimiento

a. Pre incineracion de la muestra: Se colocd 1 g de muestra desengrasada
en un crisol de porcelana previamente pesado. Luego, dentro de la
campana extractora, se colocd el crisol sobre una hornilla hasta que la

muestra estuvo completamente carbonizada.

b. Incineracion de la muestra: la muestra carbonizada se colocé dentro de

una mufla a 600°C por 12 h. Posteriormente, se dejé enfriar en un
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desecador por 30 min. e inmediatamente después se peso la ceniza en una
balanza analitica.

El andlisis se realiz6 por duplicado (Anexo 8-E).

Los resultados obtenidos se reemplazaron en la siguiente ecuacion:

% Cenizas = x 100%

(Pf = Pi)
Pm
Donde:
Pf= Peso de la capsula con las cenizas.
Pi= Peso de la cépsula vacia.
Pm= Peso de la muestra

111.4.1.6 Determinacién de carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos se determiné restando del 100% la suma del contenido de
cada componente proximal (humedad, proteinas, grasas, fibra y cenizas) [8, 19].

Se sumo el porcentaje de cada componente proximal considerado como ensayo 1y 2 por
separado para obtener dos porcentajes de carbohidratos y asi obtener un promedio y una
desviacién estandar.

A continuacion, se presenta la ecuacion utilizada:

% Carbohidratos = 100— (P+F + G + ()

Donde:
P= Proteinas

F= Fibra
G= Grasas
C= Cenizas
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111.4.2 VValor calérico

La determinacion del valor caldrico tiene como objetivo determinar el aporte energético
de P. cibaria Singer. Para ello, se aplicé el equivalente energético en kilocalorias (kcal)

de cada macronutriente y fibra [69].
Equivalentes energéticos:

e 1 g de grasas al quemarse en el organismo produce 9 kcal.
e 1 g de proteinas al quemarse en el organismo produce 4 kcal.
e 1 g de carbohidratos al quemarse en el organismo produce 4 kcal.

e 1 g de fibra al quemarse en el organismo produce 2 kcal.

La determinacion del valor calérico se realizé por duplicado a partir de los dos célculos
obtenidos de cada macronutriente y de la fibra. El aporte cal6rico de P. cibaria Singer se
expresé en base seca y fresca. Para este Gltimo, se convirtio a base fresca el contenido de
proteinas, grasas, carbohidratos y fibra (Anexo 8).

Para determinar el valor cal6rico, reemplazamos los resultados anteriores en la siguiente

ecuacion:

Kcal
100g de alimento) = (%P X4)+ (%NGX9)+ (%CX4)+ (%FX?2)

Valor calorico (

Donde:

P= Proteinas

G= Grasas

C= Carbohidratos
F= Fibra

111.4.3 Acido ascérbico

Se determind el contenido de vitamina C segun el método indofenol descrito por Nielsen
et. al a partir de la AOAC m967.21 [70]. Esta técnica se basa en el uso de una solucién
de indofenol y acido metafosférico - acido acético. La solucion de indofenol es un
colorante azul que se reduce a una solucién incolora en presencia de &cido ascorbico, pero

cuando el total del acido ascérbico se ha oxidado el exceso de tinte sin reducir es de color
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rosa en

la solucion acida. Antes de titular el extracto problema es necesario determinar el

titulo del tinte. Para ello, se usa una solucién estandar de &cido ascérbico y una solucion
blanco [70].

Cabe indicar que el ensayo se realizo por duplicado para asegurar la repetitividad del

analisis

Proced

a.

Doénde:

(Anexo 9).
imiento

Estandarizacion del tinte: En un Erlenmeyer de 50 mL se mezclé 5 mL de la
solucion acido metafosforico-acido acético con 2 mL de la solucion estandar de
acido ascorbico. Por otro lado, se llend una bureta con la solucion de indofenol
(tinte) y se coloco el matraz Erlenmeyer debajo de la punta de la bureta. Enseguida
se agregd lentamente la solucion de indofenol hasta que tomo un color rosa claro
durante mas de 5 segundos, el matraz se agitdé mientras se agregaba la solucion de

indofenol.

Estandarizacion del blanco: Se pipeted6 7 mL de la solucion de &cido
metafosfdrico-acido acético en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Luego se agregd
al matraz un volumen de agua destilada igual al volumen promedio del tinte usado
anteriormente para valorar las dos muestras estandar. Inmediatamente se coloco
el matraz Erlenmeyer debajo de la punta de la bureta y se agregd lentamente la
solucion de indofenol al blanco hasta que tomé un color rosa claro durante mas
de 5 segundos, en tanto, se agitd el matraz mientras se agregaba la solucion de

indofenol.

Los resultados obtenidos hasta ese momento se reemplazaron en la siguiente

ecuacion:
F= * 100
F= Estandarizacion del tinte
C=mg de acido ascorbico en volumen de solucidn estandar titulada
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S= mL del tinte promedio utilizado para la titulacién de la solucion
estandar

B= mL del tinte promedio utilizado para la titulacion del blanco

c. Andlisis de la muestra: Se mezclo 5 mL de la solucion de acido metafosforico-
acido acetico con 2 mL del extracto metandlico 0.2 g/mL de P. cibaria Singer en
un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Enseguida, se colocé el matraz Erlenmeyer
debajo de la punta de la bureta y se agregd lentamente la solucion de indofenol a
la solucidn estandar de acido ascérbico, mientras tanto, se agité el matraz hasta

que tomé un color rosa claro durante mas de 5 segundos.

Los resultados obtenidos se reemplazaron en la siguiente ecuacion.

mg acido ascorbico/mlL extracto metandlico = (X — B) x (F/E) x (V/Y)

Donde:
X= mL de titulacién usado para la muestra
B= mL promedio usado para la titulacion del blanco
F= Estandarizacion del tinte
E= mL de la muestra usada en el ensayo
V= Volumen de la solucién de ensayo inicial
Y= Volumen de la alicuota de la muestra titulada

El andlisis se realizO a partir de un extracto metandlico de P. cibaria Singer, en
consecuencia, el anterior resultado se reemplazé en la siguiente ecuacion para determinar

la concentracion de acido ascorbico en 100 g de muestra.

mg acido ascérbico 1mL

mg acido ascOrbico/100 g de muestra = x100g

X
mL extracto metandlico 0.2 g
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111.4.4 Minerales

a. Microscopio electrénico de barrido ambiental (ESEM)
Se emple6 un ESEM marca FEI Quanta 200 para la identificacion quimica
de calcio, hierro, zinc, flior y yodo en los basidiocarpos de P. cibaria
Singer. EI ESEM fue operado por la Dra. Gladys Ocharan en la

Universidad Nacional Agraria La Molina.

El sistema del ESEM emite un haz de electrones a través del calentamiento
de un filamento de tungsteno y bombardea a la muestra que esta en una
camara de vacio. Producto de la interaccion entre los electrones y la
muestra se emiten 3 tipos de sefales: electrones secundarios (LFD),
electrones electro dispersados (SSD) y rayos X. Para ello, el equipo cuenta

con detectores para cada una de estas sefiales [71].

Los LFD permiten obtener imagenes en tres dimensiones de la morfologia
superficial de la muestra. Los SSD solo permiten obtener imagenes en dos
dimensiones y se obtiene informacion sobre la composicion quimica de la
muestra. Mientras que los rayos X generan un espectrograma y permite

conocer los elementos quimicos de la muestra [71].

Procedimiento

Se coloco 1 g de muestra deshidratada y molida en un pequefio recipiente
de aluminio. Luego, el recipiente se coloc6 en la platina del microscopio
(anexo 10) y las iméagenes fueron tomadas en modo de bajo vacio y con
un voltaje de 30 kv. La imagen tomada para obtener el espectrograma tuvo

una magnificacion de 100x (Anexo 10).

Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje del peso (Wt %) de
cada elemento quimico identificado del total de elementos en la muestra 'y
esto se grafica en un espectrograma. También se muestra el porcentaje
atdbmico (At%), esto significa el porcentaje del nimero de atomos de un
elemento respecto al total del nimero de atomos presentes en toda la

muestra [72].
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b. Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS)

La determinacidn de la concentracion de Ca, Fe y Zn en los basidiocarpos
de P. cibaria Singer se realizo por ICP-MS. Este ensayo fue realizado por
el Sistema de Servicios y Analisis Quimicos S.A.C. SLab. Usaron un ICP-
MS Perkin ElImer NEXION 300.

La ICP-MS es una técnica analitica que permite identificar y cuantificar
multiples elementos quimicos a partir de un bajo volumen de muestra, en
corto tiempo de analisis y con un limite de deteccion muy sensible [73].

El fundamento de esta técnica es la combinacion de dos métodos, el
primero es generar iones a través del plasma acoplado inductivamente.
Luego, los iones son separados, identificados y medidos en el

espectrometro de masas [74].
El procedimiento del analisis fue el siguiente:
e Digestion de la muestra

Se pes6 1 g de la muestra deshidratada y molida de P. cibaria
Singer en un tubo de digestion. El analisis de la muestra se realizé
por duplicado. Ademas, se incluyé un blanco y una muestra de
referencia fortificada con 2 mL de solucién para fortificar.

Se agreg6 25 mL de HNOs a las muestras y se agité manualmente
para homogeneizar. Se coloco los tapones en los tubos de digestion
con los refrigerantes y se digirieron a 80 °C durante 4 horas. Luego
de este tiempo, se incrementd la temperatura de digestion a 120 °C
durante 1 hora. Transcurrido el tiempo, se removieron los
refrigerantes, se enfriaron y mezclaron los tubos de digestion. Se
calentaron las muestras, el blanco y la muestra de referencia
fortificada a 140 °C hasta que quede un volumen de 5 mL. Al llegar
a este volumen se enfriaron a menos de 60°C. A continuacion, se

agregd 5 mL de HCIO4, se colocé otra vez los refrigerantes y se
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dirigieron a 220°C durante 30 minutos. Posteriormente, se
enfriaron los tubos de digestion y se lavaron las paredes de los
tubos con agua. Finalmente, se filtraron y se enrasaron con agua

hasta tener un volumen de 100 mL.
e Lectura de la muestra

Se midié la concentracidn de metales de las muestras (duplicado),

el blanco y los estandares en el equipo ICP-MS.

Se realizaron los céalculos respectivos de acuerdo a la curva de
calibracion leida. El calculo de la concentracion de calcio, hierro 'y

zinc se utilizé la siguiente ecuacion:

mg (A—B)*D =V
4 (%) =
kg w

Dénde:

e M: Concentracion del elemento de la muestra en base seca.
e A: Concentracion en mg/L leida en la muestra digerida.

e B: Concentracién en mg/L del blanco del método.

e D: Factor de dilucion si corresponde.

e V:Volumen en mL de digerido.

e W: Masa en g de muestra usada en la digestion.

c. Cromatografia i6nica

La determinacién de la concentracion de F se realizd por cromatografia
i6nica. Este ensayo se llevd a cabo por el Sistema de Servicios y Analisis
Quimicos S.A.C. SLaby se realizé por duplicado. Usaron un cromatografo

ionico Thermo Scientific 1CS-90.

La cromatografia idnica es un método utilizado para separar iones a través
de la afinidad que poseen con una columna de resina (fase estacionaria) y
un eluyente (fase movil). Se mezcla la muestra con el eluyente y es
inyectado al sistema. Los iones con mayor afinidad a la columna se
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moveran mas lento a través de la columna, mientras que los de menor
afinidad se moveran mas rapido. El sistema cuenta con un detector de
conductividad eléctrica que produce un cromatograma de la conductividad
frente al tiempo. En el cromatograma se observan picos que representan
los iones identificados y la altura de cada uno es la concentracion relativa
de cada ion. Cabe resaltar que el sistema cuenta con un supresor para
reducir la conductancia de los iones en la fase movil y no alterar la

conductancia de los iones de interés [75, 76].
Yodometria

La determinacion de la concentracion de | se realizé por el ensayo de
yodometria. Este ensayo fue realizado por el Sistema de Servicios y

Analisis Quimicos S.A.C. SLab y se realiz6 por duplicado.

Este método consiste en extraer el | usando una solucion de yoduro de
potasio. El I libre es titulado con una solucién de tiosulfato de sodio 0.005
N hasta que la solucién quede con un ligero color amarillo. Luego, se
agrega una solucion indicadora de 1% almidon y la titulacion continua

hasta que desaparezca el color azul.
El procedimiento del analisis fue el siguiente:

Se pes6 5 g de muestra deshidratada y se disolvid en agua destilada. Se
transfirié la sal a un matraz aforado de 25 mL y se afor6 la solucion a 25
mL. Se filtré aproximadamente 10 mL de la solucién de sal con un papel
filtro y se transfirio6 5 mL de la solucion preparada anteriormente a un
Erlenmeyer de 50 mL. Se agreg6 1 mL de la solucion acido sulfdrico 2N
y 3 mL de la solucion al 10% de yoduro de potasio. Se titul6 el yodo libre
con la solucién 0.005N de tiosulfato de sodio hasta que la solucién quedd
con un ligero color amarillo. Por ultimo, se afiadi6 3 gotas de solucién de
1% de almidén como indicador y se completd la titulacion hasta que

desaparezca el color azul.

Los valores obtenidos se reemplazaron en la siguiente ecuacion:
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| (mg) _ V* N 21167 * Vtotal » 1000
kg Valic * W

Donde:
e |: Contenido de yodo (mg/kg) en la muestra.

V: Volumen de solucion de tiosulfato de sodio empleado (mL) en

la titulacién.

N: Normalidad exacta de la solucion de tiosulfato de sodio.

Vtotal: Volumen total (mL) a la que se llevo la muestra.

Valic: Volumen de alicuota (mL) a la que se llevo la muestra.

M: Peso de la muestra (Q).

I11.5 Analisis de metales

El analisis de la concentracion de As, Pb, Hg y Cd se realizé por ICP-MS. Los detalles
del fundamento y metodologia se encuentran en el punto 3.5.4 b. Ya que el analisis de
estos metales se realizé conjuntamente con el analisis de los minerales. Ademas, se realiz6

por duplicado (Anexo 11).

111.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer se evalué por el método de 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH ¢) en base a la metodologia aplicada por Sarikurkcu et al.

[77] con algunas modificaciones.

El DPPH es un compuesto de radicales libres cromogenos plrpura que cambia de color
al reducirse en presencia de compuestos capaces de donar un atomo de hidrdgeno para
estabilizar el DPPH (antioxidantes/reductores) [18]. EI DPPH inestable es de color
morado y tiene un pico maximo de absorbancia a 517 nm, pero se reduce y cambia de
color al interactuar con antioxidantes, de tal manera que la absorbancia serd menor [77].

En caso la actividad antioxidante sea muy alta el cambio de color seré perceptible y virara
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a amarillo, sin embargo, si la actividad antioxidante es baja el cambio de color no sera

perceptible, pero sera medible a través de un espectrofotémetro.

En el ensayo se utiliz el acido ascérbico como un control positivo y comparar su

actividad antioxidante in vitro con la del extracto metandlico de P. cibaria Singer.

Procedimiento

Para el analisis de la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer se prepararon 6
extractos metanolicos de diferentes concentraciones: 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 8 mg/mL. A
continuacion, se mezcld 1 mL de cada extracto metandlico de P. cibaria Singer con 1 mL
de una solucion metandlica 0.2 mM de DPPH en 6 diferentes tubos de ensayo y se dejo
reposar a temperatura ambiente bajo oscuridad durante 30 minutos. Mientras transcurria
el tiempo, se agrego 2 mL de cada extracto metanolico de P. cibaria Singer en otros 6
tubos de ensayo para utilizarlos como un control de la muestra y en otro tubo de ensayo
se agreg0 2 mL de la solucion metandlica 2 mM de DPPH para utilizarlo como un control
de DPPH. Transcurrido el tiempo, se midié la absorbancia a 517 nm las mezclas del
extracto metanolico de P. cibaria Singer con el DPPH, del control de los extractos
metandlicos de P. cibaria Singer y el control de la solucion metanélica 2 mM de DPPH
frente a un blanco que fue el metanol utilizado para hacer las diluciones. Para ello, se

utilizo un espectrofotometro Hewlett Packard, modelo 8453.

De manera analoga, se analizo la actividad antioxidante in vitro del &cido ascérbico como
un control positivo. Se prepararon 6 extractos metanolicos de &cido ascorbico de
diferentes concentraciones: 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 ug/mL. Posteriormente, se mezclo 1
mL de cada solucién metandlica de vitamina C con 1 mL de la solucion metandlica 0.2
mM de DPPH y se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente bajo
oscuridad. Mientras tanto, se agregd 2 mL de cada solucion metanolica de vitamina C en
otros 6 tubos de ensayo para utilizarlos como un control de la vitamina C. Transcurrido
el tiempo, se midio la absorbancia a 517 nm de la solucién metanolica de la vitamina C-

DPPH y de las soluciones del control de la vitamina C en el espectrofotometro.

Cabe resaltar que el ensayo se realizé por duplicado y la incubacion de las mezclas del
extracto metandlico de P. cibaria Singer y acido ascérbico con la solucién de DPPH se
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cronometrd 30 minutos para cada una de manera independiente, de esta manera, se midio
su absorbancia exactamente luego de media hora. Por otro lado, los volimenes, mezclas

realizadas y un diagrama del ensayo se resumen en el Anexo 12.

Finalmente, el promedio de las absorbancias de los diferentes extractos se reemplazo en

la siguiente ecuacion:
AC — (AM — AB)
*

1
1C 00

Actividad antioxidante in vitro (%) =
Donde:
e AC: Absorbancia de la solucion DPPH.
e AM: Absorbancia del extracto con la solucion DPPH.

e AB: Absorbancia de la solucidon metandlica.

111.7 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Por lo tanto, los resultados descriptivos se
expresaron como valores medios con desviacién estandar (DE). Se utiliz6 Microsoft
Excel 2016 para realizar los céalculos de la media con DE.

I111.8 Consideraciones éticas

El proyecto de tesis empled una muestra pequefia de la seta comestible P. cibaria Singer
que se expenden en el mercado Vinocanchon y en la feria de Q’oncha Raymi en la ciudad
de Cusco. En este sentido, no hubo necesidad de extraerlas de su estado nativo. Ademas,

no se encuentra en peligro de extincion y su venta esta popularizada.

V. Resultados

IVV.1 Composicion nutricional

IV.1.1 Analisis proximal y valor calérico

La composicion nutricional y el aporte energético de P. cibaria Singer por cada 100 g de

muestra deshidratada se resumen en la tabla 6.
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La humedad fue el componente que se encontré en mayor concentracion por cada 100 g
de muestra fresca. Sin embargo, el carbohidrato fue el componente mas abundante por
cada 100 g de muestra deshidratada (base seca). Asimismo, las grasas representaron el

componente mas escaso en base seca.

Tabla 6. Composicién proximal (%) y valor calé6rico (kcal/100 g base seca) de P.

cibaria Singer.

Humedad Proteinas Grasas Carbohidratos Cenizas Fibra

79.48+0.46 23.83+0.30 1.53+0.18  44.44+173  17.47+0.03 12.73+1.57
* Cada valor se expresa como media + desviacion estandar de un ensayo por duplicado.

Respecto al valor calorico, se obtuvo 312.34 + 4.14 kcal/100 g base seca 'y 64.12 + 2.31
kcal/100 g base fresca. Al comparar estos resultados se observa que cada 100 g de la
muestra deshidratada tiene un aporte energético mucho mayor que cada 100 g de la

muestra fresca.

I1V.1.2 Acido ascérbico

El contenido de acido ascérbico se determino a partir del método indofenol. Se obtuvo
que cada 100 g de muestra deshidratada de P. cibaria Singer contenia 3.27 + 0 mg de

acido ascérbico.

1VV.1.3 Minerales

A través del ensayo de ESEM, de los 5 elementos de interés (Ca, Fe, Zn, F y I) solo se
detecto la presencia de Ca, Fe y Zn. Sin embargo, también se identifico otros elementos
necesarios en la alimentacion, tales como: magnesio (Mg), aluminio (Al), silicio (Si),
fésforo (P), azufre (S) y potasio (K).
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Figura 3. Deteccion de elementos en P. cibaria Singer por ESEM. (A)
Micrografia de la superficie de la muestra con una aproximacion de 100x. (B)
Lista de elementos identificados. (C) Espectro de analisis de elementos en P.

cibaria Singer.

Luego, se cuantificd la concentracion de los 5 elementos de interés. El analisis de Ca, Fe
y Zn se realiz6 por ICP-MS, el F por cromatografia ionica y el | por yodometria.

La concentracion de los 5 elementos quimicos por cada kg de P. cibaria Singer

deshidratada se muestra en la tabla 7.

El calcio fue el elemento mas abundante, mientras que el yodo fue el de menor

concentracion.

Tabla 7. Concentracidn de minerales (mg/100 g base seca) en P. cibaria Singer.

Calcio Hierro Zinc Flaor Yodo
75.99+085 30.41+053 6.77+085 237+152 2.02+0.18

* Cada valor se expresa como media £ desviacion estandar de un ensayo por duplicado.
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IV.2 Metales pesados

No se detecto la presencia de Ar, Pb, Hg y Cd en P. cibaria Singer a través del ensayo de
ESEM (Fig.3).

En adicién a lo anterior, se cuantifico la concentracion de Ar, Pb, Hg y Cd en P. cibaria
Singer a traves del ensayo de ICP-MS. La concentracion de los cuatro metales pesados

en P. cibaria Singer se muestran en la tabla 8.
Se detectd la presencia de los cuatro metales pesados, pero en concentraciones muy bajas.

Tabla 8. Concentracion de metales pesados (mg/kg base seca) en P. cibaria Singer.

Arsénico Plomo Mercurio Cadmio
<0.002+0 <0.002+0 <0.001+0 <0.0001+0

* Cada valor se expresa como media + desviacion estandar de un ensayo por duplicado.

1VV.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante in vitro de las concentraciones de los extractos metandlicos de
P. cibaria Singer y del acido ascérbico como control positivo se muestran en la tabla 9 y
10, respectivamente. La actividad antioxidante in vitro se expresé como el porcentaje de

neutralizacién de radicales libres DPPH.

En la tabla 9 se aprecia que el porcentaje de neutralizacidn de los radicales libres DPPH
se incrementa a medida que se aumenta la concentracion del extracto metanolico de P.
cibaria Singer. Este mismo patron se repite para los extractos metandlicos de acido
ascorbico (tabla 10) s6lo que en este caso se utilizd extractos de menor concentracion.
Por esta razon, para que los extractos metandlicos de P. cibaria Singer neutralicen el 50%
de los radicales libres DPPH (IC50) se requirié una concentracion menor a 0.25 mg/mL,
mientras que en el caso del control positivo solo se requirié una concentracion menor a
0.0025 mg/mL.
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Tabla 9. Porcentaje de neutralizacion de radicales DPPH (%) de diferentes

concentraciones del extracto metandlico de P. cibaria Singer (mg/mL).

Concentracion Neutralizacion de radicales DPPH

(mg/mL) (%)
0.25 51.36 + 0.69
0.5 52.98 + 0.32

1 54.68 + 0.59
2 58.24 + 0.58
4 65.61 + 0.25
8 77.28+0.31

* Cada valor se expresa como media + desviacion estandar de un ensayo por duplicado.

Tabla 10. Porcentaje de neutralizacion de radicales DPPH (%) de diferentes
concentraciones del extracto metandlico de &cido ascorbico (mg/mL).

Concentraciéon  Neutralizacion de radicales DPPH

(mg/mL) (%)
0.0025 50.33
0.005 54.62

0.01 68.15
0.02 91.20
0.04 95.45
0.08 96.65

V. Discusién

En el presente estudio, se enfatizd en la composicion nutricional, la concentracion de
metales pesados y la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer. Los resultados

de estos 3 puntos se discuten a continuacion.

El estudio de la composicion nutricional comprendié el andlisis proximal (humedad,
carbohidratos, fibra, proteinas, grasas y cenizas), el calculo del valor caldrico,
determinacion de la concentracion de acido ascorbico y analisis de la concentracion de

minerales (Ca, Fe, Zn, Fy ).

El agua fue el componente principal de P. cibaria Singer (79.48%) al estar fresca. Este
resultado es corroborado por Barreto et al. 2011 y Laura et al. 2012 quienes también
obtuvieron un alto contenido de humedad (92.03% y 90.28%, respectivamente) al analizar
los basidiocarpos de P. cibaria Singer [22, 24]. Los carpo6foros de los hongos comestibles

estan compuestos generalmente entre un 80-90% de agua [20, 78, 79]. El elevado
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porcentaje de humedad favorece el desarrollo de microrganismos contaminantes que
aceleran la perecibilidad y reducen el tiempo de vida del alimento [80-82]. Por esta razén,
se recomienda refrigerarlos o deshidratarlos para mejorar sus condiciones de
almacenamiento [9, 37]. En tal sentido, podemos afirmar que el agua constituye el
componente de mayor proporcion en los carpéforos frescos de P. cibaria Singer.

La muestra deshidratada de P. cibaria Singer contenia 44.44% de carbohidratos y fue el
componente mas abundante por cada 100 g de muestra deshidratada. De esta manera,
nuestro resultado guarda relacion con Laura et al. (74.09%) [24], Simoni et al. (56.01%)
[5] y Quispe et al. (53.64%) [23]. Se han identificado otras setas que también tienen un
alto contenido de carbohidratos, es asi como siete setas silvestres en Ghana contenian
entre 64.14 - 80.17% de carbohidratos [8] y en Rumania la seta silvestre Polyporus
squamosus, 74.22% [83]. Analizando nuestros resultados, los basidiocarpos de P. cibaria
Singer deshidratados se componen principalmente de carbohidratos al igual que otras

setas silvestres.

La muestra deshidratada de P. cibaria Singer contenia 12.73% de fibra. Esto significa
que tiene un alto contenido de fibra porque cubre al menos el 20% del requerimiento
diario [32]. En este caso cubrio el 33.5% y el 50.9% de la ingesta diaria recomendada
para un varon (38 g/dia) y una mujer (25 g/dia) adulto, respectivamente [31]. Del mismo
modo, Laura et al. (15.15%) [24], Simoni et al. (11.20%) [5] y Quispe et al. (8.30%) [23]
obtuvieron una alta concentracién de fibra porque cubria el 20% del requerimiento diario
para un adulto. De esta manera, P. cibaria Singer deshidratada tiene un alto aporte de
fibra.

La muestra deshidratada de P. cibaria Singer estaba compuesta de 23.83% de proteinas
y fue el componente en mayor proporcion después de los carbohidratos. Esta cantidad
representa mas del 20% del requerimiento diario de proteinas para una mujer (46 g/dia)
y un varén (56 g/dia) adulto [31]. Por esta razon, P. cibaria Singer tuvo un alto contenido
de proteinas [32]. Este resultado tiene relacion con Simoni et al. (18.10%) [5] y Quispe
et al. (34.15%) [23] porque la concentracidn de proteinas en P. cibaria Singer cubria mas
del 20% del requerimiento diario de un adulto. Sin embargo, Laura et al. solo obtuvo
4.53% de proteinas en P. cibaria Singer a pesar que us6 la misma metodologia empleada

en el presente estudio [24]. Se evidencia que si bien P. cibaria Singer tuvo un alto
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contenido de proteinas, también se podria encontrar carpoforos con bajas concentraciones

de proteinas.

Los carpoforos deshidratados de P. cibaria Singer contenian 1.53% de grasas, fue el
componente en menor proporcion y tuvo un bajo contenido de grasas [32]. De igual
manera, Laura et al. (1.99%) [24] y Simoni et al. (2.33%) [5] reportaron bajas
concentraciones de grasas en P. cibaria Singer. Excepto Quispe et al. quien obtuvo 4.16%
de grasas [23]. Este patron es comun en setas, por ello siete setas silvestres en Ghana
tenian entre 0.82 y 2.93 g/100 g (base seca) de grasas [8] y otra seta silvestre en Rumania,
Polyporus squamosus contenia 1.46 g/100 g (base seca) de grasas [83]. Analizando
nuestros resultados y los demas, se puede declarar que P. cibaria Singer tiene un bajo

contenido de grasas, siendo ideal para una dieta con un bajo contenido de lipidos [84].

El andlisis de cenizas representa el contenido total de minerales. Se obtuvo que los
carpoforos deshidratados de P. cibaria Singer contenian 17.47% de minerales totales y
fue el componente en mayor proporcion después de los carbohidratos y proteinas. Este
resultado no guarda relacion con Laura et al. (4.24%) [24], Simoni et al. (5.96%) [5] y
Quispe et al. (8.05%) [23] quienes obtuvieron un porcentaje de minerales totales menor
a comparacion de nuestro resultado. Se puede decir que el contenido de minerales totales

en P. cibaria Singer es variable.

Respecto al analisis proximal, existen diferencias entre nuestros resultados con los de
Simoni et al. [5], Barreto et al. [22], Quispe et al. [23] y Laura et al. [24]. En general,
estas variaciones pueden deberse a las condiciones ambientales en la que crecieron, las
condiciones de almacenamiento, el tratamiento de la muestra (deshidratacion vy
molienda), la edad del carp6foro y las pequefias variaciones en los protocolos de analisis
[10]. Se ha visto que el contenido de agua en las setas sera mayor en zonas con mayor
humedad [10] y luego de alcanzar la madurez comenzarén a disminuir su contenido de
humedad [81]. Respecto a la edad del carpdforo, se ha observado en la seta cultivada
Volvariella Volvacea consumido en Filipinas incrementa su contenido de proteinas y

lipidos al llegar a la madurez, pero su concentracion de carbohidratos disminuye [85].

Algunos carpéforos de nuestra muestra de P. cibaria Singer contenian gusanos. Al igual
como ocurrié en China con la seta comestible Gomphidius rutilus que contenia un tipo de

gusano y se analizo su contenido nutricional sin gusanos (GW), con pocos gusanos (GS;
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< 50% del area afectada) y con gran cantidad de gusanos (GL; >50% del &rea afectada).
Se concluyé que GW presentd el mejor sabor, GL contenia la mayor cantidad de
nutrientes, pero GW tuvo la mejor textura [86] y se comprobd que los carpoforos de G.
rutilus infectados con gusanos no eran perjudiciales para la salud [86, 87]. También se
analizo la composicion de insectos plagas como Tenebrio molitor (gusano de harina) y se
ha comprobado que posee una alta cantidad de proteinas que oscila entre 14-25 g/100 g
peso fresco [88] y en un estudio mas reciente en Africa, cada 100 g de peso fresco de T.
molitor contenia 20% de proteinas, 13% de grasas, 2 % de fibra, 62% de humedad [89].
En consecuencia, los gusanos que se encontraron en P. cibaria Singer al parecer no
resultarian un peligro para la salud y mas bien podrian incrementar la composicion
nutricional de P. cibaria Singer y ser un factor que influye en la variacion de la

composicion nutricional entre nuestros resultados con los estudios previos.

P. cibaria Singer tuvo un valor energético de 312.34 kcal/100 g en base seca y 64.12
kcal/100 g en base fresca. En ambos casos, P. cibaria Singer no tiene un bajo aporte
caldrico porque supera las 40 Kcal/100 g del alimento [32] y esto se debe a su alto
contenido de proteinas y carbohidratos. Por otro lado, la muestra fresca tiene un bajo
aporte calérico a comparacion de la muestra deshidratada porque en la muestra fresca
aproximadamente solo el 20% representa el contenido de macronutrientes, fibra y
minerales. Al comparar el aporte calérico de P. cibaria Singer deshidratada se observa
una similitud con otras 5 setas silvestres en Uganda donde el aporte caldrico oscilo entre
220.75 - 250.62 [10]. En este sentido, P. cibaria Singer al igual que otras setas silvestres,
si bien no tiene un bajo aporte caldrico cubren aproximadamente el 3.21% (base fresca)
y el 15.62% (base seca) del requerimiento diario para una persona adulta promedio (2000
kcal/dia) [10], lo cual contribuye a cubrir parte del requerimiento energetico diario para

mantener una dieta equilibrada.

P. cibaria Singer contenia 3.27 mg de acido ascorbico por cada 100 g de muestra
deshidratada. Esto significa que tiene un bajo contenido de acido ascorbico porque esta
cantidad representa el 3.63 y 4.36 % del requerimiento diario de un varén (90 mg/dia) y
mujer (75 mg/dia) adultos, respectivamente. De esta manera, no cubre al menos el 15%
del requerimiento diario para ser considerado alto en &cido ascorbico [32]. Por el
contrario, usando la misma metodologia de titulacion se determino que setas silvestres en

Meghalaya tenian un buen aporte de &cido ascorbico porque su concentracién oscilaba
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entre 14.9-41.9 mg/100 g base seca [7] y en la seta silvestre Agaricus sylvaticus cultivada

en Brasil también, con 12.65 mg de &cido ascérbico/100 g base seca [90].

El acido ascorbico es sensible a la luz, temperatura, oxigeno [91] y su concentracion
disminuye durante el tiempo de almacenamiento [92]. Por esta razon, el procesamiento
de secado, la exposicion a la luz, al oxigeno y el tiempo de almacenamiento pudieron
haber disminuido la concentracion de acido ascorbico en la muestra de P. cibaria Singer.
Cabe la posibilidad de fortificar los basidiocarpos de P. cibaria Singer con &cido
ascorbico, tal como se intentdé hacer con la seta Pleurotus ostreatus en Colombia para
darle un valor agregado [92]. Se puede afirmar que la muestra analizada tuvo un bajo
contenido de é&cido ascérbico y podria deberse a los factores ambientales y al
procesamiento que provocaron la disminucion de esta vitamina, pero frente a ello existe

la posibilidad de fortificarlo con acido ascarbico.

La concentracion de Ca en P. cibaria Singer fue 75.99 mg/100 g. Esto representa el 7.6%
del requerimiento diario de un adulto (1000 mg/dia) [31]. Por ello, P. cibaria Singer tiene
un bajo contenido de Ca porque no cubre al menos el 15% del requerimiento diario [32].
Este resultado guarda relacién con dos estudios anteriores donde P. cibaria Singer
contenia 8.81 mg de Ca/100 g [22] y 32.50 mg de Ca/100 g [23] porque representan
cantidades bajas de Ca. En este sentido, P. cibaria Singer presenta bajas concentraciones

de Cay se recomienda complementar su consumo con otros alimentos ricos en Ca.

La concentracion de Fe en P. cibaria Singer fue 30.41 mg/100 g. Esta concentracion
superd el requerimiento diario de una mujer (18 mg/dia) y varon adulto (8 mg/dia) [31].
A pesar de ello no sobrepaso el nivel superior de ingesta tolerable (45 mg/dia) [31]. De
esta manera, P. cibaria Singer aporta un alto contenido de Fe porque cubre mas del 30%
del requerimiento diario [32]. Este resultado coincide parcialmente con Quispe et al. 2020
(12.20 mg Fe/100 g) porque superd el requerimiento de un vardn adulto, pero no de una
mujer [23]. Por el contrario, no coinciden con Barreto et al. 2011 (1.03 mg de Fe/100 g)
[22] porque no cubre el 15% del requerimiento diario para un adulto [32]. Por este motivo,
aungue la muestra analizada es una fuente rica en Fe cabe la posibilidad de encontrar

carpéforos que no lo sean.

La concentracion de Zn en P. cibaria Singer fue de 6.77 mg/100 g. Esta concentracion

representa el 61.54% y el 84.625% del requerimiento de un varon (11 mg/dia) y mujer (8
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mg/dia) adulto, respectivamente [31]. Por esta razon, P. cibaria Singer aporta un alto
contenido de Zn porque cubre mas del 30% del requerimiento diario [32]. Este resultado
es corroborado por Quispe et al. 2020 (10.40 mg Zn/100 g) [23] porque cubrié mas del
30% del requerimiento diario. En cambio, no coincide con Barreto et al. 2011 (0.77 mg
Zn/100 g) [22]. De acuerdo a estas comparaciones, se puede encontrar carpoforos con
altas concentraciones de Zn tal como ocurrié con nuestra muestra, pero tambien pueden

encontrarse en bajas concentraciones.

La concentracion de F en P. cibaria Singer fue de 2.37 mg/100 g y cubria el 59.25% vy el
79% del requerimiento diario de un vardn (4 mg/dia) y mujer adulta (3 mg/dia) [31]. De
esta manera, P. cibaria Singer tiene un alto aporte de F porque cubre méas del 30% del
requerimiento diario [32]. Del mismo modo, el analisis de setas (no se especifico las
especies) que expendidas en supermercados de la isla de Tenerife - Canarias, Espafia
obtuvieron altas concentraciones de flaor (1.28 mg/Kg peso seco) [93]. En tal sentido, P.
cibaria Singer aporta un alto porcentaje de F al igual que otras setas como las que se

vendian en Espafia.

P. cibaria Singer tuvo una concentracién de yodo de 2.02 mg/100 g. Esta concentracion
superd el requerimiento diario de un adulto (0.15 mg/dia) y el nivel superior de ingesta
tolerable (1.1 mg/dia) [31]. Por el contrario, el analisis de Agaricus bisporus y Pleurotus
ostreatus consumidas en Amaifeke, Estado de Imo en Nigeria contenian altas
concentraciones de yodo; 0.376 y 0.425 mg/100 g base seca, respectivamente, pero no
superaron el nivel maximo tolerable [94]. De acuerdo a nuestros resultados, aunque el
contenido de | en P. cibaria Singer excede el nivel superior de ingesta tolerable segun la
DRIs, es poco probable que cause efectos dafiinos en la salud [31]. En adicion a ello, es
poco comun que la poblacién consuma alrededor de 100 g de P. cibaria Singer
deshidratada.

P. cibaria Singer tuvo una baja cantidad de Ar (<0.002 mg/kg base seca), Pb (<0.002
mg/kg base seca), Hg (<0.001 mg/kg base seca) y Cd (<0.0001 mg/kg base seca). La
norma general para los contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos y piensos
establece s6lo la concentracién permitida de Pb (0.3 mg/kg), en este sentido, la
concentracion de Pb en P. cibaria Singer esta dentro de este parametro [17]. Ademas, las

concentraciones de todos los elementos analizados estan por debajo del 1% m/m, por lo
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tanto, se cumple lo indicado en la norma general para los hongos comestibles y sus
productos [95]. Nuestros resultados estan dentro de los limites permisibles de
contaminantes en los alimentos establecidos por la FAO [17], la Legislacion de la Union
Europea (Tabla 2) [55] y los limites maximos estipulados por la Republica Popular de
China (tabla 2) [56]. Por otro lado, nuestros resultados no guardan relacion con Barreto
et al. 2011 quien reportd 4.45 mg/Kg de Pb y 0.69 mg/Kg de Cd [22], por lo que superan
los niveles méximos de estos dos contaminantes y resultan un peligro para la salud. Al
analizar nuestros resultados podemos decir que P. cibaria Singer si es apto para el
consumo humano porque la concentracion de los 4 metales pesados analizados esté dentro
del rango permitido. Sin embargo, algunos carpéforos de P. cibaria Singer podrian tener

concentraciones toxicas de Pb y Cd, tal como ya se ha descrito.

En el andlisis de la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria Singer se determiné que
tiene un IC50 alrededor de 0.25 mg/ mL (base seca) y el acido ascorbico (control positivo)
a una concentracion menor de 0.0025 mg/mL (base seca). Esto significa que
aproximadamente se requeriria 100 veces mas concentracion del extracto metandlico de
P. cibaria Singer para tener una actividad antioxidante comparada con el &cido ascérbico.
Ademas, el IC50 de P. cibaria Singer es menor a 10 mg/mL, por esta razdn el extracto
tiene una actividad antioxidante in vitro efectiva [96]. Por otro lado, aunque no existen
antecedentes sobre su actividad antioxidante, esta es mayor que del extracto metandlico
de Lentinula edodes (shiitake) de Portugal (6.43 mg/mL) [97] y de Malasia (4.44 mg/mL)
[98], mayor al extracto metandlico de Pleurotus ostreatus de Portugal (6.54 mg/mL) [97],
mayor al extracto metandlico de Agaricus bisporus (Champifion) de Portugal (3.13y 9.61
mg/mL) [97] y mayor al extracto metandlico de Ganoderma lucidum de la India (0.953
mg/mL) [99]. Existen diferentes componentes que le podrian estar otorgando la capacidad
antioxidante a P. cibaria Singer, entre ellos: compuestos fendlicos, betaglucanos,

tocoferoles, carotenoides, ergosterol, acido ascorbico y demés [18].

Por otro lado, existen factores que pueden alterar la actividad antioxidante de las setas.
En este sentido, se ha observado que las setas a medida que contindan su desarrollo su
capacidad antioxidante in vitro aumento significativamente en Pleurotus ostreatus
cultivados en el Laboratorio en Estados Unidos [100]. En Brasil, se determin6 que la
actividad antioxidante in vitro de Pleurotus ostreatus disminuyd significativamente en

sustratos de café enriquecidos con Fe, Zny Li [101]. Por otro lado, se determino que los
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carpéforos de G. rutilus contaminados con pocos gusanos (< 50% del area afectada)

tuvieron una mayor actividad antioxidante in vitro que los carpéforos sin gusanos [87].

Conforme a lo descrito anteriormente, la actividad antioxidante in vitro de P. cibaria

Singer es efectiva y superior a otras setas comunes. A su vez, la actividad antioxidante

podria verse afectada por el estadio de desarrollo en la que fue analizado, la riqueza

mineral del sustrato donde se desarrolla y por la presencia de gusanos.

V1. Conclusiones

P. cibaria Singer presentd un alto contenido de humedad (79.48%) al estar fresca
pero un alto contenido de carbohidratos (44.44%), proteinas (23.83%) y fibra
(12.73%) al estar deshidratada. En consecuencia, su consumo contribuiria en la
disminucién de la desnutricién porque tiene un buen aporte de macronutrientes.
Aunque no tuvo un bajo aporte caldrico (64.12 y 312.34 kcal/100 g, base frescay
seca, respectivamente), si tuvo un bajo contenido de grasas (1.53%).

La muestra deshidratada de P. cibaria Singer tuvo una baja concentracion de &cido
ascarbico (3.27 mg/100 g base seca). En consecuencia, no proporciona la cantidad
necesaria de esta vitamina para cumplir con el requerimiento diario de un adulto.
La muestra deshidratada de P. cibaria Singer tuvo una alta concentracion de hierro
(30.41 mg/100 g base seca), zinc (6.77 mg/100 g base seca), flor (2.37 mg/100 g
base seca) y yodo (2.02 mg/100 g base seca), pero una baja concentracion de
calcio (75.99 mg/100 g base seca).

En cuanto a la concentracion de metales pesados en P. cibaria Singer, se concluye
que la muestra no presentd concentraciones toxicas de As (< 0.002 mg/kg base
seca), Pb (< 0.002 mg/kg base seca), Hg (< 0.001 mg/kg base seca) y Cd (< 0.0001
mg/kg base seca). En consecuencia, Su consumo es seguro.

Los extractos metandlicos de P. cibaria Singer tuvieron una actividad
antioxidante in vitro efectiva (IC50 < 0.25 mg/mL base seca). Por consiguiente,
puede ser considerado un alimento funcional y su mayor consumo contribuiria en

el buen estado de salud de la poblacion.
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Recomendaciones

VII.

Analizar una muestra fresca de P. cibaria Singer directamente con el equipo
analizador de humedad para obtener un resultado méas preciso.

Determinar el contenido de &cido ascorbico en la muestra fresca de P. cibaria
Singer para evitar que el proceso de secado, molienda y conservacion impacten
negativamente en su concentracion.

Analizar la actividad antioxidante in vivo de P. cibaria Singer e identificar los

componentes responsables de su capacidad antioxidante.
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Anexos
Anexo 1. Clasificacion de hifas en basidiomicetes.

Clasificacion: (a, b, c) hifas generativas, (d, e) hifas esqueléticas, (f, g) hifas

ligativas o de unién [62].

Anexo 2. Caracteristicas del pileo.

1 2 3 4 ;
Formas del pileo: (1) plano, (2) plano-convexo, (3) convexo, (4) hemisférico.
Modificado de Cepero et al. [62].
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5. 6
Tipos del margen del pileo. 1-3) recto. 4) decurbado. 5) incurvado, 6) enrollado hacia
abajo. Modificado de Cepero et al. [62].

Anexo 3. Caracteristicas de las lamelas.

(a) (b) ()

Relacion de union de las lamelas al estipite. (a) distantes, (b) libres, (c) anexas.

Modificado de introduccion a la micologia [63].

3.

Disposicion de las lamelas: (1) distantes, (2) subdistantes, (3) cercanas, (4) apretadas
[62].
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Margen de las lamelas: (1) entero, (2) serrado, (3) serrulado [62].

Anexo 4. Caracteristicas del pileo.

Insercion del estipite al pileo: (1) lateral, (2) excéntrico, (3) céntrico, (4) ligeramente

excéntrico. Modificado de Cepero et al. [62].

| 2\} 3U 40 O
Formas de estipite: (1) cilindrico, (2) tapon hacia abajo, (3) tapén hacia arriba, (4)
subclavado, (5) clavado. Modificado de Cepero et al. [62].

Superficie del estipite: (1) lisa, (2) escabroso, (3) fibriloso, (4) escamoso. Modificado
de Cepero et al. [62].
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Anexo 5. Disefio del estudio

Estudio de la composicién nutricional, actividad
antioxidante y concentracion de metales pesados de
Pleurocollybia cibaria Singer

|
Composicion Actrvidad
nutricional antioxidante in vitro Metales pesados
Analisis proximal - .
: Identificacion de
(humedad, Mhetodo DFFH. !

— proteinas, grasas, || As Pbécl;l[g} ?ﬁ
fibra, cenizas v por edsp ometria
carbohidratos). © Masas.

. . Analisis de la

— Valor calénico. concentracion de

metales pesados

| (As, Pb, Hg v Cd)
Analsis de concentracion por espectrometria
de masas

de vitamina C por
titulacion con 2,6-
diclorofenolindofenol.

Identificacion de Ca, Fe,
L Fv Zn conun ESEM.

Analisis de la concentracion
de Ca, Fe v Zn por ICP-MS,
——  de F por cromatografia
1onica v de vodo por
yodometria.




Anexo 6. Identificacion y coleccion de muestra.

Identificacion y coleccion de muestra

v

v v

Feria de Q’oncha Raymi

Mercado Vinocanchon de San
Jeréonimo

rrswm

Ejemplares de P. cibaria Singeridentificadosy colectados.

Anexo 7. Tratamiento de la muestra

La muestra se Se colaron en
Tratamiento de la pesé (186.544 un colery
muestra ) y ordend en conducidos al
platos. laboratorio.
R e R La muestra se Som Paclicn Caren 0N
limpi6 y volvio a pesar, La bqlsa se
deshidraté (30°C- se (1111’0110 y ggardo 3n un
1 semana) Suarco en na esecador.
5 bolsa ziploc.
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Anexo 8. Analisis proximal.

A. Analisis de humedad

Deshidratada a 30°C,
1 semana
Toda la muestra | Pesadoy molienda 1 g de muestra
(duplicado)
A\ 4
Analizador de , Serealizo los
humedad. célculos.
Proceso para determinar el contenido de humedad.
Muestra Deshidratado Deshidratado Total Media Desviacion
en horno % en estandar
Muestra analizador de
humedad (%)
Toda la 68.93 1 10.87 79.80 79.48 0.46
muestra 2 10.22 79.15
Tabla de resultados del analisis de humedad.
B. Analisis de proteinas
Preparacion de reactivos
e Mezcla de sulfato de cobre (CuSO.) y sulfato de sodio (Na2SO4): En un recipiente
con tapa se mezclo 1.11 g de CuSO4y 10.89 g de NaxSO4. De esta manera, se
obtuvo 12 de mezcla catalizadora. El ensayo se realizdé por duplicado mas un
blanco. Por ello, 4 g de esta mezcla fue para cada ensayo.
e Hidroxido de sodio (NaOH) al 40%: En un recipiente de plastico de 200 mL se

mezclé 60 mg de NaOH con 150 mL de agua destilada.
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e Acido borico al 4%: En un matraz de Erlenmeyer de 200 mL se mezcl6 8 g de
acido borico con 200 mL de agua tibia. De esta manera, se prepardé 200 mL de

acido borico al 4%.

e 0.1 N deHCI: EnunErlenmeyer de 100 mL se agreg6 0.23 mL de HCl y se aford
con agua destilada. El volumen de HCI utilizado se determind a partir de las

siguientes ecuaciones.

_ NxEq*V 0.1N*36.46*200mL

_ _ = 0.7292
W =000 mL 1000 mL g
m 0.7292¢g
v="2 200 06179
P 118-L
mL

HCl 100 % pureza — 0.6179 mL
HCl 37.5% pureza — 0.23 mL.
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ﬁ horniliasdel
sistema

multiplede
digastion
Kjeldzhl

2.5 horas.

'

150 mL agua
destiladz+ 30
mL N=OH 405 Se colocaron
+ 3 unidades enlz hornillz
granzllasde del sistema.
zinc
40 mLH:BO:
al4%+3 Se colocaron
gotas en el sistema
indicador e destilzcion,
verde
bromocrescl

(Se hizo por triplicado)

Hasta que las soluciones cambizaron 2 color amarillo.

Sersalizd los
caleulos.

A4

Proceso para determinar el contenido de proteinas.

Muestra Gasto HCI 1IN  Proteinas (%) Media (%) Desviacion
(mL) estandar
1 39.5 24.04 23.83 0.30
2 38.8 23.61
Blanco 0.3 -

Tabla de resultados del analisis de proteinas.



C. Anaélisis de grasas

Envueltaen
2 g demuestra | papel filtro | Cuerpo intermedio
deshidratada v Se » del extractor
molida. siftodigoal Soxhlet.
sistema.
(Se hicieron por duplicado)
Matraz redondo po—— Se agregd 100 mL
de fondo plano. Lz £ y éter de petroleo al
conecto al :
; sistema.
sistema
Soxhlet.

4 horas después se

i

Se puso el matraz a
bafio maria a 40°C
para evaporar el éter.

extrajeron los balones

h 4

Se colocaron en un
desecador hasta que el
peso sea constante.

Se peso v se realizod
los calculos.

Proceso para determinar el contenido de grasas.

Muestra

Peso Peso balon Peso Grasas Media Desviacion
muestra vacio (g) balén con (%) (%) estandar
Q) extracto
graso (q)
1 2.0028 112.5609 112.5891 1.41 1.53 0.18
2 2.0022 114.4787 114.5118 1.65

Tabla de resultados del analisis de grasas.
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D. Anaélisis de fibra

Preparacion de reactivos

e Acido sulfarico (H2SO4) al 1.25%: Considerando que el H2SO4 utilizado tenia
96% de pureza, se mezcld 5.21 mL de H2SO4 con 400 mL de agua destilada.
Asi, se obtuvo 400 mL de H2SOsal 1.25%.

e Hidroxido de sodio (NaOH) al 2.5%: En un recipiente de plastico de 200 mL
se mezcl6 3 g de hidréxido de sodio (100% de pureza) y se disolvid con 120

mL de agua destilada.

| __\‘

1 g muestra . Se calent6 hasta su
desengrasada + ebullicion. Se filtrd
100 mL H2504 . =

11.25% € fepuso con agua
a destilada 1a pérdida

de volumen.
(Se hizo por duplicado)
C "\\I
Se trasvaso el Se calento hasta su -
precipitado  del ebullicion Se filtrd con el

_| mismo papel y se
realizo lavados hasta

papel filtro + 50 mL

Se repuso con a;
de NaOH al 2.5%. P gna

destilada la pérdida que no  diera
de volumen. reaccion alcalina.

Secados en Incineracion en
Se  transfiric el horno Se enfrio en el mufla Desecador, se pesoy se
filtrado del papel aun _’—__: desecador y se i realizo los calculos.
crisol  previamente 2 horasa 130°C peso. 2 horas a 500°C
pesado.

Proceso para determinar el contenido de fibra.
Muestra Peso Crisol con Crisol con Fibra Media Desviacion
muestra (g) residuo seco (g)  ceniza (Q) (%) (%) estandar

1 1 25.4212 25.5596 13.84 12.73 1.57
2 1 29.4038 29.52 11.62

Tabla de resultados del analisis de fibra.
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E. Andlisis de cenizas

Incineracién
1 g de muestra

desengrasada en cada

* Crisoles previamente pesados.

* Se hizo por duplicado. \

Se dejo enfriar Pesado de
en un los crisoles Se realizé los
desecador (30 | | o que el - B calculos.
minutos). peso sea T

constante.

Proceso para determinar el contenido de cenizas.

Muestra Peso Peso de Peso de Cenizas Media Desviacion
muestra porcelanas porcelana con (%) estandar
(9) vacias (9) ceniza (g)
1 1.0001 25.8136 25.9885 17.49 17.47 0.03
2 1.0001 29.4744 29.6489 17.45

Tabla de resultados del analisis de cenizas.

E. Tabla de macronutrientes, fibra y cenizas expresados en base fresca

Proteinas Grasas Carbohidratos Cenizas Fibra Valor
calorico

489+0.04 0.32+0.05 9.13 + 0.56 3.58+0.08 261+0.27 6412+231

Anexo 9. Andlisis de acido ascérbico

Preparacion de reactivos

a. Solucion estdndar de acido ascérbico: Se pesd 50.15 mg de acido ascorbico
(equivalia a 50 mg porque la pureza del &cido ascorbico era de 99.7%) en una
balanza analitica, se transfirié a un matraz aforado de 50 mL y se diluy6 en etanol
hasta aforar.
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b. Solucién de indofenol — colorante: En un vaso de precipitados de 200 ml se

mezclé 50 ml de agua destilada con 42 mg de bicarbonato de sodio, luego se
agrego 50 mg de sal de sodio de 2,6-dicloroindofenol. Se diluyé esta mezcla a 200
mL con agua destilada y se filtrd. El filtrado se depositd en una botella de color
ambar y se refrigerd hasta su uso.

c. Solucion de acido metafosférico-acido acético: En un vaso de precipitados de
200 mL se mezcld 40 mL de agua con 8 mL de &cido acético. Luego, se disolvid
3 g de acido metafosférico. Se diluy6 la mezcla a 100 mL con agua destilada y se
filtro. El filtrado se depositd en una botella de color &mbar y se refrigerd hasta su
uso.

d. Extractos de P. cibaria Singer: Se peso 2 g de muestra deshidratada de P. cibaria
Singer y se introdujo en un tubo de ensayo con tapa. Se agreg6 al tubo 10 mL de
metanol. Este procedimiento se realiz6 por duplicado.

Meétodo 2,6-diclorofenolindofenol
| ‘ |
Estandarizacién del tinte Blanco | | Anilisis del extracto
s v R E—

5 mL acido metafosforico + 7 mL acido metafosférico + agua 5 mL acido :_n’etafosfonf:c_w

2 mL solucién acido destilada (un volumen promedio igual al 2 mL ?oluFlon metandlica

ascorbico usado de 2,6-diclorofenolindofenol para de P. cibaria

la estandarizacién del tinte).
l Serealizo Se realizé
por Serealizo por
duplicado por duplicado

duplicado

!

| Titulacion con 2,6-diclorofenolindofenol

Proceso para determinar el contenido de acido ascorbico.
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Repeticion Volumen de
Titulacion (mL)

Acido 1 14.8

ascorbico 2 14.8
estandar

Blanco 1 0.15

2 0.15

Muestra 1 0.25

2 0.25

Tabla de resultados del analisis de acido ascorbico en P. cibaria Singer.

Célculos

Ecuacidn para determinar la concentracién del &cido ascérbico diluida en etanol.
50.2mg — 50mL)x 2 mL m

[( g ) | o13™

14.8 — 0.15 T mL
Ecuacion para determinar la concentracion de acido ascérbico en el extracto metanolico
de P. cibaria.
. o mg
mg ac. ascoérbico 0.1306—7\ /7mL _,mg
= (0.25mL — 0.15mL) = * ( ) =653%107°>—
mL 2mlL 7mlL mL

Ecuacion para determinar la concentracion de acido ascorbico en 100 g de P. cibaria.

mg ac.ascérbico mg

100g

m 1mL
= 653=k10—3—¢gx

100g = 3.265
100g de muestra ml = 0.2 gx 4

Cabe resaltar que el volumen de titulacion utilizado fue el mismo en el ensayo realizado

por duplicado, por esta razon solo se realizé un calculo y la desviacion estandar fue cero.
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Anexo 10. Identificacién de minerales y metales pesados por ESEM

Muestra en la platina del microscopio.
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Anexo 11. Informe del ensayo de cuantificacién de minerales y metales pesados

realizados por el laboratorio SLab.

S Lab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
' QUIMICOS S.A.C. SLAB

Labarzbosia de easapo o investigacian

INFORME DE ENSAYO

IE-110121-01
1. DATOS DEL GLIENTE .
11 Chente - LUIS ALBERTO ARMAS MUNGCZ
12  RUCDNI - TD344454
2. FEGHAS
241 Inidio ¢ 11 de Enero de 2021
22 Fin : 19 de Enero de 2021
23 Emisidndeinforme 21 de Enero de 2021

3. COMDICIONES AMEIENTALES DE ENSAYO

31  Temperabura R | o
3.2  Humedad Relafiva o E24%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODOLOGIA UTILIZADA
41 Ensayo sclichdo - Barido de Metales — Flbor - Yodo
42 Método ufiizado o ICP-MS — Cromatografia |onica - Yodometria
3. DATOS DE LA MUESTRA ANALIZADA
Tabla N*1: Datos de las musstras analizadas

Codigo Intermo da g
" Dascripcion
HONGO DESHIDRATADO Y MOLIDD
5-0829 (Flewrccollykia charia Singer — Seta Cusquehia)
Fecha de Mussteo: 18-01-2020

6. RESULTADOS
6.1. Resultados Obienidos

Tabla N°2: Resultados Obtenidos

Deaviacion
Paramatro Mstodologia Analitica Rasultado Promedio | Estindar

Ralativa
Flisor, ma/¥g Cromategrafia [Grica 23962 | 23458 | 23708 152
Yodo, myng Yodometria 2048 | 2019 | 2047 (KL

—  Los Resulados perienecen a las muestas entregadas al laboratono
— ‘Queda prehibida la copia parcial de este infoeme sin el consenfmiento por escrin de SISTEMA DE SERVICIOS ¥
ANALISIS QUIMICOS SAC.

. —L_\"Hc ______

EEGD HD-IHHEI I'EQ'HHJI ARH @
Qb
caR., a3aT

Pagina 1de 3

Calle 22 Urb. VIPOL MARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIM DE PORRES LIMA. — Tslafono E1-1y 71 6212 -
www slabpsru.com



SLab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

Labaraboriy de easxpo e inwesigacin

Tabla N°3: Resutados de Metales Pesados

—
Faramatro Metoedologia Analitica Resultado Promedio | Estandar
Relativa
Arsénico, ma/ka _ 0.002_| <0.002 | <0.002 N A
Plomo_mg/Ka AUCTEY Souped Plasma- | 0002 [<D.002 | <0002 | MN.A
Mercurio, ma/Kg Emission Specrometry <0.001 | <0.001 | <0.001 N_A
Cadmio, mgikg <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 N.A&
Tabla N°4: Resultados de Metales
———
Parametro Metodologia Analitica Resultado Promedio | Estandar
Relativa
-alcio, nduchively Coupled Plasma- | 755.27 | 76442 | 759.85 0.85 |
Zinc, ma/Kg Alomic 630 | 6811 | 6i.d0 0.85
Hierra, mgika Emission Specromery 30298 | 30528 | 304.11 0.53

—  Los Resulados perenecen 3 l3s musestas entregadas al laboralono
—  ‘Queda prohibida [ copia parcial de este informe sin e consen@miendo por escriio de SISTEMA DE SERVICIOS ¥
ANALISIS QUIMICCS SAC.

==

E'IEW “BouARD -'m—i.ﬁa J """
L= IR (¥ 10t
Q. 1337
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Anexo 12
Preparacién de reactivos

a. Solucién metanolica de 0.1 mM de DPPH: En una fiola de 100 mL se mezcl6
7.89 mg de DPPH con 100 mL de metanol. La fiola se cubrié con papel aluminio
y se refrigerd hasta su uso.

b. Extracto metanodlico de P. cibaria Singer: En 6 tubos diferentes se mezclaron
2.5, 5,10, 20, 40 y 80 mg de P. cibaria Singer (deshidratada y molida) con 10 mL
de metanol. Los 6 tubos se colocaron en bafio maria durante 2.5 horas, se filtraron
y los filtrados se almacenaron en distintos viales.

c. Solucién metandlica de &cido ascorbico: Se prepard una solucion madre de 100
mg de vitamina C en 100 mL de metanol. De ella, se tom6 0.025, 0.05, 0.1, 0.2,
0.4y 0.8 mL y se agreg0 en 6 fiolas distintas de 10 mL y se enraso cada una con
metanol. De esta manera se obtuvieron 6 extractos metandlicos de diferentes

concentraciones: 2.5, 5, 10, 20, 40 y 80 ug/mL.

Concentracion del Ensayo Extracto Metanol DPPH
extracto metandlico P. metandlico (mL) (mL)
cibaria Singer P. cibaria
(mg/mL) (mL)

- Blanco metanol - 2 -

- Blanco DPPH - - 2

0.25 Blanco 2 - -

1A 1 - 1

1B 1 - 1

0.5 Blanco 2 - -

2A 1 - 1

2B 1 - 1

1 Blanco 2 - -

3A 1 - 1

3B 1 - 1

2 Blanco 2 - -

4A 1 - 1

4B 1 - 1

4 Blanco 2 - -

5A 1 - 1

5B 1 - 1

8 Blanco 2 - -

6A 1 - 1

6B 1 - 1
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Volumenes utilizados de cada concentracion de extracto metanélico de P. cibaria

Singer, DPPH y metanol para medir su absorbancia y determinar la actividad

antioxidante in vitro.

Concentracion de la Ensayo Muestra (mL) DPPH (mL)
solucion acido
ascorbico (mg/mL)
0.0025 Blanco 2 -
1 1 1
0.005 Blanco 2 -
2 1 1
0.010 Blanco 2 -
3 1 1
0.020 Blanco 2 -
4 1 1

Volumenes utilizados de cada solucion de &cido ascérbico, DPPH y metanol para

determinar la actividad antioxidante in vitro.

1A-1B 2A-2B 3A-3B 4A - 4B
=

,
SA-5B SA-5B

Actividad antioxidante in vitro del extracto metandlico de P. cibaria Singer luego de 30

minutos bajo oscuridad.
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