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Resumen

Los hongos son un recurso alimentario importante y que a lo largo del mundo han sido
integrados en la dieta de las personas, en el caso de México su riqueza biolégica le ha

permitido el aprovechamiento de sus recursos como lo es el huitlacoche (Ustilago maydis).

Este hongo tiene beneficios a la salud del ser humano por el alto contenido nutricional que
posee, tales como minerales, vitaminas, acidos grasos, carbohidratos prebidticos y

metabolitos secundarios.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene como fin el aislamiento y elucidacién de metabolitos
secundarios presentes en el extracto etandlico del huitlacoche cocido y huitlacoche fresco,
la identificaciéon y cuantificacion de polifenoles, y el encapsulamiento de los extractos

usando biopolimeros (quitosano, alginato de sodio, quitosano-alginato de sodio).

El huitlacoche se adquiri6 en un mercado local de la ciudad de Cuautla, Morelos;
posteriormente, se realiz6 la maceracién en etanol del huitlacoche en fresco y del

huitlacoche después de su tratamiento térmico.

La determinacion de polifenoles totales, se realizo mediante el método de Folin-Ciocalteu,

encontrandose que el extracto de huitlacoche fresco (10.18 —88) es el que presento

mayor abundancia de metabolitos respecto al huitlacoche cocido (08.38 —83.

Los extractos de huitlacoche en fresco y cocido se llevaron a biparticion empleando
solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano y agua), sometiendo las fases de
diclorometano a un fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta,
logrando asi el aislamiento y elucidacion del 6-metoxi-2-benzoxazolinona (coixol) y al &cido
4-hidroxibenzoico, cuyas actividades biolégicas reportadas incluyen poseer actividad

antioxidante y eliminar los radicales libres.

Ademas de estos compuestos activos, se logré identificar mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién y cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
4 polifenoles, dos acidos benzoicos (acido 4-hidroxibenzoico, 4cido vanilico) y dos acidos
cinamicos (acido p-cumarico, acido ferualico), acidos grasos esterificados (etil linoleato, etil

palmitato, oleato de etilo) y esteroles (espinasterona, 2-sitostenona).
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Dentro de la microencapsulacion de los extractos, las concentraciones favorables
propuestas es de 1.5% de alginato de sodio, en su contraparte, la concentracién para

aquellos donde se emple6 quitosano es de 0.05%.

Este trabajo contribuye al estudio micoquimico del Ustilago maydis, asi mismo, por primera
vez se llevé a cabo la micro y nanoencapsulacion de los extractos etanélicos de huitlacoche.
De este modo se enriquece su reconocimiento como posible alimento funcional del alto

impacto en la dieta y salud humana.
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1. Introduccién

Ustilago maydis (U. maydis) es un hongo (basidiomiceto) que infecta al maiz (Zea
mays), principalmente la planta joven, lo que genera malformaciones, inicialmente de color
gris palido, pero a medida que madura adquiere el color negro que lo caracteriza. A pesar
de esto, en México se ha venido empleando como parte de la dieta culinaria desde la época
de las antiguas civilizaciones mexicanas; su nombre popular, huitlacoche o cuitlacoche
proviene del vocabl o ng8huat |l (Il engua de |l os m
ficuitlacuchtli o que signi f i(luaez-Manteletzal., 20bl),ema zor ca d

otras latitudes se le refiere también como carbén del maiz.

En cuanto a su contenido nutricional incluye: a) acidos grasos esenciales (oleico y linoleico
que son fuentes de Y-3 -6 r&pectivamente), b) aminoacidos esenciales, c) azlicares de
facil digestion d) fibra, y e) vitamina C y minerales. Asi mismo, algunas propiedades
terapéuticas que se han estudiado para el huitlacoche han sido hipocolesterolemiante,
inmunomodulador, anticancerigeno, antiinflamatorio, antimicrobiano, antihipertensivo,
(Valdez-Morales et al., 2010; Valverde et al., 2015). Aunado a esto, acorde a lo publicado
por (Valdez-Morales et al., 2010), el huitlacoche posee una capacidad antimutagénica (41.0

a 76.0%), ademas de su posible alternativa como antidiabético (Salazar Lépez, 2013) y

actividad antioxidante (alrededor de 5151.37+48.2 —— ). En cuanto a la fitoquimica

de este hongo, se han reportado polifenoles totales de (661.45+20.56 ——)( Aydoj du &

Gl Ak®h, 2017M. L. L-pez & Baeza, 2018)

Por otro lado, los nutracéuticos son productos presentados como una alternativa
farmacéutica, ya sea en forma concentrada o ser adicionado a un alimento natural para
incrementar las propiedades funcionales en beneficio de la salud (Luengo-Fernandez
2007).

Con base a lo expuesto, el presente proyecto tiene como objetivo conocer el contenido de
metabolitos secundarios de extractos metanolicos, en particular polifenoles, para su

encapsulacion y su futura evaluacién como potencial nutracéutico.

P§gi21z



2. Antecedentes

2.1 Nutracéuticos

Hoy en dia podemos apreciar el interés por un estilo de vida saludable para mejorar la
calidad de vida de la persona tratando de prevenir o disminuir el riesgo de padecer una
enfermedad adoptando el consumo de productos naturales, dando pie a un area de
investigacion relevante del papel de los compuestos activos de estos productos, (Nath,
2018)

Dentro de esto se encuentra un concepto denominado nutracéutico, que fue acufiado en
1989 por Stephen De Felice, definiéndolo como un alimento o partes de este que
proporcionan beneficios a la salud, incluida la prevencién y el tratamiento de enfermedades,
(Kumar, 2018).

Dicho término se emplea para describir un grupo de alimentos que se encuentra en una
brecha en la que son mas que alimentos, pero menos que productos farmacéuticos, los
cuales proporcionan beneficios adicionales a la salud, junto con el valor nutricional basico
del alimento, que derivan de metabolitos secundarios provenientes de las plantas u hongos

comestibles generados a través de diversas rutas metabdlicas.

Dentro de estos alimentos, encontramos a los hongos como resultado de su alto contenido
en proteinas de calidad que contienen una alta proporcién de acidos grasos insaturados
como forma vegetal. Los hongos también son una fuente de fibra, particularmente la fibra
soluble, el glucano. Los cuerpos fructiferos de los hongos se componen del 50 al 60% de

carbohidratos en peso seco, con azucares libres que representan el 11%.
2.2 Hongos

El planeta tierra es un ingente hontanar de vida con una diversidad de seres vivos, los
cuales son divididos en 5 reinos dentro de los cuales se encuentra el reino fungi que se
estima comprende entre 1.5 y 7.1 millones de especies (Dornburg et al., 2017), y esta
compuesto por siete Aifiloso: Basidiomycot a,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota y Microsporidia. Este reino
comprende desde levaduras unicelulares hasta hongos filamentosos multicelulares que
incluye hongos macroscépicos que forman grandes cuerpos fructiferos. A pesar de la cifra
de especies, el total estimado de diversidad de hongos disponible para la ciencia es muy

inferior, (Kaliyaperumal et al., 2018)
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Hay que destacar que estos han sido reconocidos como un vasto venero de principios
bioactivos con actividad biol6gicas como antioxidante (Matuszewska et al., 2018; Shaffique
et al., 2021), anticancerigena,(Jeitler et al., 2020; Panda et al., 2022; H. J. Park, 2022),

antimicrobiana (Matuszewska et al., 2018), entre otros.

Podemos mencionar que, desde la antigliedad, los hongos han sido una parte importante
de la dieta humana. Los griegos creian que los hongos proporcionaban fuerza durante la
batalla y, segun los chinos, se consideraba un alimento saludable o "Elixir de la vida",
(Chatterjee et al., 2021) estas referencias demuestran que la gran mayoria de hongos son
benéficos para la salud humana ademas de su actividad bioldgica sino también por su
extenso contenido nutricional, considerandose como nutracéuticos (Al-Obaidi et al., 2021;
Rahi & Malik, 2016)

2.3 Generalidades del Género Ustilago

En la familia Ustilaginaceae encontramos al género Ustilago, del cual incluye
300 especies, (Boekhout et al., 2011). En la Figura 1 se presenta un arbol

filogenético de Basidiomicota.

Ustilago maydis MS 115/
Pseudozyma prolifica
Ustilago maydis RH 521 / L20287

Ustilaginomicetos

Ustiliginales

Ustilaaginomicotina

Malasseziales
Exobasidiales Exobasidiomicetos

Microstromatales

Cistofilobasidiales

Filobasidiales

Unassigned

Tremellomicetos
Tremellales

Agaricomicotina

Trichosporonales

Figura 1. Relaciones filogenéticas entre 2 subfilos de Basidiomicota y entre taxones en
Ustilaginomycetes de Ustilaginomycotina, tomado y modificado de (Boekhout et al., 2011)
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2.4 Generalidades de la Especie Ustilago maydis

Ustilago maydis (U. maydis) es una especie perteneciente al género Ustilago, el cual
es un patdégeno que infecta al maiz produciendo un hongo particular denominado en México
como huitlacoche o cuitlacoche. La particularidad de esta especie es que a diferencia de
otros Ustilaginales responsables de epifitas severas, son escasas derivando en una
afectacion menor en plantios de maiz del cual se registré una produccion de 27 millones
503 mil toneladas alcanzadas el ciclo agricola 2021 acorde a los datos de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER)

Es pertinente mencionar que a lo largo de la Republica Mexicana al U. maydis se le conoce
bajo distintos nombres acorde al dialecto de cada region (Santiago et al., 2016) y (Valadez

Azla et al., 2011), (Quinonez-Martinez et al., 2014) ver Figura 2.

witachori

stok 'al

Figura 2. Diferentes nombres del U. maydis (huitlacoche) en distintos dialectos de México.

El huitlacoche ha sido empleado como un hongo medicinal en algunas regiones de México
como se indica en el | i br(Yalade€ Azia et ah,RQlL) faesea E |
en presentacion de té para tratar la diarrea, célicos o el uso de sus ustilosporas mezcladas

con aceite se usan como medicamento para suavizar y calmar la irritacién, (Guzman, 2008;
WogtczaEGska, 2018)
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Por otro lado, la taxonomia del huitlacoche se describe a continuacion, de acuerdo con los

Datos del Inventaire National du Patrimoine Naturel:

Clasificacion jerarquica

Dominio: Biota

Reinado: Fungi

Sub-reinado: Dikarya Hibbett
Filo: Basidiomycota

Orden: Ustilaginales

Familia: Ustilaginaceae

Género: Ustilago (Pers.)

=4 =4 4 4 -4 -4 - -

Especie: Ustilago maydis (DC.)

2.4.1 Ciclo de Vida

De acuerdo con el libro fi E | huitlacoche, alimento prehispeé
Historia, aprovechamiento y t ®c ni cas de p(Salagzan-Toods -enad., 2@R#)
menciona que el Ustilago maydis es un hongo biotréfico dimérfico, por lo que su ciclo de
vida se desarrolla en dos fases: saprofitica y micelial-patogénica. En la Figura 3 se ilustra

el ciclo de vida de este hongo.

Su ciclo comienza con las teliosporas que en el periodo de germinacion forman un tubo
germinal, hacia el cual migra el nucleo diploide; el tubo crece formando un promicelio y el
nacleo se divide por meiosis para dar origen a cuatro nucleos haploides. Posterior a que en
el promicelio se forman tres septos, se desarrollan cuatro basidiosporas uninucleadas y

haploides por gemacién.

Estas son diseminadas por el viento y la lluvia, comenzando asi el desarrollo patogénico en
la epidermis de la hoja cuando dos esporidios 0 basidiosporas compatibles se reconocen
entre si, formandose un micelio dicarionte (filamento infectivo), esta estructura explora la
superficie del maiz hasta encontrar aberturas naturales o puede penetrar también la

epidermis.
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Durante el proceso de infeccion, forma apresorios encargados de la penetracion y
colonizacién; estos se multiplican dentro y entre las células vegetales induciéndoles
hiperplasia e hipertrofia, o cual provoca la formacién de una tumoracion, asimismo el hongo
produce una cubierta protectora (peridio) para evitar la deshidratacion del micelio
dicariottico.

En un inicio las agallas suelen presentar una coloracién blanquecina donde en ellas se
forman las teliosporas que conforme maduran adquieren una coloracion grisacea-negra,
por ultimo, el tejido de las agallas se vuelve fragil sufriendo una ruptura y provocando la

liberacién de las esporas.

Haploid Cells

Conjugation Tube Formation V
Dikaryotic Filament :

Appressorium
and Plant Penetration

N %
Dikaryotic Mycelia Growing
Through and Between Cells

Figura 3. Ciclo del U. maydis, tomado de (Seville et al., 2012).
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2.4.1 Contenido Nutricional

Acorde al estudio realizado por ( Aydoj du &

nutricionales de Ustilago maydis podemos encontrar un amplio espectro de nutrientes ya

sea minerales o acidos grasos, ver Tabla 1.

Tabla 1. Contenido nutricional del huitlacoche, por ( Ay dw j & Gwl hk o h,
Acidos grasos Minerales
Contenido Contenido
] [mg/kg] [mg/kg]
Acido oleico 4249+ 0.12 Mn 1.91+£0.07
Acido linoleico 26.97 + 0.18 Zn 2.51 +0.06
Acido palmitico 14.79 £ 0.17 Na 12.06 + 0.08
11-Eicosenoic acido 4.39+0.10 Mg 262.69 £ 0.02
Contenido Ca 18.61 + 0.01
[mg/kg] P 342.07 £ 0.02
Proteina Cruda 12.0+£0.1 Fe 2.85 % 0.08
Celulosa 11.0£0.14
Grasa total 1.80 £ 0.02
Carbohidratos 45.0 £ 0.26

De igual forma los datos que indica el sistema mexicano de alimentos equivalentes para el

huitlacoche cocido, reporta los siguientes datos condensados a continuacion:

Tabla 2. Contenido nutricional del huitlacoche acorde al sistema mexicano de alimentos

equivalentes
Proteina (g) 0.8 _ Vitamina A 0
Lipidos (g) 0.1 Acido ascérbico (mg) 2.6
Hmmmmgscmbmm 41 Hierro NO HEM (mg) 03
Fibra (g) 1.2 Potasio (mg) 107.5

G~ lem koo fiaJores2 01 7))

2017)
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2.4.2 Estudios Quimicos

A partir de la literatura se han recopilado algunos metabolitos secundarios presentes en

Ustilago maydis los cuales se condensan en la siguiente tabla.

Tabla 3. Metabolitos reportados en la literatura para el hongo Ustilago maydis (huitlacoche)

Acidos grasos

Tratamiento Metabolito Referencia
(@]
Liofilizado
Cocido (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O - . OH
Acido butirico
(o]
Liofilizado
Cocido on (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O Acido caproico
(0]
Liofilizado
Cocido o (Lizarraga-Guerra et al., 1997)

Extraccién Et,O

Acido enantico

Seco o (Aydojdu & G711 h
Liofilizado M
Extracto MeOH > OH (Valdez-Morales et al., 2016)
Liofilizado Acido miristico (Vanegas et al., 1995)
Seco (Aydojdu & G~ I h
o
Liofilizado
Extracto MeOH MCH (Valdez-Morales et al., 2016)
Liofilizado B (Vanegas et al., 1995)
Acido palmitico
Soxhlet (Valverde & Paredes-L6pez, 1993)
O
Liofilizado /WJ\OH (Vanegas et al., 1995)
9
Acido laurico
Seco (Aydojdu & G711 h
Liofilizado

Extracto MeOH

<

OH

(Valdez-Morales et al., 2016)

Liofilizado T (Vanegas et al., 1995)
Acido esteérico
Soxhlet (Valverde & Paredes-Lopez, 1993)
Seco o (Aydojdu & G|
Liofilizado M

Extracto MeOH

Liofilizado

OH
17

Acido araquidico

(Valdez-Morales et al., 2016)

(Vanegas et al., 1995)

h
=
w
o



[continuacidn]

Acidos grasos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

i

Seco OH (Aydojdu & G™1Ih
14
acido margarico
o
Seco /MOH (Aydoj du &20G) I h
11
Acido pentadecanoico
Liofilizado Q

Extracto MeOH

Liofilizado

OH

;

Acido bahenico

(Valdez-Morales et al., 2016)

(Vanegas et al., 1995)

Liofilizado
Extracto MeOH

OH

>

(Valdez-Morales et al., 2016)

Liofilizado . | ) Vanegas et al., 1995
g
Acido Lignocerico
Seco 0 (Aydojdu & G711 h
Liofilizado \/\/\/\/z\/@\)‘\
Extracto MeOH ’ > oH (Valdez-Morales et al., 2016)
Liofilizado Acido oleico (Vanegas et al., 1995)
Seco (Aydojdu & G~ I h
Liofilizado a
Extracto MeOH WM (Valdez-Morales et al., 2016)
OH
Liofilizado Acido linoleico (Vanegas et al., 1995)
oxhlet alverde & Paredes-Lopez,
Soxhl Valverde & Paredes-L6 1993
Seco (Aydojdu & G~ I hl
Liofilizado i
Extracto MeOH _ _ (Valdez-Morales et al., 2016)
OH
Liofilizado Acido linolénico (Vanegas et al., 1995)
oxhlet alverde & Paredes-Lopez,
Soxhl Valverde & Paredes-L6 1993
Seco 0 (Aydojdu & G 1h
Soxhlet \/\/\/:\/\/\/\)J\OH (Valverde & Paredes-Lopez, 1993)
acido palmitoleico
0]
Seco /\/\AA/\/M0H (Aydojdu & G”1h

Acido 11-eicosenoico
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[continuacidn]

Acidos grasos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Fermentacion

(Wu et al.,, 2023)

m;;/g!gv&géls (Becker et al., 2020)
Crl#g;gig' Ho i (Geiser et al., 2016)
Cﬁlgxgig ' T\”)J\OH (Maassen et al., 2014)

maflz:tsivl\agzlls Acido itacsnico (Klement et al., 2012)
Cﬂgﬁig ' (Guevarra & Tabuchi, 1990)

Aldehidos grasos

Tratamiento Metabolito Referencia
Liofilizado 0
Cocido NN (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O Propanal
Liofilizado P~
Cocido © Hexanal (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et.O
Liofilizado NN NN
Cocido Y (Liz&rraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,0 Octanal
Liofilizado NN NN
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O Nonanal
Liofilizado N NN NN
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,0 Decanal
Liofiligado /\/\/\/\ »
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O (E)-oct-2-enal
Liofilizado /\/\/\/\/
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O (E)-non-2-enal
Liofilizado /\/\/\/\/\
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,0 (E)-dec-2-enal
Liofiliz_ado /\/\/\/\/\/ o
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O (E)-undec-2-enal
LiofiIiz_ado NN N o
Cocido 0 i (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O (E,E)-nona-2,4-dienal
Liofilizado NN N o
Cocido 0 ) (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccién Et,O (E,E)-deca 2,4-dienal
Liofilizado NN NN o
Cocido 0 (Lizarraga-Guerra et al., 1997)

Extraccion Et,O

(E,E)-undeca-2,4-dienal
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Aminoacidos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H»0O

Soxhlet

o)
\‘)‘\OH
NH,
Alanina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lépez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

NH

/I‘k I
HZN N/\/Y‘\OH
H
NH,

Arginina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

HO

o) NH,
Acido aspartico

(Martinez-Flores et al., 2008)

O
OH

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lopez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

o o
HO)‘\/YU\OH

NH,
Acido glutdmico

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

(0]
HS/\‘)}\OH

NH,
Cisteina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

(0]
HZN\)J\
OH

Glicina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lopez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

(e}
OJ\OH
NH

Prolina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)
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Aminoacidos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H»0O

Soxhlet

NH,
Serina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lépez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

NH,
HO

Tirosina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Valverde & Paredes-Lépez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Soxhlet

</N / OH
HN NH;
Histidina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Valverde & Paredes-Lopez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,O

[0}

OH
NH,

Fenilalanina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

(o}

P4
T
N

Isoleucina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

P4
I
N

Leucina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb.

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

OH

I

N

zZ
\io

NH,
Lisina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lopez, 1993)
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Aminoacidos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H»0O

Soxhlet

0O

(]

NH,
Metionina

(Martinez-Flores et al., 2008)

OH

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-Lépez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

Soxhlet

OH 0O

OH

NH,
Treonina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

(Valverde & Paredes-L6pez, 1993)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0

Triptéfano

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Fresco
Congelacion
Temp. Amb

Congelado

Liofilizado

Extraccion
MeOH-CF-H,0

Soxhlet

(0]
)ﬁ)I\OH
NH,
Valina

(Martinez-Flores et al., 2008)

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Valverde & Paredes-Lépez, 1993)

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,O

(@)

HN—

Acido tricolémico

‘o) o)
OH
NH,

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

O
HzNM
oH

Cc i daminabutirico

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)

Liofilizado
Extraccion
MeOH-CF-H,0O

HO S
\n)\/ \S

(e}

NH,

Cistina

(e}
/\HkOH
NH,

(Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)
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Aminoacidos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

o

N J
N ‘\\\\\
q "
OH

Soxhlet (Valverde & Paredes-L6pez, 1993)
Hidroxiprolina
(0]
Liofilizado
Extraccion OH (Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)
MeOH-CF-H,0O NH,
Norleucina
(0]
Liofilizado
Extraccion OH (Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)
MeOH'CF'HZO NHZ
Norvalina
(0]
Liofilizado
Extraccion H2N OH (Lizarraga-Guerra & Lopez, 1996)
MeOH-CF-H,0O NH,
Ornitina
Benzoxazoles
Tratamiento Metabolito Referencia

Fermentado

R
/O\©:O:
N
H

R=H

6-metoxi-2-benzoxazolinona

o R= OCH; 7,6-dimetoxi-2-benzoxazolinona

(Wu et al., 2023)

Benzoxazinas

Tratamiento

Referencia

Fermentado

_© OIR1
: :N o}
I

Metabolito
DIMBOA R;=0H R,=OH
DIMBOA-GIc R,=0Glc R,=OH
HMBOA Ri=OH R,=H

HMBOA -Glc R,=OGlc R,=H
HDMBOA-Glc R,=0Glc R,=OCH;

(Wu et al., 2023)

Rz
Carbohidratos
Tratamiento Metabolito Referencia
OH
Liofilizado
Extracto EtOH . o OHO on (Rosalba Beas et al., 2011)
HO ~
Liofilizado ofY
Extracto MeOH o oH (Valdez-Morales et al., 2010)
Sacarosa
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[continuacion]
Carbohidratos

Referencia

Tratamiento Metabolito
OH o
O
HO
OH
Liofilizado ©
Extracto EtOH ) . on (Rosalba Beas et al., 2011)
" HO O~
OH
(0]
OH OH
Rafinosa
OH
OH
QO
HO
OH
OHO’ o
Liofilizado HO
Extracto EtOH g Q\OHO = (Rosalba Beas et al., 2011)
HoHo o] O\OH
OH
°© OH
OH
Estaquiosa
OH
OH
O,
HO! on )
OH o,
Liofilizado 2
HO
Extracto EtOH ol . (Rosalba Beas et al., 2011)
OH
© OH
OH
Verbascosa
(E)H
Liofilizado Ho/\‘/\/\o ]
Extracto MeOH [ %H (Valdez-Morales et al., 2010)
Arabinosa
OH
Liofilizado HO X0
Extracto MeOH [ [ (Valdez-Morales et al., 2010)
Xilosa
Liofilizado
Extracto EtOH o4 OH (Rosalba Beas et al., 2011)
Liofilizado /\)\)\/0
F -
Extracto MeOH HO ; ; (Valdez-Morales et al., 2010)
Liofilizado Sn  oH L
Extracto Glucosa (learraga-Gijgegg & G. Lopez,

P§gi41:|a
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[continuacion]

Carbohidratos

Tratamiento Metabolito Referencia
OH OH
P /o
EX'I[;’;)(]:ItI(I)ZsIdeOOH HO H (Valdez-Morales et al., 2010)
OH OH
Manosa

OH OH

Extl'rg)gltl(l)zﬁ/ldeoOH (Valdez-Morales et al., 2010)
OH OH
Galactosa
EX%EZELEES%H OH 0 (Rosalba Beas et al., 2011)
ExtLrg)gl[lézﬁﬂdeoOH S (Valdez-Morales et al., 2010)
ngyrgg(lo 8';': tOH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
ructosa
MeOH: CHCls :H,0 1998)
Liofilizado ot .,
Extracto HO\)\/OH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCl3 :H,0 Siicerol 1998)
OH
L;ELZ;%O HO . : oH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCls :H,0 N W 1998)
Arabitol
oH
Liofilizado H OH .,
Extracto HO (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCI3 :H,0O OH 1998)
Eritritol
OH OH
L;R:Z;%O HO . oH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCls :H,0 W 1998)
Glucitol

Liofilizado
Extracto
MeOH: CHC|3 ZHzo

OH OH

(EDH OH
Manitol

(Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
1998)

Liofilizado
Extracto
MeOH: CHCI;3 :H,O

OH OH

OH OH

(Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
1998)

Sorbitol
OH
Liofilizado H OH .,
Extracto HO/\é/\/ (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCl; :H,0 g, 1998)
Treitol
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[continuacion]

Carbohidratos
Tratamiento Metabolito Referencia
OH
LETELIS;%O HO/\‘/EY\OH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCls :H,0 S on 1998)
Ribitol
OH
Lgyr';;%o HO OH (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
MeOH: CHCIs :H,O OH OH 1998)
Xilitol
Carotenos
Tratamiento Metabolito Referencia
Extracto EtOH .
Cocido y fresco o (S. Lopez et al., 2017)
U-tocoferol
i S G N ~ ~
IEJBEn ; )lldeISz > h (Estrada et al., 2009)
b-caroteno
Extracto EtOH S N e e S e P )
Cocido y fresco (S. Lopez et al., 2017)
b-criptoxantina
Extracto EtOH ) e e 0 Vo e WaFa N )
Cocido y fresco (S. Lopez et al., 2017)
Luteina
CI:E(;(gggts Eég; Ho S e Ve Y Vo V'8 Y Vo g o (S. Lopez et al., 2017)
Luteoxantina
Extracto EtOH 7 NN 7 Z ] s
Cocido y fresco \ (S. Lopez et al., 2017)
Fitoflueno
Extracto EtOH
Cocido y fresco

(S. Lopez et al., 2017)
Fitoeno
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Carotenos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Extracto EtOH
Cocido y fresco

Violaxantina

(S. Lopez et al., 2017)

Extracto EtOH
Cocido y fresco

OH
) NP S P N

HO

(S. Lopez et al., 2017)

Zeaxantina
Cumarinas
Tratamiento Metabolito Referencia
HO.
R
Fermentado N Ustilago F R;= Acido carboxilico (Wu et al., 2023)
Ustilago G R, = (R)-3-hydroxybutanal
HO O o
Ustilagol A
Dihidrofuranos
Tratamiento Metabolito Referencia
HO,
Liofilizado —
Cocido (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O o o)
Sotolon
Fenoles
Tratamiento Metabolito Referencia
OH
Liofilizado
Cocido (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O+
Fenol
HO
Liofilizado
Cocido ~ (Lizarraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et,O o
guaiacol
(@]
Liofilizado - H
Cocido (Liz&rraga-Guerra et al., 1997)
Extraccion Et;O
HO
Vainillina
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[continuacidn]

Fitoesteroles

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Extracto EtOH
Cocido y fresco

B

HO

Campesteril-3-b-glucopiranésido

(S. Lopez et al., 2017)

Extracto EtOH
Cocido y fresco

5

HO

op Zavenastero

(S. Lopez et al., 2017)

Extracto EtOH
Cocido y fresco

%

HO

p Festigmasterol

(S. Lopez et al., 2017)

Extracto EtOH
Cocido y fresco

Liofilizado
Extracto MeOH

B

HO
Ergosterol

(S. Lopez et al., 2017)

(Valdez-Morales et al., 2016)

Extracto EtOH
Cocido y fresco

B

HO'

Fucosterol

(S. Lopez et al., 2017)
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[continuacion]

Fitoesteroles

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Extracto EtOH
Cocido y fresco

s

(S. Lopez et al., 2017)

Sitoesterol
Flavonoides
Tratamiento Metabolito Referencia
Extracto EtOH OH ]
Cocido y fresco O (S. Loépez etal., 2017)
HO. 0.
g "
e ot oH (Valdez-Morales et al., 2016)

Extracto MeOH

OH

Catequina

Liofilizado
Extracto MeOH

OH

HO.

O

OH (e}
Naringenina

(Valdez-Morales et al., 2016)

Liofilizado
Extracto MeOH

HO.

O
o
I

OH

o
I

OH (@]
Quercetina

(Valdez-Morales et al., 2016)

Liofilizado
Extracto MeOH

HO.

O
o
I O
o o
I I

OH
Epicatequina

(S. Lopez et al., 2017)

Liofilizado
Extracto MeOH

OH

O O
]
I

O

HO 5 OH OH
OH
] H
(o) Cl

Rutina

(Valdez-Morales et al., 2016)
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[continuacidn]

Glucolipidos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

0 Ustilipido A R;=-COO R,=-(CH;);3-CH3
OH Ustilipido B Ry=-COO Ry= -(CH;)-CH3
Ustilipido C R4= -COO Ry= -Isopropil

OH

OH
Ustilipidos

(Kurz et al., 2003)

Cultivo
Ustilago maydis
PRL-627

( )n 264

Acido ustilagico A R=H

Acido ustllaglco B R= OH
&/ OH

(Haskins & Thorn, 1951)

Indenos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Fermentado

0 Ustilagol B Ri=H  R,=OMe¢ R;=OH
UstilagolC Ri=H R,=OMe R;=OMe
Ustilagol D R;=OMe R)=H R3;=OH
Ustilagol E R;= OMe R,=H R3;=OMe

(Wu et al., 2023)

Acidos benzoicos y cindmicos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Liofilizado
Extracto MeOH

Acido clorogénico

(S. Lopez et al., 2017)

Liofilizado 0 -
Extracto MeOH o (S. Lopez et al., 2017)
OH
Liofilizado
Extracto EtOH HO (Rosalba Beas et al., 2011)
B OH
Acido galico
(@]
HO.
filizad o
Liofilizado .
Extracto MeOH o (S. Lopez et al., 2017)
OH
Metil galato
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[continuacidn]

Acidos benzoicos y cindmicos

Tratamiento

Metabolito

Referencia

Liofilizado
Extracto EtOH

(o]
HO
OH
HO

Acido protocatectico

(Rosalba Beas et al., 2011)

Liofilizado
Extracto EtOH

(0]
~ OQ)kOH
HO
/O

Acido siringico

(Rosalba Beas et al., 2011)

Liofilizado
Extracto EtOH

(o]
/Q)kOH
HO

Acido 4-hidroxibenzoico

(Rosalba Beas et al., 2011)

Fermentado

(e}
/dl\oH
HO OH

Acido orselinico

(Wu et al., 2023)

Liofilizado
Extracto MeOH

(0]

HO
:O/\)‘\OH
HO

Acido cafeico

(Valdez-Morales et al., 2016)

Liofilizado
Extracto MeOH

Liofilizado
Extracto EtOH

[¢]
O
g w :
HO

Acido ferulico

(Valdez-Morales et al., 2016)

(Rosalba Beas et al., 2011)

Liofilizado
Extracto MeOH

o
o
~ X oH
HO
P

Acido sinéapico

(Valdez-Morales et al., 2016)
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[continuacion]

Acidos benzoicos y cindmicos

Tratamiento

Metabolito Referencia

Liofilizado
Extracto MeOH

(0]

X
on (Valdez-Morales et al., 2016)

HO ;
Acido p-cumarico
(0]
Liofilizado N OH
Extracto MeOH (Valdez-Morales et al., 2016)
> OH
Acido o-cumérico
Purinas
Tratamiento Metabolito Referencia
Ustilagomaydisina A Ry= -(CH,);-CHj3 Ry= -(CH,)s-COOH
\ Ustilagomaydisina B R{= -(CH;)3-CH3 R,= -CHj
; k > Ustllagomaydlsma C R4=-(CH,)4-CH3 Ry=-CHj,4 (S. Q. Wang et al., 2014)
R1 R,
Otros
Tratamiento Metabolito Referencia
OH
HO H WOH
Liofilizado (Lizarraga-Guerra & G. Lopez,
Extracto - -~ 1998)
MeOH: CHCls :H,0 HOY YY" oH
oH
Inositol
OCH,
Y
Fermentado O (Wu et al., 2023)
HO oH HO
Ustilagol F

Acorde a la tabla previa, apreciamos que este hongo posee una variedad de metabolitos de

tipo polifendlico, lo que ha llevado a su cuantificacion mediante el método colorimétrico de

Folin-Ciocélteu en muestras de México y Turquia, realizado por diferentes grupos de

investigacion, (Tabla 4).
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Tabla 4. Contenido de polifenoles totales reportado para huitlacoche en la literatura

Origen Tratamiento Extracto Concentracion Referencia
3.11+0.07 ——
421 +£0.09 ——
249+ 0.03 ——
13.94 + 0.04 ——
7.63+0.02——
a8edo. de México Seco Hidroetandlico 49+ 0.03——  (Lopez-Martinez et al., 2022)
9.21 + 0.08 ——
7.08 +0.03——
6.95+ 0.02 ——
7.52 +0.03 ——
7.63+0.04 ——
Acuoso 222,19 £12.3 ——
aSonora Liofilizado (M. L. Lépez & Baeza, 2018)
Metanélico 661.45 £20.56 ——
Fresco 49.6 + 0.02 ——
_ Cocido _ 709+0.1——
aGuanajuato Etandlico (S. Lépez et al., 2017)
Fresco 182.7+ 0.2 ——
Cocido 161.7+0.1——
aTurquia Seco Hidroalcohdlico 113.11+02—— ( Aydoj du & G~
Crudo 602.3 ——
bGuanajuato Metandlico (Valdez-Morales et al., 2016)
Cocido 700.0 ——
#Aguascalientes 630 + 0.02 ——
aJalisco 450 + 0.02 ——
aGuanajuato 450 + 0.03 ——
aGuanajuato 640 £ 0.03 ——
Liofilizado Metandélico (Rosalba Beas et al., 2011)
2Puebla 480 £ 0.02 ——
®PAmarillo 500 + 0.00 ——
PNegro 460 £ 0.01 ——
bPipitillo 540 + 0.02 ——

aColectado; °Inoculado
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2.5 Encapsulacion

Es una tecnologia que permite encapsular substancias soélidas, liquidas o gaseosas
en matrices, las cuales pueden ser liberadas bajo ciertas condiciones controladas, (Jafari,
2017). El objetivo primordial es proteger el compuesto activo encapsulado (material central)
contra entornos desfavorables o adversos (como la luz, la humedad, la temperatura y el

oxigeno)

Dependiendo del tamafio de la particula encapsulada resultante obtenida, el proceso de
encapsulacion puede denominarse macro, micro y nanoencapsulacién. En general, las
propiedades de los materiales encapsulados mejoran con el aumento de la relacién
superficie-volumen y, por lo tanto, se prefieren la micro y nanoencapsulacion a la

macroencapsulacion (Vimala Bharathi et al., 2018).
2.5.1 Microencapsulaciéon

La microencapsulacion involucra un proceso de encapsulamiento donde la cubierta
suele ser insoluble y no reactiva con el nicleo; y dependiendo de sus aplicaciones, puede
estar hecho de gomas, proteinas, lipidos y polimeros sintéticos (Desai & Jin Park, 2005);
como resultado se obtienen microcapsulas de diferentes tamafios que se encuentran dentro
del rango de 100 nm a 1000 nm, (Gaonkar et al., 2014), dependiendo de la técnica de

microencapsulacion utilizada, (Tabla 5).

Tabla 5. Métodos de microencapsulaciéon de alimentos, modificado de (Jafari, 2017)

. Tamaifio
Tecnologia
[ € m]
Secado por aspersion 1071 400
Recubrimiento de lecho fluido 2071 200
Secado por congelacion o al vacio 201 5000
Enfriamiento/refrigeracion por aspersiéon 201 200
Inyeccién de fusion 2001 2000
Extrusién por fusion 300i 5000
Emulsificacién 0.2i 5000
Coacervacion 101 800
Encapsulacion por expansion rapida de fluido 107 400
supercritico
Atrapamiento de liposomas 1071 1000
Complejizacién de inclusién 0,0017 0,01
Preparacion de microesferas via emulsificacion 101 1000
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En cuanto a la morfologia de los microencapsulados se encuentran dos tipos, una de ellas
son las microcapsulas caracterizadas por poseer un nucleo interior y una cubierta exterior
definidos; en su contraparte, en el caso de las microesferas, el ingrediente activo esta
disperso dentro de la matriz generando una exposicidn del encapsulado al situarse cerca o
en la superficie de la microesfera, (Arenas-Jal et al., 2020; Gaonkar et al., 2014), ver Figura

4.

matriz Compuestos

‘
v
v
v
-
Microesfera Revestimiento  \jicroesfera

Figura 4. Morfologias de los microencapsulados, tomado y modificado de (Agnihotri et al., 2012)

2.5.1.1 Alginato.

El alginato (ALG) es un polisacarido que consiste en unidades de acido d-
manur - ni co ¢ ehd) eunidaeseds acilo-gul ur - ni co c-@-4),
Figura 5.

Principalmente este compuesto se encuentra en algas marinas pardas como especies de
ascophyllum, durvillaea , ecklonia, laminaria, lessonia, macrocystis, sargazo y turbinaria,
(Alihosseini, 2016), sin embargo, también es producido por dos géneros de bacterias como

son Pseudomonas y Azotobacter vinelandii, (Abdul Khalil, 2020; Martau et al., 2019).

OH e HO
“00C oo 0 b 0 g4
|
OH 0 -0 ) OH
~ { 0 d Ho ° 00C
0 < HO H
Y OH >:O
-00C

OH
Bloques G Blogques M Bloques MG/GM

Figura 5. Estructura de cadena de alginato, tomado y modificado de (Martau et al., 2019)

enl

aces
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El ALG es un polimero anidnico que en presencia de cationes divalentes (Ca?*) se generan
interacciones entre Ca?*y los grupos carboxilo (COQ'") de los bloques de &cido gulurénico,
favoreciendo la formacion de geles situacion contraria que en aquellos ricos en bloques de
manuronato, ( Git ocha et al ., 2022; Wilkerson, 2022)

Este apresamiento del ion Ca?* por los bloques G crean regiones que forman una estructura
denominada caja de huevo como se muestra en la Figura 6, (Hasnain et al., 2020;
Wilkerson, 2022).

Figura 6. Estructura de caja de huevo producida por alginato
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2.5.1.2 Quitosano.

El quitosano (QTS) es un polisacarido constituido por unidades de D-glucosamina y N-

acetil-D-glucosamina y el nUmero de estos depende del grado de la N-desacetilacion de la

OH >:O

quitina, Figura 7.

HO

Figura 7. Estructura del quitosano

Este polisacarido deriva de la quitina, la cual esta presente en diversas fuentes naturales
como es en el exoesqueleto de crustaceos,(Aranaz et al., 2021) insectos, algas y en la
pared celular de hongos. El quitosano es menos frecuente en la naturaleza y se encuentra

en algunos hongos (Mucoraceae).

Ademas, debido a los mdltiples grupos funcionales (grupos hidroxilo, amino y carboxilo) que
posee el QTS, estos pueden ser modificados quimicamente lo que da pie a la variabilidad
de sus propiedades fisico-quimicas mejorando asi aspectos de solubilidad y mejorar la
estabilidad, (Li et al., 2020)

Ademas, la naturaleza catidnica del QTS puede ser util para mejor su estabilidad al
combinarlo con otros polimeros aniénicos como el alginato, poli (L-lisina), pol iA

glutdmico) (Niculescu & Grumezescu, 2022).

§ci

do
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2.5.1.2 Quitosano-Alginato.

El empleo de mas de un polimero como matriz encapsulante es un recurso que
permite mejorar las caracteristicas de liberacién del compuesto de interés, es por ello, que

una de las mezclas que se emplea es el alginato de sodio y el quitosano.

Sabemos que el ALG es un polimero anionico, permitiendo asi una interaccion

electrostatica con polimeros catiénicos como es el caso del quitosano, por consiguiente, da

origen a complejos polielectrolitos. Dicha interacciéon i6nica, genera enlaces

intramoleculares entre los grupos de &cido carboxilico (COO") del ALG y los grupos amina
protonados (NH%*) del QTS. Permitiendo asi la obstruccion de los poros en las capsulas de

ALG por el QTS. (Lim et al., 2015)

Dicho polielectrolito ALG-QTS, (Figura 8), se caracteriza por una estabilidad térmica,
guimica y mecéanica mejorada de los polimeros constituyentes. Ademas, las formas de
dosificacion de farmacos basadas en los complejos ALG-QTS se caracterizan por un mayor
grado de hinchamiento, fuerza mucoadhesiva y liberacién prolongada del compuesto activo,

(Szekalska et al., 2017).

Ambos polisacaridos son sensibles al pH, lo que puede ser util para controlar la liberacién

del farmaco a niveles de pH especificos ajustando la proporcién de ALG-QTS utilizada,

(Wathoni et al., 2024)

: ‘OH
. OH
) \ O /i/ \;\
(0] o R
OH
CaZ+

+
I

)
p=4

[

o} ”//n/m//// I

O iy,
o
O

Figura 8.
(Feyissa et al., 2023)

Interaccion entrecruzamiento de quitosano-alginato, tomado y modificado de
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3. Justificacién

Los hongos se han convertido en objeto de gran interés en el sector alimentario
gracias a sus propiedades nutricionales Unicas y su sostenibilidad ambiental, por lo que su
investigacion, produccion y promocion de este recurso, es vital para convertirlo en un

componente esencial de nuestra dieta diaria.

Bajo este contexto, la comunidad cientifica y la industria alimentaria estan en una
permanente busqueda de formas de mejorar la calidad de los alimentos, dirigiendo la
investigacion en técnicas de encapsulacion basado en sistemas de administracion con
biopolimeros; abriendo asi el camino hacia productos alimenticios mas saludables, sin

comprometer sus propiedades, como componentes bioactivos o funcionales.

Por lo que México se encuentra en un panorama favorable al ser un pais megadiverso lo
gue confiere un pletérico de bondades por su riqueza biocultural, existiendo 400 especies
de hongos que en los grupos étnicos tienen un uso como alimento y medicina tradicional.
Asi mismo, México tuvo una produccion de 8 142 toneladas acorde al Servicio de

Informacion Agroalimentaria y Pesquera en el 2023.

Dentro de los hongos consumidos tradicionalmente, estan las patitas de pajaro (Ramaria
botrytis), yemas (Amanita caesarea), xolete rosa (Entoloma clypeatum), huitlacoche
(Ustilago maydis); este dltimo, acorde a su investigacion nutrimental, aporta
macronutrientes (hidratos de carbono, lipidos, proteinas) y micronutrientes (fibra, minerales,

vitaminas).

Sin embargo, también encontramos miconutrientes como acidos grasos esenciales (acido
oleico y acido linoleico) que son fuentes de ¥-3 y ¥ -6, c ar o ttecoferod), estetbles,
(ergosterol), polifenoles (catequina, acido ferdlico) que han manifestado actividades

antioxidantes y anticancerigenas; destacando la abundancia de aminoacidos esenciales.

Por lo que el presente proyecto, esta dirigido con el enfoque de una investigacion del perfil
micoquimico de los extractos etandlicos de este hongo tradicional mexicano, asi como en

la obtencidn y analisis de sus compuestos bioactivos de naturaleza fendlica.

De igual forma, se busca un material adecuado para la microencapsulacion de los extractos
etandlicos, y asi en un futuro continuar con su aplicacion como nutracéutico con
propiedades farmacolégicas. Ademas, con el fin de promover el consumo de un alimento
autéctono bajo la alternativa de la microencapsulacion debido a que nos brinda beneficios

a la salud.
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4. Hipotesis

Los extractos etandlicos del huitlacoche podran incorporarse a un sistema de
microencapsulacién y contendran micoquimicos bioactivos que sustentaran la propuesta de

su posible uso nutracéutico.

5. Objetivo General

Analizar el contenido micoquimico en extractos etandlicos del hongo huitlacoche (Ustilago

maydis) y llevar a cabo su encapsulacion.
5.1 Objetivos Particulares

1. Cuantificary comparar el contenido de polifenoles totales de los extractos etandlicos
de huitlacoche fresco y cocido.
Aislar y caracterizar los micoquimicos presentes en ambos extractos.

3. Encapsular los extractos de huitlacoche a base de alginato de sodio y quitosano, y
analizar su tamafio y morfologia.

4. Contribuir a la informacion del contenido micoquimico del U. maydis (Huitlacoche).
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6. Materiales y Métodos

En el siguiente diagrama 1, se representa el esquema general de la metodologia
empleada en este proyecto, que consta de extraccion, purificacion y caracterizacion, asi

como microencapsulacion de los extractos etandlicos de huitlacoche.

Obtencion del

huitlacoche Cuautla, ‘3%%3
Morelos. Mx%

nmin

Tratamiento
e- -z-
Y

Fresco Maceracion Coc0|on ]

[ Encapsulacion 4,

FACULTA
« NUTRICION

v
Extracto etandlico Extracto etandlico
huitlacoche fresco huitlacoche cocido

Cuantificacion
polifenoles totales

Biparticion
. 7
Fase Fase Fase
hidroalcohdlica DCM hexanica

Aislamiento y

Caracterizacion
[ CCF }I )_l—’[ CG-MS ]
—’[ RMN ] [ HPLC ]4—

Diagrama 1. Metodologia general del proyecto.
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6.1 Obtencidn del Material Fangico

El hongo huitlacoche fue adquirido en la central de abastos en Cuautla, Morelos,
México; en el mes de Agosto de 2022. En su conjunto se emplearon 17 kg, de los cuales 8
kg fueron utilizados para la maceracion de huitlacoche fresco y 9 kg para su tratamiento en

coccion y posterior maceracion de ambos, (Figura 9).

Figura 9. Materia prima de huitlacoche

6.2 Obtencién del Extracto

6.2.1 Huitlacoche Fresco (HF)

La materia organica (huitlacoche) (8 kg) en fresco se corté en trozos pequefios de
alrededor de 1-2 cm, posteriormente se extrajo mediante maceracion con etanol cada 72
horas por triplicado. Finalmente se elimind el disolvente con el uso de un evaporador

rotatorio (Buchi RIl) para obtener el extracto etandlico del huitlacoche en fresco.

6.2.2 Huitlacoche Cocido (HC)

Se utilizaron 9 kg de huitlacoche, se cort6 en trozos pequefios de alrededor de 1-2
cm, y se llevé bajo las condiciones de coccion en una olla peltre llevada a calentamiento a
130 °C por 20 minutos. Se extrajo mediante maceraciéon con etanol cada 72 horas por
triplicado. Finalmente se elimind el disolvente con el uso de un evaporador rotatorio (Buchi

RIl) para obtener el extracto etandlico del huitlacoche cocido.
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6.3 Biparticion de los Extractos

Una vez obtenidos los extractos, se realiz6 una extraccion liquido-liquido empleando
disolventes de distinta polaridad (hexano, diclorometano (DCM) y agua:etanol), ver

diagrama 2.

En primera instancia, se pes6 20 g del extracto etandlico de huitlacoche fresco (E.E.H.F.)
para disolverlo en 400 mL de etanol:agua (7:3) dicha solucién se colocé en un embudo de
separacion de 1000 mL (Pyrex®), posteriormente, se adicioné 400 mL de hexano y se agitd
vigorosamente el embudo, liberando presion en intervalos. La extraccién con este
disolvente se hizo por triplicado, apartando la fase hexanica del sistema para concentrarlo

mediante el uso de un rotaevaporador y colocarlo en un vial para su almacenamiento.

Posteriormente, la solucion de etanol:agua (7:3) pas6 a una proporcion 5:5 previo a la
colocaciéon de 400 mL de diclorometano en el embudo, se repitid el mismo procedimiento
previo para separar, concentrar mediante un evaporador rotatorio la fase de DCM y la fase

hidroalcohdlica, se colocaron en un vial para su correcto etiquetado y almacenamiento.

Esto procedimiento se sigue para para el extracto etandlico de huitlacoche cocido
(E.E.H.C.) y del E.E.H.F. hasta emplear 180 g de extractos.

Extracto etanélico
Hitlacoche

\l, — Hexano

[ 7:3 EtOH:H,O

— DCM

DCM

-[ EtOH:H,0 } -

5:5 EtOH:H,0

Hexano

—  EtOH:H

Diagrama 2. Condiciones de biparticion para los extractos etandlicos de huitlacoche.
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6.4 Cuantificacién de Polifenoles Totales

6.4.1 Preparacion de las Soluciones

El reactivo de Folin-Ciocélteu 2 N (CAS 10377-48-7, Sigma- Aldrich) se prepar6
diluyendo en una relacién 1:2 con agua destilada. Se prepar6 con 2.5 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu con 5 mL de agua destilada, se almacené en un frasco ambar y en un
ambiente libre de luz. Posterior se preparé una solucion de bicarbonato de sodio al 7.5% a

partir de 1.5 g de NaHCO3; y se adicion6 20 mL de agua destilada.

Por otro lado, se utiliz6 como control al acido galico (CAS 149-91-7, Sigma-Aldrich), a partir

de una soluciéon stock de 1 —, se hicieron seis diluciones seriadas de 200, 100, 50, 25,

12.5, 6. 25, 3.13 &g/ mL.
6.4.2 Desarrollo del Método de Folin-Ciocalteu

La metodologia que se sigui6 fue con base a lo descrito por (Jurado et al., 2016), y
se modificoé para llevar a cabo la reaccién directamente en placas de 96 pozos (Costar®).
Los extractos etandlicos de huitlacoche fresco y cocido se prepararon a una concentracion
de 10 mg/mL

Posteriormente se colocaron 28 ¢ L de extactoaen cada pozo de la placa, a
continuacion, se adicion642¢ L de | a s elocalteu (dilmidapreviamente 1:2 con
agua), posterior a esto, se dejo reposar durante 5 minutos. Transcurrido lo anterior se
vertieron42 ¢ L d eICON A5 % y adicionalmente se colocaron 168 € Lde agua destilada,
por ultimo, se agitaron las soluciones de las fracciones para almacenarlas en un ambiente
sin luz por 30 minutos. Las absorbancias se midieron a 760 nm en un fotébmetro de

microplacas Mu | t i sGOg iTther mo Scienti ficE)

El analisis estadistico se hizo en Excel determinando la ecuacion de la recta y por
interpolacion con los valores de las muestras problema. Los resultados de la cuantificacion

fueron expresados en mgEAG/qg.
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6.5 Técnicas Cromatograficas

La identificacidbn de metabolitos presentes en los extractos etandlicos de HC y HF
se llevd a cabo mediante técnicas de cromatografia de gases, cromatografia de liquidos de
alta resolucion y en columna fase normal y fase reversa, flash, asi como cromatografia en

capa fina
6.5.1 Cromatografia en Columna Abierta

La separacién y purificacion de metabolitos presentes en el extracto etandlico de
huitlacoche cocido y huitlacoche fresco se aislaron por cromatografia en columna,
empleando como fase estacionaria silica (230-40 mesh ASTM, cas 7631-86-9, Merk) que
se empaco en columnas de vidrio de diametros y longitudes segun la cantidad de muestra
a purificar con base a lo publicado por (Taber, 1982), en cuanto a la fase movil se us6 un

gradiente hexano-AcOEt.
6.5.2 Cromatografia en Capa Fina

Por otro lado, para el monitoreo de las fracciones se emple6 cromatografia en capa
fina (CCF) de gel de silice 60 F2s4 (1.05554, Merck), posterior a su elucion las placas se
observaron bajo una lamparade luz UV (CAMAG®) con un haz de luz en a=2
nm, visualizando aquellos compuestos fluorescentes debido a sus grupos cromoéforos
(dobles enlaces conjugados). Para la visualizacion de las placas se utilizaron distintos

reveladores como yodo y acido sérico
6.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

Para conocer la composicion quimica de los extractos etanélicos y sus respectivas
fases de DCM e hidroalcohdlico, se tomaron en cuenta los polifenoles reportados por (S.
Lépez et al., 2017; Rosalba Beas et al., 2011; Valdez-Morales et al., 2016) se seleccionaron
12 polifenoles (5 &cidos benzoicos, 4 &cidos cindmicos, 2 flavonoides, 1 flavonoide
glucosilado) como estandares: 4cido galico (CAS 149-31-7, Sigma-Aldrich), acido siringico
(S6881-10G, CAS 331-39-5, Sigma-Aldrich), acido 4-hidroxibenzoico (CAS 99-96-7, Sigma-
Aldrich), &cido vainillico (H36001, CAS 121-34-6, Sigma-Aldrich), &cido protocatecuico
(CAS 99-50-3, Sigma-Aldrich); acido cafeico (CAS 331-39-5, Sigma-Aldrich), acido ferdlico,
acido p-cumarico (C9008-25G, CAS 0198-4, Sigma-Aldrich), acido cinAmico; catequina
(C1251, CAS 225937-10-0, Sigma-Aldrich), quercetina (Q0125-10G, CAS 117-39-5, Sigma-
Aldrich), rutina (R-5143, CAS 207671-50-9, Sigma-Aldrich).
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Los tiempos de retencién y espectros de UV-Vis se pueden consultar en anexos 10.1y 10.2.
El equipo empleado fue un cromatégrafo de HPLC Agilent 6200 acoplado a un detector de
arreglo de diodos (DAD) bajo las condiciones adaptadas con base a lo descrito por (Pati et

al., 2014), (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de operacion de HPLC

Técnica Cromatografia Fase Reversa
Columna Chromolith® Performance RP-18 endcapped100-4.6 HPLC column
T columna (°C) 20 °C
. A) Agua:Ac. Formico 0.2%
Fase Movil B) ACN
NOT 10min98% AT 2% B
Gradiente ) 107 25 min 87% AT 13% B
1) 25- 65 min 85% A-15% B
Vol. De inyeccién 2uLy 3L
Flujo 0.2 mL/min
Detector Detector de Arreglo de Diodos (DAD)
Longitud de Onda 210 nm, 280 nm, 300 nm, 370 nm
Tiempo 65 min

6.5.4 Cromatografia de Gases

El analisis de la composicion quimica de las fases hexanicas de huitlacoche cocido
y huitlacoche fresco se realiz6 mediante un cromatografo de gases Agilent Technology 6890
acoplado a un detector de masas 5973N con las condiciones descritas en la Tabla 7. Los

espectros de masas se compararon con la Biblioteca NIST version 14

Tabla 7. Condiciones de operacion para cromatografia de gases

Técnica de lonizacién Impacto electrénico
Columna HP-5ms30mx0. 250 mm x |
Gas acarreador Helio 1 mL/min, flujo constante
40°C durante 1 min
Horno 10 °C/min hasta 250 °C durante 5 min
10 °C/min hasta 285 °C durante 10 min
Inyector 250 °C, splitless
Detector MSD
Fuente i6nica 250 °C
Biblioteca NIST14
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6.6 Técnicas de Elucidacién

6.6.1 Resonancia Magnética Nuclear

La caracterizaciéon de los compuestos puros aislados y de las fases de DCM de los
extractos etanodlicos del huitlacoche cocido y fresco se llevo a cabo mediante Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) *H y *C y 2D, en equipos, 80 MHz, 500 MHz (Bruker AVANCE
Il HD), 600 MHz (Jeol ECZ).

6.6.2 Espectrometria de Masas de Alta Resolucion

Como parte de la caracterizacion de los compuestos aislados de los extractos
etandlicos se analizaron por espectrometria de masas de alta resolucién ( JEOL MS-700 )

con la técnica de ionizacion de FAB™.
6.7 Micogquimica

6.7.1 Fraccionamiento Primario Fases de DCM

La fase de diclorometano del extracto de huitlacoche cocido y del extracto de huitlacoche

fresco se fraccionaron a través de cromatografia en columna abierta.
6.7.1.1 Huitlacoche Cocido.

La fase de diclorometano (DCM) del huitlacoche cocido (500 mg) se sometié a un
fraccionamiento primario por cromatografia en columna, empleando 50 g de silica , (230-40
mesh ASTM, cas 7631-86-9, Merk), en una columna de 45-3 cm con un gradiente de n-
hexano: AcCOEt (90:10 Y 00:100) y wuna | avado de m
mL cada uno, las cuales se concentraron con ayuda de un rotaevaporador y se agruparon
en 06 reuniones acorde a su homogeneidad segun lo visto por cromatografia en capa fina
(CCF), ver Tabla 8.

Tabla 8. Fraccionamiento cromatografico de la fase de DCM del extracto de huitlacoche
cocido.

Fracciones Sistema Reunidn Peso
Hex:AcOEt
01-16 90: 10 Y s01 14mg
17-30 85: 15 Y s02 26mg
31-38 75:25 s03 2 mg
39-50 75: 25 Y s04 6.6mg
51-73 65: 35 Y s05 514mg
52-170 55: 45 Y s06 28.2mg >
171 Lavado s 07 300mg o
o



Lareuni -n s05 present - cristales BS5mg)gqueati nos en
realizar un andlisis por CCF (R.F.=0.6 hex:AcOEt:Ac. Férmico 6:4:0.1) se observo una
mancha Unica bajo luz UV, este compuesto se caracterizé por RMN 1D Hy 3C (espectro
1, espectro 2), RMN 2D HSQC, HMBC, espectrometria de masas FAB*, y CG-EM.

Caracterizando este como 6-metoxi-2benzoxazolinona (coixol).

U Cristal blanco con morfologia de alfiler

U FM: CgH/NO3

i PM: 165.04 g/mol

u P.F.:160°C

U R.f.:0.7 (Hex:AcOEt:Ac. férmico 6:4:0.1)

RMN *H (MeOD:CDCls, 500 MHz) i 6 .d91#, J € 8.6 Hz), 6.85 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 6.72
(dd, 1H, J = 8.6, 2.5 Hz), 3.77 (s, 3H).

RMN 3C (MeOD:CDCl3, 125 MH z )156i80, 156.29, 144.70, 123.57, 109.61, 106.28, 96.70,
55.06

FABMS m/z [M+H] *: 165 g/mol

Los resultados del andlisis por cromatografiadegases-EM de | as reuniones s01,
a 1 mg/mL en hexano, pueden ser consultados en la secciébn de anexo010.3( s01) 4y 10.
(s02) y en 3dlpaercais mh5.7.

6.7.1.2 Huitlacoche Fresco.

Por otro lado, en el fraccionamiento cromatografico de la fase de DCM del
huitlacoche fresco (3 g) se us6 115 g de silica, (230-40 mesh ASTM, cas 7631-86-9, Merk)
en una columna de 45-5.5 cm, con un gradiente de n-h e x an o : AcOEt (90:10 Y
Recolectando fracciones de 25 mL cada uno, las cuales se concentraron con ayuda de un
rotaevaporador y monitoreado por CCF se agruparon en 09 reuniones acorde a su

homogeneidad segun lo visto, ver Tabla 9.
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Tabla 9. Fraccionamiento cromatogréafico fase de DCM del extracto de huitlacoche fresco.

Sistema

Fracciones Hex: AcOEt Reunion Peso
01-120 90: 10 Y Q01 107.4 mg
121-205 88:12 Y Q02 9.3 mg
206-286 80: 20 Y Q03 4.7 mg
287-351 70: 30 Y Q04 6.1 mg
352-401 65: 35 Y Q05 7.9 mg
402-492 55: 45 Y Q06 93.4 mg
493-570 45: 55 Y Q07 152.9 mg
571-670 30: 7 Q0:8¥ Q08 172.6 mg
671-720 20: 80 Y Q09 57 mg

La reunién Q06 (93.4 mg), procedente del fraccionamiento de la fase DCM del HC, presenté
cristales blanquecinos en suspension amorfos, que al realizar un andlisis por CCF (R.F.=0.6
hex:AcOEt:Ac. Férmico 6:4:0.1) se observd una mancha Unica. Este compuesto fue

identificado como el 6-metoxi-2-benzoxaz ol i nona, ai sl ado anteriornm

De las reunion Q01 a Q03 se prepararon muestras 1 mg/mL en hexano y Q04 a Q09 en
DCM para analizarlos por cromatografia de gases. Los resultados que muestra la biblioteca

NIST se pueden consultar en los anexos 10.5.
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6.7.2 Fraccionamiento Secundario de las Fases de DCM

Determinadas reuniones obtenidas del fraccionamiento primario de las fases de
DCM del extracto de huitlacoche cocido y del extracto de huitlacoche fresco se llevaron a

un fraccionamiento secundario.
6.5.2.1 Huitlacoche Cocido: Reunion's 0.5

La reuni - n s @eSafqdsé&de DEM delghyiittacoche cocido se fracciond
mediante cromatografia en columna, se us6 2.2 g de silica, (230-40 mesh ASTM, cas 7631-
86-9, Merk) empacada en una columna de 44.5-1.2 cm; la muestra se absorbié en 103 mg
de silicay se usé un gradienteden-he xano: Ac OEt ( 995 ohtuQierof1200: 100 ) .
fracciones de 10 mL cada una, colectdndolas con un rotaevaporador, las cuales se

congregaron en 8 reuniones en base al monitoreo por CCF, ver Tabla 10.

Tabla1l0.Fr acci onami ento cromatogr8fico reuni-n s05
Fracciones Hg:(sjf(:ng)aEt Reunion  Peso
01-120  90: 10 Y sO0O®R01 6mg
121-205 88:12 Y sO0O®R02 1.7mg
30-42 80: 20 Y s 003 18.1mg
287-351 70: 30 Y sO0R04 12.8mg
352401 65: 35 Y sO0R05 6.4mg
402-492 55: 45 Y s 0R06 6.2mg
493-570 45:55 Y s0R07 5.4mg
571-670 30: 70 Y s04R08 39mg
En | a r @+Ra3ise obtuve un solido de consistencia pastosa, se preparé una muestra

de 1 mL/mg en acetona para su andlisis por CG-EM, sugiriendo que es el acido 4-
hridoxibenzoico y se caracterizé por RMN 1D H y **C , RMN 2D HSQC, HMBC.

0 Sdlido pastoso

U FM: C7HeO3

i PM: 138.031694049 g/mol

i P.F..2145°C

U R.f.:0.7 (Hex:AcOEt:Ac. formico 6:4:0.1)

RMN H (500 MHz, MeOD:CDCls) i 7 .d8JZ 8.7 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H).

g i61z

RMN 3C (150 MHz, MeOD:CDCls)ti 170. 06, 163.1, 132.95, 122 .73,
o



6.5.2.1 Huitlacoche Fresco: Reunién Q02.

La reuniéon Q02 (9.3 mg) de la fase de DCM del huitlacoche fresco se fraccion6 mediante
cromatografia en columna, empacada con silica flash, eluyendo con un gradiente de n-
hexano-Ac OEt (100: 00: 00 Y ftacion@Dobtdndlds e 10 mlacada gna 0

se concentraron y congregaron en 8 reuniones en base al monitoreo por CCF.

Tabla 11. Fraccionamiento cromatografico reunion Q02 del extracto de huitlacoche fresco.

Fracciones Sistema Reunién Peso
Hex:AcOEt

01-60 100:00 ¥8:12 Q02-V01 3.1 mg
61-123 95:05Y 90:10 Q02-V02 3.5mg
124-182 90 : 2 084:%6 Q02-V03 1.4 mg
183-240 84-16 Y 80:20 Q02-V04 1.3 mg
241-256  76:24: #:24 Q02-V05 0.7 mg
257-302 76:24: &7:33 Q02-V06 2.2 mg
303-343 67:33Y 50:50 Q02-V07 1.0 mg
344-420 50:50 Y 00:100 Q02-V08 5.1 mg

Los resultados del analisis por cromatografia de gases acoplado a masas de la reunion V01

(1 mg/mL hexano) se describen en anexos 10.7.
6.5.2.1 Huitlacoche Fresco: Reunién Q09.

La reunion Q9 (57 mg) de la fase de DCM del huitlacoche fresco, se fraccion6 mediante
cromatografia en columna, empacada con silica flash, eluyendo con un gradiente de n-
hexano-Ac OEt (95: 00: 00 Y Qefon 230 fradciorey de 10Srd cadabunay v

las cuales se agruparon en 10 reuniones en base al monitoreo por CCF.

Tabla 12. Fraccionamiento cromatografico reunién Q09 del extracto de huitlacoche fresco

Sistema

Fracciones Hex: ACOEL Reunion Peso
01-32 95:05Y 93:07 Q09-S01 1.4mg
33-65 93:07-90:10 Q09-S02 1.5mg

66 90:10 Q09-S03 12.8 mg

67-110 90:10 Y 84:16 Q09-S04 3.7 mg
111-147 80:20 Y 75:25 Q09-S05 5.2mg
148-173 75:25 $0:70 Q09-S06 1.8mg
174-197 30:70Y 15:85 QO09-S07 16.1 mg
198-230 15:85Y 00:100 Q09-S08 4.3 mg

Mediante CG-EM se analiz6 una muestra de 1 mg/mL en hexano de la reuniéon S04 , cuyos

resultados se encuentran para su consulta en anexos 10.8.
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6.8 Microencapsulacién de Extractos
6.8.1 Alginato de Sodio

6.8.1.1 Preparacion de las Soluciones.

El cloruro de calcio (grado comestible, ma r cna grainerod se utilizé como agente

guelante preparado una solucién al 5% (se pesaron 5 g en 100 mL de agua destilada).

Para la solucién de los extractos etandlicos de huitlacoche fresco y cocido se prepararon a
concentraciones de 1%, 1.8% y 2.5% pesando 100 mg, 180 mg y 250 mg respectivamente
y diluyéndolos en 10 mL de aguas destilada.

6.8.1.2 Desarrollo del Método.

Para la preparacion de la formulacién I, la solucién de extracto de huitlacoche (E.H.)
al 1% en agitacion se adiciona lentamente 100 mg de alginato de sodio (A.S.).
Posteriormente, para generar los encapsulados, mediante una bomba peristéltica se
adicioné la solucién de A.S.- E.H. sobre 100 mL de la solucién de cloruro de calcio (CaCly)
al 5%.

Una vez formados, se filtr6 con ayuda de un colador y se realiz6 varios lavados con agua
destilada suficiente, posterior a ello se quit6 el exceso de humedad para asi colocarlos en

una caja Petri para su correcto etiquetado y para almacenarlas en refrigeracion a 4°C

Este procedimiento se siguié para los deméas formulaciones (I, Ill, IV, V, VI, VII, VIiI, 1X)
empleadas para la encapsulacion de extracto de huitlacoche fresco como cocido, ver tabla
13.

Tabla 13. Formulaciones para los encapsulados con alginato de sodio

Material Formulacién

| Il 1l X Xl Xl
Extracto etandlico de huitlacoche 1%# 100mg 100mg 100mg 100mg 100mg 100 mg
Alginato de Sodio B100mg €150mg P200mg Bl100mg C€150mg P200 mg
CaCl25% 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL

v \Y VI XV XV XVI
Extracto etandlico de huitlacoche 1.8 %* 180mg 180mg 180mg 180mg 180mg 180 mg
Alginato de Sodio B100mg €150mg P200mg Bl100mg €150mg P200 mg
CaCl25% 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL

VI VI IX XVII XVIII XIX
Extracto etandlico de huitlacoche 2.5 %A 250mg 250mg 250mg 250mg 250mg 250 mg
Alginato de Sodio B100mg €150mg P200mg Bl100mg €150mg P200 mg
CaCl25% 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL

Aen 10 mL de agua, Alginato de sodio B1 % (100mg), 2% (180 mg), P2% (200 mg)

El diagrama de flujo se puede consultar en anexos 10.9
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6.8.2 Quitosano

6.8.2.1 Preparacion de las Soluciones.

La solucién de &cido acético glacial (Cas 64-19-7, J. T. Baker™) al 1%(v/v) se

preparé al adicionar 1 mL de acido a 149 mL de agua destilada.

Las soluciones de quitosano (CAS 9012-76-4, Sigma-Aldrich) al 0.05% y 0.01%v (p/v), se
realizaron pesando 50 mg y 10 mg para ser afiadidas en agitacion constante por 20 h.

(Parrilla Heidolph MR-3001-K) en la solucién de acido acético glacial al 1%(v/v).

Esta solucion de quitosano se ajusté a un pH=5 haciendo uso de una solucion de hidréxido
de sodio (CAS 1310-73-2) 1N (pesando 400 mg de NaOH y diluyéndolo en 10 mL de agua),

esto con la ayuda de un potenciémetro (Hamilton, Arc™ View Handheld).

Para la preparacion de las soluciones de los extractos de huitlacoche al 1%, 1.8 %y 2.5%
se emplearon 100 mg, 180 mg, 250 mg de cada uno de los extractos disueltos en 40 mL
de EtOH:Agua (7:3).

6.8.2.2 Desarrollo del Método.

Se siguié la metodologia descrita por (Chandirika et al.,, 2018) con algunas

modificaciones.

A la solucion del extracto de huitlacoche se adicion6 a | si st ematwek® 80, L

dejandolo en agitacion constante por 30 min.

Una vez pasado este tiempo, empleando una bomba peristéltica y colocando la aguja
situada dos centimetros por encima de la superficie se adicion6 por goteo 5 mL de la
solucion de quitosano sobre la solucion E.H/Tween 80 la cual se encuentraba en agitacion

(500 rpm) por 45 min.

Posterior a ello, la solucién final que contiene las microparticulas de quitosano se vertieron
en un tubo falcon para llevarla a centrifugacion (Labnet Z100A) por 30 min a 2000 rpm, se
enjuago tres veces con agua destilada; tomando 1.5 mL en un tubo Eppendorff para llevarlo
a ultracongelacién -80 °C para después liofilizarlo en un equipo Thermo Micro Modulyo 115

Freeze Dryer System (-45°C, 1mBar).

Al término de la liofilizacibn se almacenan en un desecador hasta su analisis por

microscopia. Este procedimiento se aplicé para la realizacién de la microencapsulaciéon del

de
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extracto de huitlacoche cocido y extracto de huitlacoche fresco en sus distintas
formulaciones (ll, 1, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII), ver tabla 14.

Tabla 14. Formulaciones para los encapsulados con quitosano

Material Formulacion
Huitlacoche cocido  Huitlacoche fresco
I 1 VII VIl

Extracto etandlico de huitlacoche 1% 2100 mg 2100 mg A100 mg A100 mg
Tween80 10 & 10 & 10 & 10 ¢
Quitosano  B5mL €5 mL B5 mL 5 mL
11 v IX X
Extracto etandlico de huitlacoche 1.8% 180 mg 2180 mg 2180 mg A180 mg
Tween80 10 & 10 & 10 & 10 ¢
Quitosano  B5mL €5 mL B5 mL 5 mL
\Y VI Xl Xl
Extracto etandlico de huitlacoche 2.5% #250mg “250mg 2250 mg A250 mg
Tween80 10 & 10 & 10 & 10 ¢

Quitosano B85 mL €5 mL B5 mL S5 mL
Aen 10 mL de agua; BQuitosano 0.01%; Quitosano 0.05%

El diagrama de flujo se puede consultar en la anexos 10.9

6.8.3 Quitosano-Alginato-Extractos Etandlicos Huitlacoche

6.8.3.1 Preparacion de las Soluciones.

Para la preparacion de la solucion de quitosano, se sigui6 la metodologia descrita
en la seccion anterior (6.8.2 Quitosano).

Las soluciones de los extractos de huitlacoche cocido y fresco, se emplearon 100 mg, 180

mg, 250 mg de cada uno y se disolvieron en 40 mL de EtOH:Agua (7:3).
6.8.3.2 Desarrollo del Método.

La microencapsulacién Quitosano-Alginato-Extractos Etandlicos Huitlacoche se

realizé acorde a lo descrito por (Hosseini & Varidi, 2021) con ciertas modificaciones.

Se adicioné lentamente 150 mg de alginato de sodio (CAS 9005-38-3, Sigma-aldrich) a la
solucion de extracto de huitlacoche al 1% y se dejo en agitacion 15 min a <100 rpm, después
de eso, se afiade 1.5 mL de solucién de CaCl; al 5% a la solucion de A.S.- E.H para

posteriormente afiadir 5 mL de solucién de quitosano al 0.01%.
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Después del tiempo de inyeccidn, la solucién se agité durante media hora para completar
la reaccién. Luego, la mezcla se centrifugé a 2000 rpm durante 30 min, y luego, el gel se
enjuago abundantemente tres veces con agua destilada; tomando una muestra de 1.5 mL
en tubos Eppendorf y llevarlo a ultracongelacién -80 °C para después liofilizarlo en un

equipo Thermo Micro Modulyo 115 Freeze Dryer System ( -45°C, 1mBar).

Una vez liofilizado las muestras, estas se almacenan en un desecador hasta su analisis por

microscopia.

Tabla 15. Formulaciones para los encapsulados con quitosano-alginato de sodio

Material Formulacién
Huitlacoche cocido Huitlacoche fresco

| Il 1] [\ Xl A\ XV XVI
Extracto de huitlacoche 1% 100mg 100mg 100mg 100mg 100mg 100mg 100mg 100 mg
Alginato de Sodio 150 mg 200mg 150mg 200mg 150mg 200mg 150 mg 200 mg
CaCl5% 15m. 15m. 15m. 15mt 15m. 15m. 15mL 1.5mL
Quitosano  B5 mL 55 mL 5 mL 5 mL 55 mL B5 mL 5 mL °5 mL

\% VI VI VI XVII XVIII XIX XX
Extracto de huitlacoche 1.8% 180mg 180mg 180mg 180mg 180mg 180mg 180mg 180 mg
Alginato de Sodio 150 mg 200mg 150mg 200mg 150mg 200mg 150 mg 200 mg
CaCl5%(mL) 15m. 15m. 15m. 15m. 15m. 15m. 15m.  1.5mL
Quitosano 5 mL 55 mL €5 mL €5 mL 55 mL B5 mL °5 mL °5 mL
IX X Xl Xl XXI XXII XXIII XXIV
Extracto de huitlacoche 2.5% 250mg 250mg 250mg 250mg 250mg 250mg 250 mg 250 mg
Alginato de Sodio 150 mg 200mg 150mg 200mg 150mg 200mg 150 mg 200 mg
CaCl5%(mL) 15m. 15m. 15m. 15m. 15m. 15m. 15m. 1.5mL
Quitosano % mL 8 m.  5mL  5mL B5mL 8mL 5mL °5mL

BQuitosano 0.01%, “Quitosano 0.05%

El diagrama de flujo se puede consultar en anexos 10.9
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6.9 Microscopia Estereoscopica

Por cada formulacion de microcapsulas de alginato (1, II, 1ll, IV, V, VI, VII, VI, 1X)
se seleccionaron un promedio de 25 capsulas colocandolas en una tapa de caja Petri
grande para ser analizadas en un esteromicroscopio (Olympus mvx10) con un aumento de
10x.

La visualizacion de estos encapsulados y la captura de sus imagenes fueron tomadas con
el software SpinView 2.3.0.77, las imagenes se obtuvieron en escala de colores y se

almacenaron en formato TIFF con una resolucion de 1920 x 1200 pixeles.
6.10 Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (ESEM)

Las muestras quitosano y quitosano alginato se colocaron en stubs de aluminio con
cinta conductora de cobre de doble cara y fueron observadas directamente bajo un
Microscopio electronico de barrido ambiental (Zeiss, EVO LS10, Alemania) con un voltaje
de aceleracion de 30 Kv y una presién de 30 Pa de vapor de agua. Se utilizé un detector de
electrones retrodispersados (NTS BSD), las imagenes se obtuvieron en escala de grises y

se almacenaron en formato TIFF con una resolucién de 1024 x 768 pixeles.

6.11 Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM)

Cada muestra se monto6 en cubreobjetos de vidrio y se observé mediante un CLSM
(Carl Zeiss, LSM800, Alemania) acoplado a una AxioCam HD color (Carl Zeiss, Modelo
305, Alemania). Se utilizé el software ZEN (Zeiss efficient navigation) version 2.6 Blue
edition. Se adquirieron las micrografias con objetivo N i Achroplan de 5 X/0.15 y se
identific- autofluorescencia mediante | a
azul con el laser a 405 nm al 5 % de excitacion en un intervalo de 400 i 500 nm; color verde
con el laser a 488 nm al 5 % de excitacion en un intervalo de 480 i 617 nm; color rojo con
el laser a 640 nm al 5 % de excitacion en un intervalo de 650 7 700 nm. Todas las
micrografias se almacenaron en formato TIFF con una resolucién de 2048 x 2048 pixeles

a 300 ppp.
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P§gi7n3

- n



6.12 Microscopia Electronica de Transmisién (TEM)

Las muestras de quitosano se colocaron en una celda de cobre y fueron observadas
directamente bajo un Microscopio electrénico de transmision (JEOL, JEM-2100, Alemania)
acoplado a una CCD digital (Gatan, modelo SC200). Con un voltaje de aceleracién de 200
Kv, las imagenes se obtuvieron en escala de grises y se almacenaron en formato JPG con

una resolucion de 590 x 590 pixeles.
6.13 Andlisis de Imagenes Estaticas de Microscopiay Estereoscopia

Para el procesamiento de las imagenes obtenidas en las diferentes microscopias
empleadas (ESEM, CLSM, TEM) y estereoscopia se usé el software ImageJ para la

medicién de los didmetros de los vehiculos, a continuaciéon en la Tabla 16 se muestran los

equivalentes de unidad/pixeles

Tabla 16. Equivalencia de Pixeles/ Unidad por técnica de microscopia

Distancia

Tipo de microscopia . Pixeles Escala
conocida

Microscopia Estereoscopica 1 mm 111.5045 111.504 ——

Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental 30 er 54125 1.80

(ESEM) 10 & m 44.8757  4.487 ——

100 ¢ 160.0031 1.60 —

Microscopia Confocal de Barrido Laser (CLSM)
100 & 93.7513 0.937 ——

Microscopia Electronica de Transmision (TEM) 10 nm 26.0001 260 —

6.14 Analisis estatico ANOVA

El andlisis estadistico de los datos de los tamafios de los encapsulados de alginato
de sodio T extracto de sodio se realizd con el software GraphPad Prism 8.0.1.Se realizé un
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para determinar la significacion estadistica.
Las diferencias significativas entre las muestras se identificaron mediante la prueba de

Turkey con un nivel de confianza del 95 % (P < 0,05).
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7. Resultados y Discusién

7.1 Rendimientos de Extractos y Fases de Biparticion

El porcentaje de rendimiento entre el extracto etandlico de huitlacoche fresco
(E.E.H.F.) y el extracto etandlico de huitlacoche cocido (E.E.H.C.) fue similar, contando con
un 3.34 % para el E.E.H.F. y del 3.44 % para el E.E.H.C.; por otro lado, en cuanto a las
fases de baja a alta polaridad (fase hexanica, fase de DCM, fase hidroalcéholica) de los
extractos etandlicos, el rendimiento de la fase hexanica fue similar para ambos casos, en
el caso de la fase de DCM del huitlacoche fresco tuvo un rendimiento del 1.74 % en
contraste con el 0.26 % del huitlacoche cocido, por ultimo, en la fase hidroalcohdlica del
E.E.H.C. tuvo un porcentaje del 41.53% siendo menor al 55.93% del E.E.H.F. del se

muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Rendimiento de las fases de los extractos de huitlacoche

Fase

Extracto Fase hexanica Fase DCM hidroalcohélica

H.F. H.C. H.F. H.C. H.F. H.C. H.F H.C.

Rendimiento 334% 344% 033% 067% 174%  026% 55.93% 4153%
(266.9g) (241g) (0.72g) (1.48g) (3.83g) (0.58g) (123.0g) (91.36 g)

H.F = extracto etandlico de huitlacoche fresco, H.C = extracto etandlico de huitlacoche cocido

Mediante cromatografia en capa fina (CCF) se analiz6 el extracto etandlico de huitlacoche
fresco y el extracto etandlico de huitlacoche cocido, ver Figura 10A, ademas de las fases

obtenidas a partir de la biparticion de estos extractos, ver Figura 10B, 10C, 10D.

Lo apreciado en UV a una longitud de onda corta (/A=254 nm) en la aplicacion de huitlacoche
fresco (H.F.) en CCF observamos una mancha definida con un Rf de 0.61. Por otro lado, al
observar esta misma placa a una longitud de onda larga (/A=366 hm) apreciamos una mayor
cantidad de manchas tanto en H.F., la primera de ellas una mancha verde que tiene un Rf
de 0.59, seguido de una mancha azul con un Rf casi similar de 0.57. Por ultimo, cerca del
punto de aplicacién observamos dos manchas pequefias en un color verde con un Rf de

0.23 y una color azul con un Rf d 0.20.
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En las fases de menor polaridad (hexanicas) de ambos extractos (Figura 10B) se observo
un contenido metabdlico similar, a una longitud de onda corta en la aplicacién de H.F. se
aprecian al menos 2 manchas definidas, la primera de ellas coincide con la mancha

presente en la aplicacién de huitlacoche cocido (H.C.) teniendo un Rf de 0.76.

La siguiente mancha Unicamente se aprecia en H.F. con un Rf de 0.67 a esta longitud de
onda, aunqgue, al observar la placa en onda corta también hay una mancha fluorescente en
las dos aplicaciones teniendo un Rf comdn de 0.57. En el caso del H.F. se logro apreciar

una mancha verde con un Rf de 0.68.

Al colocar el revelador de &cido sérico se apreciaron dos manchas amarillas con una
pequefia mancha negra, su Rf en ambas aplicaciones es de 0.13. Posteriormente al
calentado de la placa, se revelan las manchas vistas en onda corta, pero se adicionan 3

mas por debajo de estas, teniendo un Rf de 0.51, 0.47 y 0.39.

Para las fases de DCM de ambos extractos (Figura 10C) se observé un contenido
metabdlico similar, al observar la placa a una longitud de onda de 254 nm se aprecia uno
mancha ancha para ambos casos teniendo un Rf de 0.68, cuando se aplica el sulfato sérico
se aprecian dos manchas de color negro con un contorno amarillo, dichas manchas tienen
un Rf de 0.76. Posterior al calentamiento, se aprecié una mancha definida en el H.C.
teniendo un Rf de 0.96.

Por ultimo, el analisis por cromatografia en capa fina de las fases hidroalcohdlicas se
aprecian en la Figura 10D, al observar la placa en onda corta de 254 nm se observa una
mancha definida para ambos casos teniendo un Rf de 0.90, Posterior a la aplicacién del
revelador y someterlo a un breve calentamiento, se aprecié una mancha definida en el H.F.
teniendo un Rf de 0.71.
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Figura 10. Placas de CCF: a) Extractos etandlicos, b) Fases hexanicas, c) fases de DCM, d) fases
hidroalcohdlicas
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7.2 Analisis Quimico de los Extractos Etandlicos de Huitlacoche
7.2.1 Cuantificacion de Polifenoles Totales

La cuantificacion de polifenoles totales de los extractos se hizo mediante el método
de Folin-Ciocélteu. En la grafica 1, se muestra la curva de calibracion de acido galico que

se utiliz6 como referencia y obtuvo la ecuacion de la rectay = 0.0457x + 0.0676 con una R2
=0.9996.

Curva de Calibracién Acido gélico 1 mgEAG/g en EtOH

1.000
0.900 y = 0.0457x + 0.0676
0.800 Rz =0.9996
g 1 [ eg/mL ] Absorbancia
2 0.600
£ 0500 20 0.977
o 10 0.529
8 0.400 5 0.305
0.300 25 0.186
0.200 1.25 0.120
0.100 0.625 0.097
0.000
0 5 10 15 20

Concentracion Acido Galico ¢g/mL)

Gréfica 1. Curva de calibracion de &cido gélico para el ensayo de Folin-Ciocalteu.
Ya realizada la curva de calibracion y teniendo la ecuacion de la recta se cuantificaron los
polifenoles presentes en los extractos, en el caso del extracto etandlico del huitlacoche

fresco se determiné una concentracion de 10.18 , €n su contraparte el tratamiento en

coccion posee 8.38 (tabla 18).

Tabla 18. Resultados de cuantificacion de polifenoles para los extractos etandlicos de
huitlacoche

Absorbancia Concentracion
AH i H ol F=1
[A] GE} od N
Huitlacoche Fresco 0.53 10.18 0.0102 10.18 +0.012
Huitlacoche Cocido 0.45 8.38 0.0084 8.38 + 0.027
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Acorde a lo reportado en la literatura estos datos pueden ser contrastados con el trabajo de
(S. Lépez et al., 2017) al ser extractos etandlicos de huitlacoche en tratamientos similares,

reportando un total de contenido polifendlico para el E.E.H.F. y E.E.H.C. no concentrado de

496 + 0.02——y 709+ 0.1

respectivamente, no obstante, cuando el extracto de
H.C. y H.F. estan concentrados para el caso del extracto etandlico de huitlacoche cocido
de @ Y e——y TP p— siendo estas concentraciones menores a las del presente
trabajo.

En el caso particular de (Valdez-Morales et al., 2016) el U. maydis tuvo condiciones de

tratamiento similares al nuestro, donde, como disolvente se usé metanol para la

maceracion, sus resultados muestran para el extracto metandlico de huitlacoche fresco

(E.M.H.F.) una concentracion 616.2+101.74 —— (6.16 + 1.02 ——) y para el extracto

metandlico de huitlacoche cocido (E.M.H.C.) 562.1 + 112.85 —— (5.62 + 1.13 ——)

por lo que hay una diferencia de 4.02 entre los EEEH.F.T EMH.F. y 276 ——

entre los E.E.H.C.T E.M.H.C, ver grafica 2.

Huitlacoche cocido Huitlacoche fresco

B Valdez-Morales et al. 2016 mmm Carlos Espindola ef al. 2024

Grafica 2. Comparacion de polifenoles totales para Extracto etandlico y metandlico de huitlacoche
cocido y fresco
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7.2.2 Deteccion de Polifenoles Mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficacia

Los cromatogramas obtenidos del estudio del extracto etanélico de huitlacoche
cocido (E.E.H.C.) y huitlacoche fresco (E.E.H.F.) con una lectura de 270 nm en el detector

UV-Vis, se presentan en la Figura 11.

Omitiendo aquellos picos presentes en el blanco (MeOH:Agua), (Figura 11A), de los
cromatogramas de los extractos; para E.E.H.F se detectdé 1 pico, (Figura 11B) y para
E.E.H.C., (Figura 11C), se cuantificaron 3 picos.

A) Blanco (MeOH:Agua).
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAMO06-5 2023-02-09 11-35-44\MAM06-29.D)

mAU 1 o
20 / |
] |
15 [
] - e}
10 3 8 ‘l !\
| @ (’) 1
5 N
R ) N M e /\
-5_5 T T T T T T T T T T T T T I T T T 1 i T T T \h—(‘-/'
10 20 30 40 50 60 min
B) Extracto etandlico de huitlacoche fresco
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAM06-5 2023-02-09 11-35-44\MAM06-23.D)
AU 2
m =) R
]
25 H RS !
20 | 181
15 e 1
8 I [ 1| 1
10 & B I [ ~ -
i‘f\ o I \n Ly b & )
’ 1 \' —tj\,, \”\\ : A ¥ ¥ e
- AN~ S I\ - \
5 — N o~ o~ ] — e
: L e
5 T T LI-‘ T T T —
10 20 30 40 50 60 min
C) Extracto etandlico de huitlacoche cocido.
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAM06-5 2023-02-09 11-35-44\MAMO06-24.D)
mAU 2
8
40 & §
&
30 i
o] -
20 &8 5 N 3 §
10 i = 8 38
0 ) '
10 20 30 40 50 60 min

Figura 11. Cromatogramas a ii= 270 nm del extracto etandlico de a) huitlacoche fresco y b)
Huitlacoche Cocido.

P§gi81Q



Acorde a la comparacion de los tiempos de retencién y sus espectros de UV de los
estandares, el acido siringico (tr= 34.505 min) coincide con el pico en 30.171 min del
E.E.H.C. Enla Tabla 19, se muestran los tiempos de retencién de los picos y su porcentaje
de &rea.

Tabla 19. Tiempos de retencion de los picos detectados a i*=270 nm para el Extracto
Etandlico de Huitlacoche Fresco (E.E.H.F.) y Huitlacoche Cocido (E.E.H.C.)

E.E.H.F E.E.H.C
T Pnax Area T, Pnax Area

[min] [nm] % [min] [nm] %
7.342 - 2.1197 7.345 - 5.7627
7.756 - 6.4869 12.821 264 4.4620
12.825 - 3.4593 23.263 248 57.4218
23.470 260 65.4820 24.934 260 13.1477
24.927 - 1.4302 30.172 255 5.1421
30.171 - 20.3573 34.441 260 6.1614
41.347 - 0.3577 36.258 265 6.8003
48.531 - 0.3068
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7.3 Andlisis Quimico de las Fases Obtenidas Mediante Biparticion

7.3.1 Identificacion de Metabolitos de la Fases Hexanicas

En el cromatograma del andlisis por CG-EM de la reunién fase hexanica de
huitlacoche cocido (H.C.), (Figura 12A), se detectaron 53 picos dentro de un rango 12 y 42
minutos con al menos 3 picos con mayor abundancia. Donde sélo el 69.81% de los picos

teneun score O 80 %.

Para el extracto etanélico del huitlacoche fresco (H.F.), (Figura 12B), se detectaron 41 picos
que se encuentran en un intervalo de tiempo entre 18 y 42 min. y 85.36% de ellos superan
el 80% de score en la biblioteca NIST; por otro lado, estos cromatogramas sugieren que
existe un contenido metabdlico similar, pero este difiere en cuanto a abundancia.

A) Fase Hexanica de huitlacoche cocido
x10 7 *+ TIC Scan MAM65.D

251
) < Linoleato de etilo
1.5 ) ) ’ Oleato de etilo
Palmitato de etilo <
l,
> Lw
O,

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

B) Fase Hexanica de huitlacoche fresco
%107 *+ TIC Scan MAM67.D

441
Linoleato de etilo
3 Palmitato de etilo
2 Oleato de etilo
| L‘h w
A

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 12. Cromatogramas de las fases de hexano del extracto etandlico del a)huitlacoche cocido y
b) huitlacoche fresco .

Los compuestos identificados con una abundancia superior al 1% se enlistan en la tabla 20;
observamos que los compuestos de tipo acido graso esterificado son los mas

predominantes enseguida de los esteroles.
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Tabla 20. Compuestos presentes en la fase hexanica de huitlacoche cocido y huitlacoche fresco

ACIDOS GRASOS

Cpd. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
01 Linoleato de etilo  Cz0H3602 95.36 308.3 67.1 20.680 11.33%
02 Oleato de etilo  CzoH3s02 96.72 310.3 551 20.72 5.30%
03 Palmitato de etilo CisH3sO2 96.19 284.3 88.1 19.084 4.37%
o 04 Acido oleico CigHa:0, 78.84 282.3 101.1 22244  2.24%
= 05 Acido palmitico CisHs20. 87.08 301.2 65.1 25282  1.50%
S 06 (E)-9-palmibleato deetio CisHuO, 82.76 282.3 149 18884 1.17%
S 07 Acido linoleico CisH:20, 87.96 280.2 55.1 20.549 1.15%
S ESTEROLES
E Cpd. Nombre Formula Score Masa de referencia Pico base RT %Area
= 08 Espinasterona CzoH4O  88.05 410.4 55.1 36.8195 2.52%
09 Gama.-sitostenona  CszoHs00O  86.18 412.4 1241 38.0975 2.00%
10 b-Ergostenona CzsHs4sO  80.45 398.4 1241 36.173  1.32%
TRITERPENOS
Cpd. Nombre Foérmula Score Masa de referencia Pico base RT %Area
11 Escualeno  CaoHso 93.67 410.4 69.1 28.6585 1.33%
ACIDOS GRASOS
Cpd. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
01 Linoleato de etilo  CpoHz0. 96 308.3 67.1 20.785  29.84%
03 Palmitato de etilo  CigHs0.  96.5 284.3 88.1 19.143  17.17%
02 Oleato de etilo  CyoH3s0,  94.75 310.3 55.1 20.818  8.22%
12 Acido araquidico  CzoH400. 80.11 312.3 55.1 20.983 2.68%
13 Estearato de etilo  CoHa002  92.1 312.3 88.1 20.963  2.56%
14 C1oH3402 81.93 294.3 88.1 20.056 2.47%
§ 15 Acido oleico  CigHs0, 82.94 282.3 101.1 22277  2.16%
2 16 ND 55.1 40794 2.11%
2 04 Acido oleico  CygH,0,  81.01 282.3 101.1 22.263  1.95%
s 17 ND 551 40.827  1.83%
_c—; 07 Acido linoleico  CisHz20,  89.96 280.2 55.1 21.226 1.70%
T 18 Acido gondoico  CzoHusO: 87.36 310.3 55.1 22414 1.31%
19 ND 414.4 39.96 1.37%
ESTEROLES
Cpd. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
08 Espinasterona  co4,,0  90.26 410.4 55.1 36.931  7.35%
09 Gama.-sitostenona  CyHssO  90.68 412.4 124.1 38.206  6.06%
10 b-Ergostenona  CpsHssO  88.47 398.4 124.1 36.235  4.37%
20 Citrost-7-en-3-0l ¢, 1,0 80.21 428.4 428.4 42528 1.52%
21 4-Vinylcholestan-3-ol  ¢,;H,,0  80.16 414.4 4144 39.933  1.45%
*Se enlistan aquell os compuestos con un 8rea O 1%

**N.D.: No detectado

***1410,13-éster metilico del acido octadecadienoico
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Dentro de estos &cidos grasos, iniciando con el éster etilico del acido linoleico (linoleato de
etilo) 01 que para el H.C. es del 11.33 % mientras que en su contraparte en el H.F. es del
32.1%. Dentro de su bioactividad, se muestran reportes antiinflamatorios, antidiabéticos,
(S.Y. Park et al., 2014; Rayar & Manivannan, 2015)

Lo sigue, el oleato de etilo 02 distribuyéndose con un 05.30% en el H.C. y el 08.67% en el
H.F. sus evaluaciones bioldégicas muestran actividad antimicrobiana, antidiabética, (Akin-

osanaiye et al., 2011; Kemp et al., 2008).

Y el tercer 4cido graso esterificado es el éster etilico del &cido hexadecanoico (palmitato de
etilo) 03 para H.C. (04.37%) | H.F. (18.34%). Al igual que los otros metabolitos se reporta
una potencial actividad antiinflamatoria (Saeed et al., 2012) y actividad antiobesidad y
antihiperlipidémico (Abdur Rashid Mia et al., 2023).

17.17 0

Palmitato de etilo= /W\/\/\/\/\)I\
| 497 o™
8.22
Oleato de etilo - \/\/\/\/=\/\/\/\)I\o/\

Linoleato de etilo= /\/\/\/\/\/\/\/\)I\O/\
|| T T T T T T T T T T T T
[+] 10 20 30
% Abundancia
Huitlacoche fresco B Huitlacoche cocido

Gréfica 3. Acidos grasos mas abundantes en la fase hexanica de huitlacoche cocido y huitlacoche
fresco.

Como se observa en la grafica 3, este tipo de metabolitos tiende a tener una mayor
predominancia en el huitlacoche fresco que en el hongo con tratamiento térmico. Dicha
tendencia puede ser atribuida al efecto que se da al someter los lipidos a altas temperaturas
gue deriva en su degradacion, oxidacion, polimerizacién y condensacion para generar los
correspondientes &cidos grasos, hidroperoxidos, aldehidos, (D. Wang et al., 2023), asi

como la pérdida de compuestos volatiles.

Ahora bien, los grupos de investigacion ( Ay doj du & G~ | hk-Bldraglesa& 8.1 7 ; al d
2016; Valverde & Paredes-Lopez, 1993) han reportado para el huitlacoche a estos acidos

grasos en su forma no esterificada.
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Siguiendo con este analisis, el segundo tipo de compuestos presentes son los

mi coesterol es como | o-siesgendnay lab€EmosterssatEsta familia ,

de metabolitos, ha generado un interés debido a los beneficios que tiene para la salud
humana, que va desde su propiedad antioxidante y su capacidad de reducir los niveles de

colesterol, (Vezza et al., 2020),

Dicho esto, la espinasterona 08 tiene un porcentaje de abundancia del 2.52% en H.C. y del
7.35% % en H.F. del lado de su actividad biologica tiene actividad antiproliferativa
(Meneses-Sagrero et al., 2017) y actividad alelopatica (Ripardo Filho et al., 2012).

El siguiente est er ol  -sitestedorza 09i con un 2.00% y 6.23% para H.C. y H.F.
respectivamente, en cuanto a su bioactividad se ha reportado actividad antiproliferativa

(Meneses-Sagrero et al., 2017), (Oh et al., 2021) sugiere que posee actividad antiobesidad.

Con 4.59% el 4-Campestene-3-one ( fErgostenona) 10 se ha encontrado en el H.F. y con

abundancias muy similares en el H.C. se identificaron a este mismo metabolito (1.32%).

4.37
B-Ergostenona =
(e}
6.06
y -Sitosterona =
o /
7.35
Espinasterona =}
| 2= )
--—r—r—rT—r—T—TTr
0 2 4 6 8
% Abundancia
Huitlacoche fresco Bl Huitlacoche cocido

Grafica 4. Micoesteroles més abundantes en la fase de DCM de huitlacoche cocido y huitlacoche
fresco.

Por otro lado, analizando los datos correspondientes a la gréfica 4, los micoesteroles se
encuentran en mayor proporcion en el huitlacoche fresco teniendo una diferencia de 4
puntos porcentuales, esta disimilitud puede ser reflejo de su degradaciéon y formacién de
oxiesteroles (Barriuso et al., 2012). Dentro los esteroles que fueron reportados por (S.
Lopez et al., 2017) y (Valdez-Morales et al., 2016) como el ergoesterol, sitoesterol o
estigmasterol se han identificado en estas fases pero con una abundancia menor a la de
1%.
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7.3.2 Identificacion de Compuestos en la Fases de Diclorometano

Las fases de diclorometano del H.C. y H.F. se estudiaron mediante técnicas
cromatograficas como cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE), cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM), cromatografia en columna y por

técnicas espectroscopicas como RMN.

7.3.2.1 Analisis del Perfil Micoquimico de las Fases de DCM por CG-EM.

El estudio de las fases de DCM por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de ambos tratamientos del huitlacoche, dio pie a la deteccién de
17 picos en el cromatograma de H.C. y 40 picos para H.F., (Figura 13), en su conjunto 30

picos poseen un porcentaje de coincidencia en la biblioteca por arriba del 80%.

A) Fase de DCM de huitlacoche cocido
x107 * TIC Scan MAM70.D
Il
1.2
1 2 Coixol
0.8
0.6
0.4

0.2-propilparabeno S
T V.

07 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

B) Fase de DCM de huitlacoche fresco
x10 6 * TIC Scan MAM71.D
711

6. <Coixol

propilparabeno

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 13. Cromatogramas de las fases hexanicas del extracto etandlico del a)huitlacoche cocido y
b) huitlacoche fresco.
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El procesamiento de datos en la biblioteca NIST sugieren la presencia de compuestos en
estas fases como &cidos grasos H.C. ( =5.48%) | H.F. ( =7.04%), benzoxazolina H.C.
(69.94%) | H.F. (20.51%), polifenol H.C. (8.28%) | H.F. (5.94%), ver Tabla 21.

Tabla 21. Compuestos presentes en la fase DCM de huitlacoche cocido y huitlacoche fresco

ACIDO GRASOS

Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
01 Linoleato de etilo CpoHz60.  95.29 308.3 67.1 20.641  2.47%
02 Oleato de etilo C20Hss02  89.83 310.3 28.1 20.687  1.23%
19 CioHx02  92.17 294.3 67.1 20.044  1.78%
BENZOXAZOLINOIDES
o Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Picobase RT %Area
3 22 6-metoxi-2-benzoxazolinona  CgH,NO;  96.47 165.0 165.09 17731 69.94%
§ POLIFENOLES
S Cpo. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
c_ﬁoe 23 Propilparabeno  CioH1203  89.15 180.1 121.01 14959  8.29%
5 OTROS
- 24 d-manosa  CeH120s  80.34 180.1 60.1 16.066  3.41%
25 Ci9H3s03  83.72 312.3 95.1 21673  2.79%
26 Acido carbamico, éster fenilico  C;H;NO,  83.92 137.0 94.1 7.084  2.27%
27 Carbamulto  C;,H;sNO, 83.89 207.1 150.1  11.642  1.52%
28 4-hidroxi-2-metilacetofenona  CeH100.  85.56 150.1 150.1 11.616  1.50%
29 N.D. - - - 28.1 19.61 1.21%
30 N.D. - - - 165 18.198 1.11%
ACIDO GRASOS
Cpd. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
01 Linoleato de etilo  CzH3s0>  96.82 308.3 67.1 20.641 3.80%
03 Palmitato de etilo  CisH3s02  85.31 284.3 88.1 19.071 1.97%
02 Oleato de etilo  C20H3s02>  89.56 310.3 28.1 20.687 1.27%
° BENZOXAZOLINOIDES
§ Cpd. Nombre Fdérmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
i 20 6-metoxi-2-benzoxazolinona CgH/NOsz 9517 165 165.1 17593 20.51%
S POLIFENOL
§ Cpd. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
5 23 Propilparabeno  CioH1203  90.36 180.1 121 14.953  4.89%
T 2 Ester etilico del &cido ferilico C,,H.,0, 81.68 222.1 222.1 18592 1.05%
OTROS
Cpd. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
23 Etil-U-d-glucopirandsido  CgH160s 86.98 208.1 60.1 16.312 35.64%
22 d-manosa  CeH120s  82.26 180.1 28.1 13.422  8.27%
26 Acido carbamico, éster fenilico C7H/NO>  80.25 137 94.1 6.946 3.96%

1 Ester metilico del acido 8,11-octadecadienoico
% trans-11-(3-pentil-2-oxiranil)undecanoato de metilo
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Dentro de los compuestos mayoritarios identificados mediante la biblioteca NIST se
encuentra el 6-metoxi-2-benzoxazolinona (coixol) 22 posee una abundancia en H.C.
(69.94%) | H.F. (20.51%), las investigaciones sobre su bioactividad refleja que es un buen
agente antiinflamatorio, antidiabética, antiadiposito (Cui et al., 2023; Patle et al., 2023; Yu

et al., 2023),y se ha reportado su influencia en la microbiota cecal (Dai et al., 2022).

Asimismo, el equipo de investigacion de (Wu et al., 2023) bajo las condiciones de
fermentacion ha dado reporte sobre la presencia de este metabolito en el U. maydis. El cual
se logro aislar de las fases de DCM de ambos extractos de huitlacoche, su caracterizacion

se discute a detalle en la seccion 7.4.1.

Por otro lado, tenemos al éster propilico del &cido 4-hidroxibenzoico y, como tal, pertenece
a la clase de los parabenos, este propilparabeno 21 tiene una abundancia en el H.C. del
9.91% siendo el segundo dentro de los de mayor presencia y en el caso del H.F. tan sélo
estd presente en un 4.46%. Y ha sido reportado en su forma no esterificada (acido 4-

hidroxibenzoico) por (Rosalba Beas et al., 2011).

e
Propilparabeno =
= -

0.
20.51 - \©:°>=D
6-metoxi-2-benzoxazolinona = b

% Abundancia

Huitlacoche fresco Il Huitlacoche cocido

Grafica 5. Metabolitos mas abundantes en la fase de DCM de huitlacoche cocido y huitlacoche
fresco.

Ahora bien, la concentracion de estos metabolitos secundarios presentes en ambos
tratamientos varia, al ver la gréafica 5, el coixol tiene mayor abundancia en el huitlacoche
cocido debido a la manera en que se procedio a apartar los cristales de la fase acuosa, la

misma situacion puede ser atribuida para el propilparabeno.
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Otro tipo de metabolitos presentes son los hidratos de carbono, en la fase de DCM del H.F.
se identifico al etil-U-d-glucopirandsido 24 con un tiempo de retencion de 16.47 min y una
abundancia del 42.79%:; en los dos tipos de fase, el tercero mas abundante también es un

carbohidrato, la d-manosa con 3.41%, en el H.C. y para el H.F. es del 7.58%.

8.27

¢-manosa =}

35.64

Etil-a-o-glucopirandsido =

—rr—rrrrr T
0 10 20 30

% Abundancia

Huitlacoche fresco Bl Huitlacoche cocido

Grafica 6. Carbohidratos méas abundantes en la fase de DCM de huitlacoche cocido y huitlacoche
fresco.

Analizando la gréfica 6, vemos que estos azlcares tienen una mayor abundancia en el
huitlacoche fresco. Dicha diferencia también es atribuida a la degradacion de los hidratos
de carbono al ser sometidos a calor, proceso por el cual pasa el huitlacoche previo a su

consumao.

Por otro lado, esta clase de biomoléculas ha sido reportada por (Lizarraga-Guerra & G.
Lopez, 1998; Rosalba Beas et al., 2011; Valdez-Morales et al., 2010).
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7.3.2.2 Identificacién de Compuestos Polifendlicos en la Fase de DCM

El extracto etandlico de huitlacoche cocido (E.E.H.C.) y huitlacoche fresco (E.E.H.F.)
se estudiaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia, los resultados con una lectura

de 270 nm en el detector UV-Vis se presentan en la Figura 14.

Los resultados obtenidos del andlisis de la muestra de fase de DCM del huitlacoche cocido
a una 'A270 nm se detectaron 14 picos, que acorde a la informacién que de la Tabla 22, el
pico con un tr-29.817 min el de mayor porcentaje de area con 62.75 %. En el caso del H.F.
se detectaron 16 picos a A 270 nm, donde el pico con un tg= 29.790 min posee un
porcentaje de area del 75.1548%.

A) Blanco
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAM06-5 2023-02-20 09-33-49\MAM06-30.D)
mAU ] o A
50 SO S
] oW
0 «
30
20;
10 -
0+
T
10 20 30 40 50 60 m
B) Extracto etandlico de huitlacoche cocido
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAMQ6-5 2023-02-20 09-33-49\MAM06-33.D)
mAU l-ra,--:
L
300 : 1
\
250 il i
200 il
"‘ 1 2
150 : I\ jr=n e
no L N -
100 [ I} 1.k — 11 A
© = I~ [
% g % = |\ukms LI
2y 8 g3 1 \hgp e e 1/
0 e ST r-v{_\ e e -
— — ———— — N | ,
10 20 30 40 50 60 m
C) Extracto etandlico de huitlacoche fresco
DAD1 B, Sig=270,4 Ref=off (Acidos-Fenolicos-MAMO06-5 2023-02-20 09-33-49\MAMO06-34.D)
mAU HE-R
] 1 % 1
] 1
400 : 1
] 1
300 1 H 1
] 1 ]
200 i ry===y
1 1 \ |||n:g @ w0 ::o:‘_ 13
] - | =2
RE % o g8 gl \lisEs B EuZ ie
5 o T o~ <t
o2 %3 sx npouiEpE B @EILA
M A AL T |
T T T T T J T
10 20 30 40 50 60 m

Figura 14. Cromatogramas a ii= 270 nm de la fase de DCM del extracto etandlico de a) huitlacoche
cocido y b) Huitlacoche fresco
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Tabla 22. Tiempos de retencién de los picos detectados a =270 nm para la fase DCM del
Extracto Etandlico de Huitlacoche Fresco (E.E.H.F.) y Huitlacoche Cocido (E.E.H.C.)

E.E.H.F. E.E.H.C.

T; Pnax Area T, Pvax Area
[min] [nm] % [min] [nm] %
7.779 - 0.5894 7.814 - 0.7920
9.236 - 0.6280 9.225 260 0.2293

12.481 - 4.6347 12.446 250 0.2865

14.818 257 0.9130 23.181 270 0.6450

16.601 260 0.9839 23.398 - 1.0582

23.378 - 2.1801 24.812 260 1.8448

24.786 260 1.3709 29.817 255 62.7494
27.239 210 0.4717 32.757 220 1.0944

29.790 255 75.1548 34.202 262 2.4030

32.775 220 0.9457 35.851 265 2.9560

34.162 300 0.7662 43.746 - 0.1979

35.889 - 0.5605 44.331 240 0.3447

38.605 253 0.3963 45.588 - 2.0069

43.758 - 0.1478 49.128 - 23.3921
45.601 - 2.3090

49.149 - 7.9482

Acorde a la comparacion de los tiempos de retencion y sus espectros de UV de los
estandares, el acido 4-hidroxibenzoico (tg= 34.505 min), 4cido vainillico (tr= 34.505 min),
acido p-cumarico (tr= 34.505 min) y acido ferulico (tr= 34.505 min) coincide con los picos
en 29.817 min, 32.757 min, 43.746 min y 45.5 88 min respectivamente en el E.E.H.F, (Figura
14).

Tabla 23. Resultados de los compuestos detectados a =270 nmy #=300 nm para la fase
DCM del E.E.H.F. y E.E.H.C. acorde a los estandares de referencia

E.E.H.F. E.E.H.C.
270 =300 "A=270 =300
T, Area T, Area T, Area T, Area
[min] % [min] % [min] % [min] %

Acido4-hbz  29.790 75.1548 - 29.817 62.7494 -

Acido vainillico 32.775 0.9457 32.774 1.7853 32.757 1.0944 32.758 1.1666

Acido p-
CUMATrico 43.758 0.1478 43.764 1.6838 43.746 0.1979 42918 0.6381

Acido ferdlico  45.601 2.3090 45.604 21.6934 45.588 2.0069 43.741 1.4050
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7.3.2.3 Perfil Quimico de la Fase de DCM Basado en RMN.

Las fases de DCM de los extractos etandlicos del huitlacoche cocido y huitlacoche
fresco se han analizado por RMN mostrando sefiales para ambos casos, espectro 1, en
campo alto correspondiente a alifaticos, en la regiéon de 3.5 ppm a 6 ppm observamos
sefales de protdn base de oxigeno que se atribuye a carbohidratos y por Gltimo en la region
de campo bajo hay sefales aromaticas encontrando la presencia de un sistema A2X; y ABX

atribuido a compuestos aromaticos.

A X2

|
Ao LA

i 780 785 5 690 6.85 680 675 670 665/

4.0
f1 (ppm)

B)

Xz
X
I | ,-‘,J|-,, |H ‘\ " "

-------------
;: 55 700 695 £SO 685 6E0 675 6

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.
f1 (ppm)

Espectro 1. Espectro *H-RMN, 500 MHz,CD30D-MeOD; fase DCM huitlacoche a) fresco, b)
cocido.

P§gi912



7.3.2.4 Purificacion de las Fases de DCM Mediante Cromatografia en Columna.

El purificaciéon de la fase de DCM del extracto etandlico de huitlacoche cocido por
cromatografia en columna derivé en 10 reuniones, (diagrama 3). El analisis por CCF se
presentan en la Figura 15, en donde se observa que la gran mayoria de estas reuniones
tienen manchas definidas, mencionando elcasodel a r e u nadbserwvamgsi®ananchas
al exponer la placa a una A254, la primera mancha es definida y tiene un Rf de 0.71,
enseguida hay una mancha parcialmente definida la cual tiene un Rf de 0.65, la siguiente
mancha definida tiene un Rf de 0.477 que de igual forma se logra apreciar en las reuniones
s 01 y.AlafliBar acido sérico para el revelado, estas manchas se tifien de negro con

un contorno amarillo, situacién similar al compuesto aislado posteriormente.

Hex:AcOEt:Ac. Formico (6:4:0.1)

-
ro01r02r03r04r05r06

DCM:MeOH (9:1)

Figura 15. Placas de C(f?de]%s reuniones del fraccionamiento de ‘I‘ fasTetj de DCM del extracto
etanolico de huitlacoche cocido vistas en onda corta y larga

La r e u n iquecorrgdpdhde a las fracciones 31-38, presentaron un sélido blanquecino
el cual se apart6 como se muestra en la Figura 16A y del cual se obtuvo un rendimiento del
1.4% (7 mg), se analiz6 por CG-EM y RMN, ver seccién 7.4.1. Este compuesto se compard
en CCF (Figura 16C) con la fase de DCM de Huitlacoche Cocido (H.C.) junto con 3 de los
4 polifenoles (Ac. 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido vainillico) identificados en
HPLC,ypor %l ti mo con el compue-R@G3o obtenido

en

P§gi913_



S

H.C? 3R3 4hb p-c V

H.C? 3R3 4hb p-c V H.C? 3R3 4hb p-c V

Figural6.a) S6lidobl anco de | ab)geluindo npa®t39 s o-RaGBe)placaCAFe un i

comparativa de la fase de DCM del huitlacoche cocido (H.C.), reunion (s 0)3reunién (-R03), ac 4-
hidroxibenzoico (4-hb), ac. p-cumarico (p-c), Acido vainillico (V)

La reuni - n sd Hacdqobolgendrandog2B0 fracciones, las cuales se agruparon
en 8 reuniones acorde a su homogeneidad en CCF, ver Figura 17. En reunion s-R03 se
obtuvo una pasta con coloracién anaranjado-marrén,(Figura 16B), dicha muestra se analiz6

por CG-EM y RMN los resultados se muestran en la seccion 7.4.2.

Hex:AcOEt'A.Fomico (6:4:0.1) Hex:AcOEt (3:7)

DCM:MeOH (9:1)

7 366 n 2! AF 366 n A= 366 n
-
o |
. i-. o
26 |

 ROL O oz ros
Figural7.Pl aca CCF reuniones. fraccionamiento sO05

En la placa de CCF vemos que la reunion s-R05 tiene tres manchas definidas vistas en
"A=254 nm cuyos Rf son 0.69, 0.60, 0.51 respectivamente. Esta muestra se analizé por CG-

EM; los resultados se pueden consultar en la anexos 10.6.

- n
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He x : Ac OEt :

Me OH (90:

Fase DCM

0 Y 00: QSOOlngO)

sO01 s02 s 03 s04 s 05 s06
1.4 mg 2.6 mg 2mg 6.6 mg 51.4 mg 28.2 mg
CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF o CCF | CG-EM CCF
—
Linoleato de etilo Acido oleico Coixol - s-R01 CCF
Oleato de etilo ginolenato de etilo 7 mg g s-R02 CCF
Palmitato de etilo Acido oleico — S$-R03 CCF|CG-EM | RMN
Espinasterona Etilo parabeno Y  -hidroxibenzoico
-sitostenona o s-R04 CCF
o S$-R0O5 CCF|CG-EM
) Y  -netoxi-4-vinilfenol
< s-R06 CCF
.. s-R07 CCF
o S-R08 CCF

Diagrama 3. Reuniones del fraccionamiento mediante cromatografia en columna de la fase de DCM extracto etandlico de huitlacoche cocido



El fraccionamiento de la fase de DCM del extracto etandlico de huitlacoche fresco,
diagrama 4, se obtuvieron 12 reuniones, las cuales se analizaron por cromatografia en capa
fina (Figura 18)

x  Hex:AcOEt: Ac. Formico

(6:4:0.1)
e A= 366 nm

x  Hex:AcOEt (2:8) x  DCM:MeOH (98:02)

A= 366 nm

:
[ .‘ Q9 Qo Q11Q12
e o *

01 Q2 03 91 05 Q1 Q2 03 o4 o5 IR 7
Figura 18. Placas de CCF de las reuniones del fraccionamiento de la fase de DCM del extracto
etanolico de huitlacoche fresco vistas en onda corta y larga.

La reunién Q05 que corresponde a las fracciones 201-240, presentaron un precipitado
blanquecino (6-Metoxi-2-Benzoxazolinona)al i gual que reuni -n2/s03 y de

mg con un rendimiento del 3.3% respecto a la fase de DCM.

En la reunién Q6 se obtuvo una pasta de consistencia sélida de color anaranjado pardo
muy similar a | o -ROBdetadaseede DAMalel huélacoche-catidas dicho
compuesto aislado corresponde al acido 4- hidroxibenzoico. Este tuvo un rendimiento del

1.43% (4.3 mg) respecto a la fase de DCM utilizado en este fraccionamiento.

En la Figura 19, se muestra la comparacion de la reuniéon Q05-s 03 por cromatogr af

capa fina, observando que Q05 se encuentra parcialmente puraencont r ast e a s03.

005 B0

Figura 19. Placa comparativa de CCF del compuesto obtenido en el fraccionamiento de las fases de
DCM de ambos extractos.
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Fase DCM

(3|g)
Qo1 Q02 Q03 Q04 Q05 Q06 Q07 Q08 Q09
107.4 mg 9.3 mg 4.7 mg 6.1 mg 7.9 mg 93.4 mg 152.9 mg 172.6 mg 57 mg
CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM CCF | CG-EM
Linoleato de etilo  Q-V01 CCF | Espinasterona  Ferulato de etilo Coixol Acido 4-hb Acido 4-hb b-Metil xilésido Q-S01 CCF
Palmitato de etilo Linoleato de etilo 17 mg 4.5 mg 4-vinilguaiacol
Linoleato de metilo CG-EM 4G-S|tostenona3 Ciclo (leucil prolilo) ~ Q-S02 CCF
Palmitato d til . . -campestene-3-ut Fenol
aimitato de metio L|n0|¢ato de etl_lo Palmitato de metilo eno Q-S03 CCF
Palmitato de etilo Oleato de etilo CGEM
. Oleato de enlo_ Linoleato de metilo Q-S04 CCF'
linoleato de metilo T
Palmitato de metilo Octocrilefio
{i-sitostenona heptacosano
Espinasterona
4-campestene-3-uno Q-S05 CCF
Q-vV02 CCF Q-S06 CCF
Q-V03 CCF Q-S07 CCF
Q-vV04 CCF
Q-V05 CCF
Q-V06 CCF
Q-V07 CCF
Q-vV08 CCF

Diagrama 4. Reuniones del fraccionamiento primario del extracto etandlico de huitlacoche cocido



La reunién Q2 (0.790 g) se fracciond obteniéndose 420 fracciones dando un seguimiento
por CCF agrupandolas en 9 reuniones, (Figura 20). Y la subreunién Q-V01 se analiz6 por

CG-EM, los resultados se muestran en anexos 10.7.

= . -
-
= :
e @ - 9 - B8 8 o —~ - o
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 vi V2 v3 V4 V5 V6 V7 V8

Figura 20. Placa CCF reuniones fraccionamiento Q02 en un sistema hexano: AcOEt: Ac. Férmico
(6:4:0.1)

En el caso del paso de la reunién Q9 (0.790 g) por la columna de cromatografia se
obtuvieron 230 fracciones estas acorde a su similitud metabdlica apreciada por CCF se
agruparon en 7 reuniones, ver Figura 21. La subreunidn Q-S04 se llevé a un estudio por CG-

EM cuyos resultados se ensefian en anexos 10.8.

Hex:AcOEt (9:1) Hex:AcOEt:Ac. Férmico (6:4:0.1) 'DCM:MeOH (9:1

n

.

S02 S03S04 SO

Figura 21. Placa CCF reuniones fraccionamiento Q09 en un sistema hexano: AcOEt: Ac. Férmico
(6:4:0.1).
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7.3.2.4.1 Ildentificacion de Compuestos por CG-EMde | a Reuni -n s05 y QO09

Para el ans8lisis en cromatograf2a de gases de | a
de la fase de DCM de H.C., se detectd 65 picos en su cromatograma, (Figura 22A), que se

encuentran entre el minuto 6 y 36, donde 23 de ellos tienen un score mayor a 80 en la

biblioteca NIST.

Por otro lado, el analisis de la reunién Q09 del fraccionamiento de la fase de DCM de H.F.
por cromatografia de gases el software detecté 41 picos en su cromatograma, (Figura 22B),
que se encuentran entre el minuto 6 y 29, donde 17.07% de ellos tiene una coincidencia
mayor al 80% con la biblioteca NIST.

A) Cromatograma de reuni - -n s05

107 + TIC Scan MAM76.D
1

14 < p-vinilguayacol
0.84
0.6+

Acido 4-hidroxibenzoico

0.4’ F

< enol

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

B) Cromatograma reunién Q09
x10 6 * TIC Scan MAM175.D

41
p-vinilguayacol
3,
2,
<Fenol Acido 4-hidroxibenzoico

’ M
07 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura22.Cr omat ograma de |l a reuni- -n s05 y reuni-n Q09

En la Tabla 24, se enlistan aquellos metabolitos presentes en estas reuniones acorde al
procesamiento de datos en la biblioteca NIST, se sugiere la presencia de compuestos como
fenoles s05 QQLUZD58463 %jidps pthi dr oxi ci n8 mi c osQo9s 05
(17.15%), 8cidos bemedli4asds. s05 (6. 26%)) |

25.
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Tabla24. Compuestos presentes en |l a reuni-n s0
FENOLES
Cpo. Nombre Féormula Score Masade referencia  Pico base RT %Area
0 51 Fenol CeHeO 96.78 94 94.1 6.742 12.88%
o ACIDOS p-HIDROXICINAMICOS
é” Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
o)
= 54 2-Metoxi-4-vinilfenol CoHi1002 95.01 150.1 150.1 11.485 14.60%
> -
g 55 Acido fenilacético CsHsO2  93.47 136.1 91.1 11.051 11.01%
ACIDO BENZOICO
Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
56  Acido 4-hidroxibenzoico  C/HeOs  93.33 138 121.1 1515 6.26%
FENOLES
Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
o 51 Fenol CeHeO 96.42 94 94.1 6.768 29.58%
o) ACIDOS p-HIDROXICINAMICOS
55 Cpo. Nombre Férmula Score Masade referencia Pico base RT %Area
% 54 2-metoxi-4-vinilfenol CoH1002  94.47 150.1 150.1 11471 17.15%
= ACIDO BENZOICO
Cpo. Nombre Formula Score Masade referencia Pico base RT %Area
56  Acido 4-hidroxibenzoico  C7HeOs  90.99 138 121.1 149  14.05%
La reuni-n Q09 de |l a fase de DCM del HF vy | a
metabolitos secundarios, iniciando por el 2-Metoxi-4-vinilfenol 54 (p-vinilguayacol) es el
mayoritario con Q890 (&7.15%}, ledte &c¥b) cinfimico deriva de la
descarboxilacion del &cido ferualico; cuya bioactividad comprende antioxidante (Rubab et al.,
2020), antiinflamatorio (Asami et al., 2023; Jeong et al., 2011), anticancerigeno (Luo et al.,
2021), ver grafica 7
El compuesto 51 predomina en la reunibn Q09 ( 2 0. 5 8 %) en contraste

(12.88%), seguido del &cido bencenoacético 55 s 0 511.0106).

Se identifico la presencia del 4cido 4-hidroxibenzoico 56 con una abundancia del 6.26%,

gue corrobora los datos del andlisis en HPLC-DAD para la presente fase.
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7.3.3 Identificacion de compuestos en las fases Hidroalcohdlicas

7.3.3.1 Anélisis por CLAE de Polifenoles en las Fases Hidroalcohdlicas.

Las fases hidroalcohdlicas de los extractos etandlicos de huitlacoche cocido y fresco se
analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion, los cromatogramas obtenidos

a una A 270 nm se muestran en la Figura 23.

Con base a los tiempos de retencién y porcentaje de area de los picos mostrados en la
Tabla 25 y analizando el cromatograma de la Figura 23C, para el H.F. se aprecia que a A=
270 nm se detectaron siete picos donde aquel con un tg= 23.384 min tiene un porcentaje
de area del 16.95%.

Por el contrario, en el cromatograma del H.C., (Figura B), encontramos nueve picos, aquel
con un tg= 23.224 min tiene el mayor porcentaje de area con 19.6862 %.
Tabla 25. Tiempos de retencion de los picos detectados a =270 nm para la fase

hidroalcohélica del Extracto Etanélico de Huitlacoche Fresco (E.E.H.F.) y Huitlacoche
Cocido (E.E.H.C.)

E.E.H.F. E.E.H.C.
T "Anax Area T, Phax Area
[min] [nm] % [min] [nm] %

7.392 - 3.8870 7.387 - 1.7772
7.731 - 6.2227 7.764 - 5.0344
12.585 220 6.7674 12.619 260 6.5158
23.194 255 15.9188 23.224 245 19.6862
23.384 280 16.9537 24.850 260 15.0455
24.827 260 6.7520 29.931 250 12.0307
29.897 260 14.4088 34.358 - 9.4241

36.080 260 8.6269

38.816 250 2.8153

Con base a la comparacion de los tiempos de retencidén y sus espectros de UV de los
estandares, el acido 4-hidroxibenzoico (tg= 30.064 min) coincide con el pico en 29.931 min
del E.E.H.C.y 29.897 min del E.E.H.F.
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Figura 23. Cromatogramas a A 270 nm de la fase hidroalcohdlica del extracto etandlico de a)

huitlacoche fresco y b) Huitlacoche Cocido.
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7.4 Caracterizacion de Compuestos Aislados

7.4.1 Caracterizacion de 6-Metoxi-2-Benzoxazolinona (Coixol)

El cristal blanco obtenido a partir de la purificacién de la fase de DCM del extracto
etandlico de huitlacoche cocido y extracto etandlico de huitlacoche fresco, se analiz6 por
RMN (600 MHz) de 1D Y 2D. El espectro de 'H evidencia a campo bajo una sefial doble en
Uns 6.94 (J = 8.6 Hz, 1H) con una constante tipo orto que acopla al Hs , una sefial doble en
U7 6.85 (J = 2.4 Hz, 1H) con una constante de tipo meta que acopla al Hs y una sefial
doble de doble en Uns 6.72 (J = 8.6, 2.5 Hz, 1H) con una constante de tipo orto y meta que
acopla al H7y Ha, que conforman el sistema de espines ABX del anillo aromatico. Ademas
en la regién media del espectro se observa una sefial singulete en Uni1 3.77 (3H)

perteneciente a un metoxilo, espectro 2.

6.94 7 (d) 5 (dd)
1(8.55) 6.86 6.72
3(2.42) (8,59, 2.43)

242 8.59

0l 2aa

|
i | 11 (s),
|\ 3.77

AN A 7_,"' ".‘7_ ”_7_7_." o
Sl v S——

i T
6.96 6.95 6.94 6.8 6.87 6.86 6.85 6.8 5 6.74 6.73 6.72 6.71 6.70

Hiy

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 14 12 1.0
1 (ppm)

Espectro 2. 'H RMN (600 MHz, Metanol-d4) del 6-metoxi-2-benzoxazolinona.

=—3.31 METHANOL-D4

>4 4.89 HDO

En el espectro de RMN de 3C, espectro 3, se observan 8 sefiales, de las cuales cuatro
pertenecen a carbonos cuaternarios ( U 156. 30, 156 . 2 0tres nietinds. 7 0
aromaticos (U 109.61, 109.28, 96.70) y se observa una sefial de metileno en G 55.06 ppm.

10961

\109.28
96.70

55.06

0
156.20
-—144.70

156)

415 7 11

——-—123.57

N
o

|
©

T T T T T T T T T T
70 60 50 40 30 20 10 0

T T : : :
150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

Espectro 3. 3C RMN (150 MHz, Metanol-d4) del 6-metoxi-2-benzoxazolinona.
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El experimento HSQC, permiti6 asignar de manera inequivoca las correlaciones
heteronucleares C-H a una ligadura, donde Uci1 55.06/ Uy 3.77; para los carbonos
aromaticos Uc7 96.70/ pli 6 .0U& H09.28/ 4 €72, licsa 109.61/ U 6.95, ver espectro 4.

4 75

N e

e L ss
° 1

e 6 8 o) L 60

T~N Les

70

F75

4 7 5
AN M M
~ y L 80
= (i@ 3
Les =
z
Loo
~ @ Los
L 100
L0 ANA AR
——"={0)10) VA
< Y L 105
Te}
—_— W | 110
<

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8
f2 (ppm)

Espectro 4. HSQC RMN (600 MHz, Metanol-d4) del 6-metoxi-2-benzoxazolinona.

A través del experimento HMBC, espectro 5, vemos que el carbono Ulc7 96.70 correlaciona
con el wp&.0%2pay. 4. EI csdG.2&cormelaciomna con Uxs 6.72, Unr 6.85,
Unsa 6.94, confirmando que el posicionamiento de estos protones pertenecientes al sistema

de espines ABX se encuentran en el mismo anillo aromatico.

En el caso de los carbonos cuaternarios, e | c a rch1®357 cotrelaciona con el protdén
Uns 6.72, U7 6.85, Ha®.94, mencionando que este carbono es desplazado debido al efecto
de desproteccion que ejerce el heterodtomo adyacente; e | ot r o ceB4.1dien®
una correlacion con los protones tins 6 . 7 276 . 8 B4 6.940y para el caso del carbono Ucs
156.20 tiene unacorrelacionc on e |l y;B. 671 76 . B 54,6.940

U
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Espectro 5. HMBC RMN (600 MHz, Metanol-d4) del 6-metoxi-2-benzoxazolinona.

Los datos obtenidos de los experimentos 1D y 2D de RMN tienen concordancia con lo
reportado por (Otaka et al., 2023) elucidando asi al compuesto 6-Metoxi-2-benzoxazolinona

(coixal), ver Tabla 26.

Tabla 26. Resultados RMN 1D y 2D de 6-Metoxi-2-benzoxazolinona (coixol).
7 1

O 0
11
>2:O
5 N
" H
3
No. C a C U H HMBC
2 156.30 C - -
4 109.61 CH  Un6.94 (d, 1H,J=8.6 Hz) C5, C6, C8, C9
5 109.28 CH  Uns6.72(dd,1H,J=8.6,25Hz) C4,C6,C7,C9
6 156.20 C - -
7 96.70 CH  Uw 6.85 (d, 1H, J = 2.4 H2) C5, C6, C8, C9
8 144.70 C - -
9 123.57 C - -
11 55.06 CH; u 3.77(s, 3H) C6
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La identidad del compuesto, se confirmé mediante un analisis por cromatografia de gases
acoplado a masas, en donde se observd un pico Unico con un tr= 17.76 min, (Figura 24),
gue por comparacion con la biblioteca NIST sugiere que es el compuesto 6-Metoxi-2-
benzoxazolinona con un score de similitud del 96.8 %.

a) Cromatograma de gases
x10 7 |Cpd 2: 6-Methoxy-2-benzoxazolinone: + TIC Scan MAM182.D

1 17.646 1
11 6-Methoxy-2-beénzoxazolinone
0.8
0.6
0.4
0.2
N .

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)
b) Espectro de masas
x10 6 |Cpd 2: 6-Methoxy-2-benzoxazolinone: + Scan (rt: 17.455-17.777 min, 50 scans) MAM182.D

165.1

1.2

0.8 150.1

0.6+
0.4 106.1
0.2 52.2 80.1
0 — ‘\‘;\ ‘H\ ‘wmm \\‘H“ m‘ H‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Figura 24. CG-EM del 6-Metoxi-2-benzoxazolinona

5

La muestra del 6-Metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA) de igual forma se analiz6 por
espectrometria de masas de alta resolucion (FAB*), espectro 6, los resultados sugieren una
férmula molecular de CgHsOsN con un m/z [ M + H]* de 166.0508, lo que confirma la
presencia de los heteroatomos N y O pertenecientes al anillo de oxazolidona, y el pico base

se encuentra a m/z 165.
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Espectro 6. Espectrometria de masas de alta resolucion del MBOA.

En cuanto a los reportes de actividad biolégica que tiene el Coixol, ha sido evaluado en
antiinflamatorio (Cui et al., 2023; Hu et al., 2020), anti-tumoral (Hu et al., 2020),
antidiabética (Patle et al., 2023) , antiadiposito (Yu et al., 2023), segregador de insulina
(Hameed et al., 2019) y se ha reportado su influencia en la microbiota cecal (Dai et al.,
2022).
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7.4.2 Caracterizacion del Acido 4-Hidroxibenzoico

La reunién Q04 de la fase de DCM del extracto etandlico de huitlacoche fresco se
analiz6 por CG-EM, (Figura 25), en donde se observé un pico mayoritario con m/z de 138.03
en un TR=15.143 min, la biblioteca NIST sugiere que corresponde a un acido fenélico como

acido 4-hidroxibenzoico con una de 95.99 con una abundancia del 46%.

x10 6 |Cpd 4: Benzoic acid, 4-hydroxy-: + TIC Scan MAM181.D
11 15.143 1
95 Benzoic aciT 4-hydroxy-
2 \ }
14
0.5 \&\)
0 ML\&,J "‘\J’\Mw

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 5 |Cpd 4: Benzoic acid, 4-hydroxy-: + Scan (rt: 14.834-15.485 min, 100 scans) MAM181.D
121.1

3 138.1

1 652 931
39.2

‘ | 811 I 168.1
0 el il \\H sl A ‘

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 25. Cromatograma de gases de la reunién Q04 (superior) y cromatograma de masas del
acido 4-hidroxibenzoico (inferior)
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Posteriormente se analizo mediante experimentos de RMN (600 MHz) de 1D Y 2D., en el
espectro de 'H a campo bajo tenemos una sefial doble e n 787 ( J = 8.67 Hz, 2H), una
sefal doble a i & (J = 8.69 Hz, 2H), que conforman el sistema de espines AA 6 Bdgl6

anillo aromatico, espectro 7.

3,5 (d)
6.82
1(8.69)

2,6 (d)
7.87
3(8.67)

8.69

8 [a)

2 g <

2 = f6)

S 3 A 5

H w

1.00 1.00 (a2l Q

7.90 7.85 6.85 6.80 1 <
2. 256 I (

”. . Jl D | G N - B S
T T T T T T

T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 7. 'H RMN (600 MHz, Metanol-d4) del &cido 4-hidroxibenzoico.

En el espectro de RMN de *C se observan 5 sefiales, espectro 8, de las cuales 3
pertenecen a carbonos cuaternarios (' 170 . 06, 1 § Bdos3netinosladraaticos3
( 132.95,115.98).

132.95
115.98

—
g8 0 R
d o ~
IS ©
5 - a
. 1
C7l \C4 Cz,e Cl. C3,5
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 70 60 50 40 30 20 10 0

90 80
f1 (ppm)

Espectro 8. 13C RMN (150 MHz, Metanol-d4) del acido 4-hidroxibenzoico..

A través del experimento bidimensional HSQC, espectro 9, permite asignar de manera
inequivoca las correlaciones heteronucleares C-H a una ligadura, donde Ucz,ce 132.95/ Uy
7.87y cdbs 115.98 /U4 6.82 Hz.
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Espectro 9. HSQC RMN (600 MHz, Metanol-d4 del &cido 4-hidroxibenzoico..

Mediante el experimento HMBC, espectro 10, fue posible asignar la correlaciéon a 2J entre

la sefial de carbono cuaternario en Ucs 170.06 con los protones en Uy 7.87. La sefal de

carbono en lics 163.31 correlaciona a 2J con los metinos en Unz226 7.87 y a 2J con los

metinos e n w38166.82,c on | os c ual esd22l7&acorelacipaaltameien a tl. Los

carbonos simétricos en U 115.98 correlacionan a 2J con los protones en Uwn2-2 ¥.87, y los
carbonos sim®tricos en 2Jic oln3 2.8 5s ecfoalr ed ezl @ ame tai
6.82.

Por otra parte, el experimento COSY confirman el sistema de espines aromaticos,
permitiendo asignar la resonancia mediante cruces de Unz3 6.82 (d, 2H, J = 8.69 Hz) con
Un2-2 67.87 (d, 2H, J = 8.67 Hz), ver espectro 11.
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Espectro 10. HMBC RMN (600 MHz, Metanol-d4) del &cido 4-hidroxibenzoico.
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Espectro 11. COSY RMN (600 MHz, Metanol-d4) del acido 4-hidroxibenzoico.
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Acorde con los resultados espectroscépicos, se ha identificado al compuesto presente en
la reunién Q04 como el &cido 4-hidroxibenzoico,(Tabla 27), dicho compuesto presenta una
amplia actividad biolégica como antioxidante (Chen et al., 2020; Muangstri et al., 2022),
antiinflamatorio (Xu et al., 2021), actividad estrogénica (Nguyen et al., 2022), antidiabético
(Lee & Lee, 2021), anticancerigeno (Myint et al., 2021).

Tabla 27. Resultados RMN 1D y 2D del acido 4-hidroxibenzoico.

No. C i C - HSQC HMBC
1 122.73 C - C2,C6
2-6 132.95 CH U 7.87 JEA67HDH C3, C5
35 115.98 CH U 6. 82 JEA.69HDH C2,C6
4 163.31 C - C2, C3, C5, C6
7 170.06 C - C2, C5
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7.5 Andlisis y Caracterizacion de Encapsulados

7.5.1 Microcapsulas de Alginato de Sodio

El extracto etandlico de huitlacoche cocido (E.E.H.C.) y huitlacoche fresco (E.E.H.F.)
a concentraciones de 1 %, 1.8 % y 2.5 % que se encapsularon en alginato de sodio (A.S)

con las siguientes concentraciones: 1%, 1.5% y 2%.

En primera instancia, se realizaron vehiculos de alginato de sodio (V.A.S.) para observar
su comportamiento al aumentar la concentraciéon de este, presentando una tendencia
creciente en su tamafo y mejorando su uniformidad conforme la concentracion subia, como
se puede observar en la Figura 26. Esta tendencia estaria relacionada con la viscosidad,
donde al haber una mayor presencia de bloques G (U-L-guluronato) da pie a un mayor
numero de interacciones con el ion Ca?* con los que forman monocomplejos, conllevando
al apareamiento de estos lo que conduce a la formacion y propagacion de dimeros de caja

de huevo que a su vez tienen una asociacion lateral para generar multimeros.

Figura 26. Capsulas de alginato a una concentracion de a) 1%, b) 1.5 %, c) 2%

Por otro lado, durante la elaboracion de los V.A.S. con extracto, se observd que no hay
alguna interaccién aparente entre estos que predisponga a una gelificacion ionotrépica
temprana, ya que se requiere la presencia de iones divalentes (Ca?") para dar paso a la
formacion de los complejos de caja de huevo mediante crosslinking siendo este extracto un
recurso de baja concentracion de calcio, que para tener esa transicion sol-gel, la fuente de

iones Ca?* proviene del CaCl..

El V.A.S. de huitlacoche se muestran en la Figura 27. Dentro de las concentraciones
empleadas de A.S., las mas viables son las de 1.5% y 2% descartando aquella de 1% por

presentar una deshidratacién méas rapida en el medio posterior a su obtencién.
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E.EH.C.1% - A.S. 2%

a)E.E.H.C. 1% - A.S. 1%,
"//‘"\' .

E.EHF. 1.8%-A.S. 1.5% E.EH.E. 1.8%-A.S. 2%

C)E.E.H.F.2.5% - A.S. 1% E.E.HF.25%-AS.1.5% E.E.H.F.2.5% - A.S. 2%

Figura 27. C4psulas de alginato-extracto de huitlacoche
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