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RESUMEN

En los Ultimos 25 afos el cultivo mundial de hongos comestibles se ha
incrementado, aprecidndose por su exquisito sabor, contenido de nutrimentos y baja
concentracion de grasas saturadas. Los objetivos de este trabajo fueron efectuar un
estudio quimico y nutricio de las cepas de Pleurotus ostreatus de origen mexicano:
INIREB-8, CDBB-H-896 y CDBB-H-897, bajo la hipotesis de que este hongo puede
ser utilizado como fuente de aminoacidos esenciaies, sin contribuir al consumo de
grasas saturadas. Las setas se cuitivaron en invernadero (80 + 5 % de humedad
relativa y 22 a 28 °C de temperatura). Se deshidrataron a 30 °C en homo de
conveccion forzada y se molieron para su analisis. Se encontro diferencia estadistica
en la composicion quimica y valor nutricio de.las tres cepas estudiadas.

Los resultados mas relevantes éxpresados en g/100 g en peso seco para las
tres cepas fueron: humedad: de 89.80 * 0.08 a 90.12 + 0.05; proteina (N x 6.25):
24.64 £ 0.21 a 28.5 + 0.26; extracto etéreo: 1.10 £+ 0.16 a 1.85 + 0.22; cenizas: 7.66 +
0.23 a 8.79 £ 0.25; fibra cruda: 11.22 + 0.11 a 11.82 + 0.23; carbohidratos: 50.67 +
0.80 a 54.01 + 0.41; fibra dietética: 32.14 a 36.81; quitina de 4.03 £ 0.21 a 462 t
0.10. El perfil de acidos grasos indicd un contenido de acido linoleico de 63.60 y
68.45 % del total del extracto etéreo para las cepas CDBB-H-897 e INIREB-8
respectivamente. El contenido de aminoacidos esenciales fue superior en la cepa
INIREB-8 con 322.85 mg/g de proteina (N x 6.25). La lisina biodisponible varié de
59.46 % para la CDBB-H-896 a 79.62 % para la CDBB-H-897, de la lisina total.

La digestibilidad in vivo fue de 84.53 y 86.91 % para las cepas CDBB-H-897 e
INIREB-8 respectivamente. El puntaje quimico corregido por la digestibilidad
verdadera fue de 54.87 a 65.83 %, este ultimo valor para la INIREB-8, con leucina

como primer limitante para las dos cepas. El valor proteinico relative (VPR) con
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Tetrahymena thermophila fue de 100.86 a 107.85 %. El contenido de acidos
nucleicos para las tres cepas estuvo entre 1.80 £ 0.01 y 1.99 + 0.005 % . La proteina
verdadera o precipitable con acido tricioroacético estuvo entre 18.62 y 20.31 %,
encontrandose una correlacion significativa (r= 0.85) entre el N de aminoacidos v el
N de proteina verdadera. El andlisis de varianza entre el N total x 4.38 (18.61 &
1.49), N de proteina verdadera x 6.25 (18.83 + 1.22) y N de aminoacidos x 6.25
(19.65 1 0.59) no mostré diferencia significativa (p< 0.05), recomendandose el uso
del factor 4.38 o la proteina precipitable con acido tricloro acético para evaluar la
proteina verdadera de las setas cuando no sea posible determinar aminoacidos. Las
tres cepas presentaron concentraciones importantes de riboflavina (3.31 - 3.7 mg),
tiamina (1.92 - 1.96 mg) y niacina (35.98 - 36.56 mg) % en peso seco.

Al suplementar algunas leguminosas y cereales como frijol, haba, lenteja,
maiz, arroz y trigo con el 10 % de harina de setas deshidratadas, se lograron
incrementos de aproximadamente el 20 % en el VPR.

De las tres cepas estudiadas la INIREB-8 presenté las mejores caracteristicas
aunque la CDBB-H-897 es muy similar a ésta. La cepa CDBB-H-896 se descarto por
haber ocasionade un sindrome de toxicidad en las ratas del ensayo de digestibilidad
in vivo recomendandose estudios posteriores para definir su inocuidad. Se determiné
el perfil electroforético de las proteinas de las tres cepas. Los perfiles de la INIREB-8
y CDBB-H-897 fueron casi idénticos, observandose para ambas cepas una proteina
cercana a los 29 kDa en gran concentracion, esta banda estuvo ausente en el pefrfil
de la cepa CDBB-H-896.

Se concluye que las setas estudiadas son excelentes fuentes de vitaminas,
fibra dietética y acido linoleico (esencial) y buenas fuentes de proteinas. Ademas su
perfil de aminoacidos complementa muy bien el de los cereales y adecuadamente al

de algunas leguminosas; por lo tanto, es muy recomendable promover su consumo.
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ABSTRACT

The edible mushrooms production has increased in the last 25 years
worldwide. They are appreciated for their pleasant flavor, nutrient content and low
saturated fat concentration. The objective of this work deals with the chemical and
nutritional evaluation of Pleurotus ostreatus strains: INIREB-8, CDBB-H-886 and
CDBB-H-897 from Mexico, based on the hypothesis that mushrooms can be used as
an essential amino acid source, without increasing the ingestion of saturated fat. The
mushrooms were cultivated in a green house (80 + 2 % relative humidity, 22-28 C
temperature). They were dried at 30 C in an air forced oven and milled previous to
their analysis. Stastical analysis revealed differences in chemical composition and
nutritional value between the three strains.

The more relevant results (g/100 g on dry weight basis) were: moisture: 89.80
1+ 0.08 - 90.12 £ 0.05; protein (N x 6.25): 24.64 + 0.21 - 28.5 £ 0.26); lipids: 1.10 +
0.16 - 1.85 £ 0.22; ash: 7.66 + 0.23 - 8.79 + 0.25; crude fibre: 11.22 +0.11 - 11.82
0.23; carbohydrates: 50.67 + 0.80 - 54.01  0.41; dietary fiber: 32.14 - 36.81; chitin:
403 £0.21 - 4.62 + 0.10. The fatty acid profile, showed a linoleic acid content from
63.6 - 68.45 % of total lipids. The essential amino acid content was 322.85 mg/ g
protein (N x 6.25), higher in INIREB-8 strain. The available lysine ranged from 59.46
to 79.62 % of the total lysine content.

The In vivo digestibility was 84.53 (CDBB-H-897) and 86.91 % (INIREB-8).
The protein digestibility-corrected amino acid scoring (PDCAAS) was 54.87 and
65.83 % for CDBB-H-897 and INIREB-8 strains respectively. Leucine was the first
limitant amino acid for the three strains. The relative protein value (RPV) using
Tetrahymena thermophila, was 100.96 - 107.85 %. The nucleic acid content ranged
from 1.78 - 1.99 % dry weight. The true protein (trichloroacetic acid precipitated))
was 18.62 - 20.31 %, it was found a signiﬁcaht correlation (r=0.85) between true
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proteein N and amino acid nitrogen. Statistical analysis comparing total N x 4.38
(18.61 + 1.49), frue protein N x 6.25 (18.83 £+ 1.22) and amino acid N x 6.25 (19.65 +
0.59), revealed no significat differences (p< 0.05), for that reason it is recomended
the use of 4.38 factor or TAC precipitable protein for the true protein evaluation in
mushrooms, when the amino acid analysis is not possible. The three strains
presented important concentrations of riboflavin (3.31 - 3.7 mg), thiamin (1.92-1.96
mg) and niacin (35.98 - 36.56 mg) on dry weight basis.

When some legumes and cereals like beans, lentils, rice, corn and wheat were
supplemented with 10 % of dried INIREB-8 mushroom flour, the RPV increased in
about 20 %.

INIREB-8 strain presented the best nutritional characteristics, although the
CDBB-H-897 was similar to it. The CDBB-H-896 was eliminated, since its ingestion
caused a toxicity syndrome in the rats on true digestibility assay. In order to establish
the innocuity of the CDBB-H-896 strain more chemical and toxicological studies are
necessary. The protein profile was determined by electrophoresis. INIREB-8 and
CDBB-H-897 profiles were almost identical, showing a protein near to 28 kDa in a
high concentfration, this band was absent in CDBB-H-896 profile.

- The conclusion was that the studied strains (except CDBB-H-896), are
excellent vitamin, dietary fiber and linoleic acid sources and good sources of
proteins. Moreover, their amino acid profile is an excellent complement for cereals
and good for some legumes. It is highly recommended to promote the mushroom

consumption.
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I. INTRODUCCION

En los albores del siglo XXI la pobreza y el hambre se han extendido
considerablemente en todo el mundo invadiendo aun a los paises desarrollados. En
los Estados Unidos de Norteamérica, el desemplec y los bajos ingresos (Nestle y
Guttmacher, 1992), asi como el nimero de personas sin hogar, que varia entre dos
cientos mil y dos millones (Goyings y Csete, 1994), afectan negativamente a la
alimentacion y conducen a la desnutricion familiar. En contraste, en este mismo pais
la obesidad es causa de mas de 300 000 muertes anuales, principalmente debido al
consumo excesivo de grasas y alimentos con alta densidad energética (Blackburn,
1994). Se ha reportado que el 34 por ciento de la poblacion adulta es obesa y esta

propensa a graves problemas sociales y de salud (Lachance, 1994).

Por ofro lado, la pobreza en Latinoamérica, va cada dia en aumento y en el
ultimo tercio del siglo XX la miseria en el medio rural se incrementd tanto, que los
grandes centros urbanos latinoamericanos especiaimente la ciudad de Meéxico,
crecieron sin orden y proliferaron los cinturones de miseria, dando como resultado ia
desnutricién urbana, diferente y mas compleja (Bourges, 1992). Entre 1981 y 1987 el

numero de mexicanos pobres crecid de 32.1 a 41.3 millones (Anénimo, 1990).

El panorama presentado de carencias y excesos nufricionales, de alguna
manera influyen en la orientacion y desarrollo de la ciencia y tecnologia de

alimentos. Aunque, en los paises en desarrollo se sigue luchando por la suficiencia

alimentaria.

Es importante sefalar que ademas del problema de carencias, en México

también existe la obesidad ain en grupos de escasos recursos econdmicos, debido
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al tipo de alimentos que se consumen y porque desafortunadamente se estan

importando los malos habitos alimentarios norteamericanos {Andnimo, 1992).

En los Estados Unidos de Norteamérica, se trata de combatir la alta
incidencia de obesidad desarrollande una gama de alimentos con bajo poder
energético pero que contengan todos los nutrimentos (Blackburn, 1994). En el
informe de la Academia Nacionai de Ciencias de este pais, sobre nutricion y ciencias
de los alimentos, se sefala como un punto importante para futuras investigaciones,
el desarrollo tecnolégico de mayor variedad de alimentos fortificados, bajos en grasa
y valor energético, que contribuyan a una dieta saludable (National Academy of
Science, 1994). Uno de los principales cambios en la industria alimentaria en 1996,
se refiere a las enfermedades cardiacas y el cancer y su relacién con la dieta;
surgiendo un elevado interés en alimentos con bajo contenido de grasa y reducido
valor caldrico, alimentos frescos, alimentos con procesamiento minimo vy

"nutraceuticals" (Katz y Mermelstein, 1996)

La tendencia en los ailos noventas es disminuir el consumo de grasas
saturadas, de los patrones alimentarios en todo el mundo, ya que ahora se prefieren

los alimentos ricos en fibra y con poca grasa, como son los vegetales (Brian, 1990)

Uno de los componentes mas importantes de los alimentos son las proteinas,
y las fuentes mas concentradas de ellas siguen siendo las de origen animal. Sin
embargo, ;éstas también son ricas en Acidos grasos saturados. Por esta razon, todo
alimento que aporte proteinas de buena calidad (equilibrada en aminoacidos

esenciales), sin el inconveniente de las grasas saturadas, tendra mejores

expectativas para una dieta saludable.

En los paises en desarrollo las proteinas y energia provienen principalmente

de cereales. De hecho, la proporcién de cereales en la dieta varia en relacién
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inversa con los ingresos, y la relacion carbohidratos/energia de la dieta disminuye
cuando aumentan los ingresos (FAQ/OMS, 1973). Hoshiai (1980), en su estudio
sobre la carencia de proteinas y desequilibrio de aminoacidos a nivel mundial,
sefala que las poblaciones con una alta ingesta en cereales, raices y tubérculos,
son deficitarias en lisina y clasificadas en la categoria de bajos ingresos, en tanto
que las poblaciones con deficiencia en trecnina tienen bajo consumo de cereales,
raices y tubérculos y son las de altos ingresos. Se deduce que cualquier fuente
compiementaria de proteinas, sobre todo aquellas que aporten lisina a la dieta de

los grupos de poblaciones de escasos recursos, tienen un gran valor nutricional.

Los hongos que son alimentos con alto contenido en proteinas y aminoacidos
esenciales (lisina entre ellos) y con bajo valor energético, han formado parte de la
dieta del hombre desde tiempos remotos. A los hongos se les ha equiparade a la
came ya que hay especies que contienen hasta un 40 % de proteina (N x 4.38) en
peso seco. Se han encontrado hongos con un contenido de lisina que oscila entre
174 y 841 mg/ g de nitrégeno de proteina corregida (N x 4.38) para Lentinus edodes
y Psalliota arvensis respectivamente. Algunas especies superan a la proteina del
huevo, que contiene 440 mg de lisina por gramo de nitrogeno (Crisan y Sands,

1978).

En Meéxico, los hongos se consumen tradicionalmente desde la época
prehispanica y se han cultivado gracias a la gran variedad de microclimas existentes
(Leal, 1985). Se calcula due existen en Meéxico por lo menos 185 000 especies
diferentes de hongos de las cuales se conocen apenas 7 000 (Guzman, 1996).
Actuaimente, se cultivan en el pais los géneros Agaricus y Pleurotus (Leal, 1993); y
se fomenta su produccion en los estados de Puebla, Edo. de México, Veracruz,

Chiapas, Querétaro y Guanajuato, entre otros.
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El género Pleurotus es una variedad de hongo comestible conocido por
diversos nombres segun la region (en Quintana Roo: kushun-ché, en Perote Ver.:
hongo de maguey; en la zona de Xico: hongo de izote y en la region de El Lencero:
hongo de Patancan); esta seta es consumida tradicionalmente por los habitantes de

las zonas rurales (Lopez, /).

Dentro de las caracteristicas del Pleurctus se encuentra su crecimiento
rapido, simplicidad de demandas nutricionales (gran variedad de substratos) y
resistencia contra organismos y plagas (Rajarathnam y Bano, 1987), también se
puede cultivar en un amplio intervalo de temperatura (Rajarathnam y Bano, 1989).
Debido a que puede crecer sobre desechos agroindustriales, dltimamente, en el

estado de Guanajuato ha habido interés por su cultivo masivo.

Desde el punto de vista nutricional existe una gran controversia cuando se
habla de las setas u hongos, especialmente si se refiere al contenido y calidad de
proteinas, primero porque se sabe que contienen nifrégeno no proteico derivado de
guitina y de aminoacidos libres poco conocidos (Bano y Rajarathnam, 1988); y
segundo, porque su contenido de nitrogeno puede variar segun el substrato y la
especie (Zadrazil 'y Kurtzman, 1982; Rajarathnam y Bano, 1989). Lo que es
innegable, es que los hongos son buenas fuentes de vitaminas, dentro de las que se
encuentran: tiamina, riboflavina, niacina, biotina y acido ascoérbico (Crisan y Sands,
1978). Por otro lado, hay evidencia de que algunas especies de hongos poseen
ciertas propiedades terapéuticas en la prevencion de tumores, y como antimicéticos,

antiparasitarios y antivirales (Cochran, 1978).

Dada la importancia de los hongos como fuente potencial de proteinas, y a su
gran aceptacion en México, en este trabajo se estudié la composicién quimica y

valor nutritivo de tres cepas mexicanas de Pleurotus ostreatus, con el objeto de
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definir sus caracteristicas nutricionales y ampliar el conocimiento con respecto a los

beneficios que pudieran aportar a la dieta.



OBJETIVOS &

ll. OBJETIVOS

A. General

Caracterizar quimica y nutricionalmente tres cepas mexicanas de Pleurofus

ostreatus; y determinar su aporte como complemento proteinico, en alimentos para

humanos.

B. Especificas

1. Caracterizar quimica y nutricionalmente la harina de las setas Pleurotus
ostreatus.

2. Determinar la calidad nutricia de la proteina.

3. Identificar el perfil electroforético de las tres cepas.
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ll. HIPOTESIS DE TRABAJO

El Pleurotus ostreatus, puede ser utilizado como un complemento (fuente de
aminoacidos esenciales), sin contribuir al consumo de grasas saturadas, para
incrementar la calidad de la proteina de la dieta tipica cuya base son los cereales y

leguminosas.
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V. ORIGINALIDAD

En la actualidad la produccion de alimentos sigue siendo de primordial
importancia, es por esto que el cultivo relativamente facil de hongos ha tenido tanto
éxito a nivel mundial. Los hongos se caracterizan ademas por su alto valor nutritivo.
El Pleurotus ostreatus también conocido como seta es muy apreciado por su sabor
exquisito y sobre todo por la facilidad de su cultivo. De 1986 a 1991 la produccion
mundial de esta seta aumentd de 169 Q000 a 917 000 t (442 %), China es el principal
pais productor (Chang y Miles, 1991).

En México, también se estd aumentando su produccién y cada dia cobran
mas importancia, porque existe el habito de consumirlos y son apreciados en la dieta
tipica. Ademas, hay una gama muy amplia de hongos mexicanos, que crecen
silvestres sobre todo en época de lluvias a través de todo el territorio. Sin embargo,
solo se cultivan los géneros Agaricus y Pleurotus. Las investigaciones realizadas
hasta la fecha han abarcado aspectos taxondmicos, floristicos, microbiolégicos,
médicos, fitopatologicos y biologicos (Guzman, 1990), por lo que hacen falta
estudios sobre su caracterizacion quimica y valor nutricio.

Debido a que la produccion de setas se estd incrementando en México,
integrandose cada dia mas a la dieta de la poblacién; es importante conocer su
verdadero valor nutricio y el beneficio que aporta como fuente de proteinas y otros
nutrimentos.

La originalidad del presente trabajo estriba en que se estudiaron cepas
mexicanas de Pleurotus y se evaluaron integramente desde el punto de vista
nutricio.

Se considera que la caracterizacion quimica y evaluacién nutricia de estas
setas mexicanas aportaron datos nufricionales muy importantes. De esencial
relevancia fue su contenido de proteinas y perfil de aminoacidos esenciales que se
complementa muy bien con el de los cereales; ademas de su contenido de vitaminas
y fibra dietética. De esta forma se confirmo el gran potencial de estos alimentos no
convencionales que cada dia se consumen mas en todo el mundo.
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Se pudo seleccionar la mejor cepa de Pleurofus ostreatus, de las tres
estudiadas; por lo que se podria recomendar y fomentar su cultivo para beneficiar a
los consumidores.
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V. ANTECEDENTES

A. Datos historicos

El cultivo de hongos se remonta hacia el afio 600 AC cuando por primera vez
en China se cultivd el género Auriculana, desde entonces se han desarrolladoe
diversos métodos para su cultivo (Chang y Miles, 1989). En el siglo XVII en Francia
se inicid el cultivo de Agaricus y recientemente, el de otros géneros como el
Pleurotus (Leal, 1993). En los Estados Unidos de Norteameérica su cultivo se inicié
en la dltima parte del siglo XIX y el método permanecié en secreto durante mucho

tiempo (Hill, 1967).

En 1986 la produccion mundial de hongos comestibles fue de 2 182 miles de
toneladas, de las cuales el 7.7 % correspondid a distintas especies de Pleurotus. En
1960 el consumo de hongos en Espana era de 20 g por persona por ano, en tanto
que en 1980 aumentd a 1 180 g; en el mismo periodo en Alemania Oriental varié de
150 a 2 450 g por persona por ahno, siguiéndose la misma tendencia en otros paises

Europeos, Estados Unidos de Norteameérica y Canada (Bano y Rajarathnam, 1988).

Datos presentados por Chang y Miles (1991), revelan que la produccion total
mundial se incrementd notablemente en los ultimos anos; mas de 120 paises
produjeron 4.3 miliones de toneladas. El Agaricus bisporus o champiiidon ocupa el
primer lugar en la produccion mundial (38 %) y el Pleurotus el segundo (25 %)
siendo China el primer pais productor de esta seta (International Society for

mushroom Science, 1997).

La produccion del Pleurotus spp. también ha aumentado en los iltimos anos.

De 1986 a 1991 se incrementé de 169 000 a 917 000 t (442 %), China fue el
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principal responsable de este crecimiento. En los Estados Unidos de Norteamérica

la produccion en 1995 fue de 881.8 t (Royse, 1997).

En México el consumo de hongos comestibles es una fradicion que data de
siglos y ha quedado plasmada en los cadices indigenas y en las cronicas y escritos
de la época de la colonia (Lépez, 1986). Ademas, la poblacién indigena y mestiza
que vive en zonas templadas conoce desde tiempos prehispanicos, a los hongos y
sabe diferenciar las especies comestibles de las alucinantes (Guzman, 1977). En un
estudio etnomicolégico realizado en la zona de Acambay, Estado de México, se
registraron 55 especies, 28 de ellas comestibles (Estrada-Torres y Aroche, 1987).
Asimismo, Mata (1987), registro dos especies de macromicetos de uso actual en la
zona de Pixoy, Valladolid, Yuc. En el uso de los hongos en Mesoamérica, destacan
sus propiedades culinarias, farmacolagicas y psicoterapéuticas (Guzman, 1984). La
importancia de los hongos a través de la historia en América Latina, asi como su uso

medicinal ha sido ampliamente discutida por Guzman (1994).

Al hablar de hongos comestibles se usan frecuentemente diversas
denominaciones: hongos, champinones o setas; cabe aclarar que al género Agaricus
spp se le conoce cominmente como champifién y a la generalidad de los hongos

silvestres como setas (Leal, 1985). En este trabajo se usara indistintamente hongos

0 setas.

En 1931 por primera vez se cultiva en México el Agaricus y en 1974 se inicia
el cultivo del Pleurotus ostreafus (Jacq. ex. Fr.) Kumm o setas (Martinez- Carrera et

al., 1991).
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B. Hongos cultivables

Los hongos comestibles se consideran como una fuente de alimentos de
incalculable valor, por su calidad nutricia y porque pueden crecer en una gran
variedad de substratos; los mas comunes incluyen pajas (trigo, avena y arroz),
serrin, desechos de aigodon, heno, hojas de platano, rastrojo de maiz y otros

desechos agricolas (Royse, 1997).

Los Ascomicetos y Basidiomicetos son los hongos factibles de cultivarse
(Smith, 1978). Dentro de los Basidiomicetos se encuentran |los hongos aparentes y

conocidos como setas, cuescos de lobo, royas y tizones (Hill, 1967).

Los hongos cultivables fueron divididos tentativamente por Bels (1978), segun

sU ocurrencia en la naturaleza, en cinco grupos:

1. Hongos que crecen sobre residuos frescos de plantas o casi frescos:
Lentinus, Pleurotus, Flammulina, Auricularia, Pholiofa, Tremella, Agrocybe

Ganoderma y Coprinus .

2. Hongos que crecen sobre compostas inmaduras: Volvariella, Stropharia, y

Coprinus.
3. Hongos que crecen sobre compostas terminadas: Agaricus.

4. Hongos que crecen sobre suelo y humus: Lepiofa, Lepista, Morchelfa ¥

Gyromitra.

5. Hongos micorriticos: Boletus, Cantharellus, Amanita, Tuber, Matsutake,

Morchella y Lactanius.
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En condiciones naturales el Pleurofus crece sobre arboles o troncos de
madera y es uno de los hongos mas populares en muchos paises subtropicales y
zonas templadas. Cuando se cultiva artificialmente crece bien en la mayor parte de
materiales agricolas de desecho suplementados con aditivos. En su habitaf natural
su crecimiento es bueno en la época de lluvia. La temperatura éptima para la
formaciéon de micelio y formaciéon de cuerpo fructifero es de 25°C y la humedad

relativa entre el 70 y 80 % ( Leong, 1982).

El género Pleurotus es cosmopolita y puede dividirse en cuatro secciones con
un total de 39 especies. Algunos autores norteamericanos nombran "hongo ostién" a
aquel cuyas esporas dejan una huella de color lila o grisdcea sobre papel blanco y

se refieren al Pleurofus sapidus (Eger, 1978).

C. Morfologia y clasificacion

Los hongos tienen un reino propio y obtienen sus nutrimentos absorbiendo
materiales organicos e inorganicos solubles, se caracterizan ademas porque sus
paredes celulares contienen quitina. Los Eumicofiffas u hongos son un grupo
heterogéneo que comprende 77 085 especies descritas; 63 585 comrespondientes a
los hongos perfectos o verdaderos y 13 500 especies asociadas con algas y
liguenes (Hudson, 1986). Se ha estimado que existen sobre la tierra unas 1 500 000

especies de hongos (Royse, 1997).

Existen en México por lo menos 185 000 especies de hongos de las cuales se
conoce apenas el 3.5 % que corresponde a unas 7 000 especies (Guzman, 1996).

Se han estudiado mas de 600 especies mexicanas de hongos y estan depositadas
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en el Herbario micolégico de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto

Politécnico Nacional, que cuenta con mas de 32 000 especimenes (Guzman, 1977).

El Pleurotus ostreatus representado en la Figura 1, pertenece a la clase
Basidiomicetos, orden Agaricales (agaricaceos); familia Tricholomataceae
(Tricoloma) (Chang y Hayes, 1978; Guzman, 1977); tiene cuerpos fructiferos
gimnocarposos lo cual significa que durante el desarrollo del esporéforo la lamela no
se llega a cubrir con un velo. Las esporas se producen inmediatamente después de
que la primera lamela se ha generado y un numero muy grande de esporas pueden

ser liberadas por cada cuerpo fructifero antes de que éste pueda ser usado para

cultivo (Eger, 1978).

| T T 1

Figura 1. Representacion esquematica del cuerpo fructifero del Pleurofus
ostreatus. 1.Sombrero o pileo. 2.Hifas. 3.Estipite o tallo.
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Las setas Pleurotus ostreatus fueron descritas por Guzman (1977) como:
"Hongos con sombrero liso, a veces algo escamoso hacia el centro o base; de 5a 10
cm de ancho (0 hasta 15 cm), grisaceo o café grisaceo con tonos o reflejos
metalicos. Sus laminas son blancas o rosa amarillento en seco, poco 0 nada unidas
entre si en la base, mas 0 menos delgadas y con bordes lisos, no tienen pie o éste
es muy corto y mal definido. Carne blanca, carnosa-correosa con olor y sabor
agradables. Crecen en grandes conjuntos sobre troncos tirados o arboles en zonas
tropicales, subtropicales o bosques de pino y encino; en jardines, a veces sobre

chopos, sauces o fresnos".

Guzman (1977), describe ademas, 8 especies nativas que crecen en México:
Pleurotus smithii Guzman, cuyo tamaio va de 10 a 25 cm, Pleurotus mexicanus
Guzman (de 3 a 7 cm), P. cornucopiae {Paul.:Fr.) Roll., P. dryinus {Pers. ex Fr.)
Kumm., P. hirtus (Fr.) Sing., P. levis (Berk. & Curt.) Sing., P. ostreatus (Jacq..Fr)
Kumm., P. roseopileatus Sing. Guzman et al. (1995) agregan dos especies nativas

mas: P. djamor var. roseus y P. djamor var. salmoneostramineus.

D. Composicion quimica
1. Agua

Los hongos frescos generalmente contienen entre el 85 y 95 % de humedad,
valores que pueden ser variables porque depende del tiempo de almacenamiento de
la muestra, ya que los hongos pueden perder humedad adin a temperaturas de 3 °C

(Crisan y Sands, 1978).

Bano y Rajarathnam (1988), informan que las especies de Pleurotus

contienen aproximadamente 90 % de agua y que cualquier desviacion significante a
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este valor puede deberse a las condiciones de cultivo tales como contenido de agua

del substrato, temperatura ambiente y humedad relativa.
2. Hidratos de carbono

Una de las caracteristicas mas notables de los hongos es la composicion
quimica de sus paredes celulares, ya que la mayoria de ellos carece de celulosa
(polimero caracteristico de los vegetales); las paredes de las hifas de la mayor parte
de los hongos contienen quitina, un polimero de la p-1,4-2-acetamido-2-deoxi-D-
glucopiranosa; su contenido en la pared puede variar de 3 a 60 % en peso seco y
estda generalmente asociada con otros polisacaridos no celulésicos como glucanas,
mananas, glucégeno, quitosanas, galactanas y poligalactosaminas. Los
basidiomicetos pueden contener manano-quitina y quitina-glucana. La vasta
mayoria de los hongos, incluyendo todos aquellos con hifas septadas tipicas, tienen
una pared de quitina-glucana. Otros tres grupos significativos son: celulosa-glucana,

quitina-quitosana y manano-glucana {Hudson, 1986).

Los hongos frescos contienen relativamente grandes cantidades de
carbohidratos (3 - 28 %) y fibra cruda ( 3 - 32 %). Estos pueden estar constituidos
por una gran variedad de compuestos. En el Agaricus bisporus se pueden encontrar
pentosas (xilosa y ribosa); metilpentosas (ramnosa y fucosa); hexosas (glucosa,
galactosa y manosa); disacaridos (sacarosa); aminoazicares (glucosamina y N-
acetilglucosamina), aziicares alcoholes (manitol e inositol); azicares acidos (acidos
glucurénico y galacturénico); asi como urdnidos no identificados y metil-azacares

(Holtz, 1971; Crisan y Sands, 1978).

El contenido de fibra dietética en los hongos es debido a la hemicelulosa,
substancias como pectinatos y quitina (Levai, 1989). En el Lentinus edodes la fibra

dietética del estipite esta constituida por 8 polisacaridos, 5 glucosanas con enlace
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glucosidico (1-»3) y 3 con enlace (1—>4), identificados como B-glucosanas o f-
glucosanas+glucuronorilomanana (Zheng y Ding, 1995). Aplicando un meétodo
industrial, se han obtenido preparaciones de fibra dietética a partir del micelio del
Lentinus edodes con una concentracion de 77.63 % de carbohidratos y capacidad de

absorcion de agua de 7.39 g de agua/g (Byung-Woo ef al., 1995).

Cheung (1996), estudio la fibra dietética de cuatro especies comestibles de
hongos: Lenfinus edodes, Lycophyllum shimeji, Pleurotus sajor-caju y Volvariella
volvacea, encontrando que la composicion de fibra dietética total fue similar en el
micelio, pileo y estipite. La composicion de los azlcares reflejé6 que las p-glucanas
fueron los principales polisacaridos constituyentes de la fibra, junto con la quitina,
hemicelulosas y poliurénidos en menores proporciones. El 32 % de los azucares

totales en la fibra dietética total del micelio de L.shimeji fue galactosa

Los carbohidratos representan el mayor constituyente en las especies de
Pleurotus, fluctuando en un intervalo de 46.6 a 81.8 % en peso seco. Se ha
informado que contienen 4.2 % de carbohidratos solubles, 1.7 % de pentosanas y
32.3 % de hexosanas en peso seco; ademas de los polisacaridos como el glucégeno

y la quitina (Bano y Rajarathnam, 1988).
3. Lipidos

El reino de los hongos atrae la atencion de los quimicos por su gran

diversidad de acidos grasos poco usuales y lipidos (Dembitsky ef al,, 1993).

El valor energético de los hongos es muy bajo, debido a su escasa
concentracién de lipidos; ya que la mayoria de ellos contienen menos del 10 % y los

hay con un contenido minimo del 0.2 % como Tremella fusiformis. Existen también

especies como V. esculenta que contiene 20.6 % (Bano y Rajarathnam, 1988). Se
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considera que en promedio los hongos contienen entre 2 y 8 % de grasa (Crisan y
Sands, 1978).

El extracto etéreo crudo, comprende compuestos representativos de todas las
clases de lipidos incluyendo acidos grasos libres, mono, di y triacilglicéridos,
esteroles, esterol ésteres y fosfolipidos; varias especies de hongos son
especiaimente altas en ergosterol (0.2 a 270 mg/ 100 g en peso secc (Crisan y
Sands, 1978).

Empleando la técnica de cromatografia en columna capilar Dembitsky et al.
(1993) identificaron en ocho Bacidiomicetos 80 diferentes acidos grasos, 43
saturados (iso-, anteiso- e hidroxiacidos), 34 monoenoico (iso-, anteiso-, e
hidroxiacidos); 3 dienos y trienos; los hidroxiacidos variaron en las especies de
hongos de 9.14 a 11.76 %; se encontrd que los esfingolipidos contenian cadenas
lineales de hidroxiacidos C15 - C 25 y cadenas largas de C22 - C26 en ceramidas

de varios de los hongos estudiados.

El contenido de grasas de las distintas especies de Pleurotus oscila entre 1.8
y 9.4 % en peso seco y en promedio se considera un 2.85 %. Los principales acidos
grasos son el oleico (79.4 %), el palmitico (14.3 - 25.5 %) y el linoleico (6.3 - 59.4
%) (Stancher et a/.,, 1993; Bano y Rajarathnam, 1988).

También se ha encontrado escualeno, ergosterol libre y esterificado, asi como
ubiquinona 7. Las relativamente altas concentraciones de acidos grasos insaturados,
linoleico en particular en los cuerpos fructiferos del Pleurotus, hacen a sus especies
interesantes desde el punto de vista nutricional para el ser humane (Bano y

Rajarathnam, 1988).
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4. Proteinas

Las proteinas son el componente mas critico que contribuye al valor nutricio
de un alimento, por el hecho de que cuande hay una deficiencia de energia, la
desnutricién proteinica se acentia porque los aminoacidos pueden ser utilizados
para el metabolismo energético dejando de participar en los papeles que

corresponde a las proteinas (Sukhatme,1970).

La desnutricidon proteinica debe considerarse como un caso diferente de otras
deficiencias y no porque los efectos de una carencia de proteinas sean mas severos,
sino por todos los papeles que las proteinas desempefian en el metabolismo. Por
gjemplo, mientras que la deficiencia de una coenzima puede reducir la actividad de
una enzima e iniciar una serieé de eventos negativos, la interferencia en la sintesis de
proteinas afecta a la sintesis de todas las apoenzimas en una clase de orden
jerarquico; entonces, las consecuencias son mas difusas y mas dificiles de

reconocer en los estados tempranos de desnutricion, lo que afecta principalmente a

los nifos (Altschul, 1971).

Dentro de los papeles mas importantes que las proteinas desempeiian en el
organismo humano se pueden citar los siguientes: crecimiento y mantenimiento,
como enzimas, en el equilibrio de fluidos corporales, en el equilibrio acido-base,

como anticuerpos, como hormonas, en transporte y coagulacion sanguinea (Noss y

Rady, 1993).

El primer analisis que se realiza para determinar el contenido de proteina
cruda es la determinacion de nitrogeno total, el cual se multiplica por el factor 6.25;
basado en la suposicion de que la mayoria de las proteinas contienen 16 % de
nitrégeno, que son el cien por ciento digeribles y que casi no hay cantidades de

nitrégeno no proteico presentes (Crisan y Sands, 1978; FAO/OMS, 1973).
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El método de Kjeldahl para la determinacion de nitrogeno total organico es un
procedimiento ampliamente aceptado. Sin embargo, la seleccién de un factor
apropiado de conversion (Nitrdgeno: Proteina) para calcular el contenido total de
proteina ha sido un punto controversial y las practicas no son consistentes entre los
laboratorios. El Comité de Factor de Conversion de la Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos (Baker, 1982), concluyé que: no existen factores precisos de
conversion de N:P y reafirmé el continuo uso de una serie de factores compilados
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica,
reimpresos en el AOAC (1984). Para la mayoria de los alimentos se recomienda un

factor de 6.25; no obstante, para los alimentos que contienen mezclas de proteinas

este factor es poco practico.

Sosulski e Imafidon (1990) en su estudio sobre composicion de aminoacidos y
factores de conversion de nitrogeno a proteinas para alimentos vegetales y
animales, informaron que de todas las muestras ensayadas el total de aminoacidos
recuperados para los hongos fue el mas bajo, menos de 4 500 mg/g de N de muestra
y por lo tanto, la concentracion de la mayoria de los aminoacidos parecia ser

relativamente baja. El factor promedio para las muestras ensayadas fue de 568 +

0.30 y para los hongos (Agaricus spp.) fue de 5.61.

Las investigaciones sobre la proteina cruda de los hongos sugieren que
solamente entre el 34 y el 89 % de la proteina (N x 6.25) es digerible. Este
coeficiente reducido de digestibilidad puede parcialmente ser explicado por el hecho
de que los hongos contienen cantidades significantes de nitrogeno no proteico en

sus paredes celulares quitinosas (Crisan y Sands, 1978).

Danell y Eaker (1992) estudiaron la composicidn de aminoacidos totales de

Cantharellus cibarius (Fries) y observaron que solamente 99 g Kg-1 en peso seco
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del hongo, era proteina (77 %); lo cual impiic6 que los valores basados en el
contenido total de nitrogeno, se habian sobrestimado entre el 70 y el 200 %. Por
esta razén, concluyeron que el factor de conversion de nitrogeno a proteina fue
alrededor de 4 y que aparentemente es diferente entre especies. Asimismo,
sefalaron que aungque los hongos contengan mas proteinas que la mayoria de los

vegetales no se debe sobrevaluar su valor nutricio.

Por otro lado, Ogawa ef al. (1987) identificaron un nuevo analogo de N-(N-y-L-
glutamil-sulfo-L-alanil) glicina, en Flammulina velufipes, y obtuvieron un promedio de
65 % de nitrégeno proveniente de aminoacidos sugiriendo también que un factor de

conversion practico para los hongos podria ser alrededor de 4.

Al aislar la proteina de los hongos Agaricus campestris se encontré que el
contenide de nitrégeno promedio es de 11.79 % y no de 16 % de N comeo lo es para
la mayoria de las proteinas. Basados en este dato, el factor de conversion mas
apropiado para estimar la prdteina del hongo, seria: N x 8.48, siempre y cuando el
nitrogeno no proteico de quitina y de aminoacidos libres pudiera ser ignorado

(Fitzpatrick et al. 1846). Sin embargo, el factor mas aceptado es el de 4.38 (Crisan y
Sands, 1978).

El contenido de proteina cruda en los hongos muestra una extrema variaciéon
entre distintas especies. La proteina puede variar desde 4 a 9 % para especies de
Auricularia, hasta valores tan altos como 44 % en peso seco, para especies de

Agaricus (Crisan y Sands, 1978).

En cuanto a la solubilidad de las diferentes formas de nitrégeno en Agaricus
campestris, se encontré que del nitrégeno total, el 60 % se solubiliza en el agua, el
88.6 % en solucion salina al 10 %; 64 % en pH acido de 4.05, el 80 % en pH 10
alcalino y el 51 % en alcohol al 80 % (Fitzpatrick et al, 1946). En distintas especies
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de Pleurotus se encontrd que la proteina soluble constituye alrededor del 30 % (Rai

ef al., 1988).

En las especies de Pleurotus, el contenido de proteina (N x 4.38); varia de 8.9
% para P.opuntia hasta 38.7 % para P. limpidu (Bano y Rajarathnam, 1988). La
composicion del substrato tiene una influencia significativa sobre el contenido de

proteina de los hongos (Rajarathnam y Bano, 1989).

Estudios realizados por Zadrazil y Kurtzman (19882) revelaron que en el cultivo
de Pleurotus sajor-caju, empleando paja de trigo como substrato, la suplementacion
del substrato con nitratc de amonio, pasta de soya o harina de alfalfa aumenté el
contenido de nitrdgeno en los cuerpos fructiferos a 5.32 % con nitrato de amonio,
546 % con alfalfa y a 8.8 % con pasta de soya; estos resultados muestran
claramente una correlacion entre la cantidad de suplemento organico y contenido de

nitrégeno del basidiocarpo.
5. Aminoacidos

En general los hongos contienen todos los aminoacidos esenciales y existen
informes muy amplios realizados por varios investigadores, acerca de estos
componentes (Crisan y Sands, 1978; Samajpati, 1978; Bano y Rajarathnam, 1982;
Ogawa et al, 7987, Bano y Rajarathnam, 1988; Sosulski e Imafidon, 1990). Las
variaciones en la concentracion de aminoacidos en los hongos son muy amplias, lo
mismo que el contenido de aminoacidos esenciales por 0 que no es posible definir
un patron especifico de éstos. Dentro de los aminoacidos mas importantes se

pueden mencionar los siguientes valores minimos y maximos informados para

distintas especies de hongos:
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mg/g de N Nombre Valor Nombre Valor
Proteina (Nx4.38) cientifico minimo cientifico maximo
Lisina Lentinus edodes 174 Psalliota arvensis 841
Metionina B. versipellis 34 Termitomyces sp. 625
Tirosina A. bisporus 89 Hyndum repandum 608
Trecnina Verpa Cantharellus cibarius 743
Triptéfano Pleurotus sp. 56 Psalliota arvensis 1060
Valina A. bisporus 112 Volvaniella displasia 607
Isoleucina Boletus edulis a3 Lepiota sp. 821
Leucina M. doeliciosa 321 Lepiota sp. 777

Fuente: Crisan y Sands, 1978.

En lo que respecta al Pleurotus, se han encontrado valores de lisina entre 4.5
y 11.1 g de aminoacido por 100 g de proteina cruda corregida (N x 4.38) para el
Pleurotus ostreatus y el P. eous respectivamente. Asimismo, el contenido de

metionina se reportd entre 1.5 y 3 g por 100 g de proteina cruda corregida (Bano y

Rajarathnam, 1988).

Una de las caracteristicas mas importantes en este rubro es la presencia de
aminoacidos libres y otros compuestos nitrogenados en las setas. Altamura et al.
{1967) y Hughes et al. (1958), informaron que varias especies de hongos contienen
aminoacidos libres y compuestos relacionados tales como: metionin-sulféxido, B-
alanina, Ac. cisteico, hidroxiprolinas, hidroxilisinas, Ac. a-amino adipico, fosfoserina,
cistationina, canavanina, ornitina; creatinina, citrulina, glucosamina y etanolamina.

Altamura (1967), informo que A. bisporus contiene 53 diferentes compuestos

nitrogenados.
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Por su parte Sato ef al. (1985), examinaron los cuerpos fructiferos de 113
clases de hongos y encontraron 20 aminoacidos libres comunes en las proteinas y
11 no proteinicos, con una considerable diferencia entre las especies de hongos, el
promedioc de aminoacidos libres totales fue de 213 pmol/g en peso seco; el
contenido de acido glutamico, giutamina y alanina fue muy alto; dominando estos
aminodcidos en la poza de aminoacidos libres. Las concentraciones de aminoacidos
no proteinicos fueron comunmente bajas; no obstante, los mas ampliamente
distribuidos fueron la ornitina, acido y-amino-n-butirico y cistationina. Estos autores
concluyeron que parece que no hay ninguna correlacion entre la poza de

aminoacidos libres y grupos taxonémicos de hongos.

Se ha reportado que cerca de la quinta parte del nitrégeno total esta en forma
de aminoacidos libres. Estudios realizados en P. serotinus, P.osfreatus y P.
cornucopiae, indicaron que el contenido de aminoacidos libres fue de 172; 290 y
580 uMol de aminoacidos por gramo, en cuerpo fructifero, informado en peso seco.
Dentro de los compuestos nitrogenados y amineoacidos libres contenidos en
Pleurotus ostreafus se pueden mencionar: urea, amonio, sacaropina, etanolamina;
acido aspartico, freonina, serina, N-(glutamil)-etanolamina, asparagina, acido
glutamico, glutationa oxidada, glutamina, N-acetil-L-ornitina, acido a-amino adipico,

acido a-amino-N-butirico y cistationina (Bano y Rajarathnam, 1988).

El analisis de los hongos silvestres comestibles: Termitomyces robustus;
Thricholoma lobayensis y Volvariella esculenta; revelé la presencia de 17
aminoacidos, con deficiencias de lisina, fenilalanina, metionina e isoleucina, cuando
se compararon con los contenidos de los mismos aminoacidos en huevo; sin
embargo, los aminoacidos mas abundantes en todos los hongos fueron: glicina,

acido glutamico, alanina y acido aspartico (Alofe, 1991).
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Existen estudios que indican que hay especies de Pleurofus que son capaces
de sintetizar una mayor proporcion de aminoacidos esenciales y que cuando el
balance total de aminoacidos (total de aminoacidos en los cuerpos fructiferos mas
los que contiene el substrato agotado), resuita positivo, el sabor es mejor y recuerda
al de la carne; ademas, los cuerpos fructiferos de las cepas con balance positive de

N tienen una estructura mas consistente y mas sélida (Rajarathnam y Bano, 1989).

Haddad y Hayes (1978), encontraron que la proporcién carbono:nitrégeno y
la adicion de sulfato inorganico en medio liquido influencia la composicién dei
micelio. La proporcion optima C:N para el crecimiento del micelio fue de 18:1, pero
las cantidades de proteina y aminoacidos, metionina y cistina fueron generalmente
mayores cuando {a razén se excedid del limite optimo para crecimiento. Asimismo,

un incremento en los niveles de sulfato aumenté el contenido de aminoacidos
azufrados.

Las diferencias entre el contenido de aminoacidos entre distintas cepas de la
misma especie de hongos es un hecho y debe considerarse en la seleccion de

cepas que se van a comercializar (Weaver et al, 1977).

6. Acidos nucleicos

El acido ribonucleico es el predominante en las especies de Pleurotus
estudiadas por diversos autores. El contenido fotal de acidos nucieices varia de
248 a 3.88 % en peso seco; este valor es bajo si se compara con el de otras
proteinas uniceiulares como Candida utilis (10.10 %) y Aerobacter aerogenes (12.30

%), por lo tanto, desde este punto de vista el Pleurotus no tiene problemas para

incluirse en la alimentacién humana (Bano y Rajarathnam, 1988).
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También se han identificado §' nucleétidos en Tricholoma giganteum como
responsables del sabor en hongos deshidratados, encontrandose 1 250, 637, 863 y

566 mg/Kg de 5'-CMP, 5’AMP, 5'UMP y 5' GMP respectivamente (Fujita ef al., 1991).

7. Vitaminas

En general, a los hongos se les considera buenas fuentes de vitaminas,
dentro de las cuales se pueden mencionar: tiamina, riboflavina, nijacina, biotina,

cianocobalamina, acido félico y acido ascorbica (Crisan y Sands, 1978).

Bano y Rajarathnam (1982), reportan los siguientes valores de contenido de
vitaminas, para distintas especies de Pleurotus: tiamina de 1.6 a 4.8 mg, niacina de
46 a 108.7 mg, acido ascorbico de 90 a 144 mg y cianocobalamina 1.4 mg, por 100
g en peso seco. Asimismo, se han encontrado concentraciones de 21.1 a 33.3 mg

por 100 g peso seco, de acido pantoténico y entre 1 222 y 1 412 ng de acido folico

(Bano y Rajarathnam, 1986).

Otro estudio reveld que, de 38 cepas de hongos comestibles que se
analizaron solamente 9 contenian cianocobalamina y la mayor productora fue la del
Pleurotus ostreatus con una concentracion de 1.4 mg/kg. Considerando la cantidad
de vitaminas en 100 g de Pleurotus, estos valores podrian llenar los requerimientos
humanos para riboflavina y acido félico; el contenido de estas vitaminas es similar al
encontrado en 100 g de espinacas e higado crudo. Como fuentes de estas
vitaminas, tanto el Pleurofus como el Agaricus se pueden considerar en [a misma

categoria que €l higado y [a espinaca (Bano y Rajarathnam, 1988).

8. Minerales

Los hongos presentan los mismos minerales del substrato. En general

contienen cantidades significativas de fasforo (P), sodio (Na) y potasio (K) y en
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menor cantidad calcio (Ca) e hierro (Fe) (Crisan y Sands, 1978). En las trufas se

han encontrado 2.49 % de K, 1.29 % de P y 0.68 % de azufre, (Beuchat y

Brenneman, 1993).

Estudios realizados en Pleurotus ostreatus, indicaron que el K es el elemento
mas abundante, seguido del P y Mg (39 900; 13 387 y 1 836 mg/kg
respectivamente), el contenido de sodio es bajo (195 mg/kg) y el de los

microelementos Fe y Zn es de 90.3 y 67.6 mg/kg respectivamente, (Strmiskova et

al, 1992).

Dentro de los minerales traza, el Zn es el que se encuentra en mayores
cantidades en todas las especies de Pleurotus, sugiriendo que estas setas tienen la
tendencia a bioacumular Zn en sus cuerpos fructiferos. También, se ha observado
la acumulacion de metales pesados como Pb, Hg, Cd y V, en hongos que crecen en

substratos con aguas negras (Bano y Rajarathnam, 1988; Vetter, 1993).

Strmiskova ef al. (1992), cuantificaron el contenido de Pb, Hg y As en
Pleurotus ostreatus encontrando que no excedieron los limites permitidos de 5, 0.5y
5 mg/Kg en peso seco respectivamente; en cambio el 40 % de las muestras

analizadas excedian los limites permitidos de Cd (0.5 mg/Kg).

En vista de los informes sobre contenido de minerales toxicos como plomo,
cadmio y mercurio, se sugiere hacer determinaciones periédicas de estos metales

pesados en los cuerpos fructiferos, sobre todo cuando se varian las condiciones de

cuitivo (Bano y Rajarathnam, 1988).
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E. Calidad nutricia

En su revision Crisan y Sands (1978), encontraron que habia muy pocos
estudios in vivo sobre la calidad nutricia de los hongos y que los resultados de estas
pruebas comparaban a la proteina de los hongos con la de la carne y otros
vegetales. Investigaciones realizadas en los afios cuarenta, indicaron que para
mantener un equilibrio nutricional, un humano adulto de 70 kg de peso, requeria
entre 100 y 200 g de hongos (peso seco). Sin embargo, estudios posteriores
confirmaron el hecho de que los hongos tienen un buen valor nutricio; pero que no
pueden servir como unica fuente de proteina. En ausencia de estudios en ratas, los
autores consideraron valido determinar el valor nutricio de los hongos partiendo de
datos de contenido de aminoacidos informados en la literatura. Con los datos
recopilados calcularon el indice de aminoacidos esenciales utilizando el patrén de
FAO, 1973, el valor bioldgico (empleando la ecuacién de regresién de Oser, 1959) y

el puntaje o calificacion quimica basada en el aminoacido limitante comparado con

una proteina patron.

Los resultados del indice de aminoacidos esenciales estuvieron entre 72.9 y
98.6 para Agaricus bisporus; el Pleurotus se situd entre 70.3 y 91.3 cuando se uso
el patron de FAO, 1973. El valor biolégico (V.B), calculado oscilé entre 71.2 para
Morchela angusteps, 95.8 para A. bisporus, para el Pleurotus el VB fue de 453 a
68.0. En las conclusiones de este estudio se afirma que el valor nutricio de los
hongos es variable adn entre las mismas especies y que por ejempio, los valores de
lisina biodisponible van desde 10 a 62 %, por lo que no se puede generalizar con
respecto a |a calidad nutricia. Por esta razon, habra especies cuya contribucion a la

dieta sea muy buena y otras cuya aportacion sea minima (Crisan y Sands, 1978).
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Bano y Rajarathnam (1988), hicieron ios mismos calculos para Pleurotus ya
que los ensayos en animales seguian siendo muy escasos, encontrando que los
aminoacidos limitantes para las especies estudiadas de este género son los
azufrados; la fenilalanina y la tirosina son los segundos limitantes para las especies
de P.eous, P. florida, y P. flabellatus. En algunas especies (P.sajor-caju y P. florida)
el segundo limitante es isoleucina y el triptofano es el tercero en P.eous y P.florida.
Dada la gran variacion del valor nutricio de Pleurotus encontrada, los autores
sugirieron que Iq deseable seria cultivar aquellas especies cuyo contenido de
proteina fuera mas alto y con un mejor equilibrio de aminoacidos, tomando en
cuenta las ventajas que representa el cultivo de estas setas. Asimismo, en esta
revision se recomienda evaluar la contribucion real de los hongos a la dieta
humana, asi como la calidad de la proteina y otros nuirimentos que pueden

proporcionar como parte de la alimentacion diaria.

En un trabajo comparativo entre la calidad de la proteina de cuatro lotes de
setas (Pleurotus ostreafus), cultivados en Salamanca Gto. y procesados con
salmuera y escabeche; se encontré que el Valor Proteico Relativo (VPR) evaluado
con Tetrahymena thermophila WH14, y usando caseina como proteina estandar,
aumentd de 94.5 (fresco) a valores entre 106.06 y 116.99 después de procesados y
almacenados de 1 a 3 meses; al mismo tiempo se observé una pérdida de proteina
cruda por solubilizacion en el liquido de cobertura, ya que de 24.6 % en el hongo
fresco disminuyd a 11.36 % (setas escaldadas con microondas almacenadas 90
dias) esta pérdida represento el 53.82 %. Se consideré que el material soluble
posiblemente estaba constituido por nitrégeno no proteico y por aminoacidos libres,

ademas de la fraccion soluble de la proteina (Bautista-Justo, ef al., 1995)

Es sabido que el nitrégeno no proteico o nitrogeno no especifico considerado

como aquel N no téxico que proviene de diferentes fuentes que son biolégicamente
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utilizables, influencia la adecuacion aparente de la proteina en la dieta y en general
de los requerimientos de aminoacidos esenciales especificos en humanos (Kies,
1974 ). El estudio realizado por Korslund (1974), sugiriere que el nitrdgeno no
esencial puede contribuir significativamente a las necesidades de proteina de nifios
y adolescentes; por esta razon en la evaluacién de la calidad de proteina deberia

considerarse también el nitrégeno no esencial como urea y aminoacidos libres, lo

cual puede ser también aplicade a los hongos.

De lo anterior se deduce que es necesario evaluar las distintas especies de
hongos cultivados en México, ya que el valor nutricio es caracteristico de cada una
de ellas y los valores informados en la literatura pueden servir como una guia muy

aproximada, pero no se pueden tomar como valores reales para incluirlos en la

dieta.

F. Evaluacién de la calidad de las proteinas por métodos rapidos

Las proteinas provenientes de los alimentos tienen una gran variaciéon en su
contenido de aminoacidos, tanto las de origen animal, vegetal o fiingico contienen
en promedic 20 aminoacidos comunes de los cuales 9: histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina son esenciales en la dieta
humana. El indice de eficiencia proteinica (PER), fue reconocido en los Estados
Unidos de Norteamérica y a nivel internacional como el método oficial para evaluar
la calidad de proteinas desde 1919. Sin embargo, por los inconvenientes que
presentaba, recientemente fue substituido por el método de calificacion o puntaje
quimico corregido por la digestibilidad verdadera (Protein Digestibility-Corrected

Amino Acid Scoring, cuyas sigias en inglés son: PDCAAS) (Heniey y Kuster, 1994).
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La Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de
Norteamérica (FDA) en la regulacién de las etiquetas nutricionales (1993), esta
requiriendo la calidad de las proteinas de todos los alimentos destinados a la

alimentacion infantil (mas de un ario de edad) y para los adultos, usando el puntaje

quimico corregido por la digestibilidad (PQCD).

E! calculo del PQCD requiere de un analizador de aminoéacidos y de animales

para determinar la digestibilidad verdadera, por lo que si no se cuenta con el equipo

y las instalaciones necesarias, en muchos casos no se podra aplicar como un

meétodo rutinario.

Con el propésito de tener metodos mas rapidos y econémicos que puedan
servir para seleccionar proteinas de alta calidad entre muchas muestras, desde hace

muchos afios las pruebas microbiolégicas han sido investigadas.

El microorganismo que mas se ha utilizado para medir la calidad de proteinas,
es el protozoario Tetrahymena, porque tiene dos caracteristicas importantes: a) sus
requerimientos de aminoacidos esenciales son similares a los del hombre y a los de

la rata y b) puede ingerir particulas de materiales sélidos (Frank et al., 1975).

El método consiste en hacer crecer al microorganismo en un medio que
contenga la proteina bajo prueba; la proteina puede utilizarse intacta (Rosen y
Fernell, 1956; Stott ef al., 1963;); o bien puede ser predigerida con distintas enzimas
como: bromelina activada con acido mercaptosuccinico (Baker ef al., 1978); tripsina,
quimotripsina y peptidasa (Dryden ef al, 1977); tripsina y bromelina (Frank et al.,
1975); pepsina (Landers, 197%5); tripsina y quimotripsina, peptidasa y proteasa

(Satterlee et al, 1979).
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El crecimiento cbtenido con la proteina bajo prueba, se compara con aquel

obtenido con la caseina estandar y se caicula el valor proteinico relativo (VPR) o el

T-PER segun el método seleccionado (Pellett y Young, 1980).

En este trabajo se utilizé el método de VPR empleando Tetrahymena

thermophila WH14 ATCC 30008, segan Baker ef al. 1978. Una de las ventajas de

usar el método de Baker es que el crecimiento se mide por turbidez en un

fotocolorimefro y es menos tedioso e inexacto que cuando se cuenta el nimero de

céluias como se indica en otros métodos.

Por otro lado, entre los métodos mas sencillos que hay para determinar la
digestibilidad in vitro se encuentran los desarrollados por Hsu ef al. (1977) y el de
Satterlee ef al. (1979) ya que en 15 6 20 minutos se puede tener el resuitado de la

digestibilidad aparente (Swaisgood y Catignani, 1991; Pellet y Young, 1980).

G. Método de complementacién

Sure (1946) encontrd que la adicion de 1 a 3 % de levadura, a las harinas de
frigo 0 maiz, aumenté en un 70 a 300 % el crecimiento de los animales en

experimentacion y en un 35 a 97 % la utilizacion de la proteina.

En 1950 se formuld la INCAPARINA que es una mezcla de harinas vegetales
calculada por el "método de complementacion” desarroliado por el Dr. Bressani en el
Instituto de Nutricion de Centro Ameérica y Panama; basado en el contenido de
aminoacidos esenciales y teniendo como base un cereal que se complementa con

una Jeguminosa. Este alimento de alto valor nutricio ain se fabrica en la ciudad de

Guatemala ( Bressani, 1994)
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Actualmente, se conocen muy bien las mezclas optimas de cereales y
leguminosas para incrementar Ja calidad nutricia de Jas proteinas (Bourges, 1987).
Se recomienda variar la dieta con el objeto de que los nutrimentos contenidos en un
alimento se complementen con los de los otros que se ingieren al mismo tiempo
(Casanueva, 1992). Por esta razon, para conocer el verdadero aporte de

nutrimentos a la dieta, las setas se evaluaron también, mezcladas con otros

alimentos comunes.

H. Caracterizacion de hongos por electroforesis de sus proteinas

Las proteinas son macromoléculas codificadas por el DNA, que es depasitario
de la informacion genética de la célula. Debido a esta propiedad, el analisis de
proteinas puede dar un reflejo fiel de la composicidon del genoma y revelar ia afinidad
o diferencias genéticas entre organismos. En particular, el estudio de la mobilidad

electroforética de proteinas ha desarrollado un particular interés en taxonomia

vegetal y animal (Mouches et al., 1978).

En este estudio se identifico el perfil electroforético de las tres cepas
estudiadas con el objeto de ver si existia alguna diferencia entre ellas, sobre todo

porque en las pruebas bioldgicas, la cepa CDBB-H-896 tuvo un comportamiento

diferente a las otras dos.

I. Propiedades medicinales y biolégicas

El segundo atributo de los hongos se refiere a sus propiedades

medicinales las que han sido reconocidas desde hace miles de afios por las culturas
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orientales, especialmente China y Japén. Algunos ejemplos incluyen a la Auriculania
spp. que ha sido tradicionalmente usada para tratar la hemorroides y varios
disturbios estomacales, Tremella fusiformis para mantener saludables los tejidos

pulmonares, V. volvacea para disminuir la presion (Chang y Buswell, 1996).

Cochran (1978), revisO los efectos medicinales de los hongos

superiores y encontr6 que pueden actuar como bactericidas, fungicidas,

antiprotozoarios, antivirales y antineoplasicos.

Se ha observado también que el Pleurotus ostreafus y otras especies
son capaces de destruir nematodos por la liberacion de una toxina, evitando las
plagas de nematodos durante su cultivo. Consecuentemente, el Pleurotus puede ser
considerado como un agente bioldgico potencial para controlar estas plagas en
ofros cultivos agricolas. De igual manera, se detectd un antibiético denominado
pleurotina en los filtrados de cultivo de P. griseus activo contra bacterias Gram +,

algunas aminas biogenas y HCN que no se encuentran en niveles toxicos (Bano y

Rajarathnam, 1988).

Zhuang et &l (1993) purificaron una proteina que contiene un
polisacarido en los cuerpos fructiferos de Pleurotus sajor-caju (Fr) cinco fracciones
de estas proteinas mostraron actividad antineoplasica, dos fracciones contenian

xilogiucanas con PM de 280 000 y 70 000 y en las otras se encontraron manano-

galactanas xilanas y glucoxilanas.

Asimismo, se encontré actividad antineoplasica en polisacaridos aislados de
Polyporus confluent (ningyotate) (Mizuno ef al. 1992a) y en el hongo Hericium

erinaceum (yamabushitake) (Mizuno ef al. 1992 b).
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El reciente interés en remedios tradicionales para varios desordenes
fisiologicos y el reconocimiento de la existencia de numerosos agentes bioldgicos en
los hongos, llevd a establecer el término "mushrooms nutriceuticais”, propuesto
originalmente durante el simposio sobre "Bioconversién de desechos agricolas en
proteina fungica" realizado por la UNESCO en Manila en 1993. Este término
describe una nueva clase de compuestos que se extraen del micelio o de los
cuerpos fructiferos de los hongos y abarcan tanto sus caracteristicas nutricionales

como medicinales (Chang y Buswell, 1996).

El aspecto medicinal de los hongos ha llegado a ser tan importante, que en
1991 se estimé que del valor total de la cosecha de hongos (8.5 billones de ddlares),
1.2 billones se generaron de productos fungicos. En 1987, en Japdn se vendieron
358 millones de dolares tan solo del producto antineoplasico “"Krestin” PSK
(polisacarido unido a una proteina extraido del micelio de C.versicolor) con
propiedades biolégicas unicas que inciuyen la estimulacidon de la maduracion
funcional de los macréfagos, prescrita en diferentes tipos de cancer digestivo. Por lo
anterior, la biotecnologia de los hongos de donde se derivan los principales
componentes de los "Nutriceuticals™ representa actualmente el sector de mayor
expansion en la industria de los hongos y se espera que pronto sea la rama mas

dominante (Chang y Buswell, 1996).
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Materiales

1. Origen de las cepas

Se utilizaron las cepas del Pleurofus ostreatus: INIREB-8 proveniente del
Instituto de Ecologia de Jalapa, Ver. adquirida en el Centro de investigaciones
Ecoldgicas del Sureste de Tapachula Chis. y las CDBB-H-896 y CDBB-H-897 del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional de

la ciudad de México, D.F.

Las principales caracteristicas por las que se seleccionaron estas cepas es
que son de origen mexicano, ademas de las siguientes; para la cepa INIREB-8 se
considerd que se produce comerciaimente; en el caso de las cepas CDBB-H-896 y
CDBB-H-897 que su identidad esta bien establecida, ya que pertenecen a ia
coleccion de cultivos microbianos del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria
del CINVESTAV México y también porque crecen a temperaturas superiores a los
22°C, la que es muy importante porque en la zona de Irapuato Gto. en primavera y

verano se llegan a alcanzar temperaturas hasta de 32 °C.

2. Produccion de las setas

Las setas se cultivaron en el invernadero del Instituto de Ciencias Agricolas
de la Universidad de Guanajuato en la ciudad de Irapuato, Gto. utilizando paja de

trigo como substrato. Su produccion consté de cuatro etapas:
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1) Preparacion del inoculo.
2) Preparacion del substrato.
3) Siembra e incubacion.

4) Fructificacion.

Preparacién del inéculo

Para la preparacion del indcule se sigui6 el procedimiento descrito por Soto et
al. (1991). El trigo se limpié y se remojo durante 16 horas, se escurrid y se coloco
sobre papel periddico para eliminar el excedente de agua. Se colocaron 200 g del
trigo hidratado en bolsas de polipapel de 16 x 22 cm en un autoclave a 121 °C
durante 30 min. El material esterilizade se inoculé con el micelio de las distintas
cepas de Pleurotus desarrollado previamente en agar papa dextrosa y se incubaron

a 28 °C durante 10 a 15 dias, hasta que el micelio colonizé todas las semillas.

Recuperacion de las cepas

Se extrajo una parte pequeia del tejido de un hongo fresco seleccionado, se
sembré en caja de Petri sobre agar papa-dextrosa y se incub6 durante 10 a 15 dias
a 28 °C para el desarrollo del micelio. Con el objeto de evitar el envejecimiento de

los indculos esta operacion se hace periddicamente, de preferencia cada dos meses.

Cultivo de setas

La temperatura de fructificacion mantuvo registro entre 22 y 28 °C
{correspondiente a la temperatura ambiente, ya que el invernadero no tiene control

automatico de temperatura) y la humedad relativa fue de 80 + 5 %, el periodo de

cultivo fue de enero a julio.
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Preparacion del substrato

La paja de trigo seca se molié en un molino comercial utilizando un tamiz para
tener particulas de 2 cm de largo aproximadamente. Se introdujo en costales de rafia

especiales para granos y se remojo toda la noche.

Al siguiente dia la paja se pasteurizé durante 1 hora a 80°C. Cuando se
enfrio, la paja se dejo escurrir sobre una rejilla, cubriendo los costales con papel

periddico para evitar la deshidratacion excesiva.

Inoculacion

Al siguiente dia, una vez frio el substrato se inoculd con la semilla de trigo en donde
se habia desarrollado el micelio, colocando en bolsas de plastico transparentes de
30 x 50 cm, en forma alterna, una capa de paja de frigo y una de las semillas del
indculo esparcidas sobre ésta. Cuando se alcanzé una altura de 30 cm
aproximadamente, las bolsas se cerraron y se etiquetaron. Se incubaron a 28 °C
durante 13 a 15 dias. Al tercer dia después de la inoculacién se hicieron unas
perforaciones a las bolsas para evitar la condensacion del agua y promover el
intercambio de gases. Después de este tiempo se removio la bolsa de plastico y los
"pasteles” pasaron al invernadero con una humedad relativa de 80 + 5 % y una

temperatura promedio de 25 °C para permitir su fructificacion.

Cosecha

Las setas se cosecharon cuando alcanzaron la madurez comercial, esto es
cuando los cuerpos fructiferos estan turgentes, completamente extendidos y con los
bordes ligeramente rizados, evitando la pérdida de textura y el enroscamiento de los

bordes (Kurtizman y Zadrazil, 1982). Se utilizé el cuerpo fructifero completo (pileo y
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estipite), solo se cortd la base del estipite (entre 0.5 y 1 cm) para evitar cualquier

contaminacion con el substrato.
3. Preparacion de las muestras
Deshidratacién y molienda

Las setas cosechadas de los dos primeros cortes, se deshidrataron a 30 °C
en un horno de conveccion forzada marca B&T Searle Company BS2648 se
molieron en un molino General Electric utilizando la malla 40 y se refrigeraron a 4 °C
en bolsas de plastico selladas. Se mezclaron las muestras de las distintas cosechas
para tener aproximadamente 1 Kg en peso seco, de cada cepa. Las muestras asi

preparadas se almacenaron en el refrigerador a 4°C para su analisis posterior.
4. Mezclas de cereales y leguminosas con harina de setas INIREB-8

Las muestras de frijol negro, frijol flor de mayo, lentejas, habas, arroz, pasta,

soya, bolillo, tortilla y harina de maiz, se adquirieron en el mercado local.

Todos los alimentos fueron cocinados por métodos caseros convencionales.
Los frijoles, lentejas, hahas, arroz y pasta, se escurrieron y se deshidrataron en un
horno de conveccion forzada B & T Searle Co. a 100 °C, durante toda la noche,
después se molieron en un molino Retsch, pasando la muestra por un tamiz de malla

80. Las muestras se guardaron en frascos de vidrio cerrados en un refrigerador

domeéstico.

Se hicieron mezclas de los diversos alimentos con harina de setas INIREB-8
en proporciones de 90:10 y 50:50 respectivamente. Se pesaron las cantidades
correspondientes del alimento y harina de setas para tener 100 g de cada una de las

muestras de ensayo y se mezclaron manualmente en un recipiente de plastico



MATERIALES Y METODOS 40

pasando la mezcla 2 veces por un tamiz de malla 20 para lograr una mejor

homogeneizacion. Se guardaron en frascos de vidrio en un refrigerador domeéstico.

B. Métodos
1. Analisis quimico
Andlisis quimico proximal

Las determinaciones de humedad (935.29 A), proteina (978.04), extracto
etéreo (920.39), fibra cruda (962.09), cenizas (923.03) y carbohidratos o extracto
libre de nitrégeno (100 - la suma de los componentes anteriores), se realizaron de

acuerdo a los métodos de la AOAC (1990), siguiendo las recomendaciones de Lau

(1982).
Fibra dietética

El ensayo empleado determina e} contenido total de fibra dietética en los
alimentos, usando el método gravimeétrico-enzimatico (885.29) (AOAC, 1990), el

resumen del procedimiento es el siguiente:

Las muestras desengrasadas y secas fueron gelatinizadas con una a- amilasa
estable al calor y digeridas enzimaticamente con una proteasa y amiloglucosidasa
para remover la proteina y almidon presente en la muestra. Se agregd etanol para
precipitar la fibra dietética soluble. Los residuos se filtraron y lavaron con etanol y
acetona. Se secaron y pesaron. A la mitad de la muestra se le analizo !a proteina y
la otra se calciné. La fibra dietética total es el peso del residub menos el peso de la

proteina y las cenizas.
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Quitina

La quitina se extrajo por el método de Bernath y Venkatasubramanian (1936)

y se calculd seguan Meyers et al. (1973).

Valor energético

La energia se calculd con base en la materia seca, de acuerdo con la ecuacién de

Lau (1982):

Kcal/100 g =2.62 x (% N x 6.25) + 4 x (% carbohidratos) + 9 x (% de grasa)

Minerales

E! calcio se cuantificé empleando el método del oxalate de amonio (927.02) y

el fésforo con solucion de molibdovanadato (964.06) (AOAC, 1980).

Perfil de acidos grasos

La determinacién de los acidos grasos se hizo en un cromatografo de gases

Varian 3700 para lo cual se siguio el procedimiento que a continuacién se describe.

Preparacion de la muestra

Las setas deshidratadas y molidas se extrajeron con éter etilico. Se peso 1 g
del extracto en un matraz bola, previamente tarado, se adicionaron 10 mL de
metanol y 0.5 mL de Acido sulfurico concentrado, se agitd vigorosamente para

disolver la muestra y se reflujd en un bafio maria durante 4 horas.

La muestra esterificada se extrajo con una mezcla de cloroformo:agua 200 + 8

en un embudo de separacion y se agregé mas cloroformo hasta completar 25 mL.



MATERIALES Y METODOS 42

Se recuperé la capa de cloroformo con la muestra en un matraz de 25 mL. De

esta muestra se midié 1 uL y se inyecté al cromatdgrafo de gases.

Condiciones del cromatdgrafo
« Detector de ionizacién de flama

+ Sensibilidad de 1 x10 11

+« Empaque de la columna: GP 10 %, SP-2330 en Chromosorb WAW 100/120. 6' x
1/8" SS.

+ Temperatura de la columna: 150 - 190 °C con incrementos de 5 °C.

« Temperatura del inyector 250°C

+ Presidn del gas 40 PSI

« Flujos Qe los gases: nitrdégeno 20 mL/min, aire 300 mL/min, hidrégeno 30 mL/min.
» Tiempo de corrida: 25 min.

Se emplearon estandares de acidos grasos de Sigma Chemical Co. (Supelco,
1982).

Fraccionamiento del nitrégeno

El nitrégeno total de las setas fue determinado por el método de microkjeidalh

descrito por Joslyn (1970).
Nitrégeno no proteico

Para la determinacion del nitrégeno no proteico se utilizé el método de

Regestein, 1984; en el cual la muestra se suspendid y se agité en una solucion



MATERIALES Y METODOS 43

buffer de pH 7 y la proteina se precipité con acido tricloroacético al 20 %, el
sobrenadante se separd por centrifugacion y se le déterminé nitrogeno por el

método de microKjeldahl (Joslyn, 1970).

El nitrégeno proteico se determind restando el nitrdgeno no proteico al

nitrogeno total.
Solubilidad de proteinas en alcohol y agua.

Se pesaron aproximadamente 500 mg de muestra seca y se les agregaron 35
mL de agua o etanol al 25 %, se agitaron 30 min en un agitador rotatorio, se filtraron
a fravés de un papel filtro Whatman No. 40, se lavaron los residuos y los filtrados se
aforaron a 50 mL {Imafidon y Sosulski, 1990a). Se midido 1 mL y se siguié el método
de Biuret para determinar la proteina soluble en alcohol o en agua. La curva
estandar se hizo con albamina (Layne, 1957). Los resultados de esta determinacion
se utilizaron para calcular el valor proteinico relativo de estas fracciones de

proteinas.

Anadlisis de aminoacidos
Hidrélisis de la muestra

La muestra deshidratada y finamente molida (Malla 120), se desengraso con
éter etilico. Se hidrolizé con HCI 6N en un digestor Tecator modelo AB 24/40 durante
4 horas exactas a 145 £ 0.2 °C. El HCI se elimin6é en un evaporador rotatorio marca
Buchi modelo R, en un bano de agua a 75 °C (la operacion se repitio 3 veces). El
hidrolizado concentrado se filtrd con vacio a través de papel filtro Whatman 541

sobre un buchner y matraz para filtracién al vacio. Al hidrolizado filtrado se le
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agregaron 2 mL de estandar de acido alfa amino butirico y se aforé a volumen de 50
mL el pH se ajusto a 6.8 £ 0.2 con NaOH 5 N en un medidor de pH. Posteriormente
la muestra se filtro a través de membrana Millipore tipo GV de 0.22 um y se paso
lentamente a través de un "sep-pack C18" (Millipore Corporation, 1983a) con el
objeto de purificaria. Se sigui6 el método para analisis de aminoacidos Waters

AccQ.Tag (Millipore Corporation, 1993b).
Cromatografia

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de aita resolucion (HPLC) Waters con
detector de fluorescencia de barrido Waters 470, empleado una columna Nova-Pak
C18, media del diametro del poro:60 A, tamario de particula:4pm, 3.9 x 150 mm; a
una temperatura de 36 °C, (Waters Division of Millipore, 1991), (Millipore
Corporation, 1993).

Los aminoacidos se cuantificaron en la computadora del propio equipo por
comparacién de las areas de un estandar preparado con concentraciones conocidas

de aminoacidos y las areas de los problemas.

El triptéfano se determind por método colorimétrico con dimetil-amino
benzaldehido, después de hidrolizar las muestras con hidroxido de bario (Miller,

1967).

La cistina se determiné por cromatografia en papel hidrolizando la muestra

con acido performico segun el método de Block y Weiss (1956).
Lisina biodisponible (reactiva)

La lisina reactiva se cuantifico por el método de Huirel ef al. (1979). Este

procedimiento se basa en la capacidad que tiene el colorante anaranjado acido 12
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de unirse a la proteina en sus grupos amino basicos y precipitarla para su
cuantificacion. Se realizan dos mediciones, una a la muestra a la que se le agrega el
anhidrido propiénico el cual bioquea a los grupos ¢ de la lisina, mientras que la otra
muestra no es tratada con anhidrido propionico. La reacciéon con anhidrido
propiénico provoca que los grupos c-amino libres de las unidades de lisina se
neutralicen, disminuyendo de esta forma la cantidad del colorante que precipita. La
diferencia del colorante en el sobrenadante es una medida de la cantidad de lisina

disponible en la muestra.
Aminoacidos libres

Para preparar la muestra se siguié el procedimiento para nitrégeno soluble de
Regestein (1984) y Tokoro ef al. (1987). Es decir se precipito la proteina con acido

tricloroacético, se separd por centrifugacion y en el centrifugado se determinaron los

aminoacidos libres.

Se pesaron 500 mg de la muestra seca, se suspendieron en 25 mL de buffer
de fosfatos de pH 7 y se agitaron por 15 minutos en un agitador rotatorio. Se
agregaron 25 g de acido fricloroacético al 20 % para precipitar la proteina, se
centrifugaron y el sobrenadante se aforé a 50 mL con el buffer, de esta solucion se

tomaron alicuotas para hacer la cromatografia en papel.

Para la cromatografia en papel se utilizé la técnica descrita por Block y Weiss
(1956).

Se empled papel Whatman No. 1 para cromatografia de 20 cm de ancho x 50
cm de largo. Se colocaron muestras de 10 pL divididos en tres puntos, para cada

muestra y estandar como se ilustra en la siguiente figura. Las cromatografias se



MATERIALES Y METODOS 46

desarrollaron en una camara de vidrio Pyrex de 60 cm de alto, por 30 cm de ancho y

30 cm de fondo.

Se utilizé un estandar de glicina. El estandar se preparé de acuerdo al
siguiente procedimiento: se pesé 1 g de glicina previamente desecada a 105 °C
durante 1 hora, se disolvio en 5 mL de HCi 2 N y se aforé al volumen. De esta
solucion concentrada se tomaron 10, 20, 30 y 50 mL y se aforaron a 100 estas
soluciones contenian 1, 2, 3 y 5 mg de glicina/mL. De cada dilucién se tomaron 10 p

L y se colocaron en el papel.

El solvente utilizado fue alcohol N-butilico:acético:agua; 250:60:250 viv. Se

empleo la capa superior después de mezclar y reposar (Block y Weiss, 1956).

1 2 3 4 5
Aplicacion de estandares y problemas

Figura. Esquematizacion de la aplicacion de muestras en el papel para
cromatografia.
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Se corrié la cromatografia durante 16 horas, después de las cuales los
papeles se secaron y se voivieron a meter a la camara para dejarla correr otras 16
horas. Transcurrido el tiempo, los papeles se secaron en un horno con aire caliente

a60 C.

Las manchas fueron reveladas introduciendo el papel en una probeta de 2 L
con ninhidrina al 0.25 % en acetona (el papel se enrolla, se introduce y se saca
rapidamente). Se dejo evaporar el solvente al aire y los papeles se calentaron en un

horno de conveccion forzada a 90 C durante 15 min.

El papel con las manchas de los problemas y del estandar se cortdo en
cuadritos y se exirajo el color con 10 mL de etanol al 75 % en tubos de 20 mL de
capacidad. Se agitaron en un vortex y se centrifugaron. Después se leyeron los
extractos de color morado intenso en un espectrofotometro a 540 nm. Se trazo la
curva estandar con las lecturas de absorbancia y las distintas concentraciones de

glicina.

Se calculd el contenido de amincacidos libres en la muestra interpolando las

lecturas en la curva estandar y se informaron como moles de glicina.
Acidos nucleicos

E! contenido total de acidos nucleicos se aislé en la siguiente forma: se
pesaron 3 g de la muestra seca en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se
adicionaron 125 mL de NaCl al 10 %. Se cubrieron los matraces con papel aluminio
y se colocaron en baio de agua, manteniendo la temperatura a 85 C. La muestra se

extrajo durante 1 hora, agitando ocasionalmente.

Las muestras se centrifugaron 20 min a 6500 rpm, el sobrenadante se vacio

en un Erlenmeyer de 250 mL y se enfrié en un bafo de hielo durante 15 min. A la
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solucion fria se adicionaron suavemente 2 volimenes de etanol absoluto
previamente enfriado en hielo. Los matraces se agitaron y se dejaron reposar en el
bafio de hielo por otros 30 min. Se centrifugaron y los residuos se lavaron 2 veces
con etanol al 80 %, una vez con etanol al 95 %, una vez con etanol:éter 3:1 y una
vez con éter; centrifugando por 5 min después de cada lavado. El polvo seco se

pesd y se calculd el porcentaje (Chargaff y Davidson, 1955); (Davidson, 1957).
Vitaminas

La tiamina y riboflavina se determinaron por métodos fluoromeétricos (953.17)
y (940.33) respectivamente. El acido ascérbico con diclorofenol indofencl (967.21) y

la niacina por el procedimiento microbiotogico (944.13), (AOAC, 1990).
2. Calidad de proteinas
Puntaje quimico corregido por la digestibilidad

Se siguié el método descrito por Henley y Kuster (1994), para lo cual se
cuantifico el nitrégeno total, se determinaron los aminoacidos esenciales y se
compararon con el patron de la FAO, 1985. Para la digestibilidad verdadera se
utilizaron ratas de la raza Sprague-Dawley como animaies de experimentacion y se
aplicé el método descrito en el informe de evaluacion de calidad de proteinas de la
FAO/WHO (1989).

Digestibilidad verdadera
Preparacion de las dietas

Las setas se deshidrataron para que tuvieran menos de 10 % de humedad

como lo indica el método. Se les determind la fibra dietética y la grasa para poder



MATERIALES Y METODOS 49

hacer el ajuste del contenido de estos componentes en la dieta. Los constituyentes

de las dietas se indican en el siguiente cuadro.

Constituyente INIREB- 8 CDBB-H896 CDBB-H-897

Setas 351.16 409.83 364.43

Aceite de maiz 91.50 88.07 93.92

Vitaminas 50.00 50.00 50.00

Almidén 507.34 45210 491.65
Experimentacion

Se emplearon ratas macho (Sprague-Dawley) de 50 - 70 g de peso. Se
colocaron en jaulas individuales en un bioterio a 22 C de temperatura y una
humedad reiativa registrada entre 40 y 70 %. A las ratas se les proporciono alimento
comercial {Nutricubos de Purina) por 2 dias para tener un periodo de aclimatacion.
Después se distribuyeron en 8 Iotes de 4 animales cada uno, dos lotes para cada
tratamiento, incluyendo la dieta libre de nitrdgeno. Los animales se alimentaron por
un periodo preliminar de 4 dias y el periodo de balance fue de 5 dias. Se
recolectaron las heces y el alimento tirado diariamente. Al final se cuantificé el

nitrégeno en las heces y en el alimento ingerido en peso seco.

Calculos:

La digestibilidad verdadera se determina por la siguiente ecuacion:
DV=1- (FFk) x 100 /1

En donde:

| = Nitr6geno ingerido
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F = Nitrégeno fecal
Fk = Nitrogeno fecal endégeno

Digestibilidad verdadera corregida

Para determinar la digestibilidad verdadera corregida, en el calculo del
nitrogeno ingerido solamente se consideré el nitrdgeno de proteina verdadera (N x
4.38) y al nitrogeno excretado se le resto el N correspondiente a la quitina contenida

en el alimento ingerido, luego se aplico la formula para digestibilidad verdadera.

indice de eficiencia proteinica (PER)

El PER se calcul6 considerando el periodo de balance de nitrdgeno de 5 dias,
cuando se determiné la digestibilidad verdadera y no durante 28 dias como lo indica

el método estandarizado. E! calculo se hizo empleando la siguiente férmula:

Ganancia de peso, (9)
PER = — -
Proteina consumida, (g)

La razon proteinica neta (NPR) también se calculd en el periodo de balance

de 5 dias empleando la siguiente formula:

NPR = Cambio en peso grupo experimental + pérdida de peso grupo DLN*
Pr oteina consumida por el grupo experimental, (g)

*DLN= Dieta libre de nitrégeno
Valor proteinico relativo con Tetrahymena thermophyla. WH14 ATCC 30008.

El VPR se determind tanto en las muestras completas, en las fracciones

solubles en agua y en alcohol como en mezclas de alimentos con harina de setas.
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La muestra se digiere con bromelina y acido mercaptosuccinico y se usa

caseina como estandar de referencia (Baker ef al., 1978).
Digestibilidad in vitro.

Con la finalidad de evaluar la digestibilidad de las mezclas de cereales y

leguminosas con harina de setas se emple6 el método multienzimatico de Hsu ef al.

(1977).
3. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS

La muestra se molié¢ con nitrogeno liquido en un mortero, para romper las
células. Se resuspendid en agua desionizada y se adicioné el buffer
desnaturalizante a una concentracion de 1:1. Se hirvié durante 5 a 6 min y se sonicd
por 1 a 2 min. Se centrifugd, se colectd el sobrenadante y se corrio en gel de
poliacrilamida, colocando 20 ulL en cada pozo. Se aplicaron 50 Voilts los primeros 10
min y 100 Volts el resto del tiempo, en total 2 horas. Se uso una camara Biorad y se
siguio el método de Schigger y Von Jagow (1987), excepto que en lugar de tricina

se uso glicina en el buffer de camara.

Los marcadores de peso molecular empleados fueron los siguientes:

Marcador Peso molecular (kDa)
Miosina 205.00
B-galactosidasa 116.25
Fosforilasa B 97.40
AlbUmina sérica bovina 66.20
Ovalbdmina 45.00
Anhidrasa carbonica 29.00

14611¢F
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Las soluciones empleadas fueron las siguientes:

Buffer de desnaturalizacion
Mezclar:

5 mL de buffer Il

2mlL de SDS al 20 %

2 mL de glicerol

1 mL de 2-mercaptoetanol

1 mL de azul de bromofenol al 0.02 %

Almacenara4 C

Buffer Il

TRIS 0.05M en agua destilada, ajustar el pH a 6.8 con HCL.
Buffer de camara

Mezclar:

TRIS-HCI 0.05M

Glicina 0.38 M

SDS 0.10 %

Ajustar el pH a 8.8 con HCl y almacenara4 C

Acrilamida/bisacrilamida
Acrilamida al 30 % con agua
Bisacrilamida al 0.8 % en agua

Filtrar las soluciones anteriores a través de un fiitro Millipore (0.45 um) y almacenar
a4 C

Los geles se prepararon como se presenta a continuacion:
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Gel separador

Gel de concentracion

12ml. 10 % 5mL 4%
Agua 2.67 mL 3.69 mL
Buffer Gel 3.99 1.50 mL
Glicerol 1.266
Acrilamida/bisacrilamida 3.96 0.7995 mL
Tetrametil-etilen-diamino 12.00 pL 6.0 uL
(TEMED)
Persulfato de amonio 10 % 120.00 pL 37.5 uL

Solucién para teiir

Azul de Coomassie 250 mg

Metanol 45 mL
Ac. acético 9mL
Agua (aforar a) 100 mL

Solucion para desteiiir
Ac. acético 75 mL
Metanol 50 mL
Agua 875 mL
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VIl DISENO DE EXPERIMENTOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el valor nutricional de los hongos empleados en el presente
estudio se utilizé un disefio completamente al azar. Se emplearon tres cepas de
Pleurotus ostreatus y para cada una de ellas se hicieron tres repeticiones, dando un
total de nueve lotes experimentales. Se hizo un analisis de varianza de un factor
utilizando el paquete Microsoft Excel y la diferencia entre medias se establecio

segun la prueba de rangos multiples de Duncan (Montgomery, 1991).
Las variables estudiadas fueron:
Proteina (N x 6.25)

Cenizas

Extracto etéreo

Fibra cruda

Hidratos de carbono
Calcio

Fosforo

Nitrogeno no proteico
Contenido de quitina

Nitrégeno de proteina verdadera
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Acidos nucieicos totales

Aminoacidos libres

Nitrogeno soluble en agua y en alcohol

Lisina reactiva

Puntaje quimico corregido por la digestibilidad (PQCD)
Valor Proteinico Relativo (VPR)

Digestibilidad in vitro

Para el caso del VPR de setas en diversos alimentos (Tabla 15), se
analizaron 8 muestras con tres repeticiones (24 lotes experimentales). Para los
datos de la Tabla 18 se consideraron como tratamientos: el valor proteinico relativo
de las muestras completas y el de las fracciones solubles en agua y en alcohol de
las tres cepas (3 tratamientos con 9 repeticiones cada uno), el diseno también fue de
bloques completamente al azar y para la diferencia entre medias también se aplicé

la prueba de rangos multiples de Duncan.

Para establecer la diferencia en la digestibilidad verdadera (estudio en ratas)
entre las cepas INIREB-8 y CDBB-H-897 se hizo una prueba de t para varianza de
dos muestras (Tablas 21 y 25).

Se determinaron ademas las siguientes correlaciones:
Nitrogeno de proteina verdadera Vs nitrogeno de aminoacidos.

Valor proteinico relativo Vs puntaje quimico de las mezclas de arroz con

setas
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Contenido de proteina total (N x 6.25) Vs, valor proteinico relativo de mezclas

de arroz con setas.

Para determinar la significancia en las correlaciones se obtuvo el valor critico
de r empleando las tablas estadisticas para investigaciones agricolas y médicas de

Fisher y Yates citados por Levin, (1979).
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Vill. RESULTADOS

A.Produccion de setas

La primera cosecha de los cuerpos fructiferos se dio entre los 20 y 24 dias
para la cepa INIREB-8, entre 17 y 25 dias para la CDBB-H-897 y para la CDBB-H-
896 enfre los 32 y 40 dias a partir de la inoculacion de la paja de trigo. Se
obsgervaron algunas diferencias en los cuerpos fructiferos de la cepa CDBB-H-896
con respecto a las otras dos, principalmente en que presenté un estipite mas largo,
la forma del sombrero fue mas redonda y la textura mas rigida. Los cuerpos

fructiferos obtenidos con las tres cepas se presentan en las figuras 2, 3y 4.
B.Composicion quimica
Analisis proximal

El contenido de humedad fue de 90.10 + 0.05; 89.8 £ 0.08 y 90.12 + 0.05
g/100g para las cepas INIREB-8, CDBB-H-896 y CDBB-H-897 respectivamente, no

se observo diferencia estadistica (p< 0.05) entre estas medias.

En la Tabla 1 se presentan los resultados del analisis quimico proximal, en la
que se observa diferencia estadistica (p< 0.05) en la composicidn de las tres cepas.
La proteina (N x 6.25) oscilé entre 24.64 y 28.5 g/100g en peso seco y se encontré
diferencia estadistica (p< 0.05 ) entre las tres cepas, con un menor contenido para la
cepa CDBB-H-896, la concentracion de proteina cruda informada para las especies

de Pleurotus oscila de 8.9 a 38.7 g/100g en peso seco (Bano y Rajarathnam, 1988).

El extracto etéreo fue de 1.10 a 1.85 g/100 g peso seco; en este caso por su

menor contenido, la cepa CDBB-H-897 fue diferente estadisticamente a las otras
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dos. La concentracién de cenizas fue mayor para la cepa CDBB-H-897 (8.79 %), y
diferente estadisticamente a la de las cepas INIREB-8 y CDBB-H-896. El contenido
de fibra cruda varid de 11.22 a 11.82 ¢/100 g en peso seco; este ultimo valor
corresponde a la cepa CDBB-H-896 y presento diferencia estadistica (p< 0.05) con
respecto a las otras dos. El extracto libre de nitrogeno que corresponde a los
hidratos de carbono, varié de 50.67 a 54.01 %; la cepa CDBB-H-896 presentd el

mayor valor y fue diferente estadisticamente (p< 0.05).

Valor energético

El contenido energético para las cepas INIREB-8, CDBB-H-896 y CDBB-H-
897 fue de 291.3, 297.14 y 286.6 Kcal/100 g de muestra, respectivamente, caiculado

con la formula de Lau (1982).

TABLA 1
ANALISIS PROXIMAL DE SETAS Pleurotus ostroatus.

Determinacion INIREB-8 CDBB-H-896 CDBB-H-897 F calculada*
Media+ D.E. Media+D.E. Media + D.E.

Proteina 28510.268 2464:0210 27.49:+0.17C  247.1782
(N x 6.25)

Exiracto etérec  1.55+ 0.224 1.85 1 0.224 1.10+0.16P 9.7166
Cenizas 805:0258 766:+0232 879+ 0.25P 16.3507

Fibra cruda 11.22+0.118 11.82+023% 11.43:0.018 12.4252

Carbohidratos 5067+ 0.802 54.01+041P 51.17+0.108 35.6954

L.os valores expresadoes en g /100 g de peso seco, representan la media de 3 determinaciones,
superindices distintos indican diferencia significativa a un nivel de confianza del 95 %

D.E. = Desviacion Estandar.

* El valor critico para F fue de 5.1432 para todos los casos.
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Figura 2. Cuerpos fructiferos de setas INIREB-8



RESULTADOS 60

Figura 3. Cuerpos fructiferos de setas CDBB-H-896



