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Extraccion de B-glucano de Pleurotus pulmonarius deshidratado para la
formulacién de harinas enriquecidas

Realizado por: 1.Q. Laura Mendez Carpio
Dirigido por: Dra. Rosalia Cerecero Enriquez
Dra. Dulce Maria G. Salmones Blasquez

En el mundo se conocen mas de 2000 especies de hongos comestibles, sin
embargo, la mayoria se consume de manera silvestre, debido a que solo se cultivan
alrededor de 20 especies, siendo las mas importantes comercialmente: Lentinus
edodes, Pleurotus spp, Agarius bisporus y Auricularia spp. En México el cultivo de
hongos comestibles es una agroindustria en pleno desarrollo debido a que
constituyen una fuente de alimento a bajo costo con alto valor nutricional y medicinal.
El proposito de este trabajo fue avaluar procesos de deshidratacion que permitan
conservar las propiedades nutricionales del Pleurotus. Para ello, una cepa comercia
de Pleurotus pulmonarius fue cultivada en paja de cebada, evaluando eficiencia
biolégica y tamafio de los cuerpos fructiferos, posteriormente evaluar las condiciones
de secado para prolongar su vida de anaquel en las siguientes condiciones: (1)
secado por bandejas a 55 y 65 °C y (2) liofilizacion a -20 y -20/-80 °C (temperaturas
de congelacion). En las muestras deshidratadas en los diferentes tratamientos se
cuantifico la bioactividad del p-glucano, contenido bromatoldgico (humedad, actividad
de agua, proteinas), su apariencia fisica (talla, diferencia de color y capacidad de
rehidratacién), asi como su actividad enzimatica (antioxidantes, poder reductor,
fenoles, lacasas y polifenol oxidasas). Los resultados mostraron la menor diferencia
de color (AE) en el liofilizado a -20 °C, en tanto que, en retencion de proteinas,
antioxidantes, poder reductor, polifenol oxidasas, lacasas y rehidratacion no se
observaron diferencias significativas entre el secado por bandejas a 55 °C y
liofilizado a -20 °C, por lo que el secado por bandejas a 55 °C fue el tratamiento
optimo para la deshidratacion del hongo y seleccionado para la suplementacién de
harina de trigo y arroz con 10, 30 y 50 % ,para la elaboracién de pan de miga y
galletas, respectivamente. Las formulaciones contenido 10 % de harina de P.

pulmonarius presentaron una mayor aceptacion entre el panel de consumidores.



ABSTRACT

Extraction of B-glucans from dehydrated Pleurotus pulmonarius for the
formulation of enriched flours

By: I1.Q. Laura Mendez Carpio
Advisors: Dra. Rosalia Cerecero Enriquez
Dra. Dulce Maria G. Salmones Blasquez

More than 2000 species of edible fungi are known throughout the world, however,
most are consumed in a wild way, since only about 20 species are cultivated, being
the most important commercially: Lentinus edodes, Pleurotus spp, Agarius bisporus
and Auricularia spp. In Mexico, the cultivation of edible fungi is an agribusiness in full
development because they are a source of food at low cost with high nutritional and
medicinal value. The purpose of this work was to evaluate dehydration processes that
allow to preserve the nutritional properties of the Pleurotus. For this, a commercial
strain of Pleurotus pulmonarius was cultivated in barley straw, evaluating the
biological efficiency and the size of the fruit bodies, then evaluating drying conditions
to prolong its shelf life under the following conditions: (1) drying by trays at 55 and 65
°C and (2) lyophilization at -20 and -20/-80 °C (freezing temperatures). In the samples
dehydrated in the different treatments, the bioactivity of B-glucan, bromatological
content (moisture, water activity, proteins), physical appearance (size, color
difference and rehydration capacity), as well as its enzymatic activity (antioxidants,
reducing power, phenols, laccases and polyphenol oxidases). The results showed the
least color difference (AE) in the lyophilisate at -20 ° C, while in retention of proteins,
antioxidants, reducing power, polyphenol oxidases, laccases and rehydration no
significant differences were observed between drying by trays at 55 °C and
lyophilized at -20 °C, so drying by trays at 55 °C was the optimal treatment for the
dehydration of the fungus and selected for the supplementation of wheat flour and
rice with 10, 30 and 50 %, for the elaboration of crumb bread and cookies,
respectively. The formulations containing 10% flour of P. pulmonarius showed greater

acceptance among the consumer panel.
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INTRODUCCION

Actualmente se conocen 2000 especies de hongos comestibles, solo 80 especies
han sido cultivadas experimentalmente, 10 a escala industrial y 22 de manera
comercial (Paredes-Lopez et al., 2006). La produccion comercial de hongos
comestibles ofrece notables ventajas sociales, econ6micas y ecologicas; la
importancia esta, en la actividad econdmica que radica en el uso subproductos
agroindustriales y forestales (Martinez-Carrera et al., 2006). Los géneros de mayor

produccion a nivel mundial son Lentinula, Pleurotus y Agaricus.

La produccién de Pleurotus ssp. en México durante 2002 se estim6 en 4,380 T
(Lahman y Rinker, 2004), con un incremento gradual a mas de 5,000 T para el 2005
(Gaitdn—Hernandez et al., 2007) y cerca de 7,000 T en la actualidad. Este género
tiene varias especies con importancia economica, entre ellas Pleurotus
pulmonarius (Fr.) Quél., la cual se cultiva cominmente en regiones templadas y
subtropicales (Petersen y Hughes, 1993) y junto con el P. ostreatus son las especies
del género mas conocidas a nivel comercial (Guzman,2000). El P. pulmonarius se
caracteriza por tener buen sabor y su valor nutricional debido a que contiene altos
niveles de proteinas, aminoacidos esenciales incluyendo leucina y lisina, minerales,
vitaminas ademas es bajo en grasa, lo cual lo hace un alimento competitivamente
comparable con la carne y el pescado, sin embargo, presenta mas del 90 % de

humedad lo cual lo convierte un alimento altamente perecedero.

Existen métodos de preservacion para este tipo de alimentos uno de ellos es la
tecnologia de secado que induce la inactivacion de los microorganismos presentes
en el material fresco cuando el contenido de agua se reduce por debajo del 10 % en
peso seco (Fito Maupoey et al., 2016). Bajo estas condiciones se pueden preservar
el sabor y valor nutritivo, si el proceso de secado se efectia bajo temperaturas

moderadas y condiciones controladas de pérdida de agua, debido que a

vii



temperaturas altas se desnaturalizan proteinas, se pierden micronutrientes y se

modifican las propiedades fisicoquimicas del alimento (Salas de la Torre et al., 2003).

viii



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el contenido de p-glucano extraidos de fructificaciones frescas vy

deshidratadas del hongo comestible Pleurotus pulmonarius.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la productividad de una cepa de Pleurotus pulmonarius en paja de

cebada.

2. Evaluar el efecto del secado por liofilizado y bandejas del Pleurotus pulmonarius.

3. Analizar las propiedades bromatologicas del Pleurotus pulmonarius fresco y

deshidratado.

4. Analizar el contenido de pB-glucano de Pleurotus pulmonarius fresco y

deshidratado.



JUSTIFICACION

El cultivo de Pleurotus pulmonarius (setas) es una agroindustria de gran importancia
econdémica y en creciente desarrollo en el mundo, debido que representa una
eficiente conversion de materiales agroindustriales en un alimento con alto valor
nutricional y medicinal. Los hongos se consideran un alimento altamente perecedero
por su alto contenido de agua, el cual le atribuye las caracteristicas de textura,
apariencia y sabor. Sus aplicaciones farmacéuticas han sido respaldadas por su
contenido de B-glucano el cual ha demostrado tener propiedades antibacterianas,
antivirales, inmunomoduladoras, antimutagénicas y antitumorales. Los hongos del
género Pleurotus se comercializan frescos debido a su corta vida de anaquel, existe
la necesidad de explorar sus posibilidades como suplemento alimenticio. Dado lo
anterior se buscan técnicas de preservacion conservando las propiedades
organolépticas, fisicas y quimicas de hongo, para el enriqguecimiento de harinas
convencionales con harina del hongo Pleurotus pulmonarius elaborando pan de miga

y galletas.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos teéricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Fermentacién en medio sélido

La fermentacion medio solido (SSF) se define como el proceso de fermentacion que
ocurre en ausencia o casi ausencia de agua libre, empleando un sustrato natural que
actia como fuente de carbono o energia, el cual debe poseer suficiente humedad

para apoyar el crecimiento y metabolismo del microorganismo (Pandey et al., 2000).

En la Figura 1.1 se observan las fases de un sistema de fermentacion en medio
sélido (Mitchell et al., 2002) donde: (a) es la apariencia del sistema en la
macroescala; a esta escala es posible discernir el lecho de sustrato, el espacio de
cabeza sobre el lecho y la pared del biorreactor. (b) Es el aspecto de sustrato no
inoculado en la microescala; a esta escala es posible observar las particulas
individuales y los espacios de gas entre ellas. (c) Es el Crecimiento de una
biopelicula de organismos unicelulares (bacterias o levaduras) sobre las superficies
de las particulas, como se indica por la capa negra gruesa en la superficie de la
particula. (d) Es el Crecimiento de una red de hifas fungicas; esta red crece a travées
de la superficie mientras que algunas hifas penetran en el sustrato y otras se

extienden en los espacios entre la particula.

Lecho de particulns sdidas Fapacio de cabeza

EE %
B,

Figura 1.1 Fases dentro de un sistema de fermentacién de medio sélido




Fundamentos teéricos

La SSF ofrece ventajas econdmicas sobre los procesos convencionales de
fermentacion sumergida para la obtencién de productos de alto valor agregado, como
etanol, enzimas, antibiéticos, hongos comestibles, acidos orgénicos, aminoacidos,
pigmentos, metabolitos secundarios (Ruiz-Leza et al.,, 2007), ademas de
oportunidades en el tratamiento de los residuos agroindustriales debido a que los
procesos de estado sélido tienen menores requerimientos de energia, producen

menor cantidad de aguas residuales y son amigables con el medio ambiente.

Sin embargo, existen factores que influyen y se deben controlar en la SSF los cuales
son, humedad, actividad del agua (aw), pH, temperatura, aireacion, tamafio de
particulas, la forma de inoculacion, concentracion y sustrato. La variacion de estos

factores incide significativamente en el crecimiento y la formacion de productos.

La humedad del medio puede variar entre 30 y 80 % en dependencia del sdlido
utilizado, del microorganismo y el objetivo del proceso (Oriol et al., 1988), en cambio
la actividad del agua no sélo va a afectar el crecimiento del microorganismo que el
sistema desarrolle, sino también los productos de interés obtenidos a partir del

metabolismo de dicho microorganismo.

El pH se puede ver afectado por la secrecion de acidos, o algunos otros metabolitos

durante el proceso (Mitchell et al., 2002).

La temperatura puede ser considerado como una variable critica, debido a la alta
concentracion de sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad térmica
del sistema heterogéneo, favorece la acumulacion del calor metabdlico lo que
provoca un aumento de la temperatura en el cultivo. Con el aumento de la
temperatura se van a favorecer tres situaciones: la actividad microbiana se
desacelera o se detiene, el medio sélido se deshidrata y el metabolismo se desvia
como un mecanismo de defensa ante el calor o la deshidratacion (Gutiérrez, 1995).
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La aireacion se utiliza para suministrar el oxigeno necesario, extraer el didoxido de
carbono formado y el calor metabdlico, de manera que el flujo 6ptimo de aire debe

tomar en consideracion la naturaleza del microorganismo utilizado.

El sustrato debe tener todos los nutrientes necesarios de forma balanceada y con
concentraciones adecuadas de carbono-nitrégeno y fésforo-oxigeno para favorecer
el crecimiento del microorganismo niveles adecuados. El tipo de inéculo en las
fermentaciones en medio sélido puede ser de dos tipos fundamentales tanto a nivel

laboratorio y a nivel industrial: esporas o micelio.

1.2 Pleurotus pulmonarius

Los hongos comestibles son un grupo de organismos muy variable y polimérfico
dificil de caracterizar, sin embargo, cuando se hace referencia a ellos se habla de
organismos que nacen de esporas, carecen de clorofila, se reproducen sexual o
asexualmente y tienen un cuerpo generalmente formado por filamentos muy
ramificados llamados hifas, los cuales en conjunto forman el micelio. El crecimiento
del micelio s6lo se da en las puntas, por lo que forman masas algodonosas o

afelpadas de forma radial (Sanchez y Royse, 2001).

El nombre Pleurotus se deriva del griego pleura o pleurdn, costado o lado y del latin
otus, oreja, son conocidos popularmente como hongo ostra, setas, orejas blancas,
orejas de palo, orejas de patancan, orejas de cazahuate y orejas de izote. Son
heterotréficos, es decir obtienen su alimento por medio de la secrecion de enzimas
gue les permiten absorber los nutrientes del medio en que se encuentran (troncos,
madera en descomposicion, desechos agricolas o agroindustriales). La pared rigida
(compuesta en mayor proporcion por quitina y otros polisacaridos estructurales) les
impide fagocitar su alimento por ello deben absorber nutrientes simples y solubles
gue obtienen mediante la degradacion de biopolimeros (celulosa, hemicelulosa y

lignina), por accion de un complejo sistema de enzimas hidroliticas que liberan al



Fundamentos teéricos
_

medio. Generalmente presentan crecimiento apical (a partir de las puntas de los

filamentos).

En el cuerpo fructifero de los hongos macroscopicos, el estipe o pie y el
caracteristico pileo o sombrero estan conformados por el micelio ramificado; en la
parte inferior del pileo se encuentran las laminillas, mismas que constituyen el
himenio, lugar donde se forman y se liberan las esporas una vez que el cuerpo
fructifero ha madurado, en la Figura 1.2 se muestra las partes del Pleurotus

pulmonarius.

Himenio

Micelio

Figura 1.2 Descripcion general del Pleurotus
Lopez-Nava 2014.

1.2.1 Taxonomia

Los tax6nomos han encontrado problemas al clasificar a las especies del género
Pleurotus, inicialmente se basaron en las caracteristicas morfoldgicas de sus cuerpos
fructiferos (color, forma, tamafio, etc.), sin embargo, la influencia que ejercen los
factores ambientales hicieron que estas caracteristicas fenotipicas, fueran

parametros insuficientes para su determinacién taxonomica (Zervakis et al., 2001).



Fundamentos teéricos

___

Por lo anterior, actualmente la clasificacion no sélo se basa en criterios morfologicos,
sino también en caracteres fisiol6gicos, bioquimicos y genéticos. De acuerdo a
Guzman (2000) se realizé la siguiente clasificacion taxondmica de la especie (Tabla
1.1).

Tabla 1.1 Clasificacion taxonomica de la especie

Reino Fungi

Division Eumycota

Subdivision Basidiomycotina

Clase Holobasidiomycetes

Orden Agaricales

Género Pleurotus

Especie Pulmonarius. pulmonarius (Fr.) Quél

1.2.2 Ciclo de vida

Presentan un patrén de sexualidad heterotalico, es decir; no son autofértiles, ya que
para su reproduccion requieren de la unibn de dos micelios monocarioticos
compatibles; por lo cual el micelio producido por la germinacion de una basidiospora
no puede dar origen al desarrollo de los cuerpos fructiferos. Ademas, es tetrapolar
(también conocido como bifactorial) debido a que forman 4 esporas, cada una con un
juego de caracteres genéticos o dos pares de factores A y B; de modo que al
fusionarse por el proceso de plasmogamia (unién de dos micelios) los micelios que
se producen forman un cigoto tetrafactorial, dando las posibles combinaciones para
cada gen (A1B1, A2B2, A1B2 y A2B1l). El ciclo de vida del hongo inicia cuando las
basidiosporas son liberadas, éstas germinan y dan origen a un micelio monocariotico
(también llamado primario u homocariético) haploide, que al encontrarse con otro
micelio compatible ocurre la plasmogamia o fusion de dos micelios monocariones
compatibles, para dar origen a un micelio dicarién (llamado también secundario o

heterocariotico), con dos ndcleos haploides sexualmente compatibles. Bajo
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condiciones ambientales optimas, el dicarién produce el primordio; posteriormente se
desarrolla el cuerpo fructifero para formar el pileo, el estipite y el himenio el cual esta
formado por las laminas. En el himenio se lleva a cabo la cariogamia y la meiosis
para la formacion de los basidios y las basidiosporas y cuando las basidiosporas son
liberadas y encuentran las condiciones adecuadas para su germinacion, el ciclo de

vida se reinicia (Raper, 1978), como se muestra en la Figura 1.3

Figura 1.3 Ciclo de vida de Pleurotus pulmonarius. 1. Basidiosporas, 2. Germinacion de
basiodosporas, 3. Micelio monocarion, 4. Plasmogamia, 5. Dicarion, 6-7. Cuerpo fructifero. 8.
Cariogamia y meiosis y 9. Liberacion de basidiosporas. (Mestizo-Valdés, 1997)

1.2.3 Valor nutricional

El valor nutricional ha sido reportado por diferentes autores, en algunas ocasiones
difieren los valores reportados debido a las técnicas utilizadas. En promedio los
hongos cultivados se consideran un alimento con aceptable contenido de proteinas,
carbohidratos, fibra, minerales y vitaminas (Salmones y Duran-Barradas, 2001).

Aunqgue resulta ser que la composicion proximal de Pleurotus puede variar por la
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cepa y sustrato en que se cultiva y/o madurez de las fructificaciones (Garcha et al.,
1993).

En términos generales su contenido de humedad varia entre 87 y 94 % segun las
condiciones de manejo al momento de la cosecha. Sus proteinas estan conformadas
por aminoéacidos esenciales (40 % del contenido total de aminoacidos) como Leucina
y Lisina que son ausentes en la mayoria de los cereales (Manzi et al., 2004; Barros
et al., 2007). Del 19 al 35 % peso seco, de su contenido proteico es aprovechable en,
en comparacion con la mayoria de las frutas y hortalizas que contienen entre 7.3 al
13.2 % (Aguilar, 2003). En cuanto al contenido de fibra cruda fluctian entre (3 a 32
%) y las vitaminas se encuentran en los siguientes valores: tiamina (4.8 mg),
riboflavina (4.7 mg), niacina (108.7 mg) y acido ascérbico (144 mg) por cada 100 g
de sustancia seca (Akindahunsi y Oyetayo, 2006). Los minerales mas abundantes
son el calcio (33 mg), hierro (15 mg), fosforo (1.384 mg) y sodio (837 mg)
(Aguilar,2003; Benavides y Herrera, 2009). Presentan entre 3 a 28 % de
carbohidratos por lo que este bajo contenido es recomendable en personas
diabéticas. En la Tabla 1.2 se muestra la comparacion del valor nutricional del

Pleurotus con otros alimentos comunes en la dieta.
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Tabla 1.2 Comparativo del valor nutricional de Pleurotus con otros alimentos
(Romero et al., 2010)

Alimentos %  Leche Carne Pez Frijol Soya  Pleurotus
Calorias 60.00 150.00 101.00 313.00 366.00 350.00
Agua 88.00 71.00 78.04 11.09 9.50 12.60
Proteinas 3.40 21.50 17.90 22.80 34.00 32.30
Grasas 3.30 6.50 2.70 1.50 16.10 0.30
Carbohidratos 4.60 0.00 0.00 54.40 27.90 3.28
Fibra 0.00 0.00 0.00 6.00 7.30 0.50
Calcio 120.00 6.00 6.00 175.00 210.00 10.00
Fosforo 95.00 215.00 215.00 424.00 500.00 120.00
Hierro 0.20 2.70 2.70 4.70 8.90 1.35
Tiamina 0.04 0.08 0.08 0.46 0.77 0.60
Niacina 0.10 5.10 3.00 20.00 2.20 2.90

1.2.4 Propiedades medicinales

Pleurotus spp. son considerados alimentos con valor medicinal y se encuentran en la
lista de las 37 especies utilizadas en la medicina tradicional de Mesoamérica y
México (Guzman, 1997), En las ultimas décadas se le han atribuido propiedades
antinflamatorias, antiviral, anticolesterol, antihipertension, hematolégica y antitumoral
(Zhang et al., 2007), todo esto por sus compuestos bioactivos en los cuales se

encuentran los $-glucanos, pétidos, lectinas y terpenoides.
En paises desarrollados como China, Japén, Corea, Rusia, Estados Unidos y
Canada se han realizado estudios que demuestran su utilidad contra el cancer de

estdbmago, esoéfago, pulmonar, etc., (Wasser y Weis, 1999).

En la Tabla 1.3 se resume varios ejemplos de efectos medicinales de Pleurotus.
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Tabla 1.3 Efectos medicinales del Pleurotus
(Cohen et al., 2002)

Efecto medicinal Sustancia
Antibittico Micelio
Polisacérido
Antibacterial B-glucano
Polisacarido
Antiviral Proteina ubiquitina
Glucanos

Glicopéptidos

Inmulador antitumoral Lectina
B-glucano
Antiflamatorio Lovastatina
Anticolesterol Lectina

1.2.5 Etapas del cultivo

1.25.1 Elaboracion dein6culo

La propagacion o desarrollo masivo del micelio del hongo se hace en granos de
gramineas, que pueden ser semillas de sorgo, trigo, centeno, cebada, avena, mijo,
arroz, entre otros. Segun Gaitan-Hernandez et al., (2006), la elaboracion de inéculo

se realiza en dos etapas:

e Indculo primario es la propagacion del micelio en semillas a partir de una cepa

crecida en medio de cultivo.

e Inbculo secundario es la propagacion del micelio en semillas a partir del

indculo primario, es decir, es la multiplicacion del micelio para disponer de una

10
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mayor cantidad para su siembra en el substrato elegido para la produccion de

hongos.

1.2.5.2 Sustrato

Algunos sustratos empleados para la propagacion del hongo deben someterse a una
SSF aerdbica previa que favorezca la estructura quimica y fisica de los mismos, asi
como un tratamiento de pasteurizacion para disminuir la flora microbiana nociva
presente, esto con la finalidad de evitar que los microorganismos compitan por

espacio y nutrientes con el micelio de Pleurotus.

Los sustratos que requieren una SSF son generalmente aquellos ricos en
compuestos antifisiologicos y toxicos para el hongo. Un ejemplo es la pulpa de café,
un sustrato altamente recomendado para el cultivo de los hongos, pero que es
recomendable aplicarles una fermentacion aerobia previa, para proporcionarles una
microflora capaz de proteger al micelio de otros microorganismos competidores
(Cabrera, 2014).

El tiempo de fermentacién depende de la composicion quimica vy fisica del sustrato,

los sustratos mas utilizados se muestran en la Tabla 1 .4.

11
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Tabla 1.4. Subproductos agricolas, agroindustriales y forestales disponibles en México, que
han sido empleados como sustrato para el cultivo de Pleurotus pulmonarius (Mora-
Martinez., 2007).

Sustrato Tratamiento Eficiencia bioldgica (%)
Bagazo de cafia de azlcar P 90.66, 69.77, 122.72, 142.77,
104.39, 110.11
Bagazo de cafa tratado con NaOH P 128.30
Bagazo de maguey tequilero P 78.29
Hoja de cafia de azlcar P 89.4
Hojarasca P 37.6
Lirio acuatico P 41.6, 58.7,110.5
Paja de arroz P 131.5
Paja de cebada P NR
Paja de trigo P NR
Rastrojo de jicama P 44.8, 60.58, 78.4, 49.89
Rastrojo de maiz P 154
Residuos de granos en produccién de P 68.3
cerveza
Viruta de pino E NR

P: pasteurizacion; E: esterilizacion; NR: no registro

1.25.3 Produccién

La produccién se da en intervalos, al momento de produccion se le conoce como
‘oleadas” o “cosechas” (Fernandez, 2004). Desde el momento en que se siembra el
micelio en el sustrato hasta cuando aparecen los primeros basidiocarpos pasan
aproximadamente 3-4 semanas. En general, las condiciones ambientales durante el
cultivo deben ser de temperaturas de 20-25 °C, humedad relativa del 90 al 95 %, con

una humedad del sustrato de 70-75 %.

1.25.4 Rendimiento

12
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Generalmente el parametro de produccién en el cultivo de los hongos comestibles se
denomina como eficiencia bilégica, el cual se calcula como la relacién entre el peso
fresco total de hongo producido de una bolsa de sustrato y el peso seco del mismo

sustrato. Este parametro se expresa en porcentaje.

1.3 Proceso de secado

El proceso de secado consiste en la eliminacion de agua de materiales (ceramicos,
productos farmacéuticos, maderas, pulpas, etc.) y de alimentos, el agua de los
materiales solidos puede ser eliminada por medios mecanicos, utilizando prensas,
centrifugas, en la mayoria de los casos el agua siempre se elimina en forma de vapor
con aire. En la industria alimenticia es importante la eliminacion de agua y se
considera un alimento seco si contiene mas de 2.5 % de agua y deshidratado si este

contiene menos de 2.5 % de agua (Mujumdar, 2015).

El secado es la tecnologia més antigua utilizada en la conservacion de los alimentos
debido a que los microorganismos dejan de ser activos cuando el contenido de agua
se reduce por debajo del 10 % en peso seco (Fito Maupoey et al.,, 2016), sin
embargo durante el proceso se experimentan cambios fisicos, quimicos y biolégicos
gue afectan algunas de las caracteristicas como textura, color, sabor, y valor
nutricional (Ibartz y Barbosa-Canovas, 2010) por lo que el proceso debe efectuarse a
temperaturas moderadas con el fin de una buena calidad en el alimentos (Salas de la
Torre et al., 2003).

Los factores que afectan la velocidad de secado son los siguientes (Perry y Green,
2010):

e Area de la superficie del producto, generalmente se subdivide con el fin de

aumentar el area de transferencia de masa, calor y acelerar el proceso.

13
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e Velocidad de flujo de aire donde el aire en movimiento absorbe vapor de agua

de la superficie del alimento, limitando la saturacion.

e Relacién de temperatura - tiempo, la rapidez de secado aumenta al aumentar

la temperatura y el tiempo de secado disminuye.

e Humedad del aire, entre mas seco esté, mayor sera la velocidad de
deshidratacion, este factor incrementa la fuerza impulsora para el transporte

de masa.

e Influencia del tejido vegetal es un factor determinante en el proceso de
deshidratacion.

El secado es un proceso que mejora la eficiencia en la preservacion, el empaque,
reduce los costos de almacenamiento y transporte debido a la reduccion de la masa

y el volumen del producto.

1.3.1 Curvade secado

Las curvas de secado se obtienen llevando sobre un diagrama en funcion del tiempo,
el contenido en agua del producto o bien la velocidad de secado. También se puede
representar la velocidad de secado en funcion del contenido de agua (Cheftel y

Cheftel, 1992) ésta depende de la transmision de calor y transferencia de masa.

En la Figura 1.4a se muestra que la velocidad de secado esta sujeta a la variacion en
funcion del tiempo y del contenido de humedad. En la Figura 1.4b se caracteriza por
una velocidad variable a lo largo del ciclo de secado. En la Figura 1.4c demuestra
gue el secado no es un proceso suave y continuo, en el cual solo un mecanismo

ejerce el control a lo largo de toda su duracion.

14
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Figura 1.4 a, 1.4 b y 1.4 ¢ Curvas de secado. (Perry y Green 2010)

La seccion AB de cada curva representa un periodo de calentamiento de los sélidos,

la seccion BC representa el periodo de la velocidad constante, el punto C finaliza la

velocidad constante y comienza a descender el indice de secado a este punto se le

conoce como contenido critico de humedad.

En la curva de humedad-tiempo es preciso obtener datos que expresen el contenido

de humedad en funcion del tiempo transcurrido y tales resultados se representan

graficamente en la Figura 1.5 (Perry y Green, 2010).

A: Tiampo en funcidn del
<7 conmenido de humedad,
base seca

. B: Tiempo an funcidn de|
contenido de humedad,
basa humeda

Comtsnido de hurnedad

B
A

Tiempo

Figura 1.5 Curva de secado con respecto al tiempo (Perry y
Green, 2010)
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1.4 Secado por bandejas

En el secado por bandejas el calor se transfiere al alimento mediante una corriente
de aire caliente, es frecuentemente un proceso lento, que requiere altas
temperaturas externas para generar las diferencias de concentracion requeridas.
Como consecuencia, los mecanismos de transferencia de calor y masa durante el
proceso dependeran de variables inherentes al aire de secado como la temperatura,

velocidad de flujo y humedad.

En el secador de bandejas la transferencia de calor puede ser directa del gas a los
sélidos utilizando la circulacién de grandes volumenes de gas caliente, o indirecta
utilizando repisas o0 bases calentadas, serpentines de calefaccion o paredes

refractarias en el interior de la cubierta.

Alrededor del 10 al 20 % del aire que pasa sobre las bandejas es nuevo, y el resto es
aire recirculado (Geankoplis, 1998). El funcionamiento satisfactorio de los secadores
de bandejas depende de la conservacion de una temperatura constante y una
velocidad de aire uniforme sobre todo el material que se esté secando. Conviene
tener una circulacion de aire con velocidades de 1 a 10 m/s para mejorar el
coeficiente de transferencia de calor en la superficie y con el propésito de eliminar
bolsas de aire estancado. La corriente de aire no uniforme es uno de los problemas

MAas graves gue se presentan en el funcionamiento de los secadores de bandejas.

Este tipo de secador puede ser de carretillas o de bandejas estacionarias, en el
primer caso las bandejas se cargan sobre carretillas, que se empujan hasta el interior
del secador y en el segundo las bandejas cargan directamente en bastidores fijos
dentro del secador. Las carretillas esta provistas de ruedas con pestafias que corren

sobre los carriles o sobre ruedas planas giratorias.
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Las bandejas pueden ser de cualquier material que sea compatible con las
condiciones de corrosion y temperaturas prevalecientes, en general se utilizan las

bandejas metalicas debido a que conducen el calor con mayor facilidad.

1.5 Liofilizacion

La liofilizacién 6 criodeshidratacion es un proceso de secado que se basa en sublimar el
hielo de un producto congelado. El agua del producto pasa, por tanto, directamente de
estado sélido a vapor sin pasar por el estado liquido, para lo cual se debe trabajar por debajo
del punto triple del agua. En este proceso el encogimiento del alimento es minimo, el
aspecto, la textura, el sabor, el aroma y se intensifican y se mantienen sus caracteristicas
nutricionales (Orrego, 2008). El secado por liofilizacién se caracteriza por tres fases en la
primera se inicia la etapa conductiva, por el calentamiento de la muestra, la velocidad de
sublimacion crece rapidamente hasta llegar a un maximo. El tiempo para agotar esta fase es
relativamente corto; en ella se lleva a cabo la mayor parte de remocion de agua del producto
(entre 75-90 %), siendo el mecanismo preponderante la transferencia de calor por
conduccién; la segunda es la primera etapa difusiva, en esta se muestra un descenso
importante de la velocidad de sublimacion debido a la formaciéon de una capa porosa de
material; y por ultimo la segunda etapa difusiva, la velocidad de sublimacion continda
decreciendo de forma que se aproxima a cero. Esto debido a que el calor necesario para
retirar el agua ligada es mas alto que el calor de sublimaciéon. Este proceso se esquematiza

en la Figura 1.6.

Fase 2

Velocidad de secado

01 0.5 10

Tiempo de secado

Figura 1.6 Etapas de proceso de liofilizacion (Rothmayr, 1974)
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1.5.1 Etapas de sublimacién

Cuando en el proceso de liofilizacion inicia el calentamiento del producto comienza a
formarse una interfase en la capa seca y la capa congelada de la muestra, la
transferencia de masa ocurre por la migracién de vapores a través de la capa seca
de la muestra bajo la accion de una diferencia de presion. Las etapas en que se

clasifica el proceso son:

e FEtapa conductiva, inicia por el calentamiento de la muestra la velocidad de

sublimacién y crece rapidamente hasta llegar a un maximo.

e FEtapa difusiva, muestra un descenso importante de la velocidad de
sublimacién debido a la formacion de una capa porosa de material seco que
opone resistencia creciente al flujo de calor y a vapor a medida que procede el

secado.

e Secado secundario, la velocidad de sublimacién continla decreciendo de

forma que se aproxima a cero.

A las etapas 1 y 2 se les conoce como secado primario, en ella se lleva a cabo la

mayor parte de remocion de agua (75-90 %).

1.5.2 Secado primario

En el secado primario el hielo se retira de la muestra mediante sublimacién desde la
fase solido a la gaseosa como se muestra en la Figura 1.7; Mientras se disponga de

un sistema que constantemente retire este vapor, el proceso de secado continuara

hasta que se agote el hielo presente.
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Figura 1.7 Diagrama temperatura- concentracion del agua y una solucion acuosa en el
proceso de liofilizacion (Kramer, 1999)

Para suministrar el calor requerido para la sublimacion se dispone de los
mecanismos de transferencia de calor esto es calor por radiacién desde la placa
calefactora superior, conduccién desde la placa inferior por la delgada pelicula de
aire que se forma entre el recipiente de la muestra y la placa y/o desde el fondo de la
bandeja y la pared de este recipiente. El vapor de agua se retira de la matriz de
diferentes formas Figura 1.8,

Figura 1.8 Mecanismos de secado durante la liofilizacion: A) sublimacion del hielo con el
vapor de agua retirdndose por canales de la estructura. B) Difusién de moléculas de agua
hasta el frente de secado de la matriz. C) Vapor de agua escapandose por fracturas de la
matriz, desarrolladas durante el proceso de secado D) Perdida de la estructura en el frente
de secado por colapso (Mackenzie, 1966).
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1.5.3 Secado secundario

Las porciones remanentes de agua no congelada, que no sublima en la primera
etapa del secado, lo hacen por evaporacion en la segunda etapa al incrementarse la
temperatura de la matriz del alimento. Las partes secas de la muestra que se liofiliza

pueden comenzar su secado secundario.

OCLO BE LOFLIZACION
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®
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Figural.9 Historia térmica de un proceso de liofilizacion (Kramer,1999)
1.6 Propiedades bromatoldgicas de los alimentos

Durante el proceso de secado existen distintas propiedades bromatologicas de los

alimentos, los cuales reflejan la calidad y la vida atil del producto alimenticio.

1.6.1 Actividad de agua

La actividad (aw) es la relacién que existe entre la presion parcial de vapor de agua
contenida en el alimento (p) con respecto a la presion parcial de vapor de agua pura

(po) a la misma temperatura y se expresa mediante la ecuacion 1.1.

P HR (1.1)
a, = —

P, 100
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La aw representa la humedad relativa (HR) ambiental que se encuentra en equilibrio

termodindmico con el agua presente en el alimento (Barreiro y Sandoval, 2006).

El estudio del efecto de la aw indica la fraccién del contenido de agua libre es la
disponible para el crecimiento de microorganismos y desarrollo de reacciones
bioquimicas que afectan a su estabilidad del producto (Figura 1.10). Por lo que, es el
factor individual que mas influyente en la estabilidad de los alimentos (Welty-Chanes
y Vergara, 1997).

oidac itn bpidi s

aivided
micretana

velocidad de reaccion

02a, QA a, 06a, OB a, 10a,

actividad de agua a,

Figural.10 Estabilidad de los alimentos por la aw

En la Tabla 1.15 se muestra la aw minima para el desarrollo de microrganismos

Tabla 1.5 Actividad de agua minima
requerida para el crecimiento de
microrganismos

Microorganismo aw

Bacterias 0.91
Levaduras 0.88
Mohos 0.80
Bacterias haléfilas 0.75
Mohos xerofilos 0.65
Levaduras osmofilas 0.60

21



Fundamentos teéricos

1.6.2 Humedad

La humedad indica la cantidad de agua presente en una muestra; en alimentos el
contenido de agua varia entre 60 y 98 %, la cual esta presente como agua libre, agua

ligada y agua constitucional.

La humedad es una estimacion durante y después del procesamiento de alimentos
por lo que se convierte en una parte esencial y control de calidad (Hart y Fisher,
1991). El contenido de humedad de un sélido se puede expresar en base seca o

base humeda.

La humedad en base seca se refiere al contenido de humedad con relaciéon a la

masa totalmente seca del sélido y se expresa mediante la ecuacién (1.2).

masa de agua (1.2)

Xp o =
bS ™ masa de la muestra seca

La humedad en base hiumeda es la cantidad de agua por unidad de masa de la

muestra humedad y se expresa mediante la ecuacion (1.2).

masa de agua (1.3)

Xpu = ~
®H ™ masa de la muestra hiimeda

El contenido de humedad de los alimentos no elaborados o frescos se expresa

generalmente en base humedad, sin embargo, los productos que son sometidos a un

proceso de secado su contenido de humedad se expresa en base seca, debido a que

permanece constante durante el proceso de secado (Bhuyan, 2007).
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1.6.3 Color

El color es una cualidad organoléptica de los alimentos y es percibida por los
organos visuales. También suele ser considerado un factor psicolégico de
apreciacion y un criterio para elegir un producto alimenticio; incluso en los productos
de origen vegetal se relaciona con la posibilidad de elegir la maduracion y su
idoneidad. Sin embargo, no siempre es valida la correlacion entre color y calidad
(Bello- Gutiérrez, 2010).

La percepcion por es ser humano es sensible a un rango limitado de longitud de
onda llamado espectro de luz visible; se produce por los rayos luminosos y depende
la longitud de onda (380 a 770 nm) y de las caracteristicas del 6rgano receptor (Ohta
y Robertson, 2005).

Los colores de los alimentos se deben principalmente a compuestos organicos,

algunos se producen por pigmentos naturales, durante el manejo y procesamiento

La Comision Internacional de Illuminacion (CIE) cre6 un modelo que ubica el color
mediante coordenadas equivalentes a X, Y, Z, con la finalidad de que los cambios
sean iguales con respecto a la percepcion, por lo que se combiné un espacio en
coordenadas rectangulares (L*, a* y b*) con otro en coordenadas cilindricas (L*, H* y
C*), (Westland, 2001). En el sistema CIE, (Figura 1.11); L* es la luminosidad, a* es la
saturacion y b* es el &ngulo de tono, C* es el croma (equivalente a la saturacion, es
la distancia del punto de color con respecto al punto blanco) y H* el matiz (que
proporciona informacion sobre la longitud dominante); el parametro colorimétrico a*
define al componente rojo-verde, mientras que el pardmetro b* define el componente

amarillo—azul (Ranganna, 1986; Westland, 2001).
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Nagro

Figura 1.11 Modelo de color CIE

1.6.4 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de alrededor de 20
diferentes aminodacidos, unidos entre si por medio de enlaces peptidicos y se
encuentran como mezclas complejas en los tejidos organicos, poseen propiedades y
caracteristicas que las diferencian unas de otras y por medio de ellas pueden ser

separadas y aisladas de sus fuentes (Herrera et al., 2003).

Entre las propiedades mas importantes estan la solubilidad, hidratacién, densidad,

punto isolectrico y desnaturlaizacion.

1.6.5 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras
moléculas mediante propagacién de reacciones en cadena oxidativas, actlan
principalmente en reacciones de terminacion de cadenas de radicales libres,
impidiendo la oxidacion de lipidos y otras moléculas cediendo atomos de hidrégeno
(Rivero y Betancort, 2006). Pueden eliminar o bloquear los radicales libres e inhibir la

peroxidacion lipidica.
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La actividad de los compuestos antioxidantes depende de las propiedades redox de
sus grupos hidroxifendlicos y de su estructura quimica (Royse y May, 2003); existen
antioxidantes sintéticos y naturales. Los antioxidantes sintéticos son compuestos
fendlicos con estructuras de varios grados de la sustitucién de alquilo, mientras que
los antioxidantes naturales pueden ser compuestos fendlicos (tocoferoles,
flavonoides y &cidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la
clorofila, los aminoacidos y aminas), carotenoides y el acido ascorbico. (Velioglu et
al., 1998).

1.6.6 Fenoles

Los fenoles son metabolitos secundarios, participan de diversas funciones, tales
como la asimilacibn de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica.
Ademads, estan asociados al color y las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia, dureza) (Robbins, 2003). Quimicamente pueden ser definidos como
substancias que poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo,

incluyendo a sus derivados.

Los compuestos mas importantes de grupo fendlico son los flavonoides, acidos

fendlicos y polifenoles.

1.6.7 Enzimas

Una enzima es una proteina que actia como catalizador bioldgico, llevando a cabo
reacciones bioquimicas a gran rapidez, en general presenta un elevado grado de
especificidad (Badui, 2006). Las enzimas y substratos se encuentran normalmente
en alimentos, localizados en compartimentos tisulares o celulares distintos,
separados por membranas (Cheftel y Cheftel, 1992). Su estudio en el campo de los
alimentos es de interés debido a que son responsables de cambios quimicos que

pueden resultar benéficas (maduracion de frutas) o desfavorables (oxidacion de
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acidos grasos y oscurecimiento enzimatico) (Badui, 2006). Estas reacciones
enzimaticas implican pérdida de nutrientes y calidad, en general dan origen a
compuestos de color oscuro (AID, 1968.). Tal reaccion ocurre ante la presencia de
tres componentes oxigeno, enzima y substrato oxidables (tirosina, catecol, ac.
clorogénico, ac. cafeico, ac. galico, hidroquinonas antocianos, flavonoides entre

otros).

1.7 B-glucanos

Los B-glucanos son polisacaridos no celulésicos constituidos de monémeros de D-
glucosa unidos por enlaces B -glucosidicos; son un tipo de fibra dietética, pueden
encontrarse en fuentes naturales como levaduras, algas, bacterias, cereales y
hongos comestibles. Tiene diferentes pesos moleculares (alto y bajo) de los cuéles
depende la determinacion de actividades fisicas de los polimeros resultantes como
solubilidad, viscosidad y la capacidad de emulsificacion (Skendi et al.,, 2003);
presentan principalmente los enlaces B-(1—3), B-(1—4), y B-(1—6) (Ruthes et
al.,2015), donde el tipo especifico de enlace viene determinado por el nUmero de

moléculas de glucosa que se ramifican de la estructura basica (Roberts et al, 2003).

Aproximadamente la tercera parte de los polisacaridos consisten de B-(1—3)-D-
Glucanos, que contienen ramificaciones B-(1—6)-D-glucosiladas. Los cuales son los
enlaces de interés (Figura 1.12), debido a que poseen actividades
inmunoestimuladoras, anticancerigenas, antiviral, antinflamatoria, antioxidante,

hipoglucémicas, hipocolesterolémicas y analgésicas (Smiderle et al., 2012).
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Figura 1.12 Estructura molecular de los enlaces 3-(1—3)- (1—6)-D-glucanos (Hung et

al.,2008)

En los ultimos afios se han realizado investigaciones en torno a los B-glucanos

obtenidos de hongo y sus aplicaciones en la industria de alimentos, en la medicina,

en farmacologia, en cosmetologia y en la industria quimica. En la tabla 1.5 se

muestran algunas de las aplicaciones de los B-glucanos.

Tabla 1.6 Aplicacion de los B-glucanos

Area de Producto Funcionalidad
aplicacion
Elaboracion de salchicha Alimento funcional
probidtica con B-glucano
Pan libre de gluten adicionado con Alimento funcional
B-glucano
Comida Productos lacteos con B-glucano  Reduccién de calorias y colesterol
Yogurt con B-glucano Alimento funcional
Pasteles Alimento funcional
Bebidas adicionadas con [3- Reduccién del apetito
glucano
Material de vendaje interno y Mejor calidad y aceptacion en el
externo cuerpo humano
Medicina Poli-membranas Acelerar el proceso de

Sustituto oseo

cicatrizacion
Adaptacién a la formay
dimensiones, incluso de los

grandes defectos Gseos
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1.8 Antecedentes

Algunos antecedentes que respaldan la investigacidon se describen a continuacion:

Ronda et al., (2012) estudiaron el efecto de la adicién de (1-3), (1-6) B-glucano de
Pleurotus ostreatus sobre la calidad de pan elaborado con harina de arroz de forma
aislada y combinado con HidroxiPropilMetilCelulosa (HPMC). Después de realizar un
estudio de superficie respuesta para evaluar el efecto del B-glucano y del HPMC
sobre la textura, humedad y color en el pan, concluyeron que el -glucano puede ser
afiadido al pan sin modificar negativamente las principales propiedades fisicas de

calidad del pan ni su vida util.

Okafor et al. (2012) evaluaron el efecto de la suplementacion de polvo de Pleurotus
pulmonarius (MP) en la fabricacion de pan, realizaron formulaciones de harina de
trigo (WF) con 0, 5, 10, 15, 20 y 25 % de MP. Se encontro que la suplementacion de
WF con MP de 0-25 % aumenté el contenido de proteina cruda significativamente de
7.96-14.62 %, mientras que la evaluacion sensorial (textura, sabor, color, miga)
mostrd que no habia diferencia entre el pan fortificado con al 5 % de MP y la muestra
de pan control (100 % WF) manteniendo el pan suplementando todos los parametros
evaluados. Por lo anterior concluyeron que se puede afadir MP a la harina de trigo
hasta el 10 % sin ningun efecto perjudicial sobre las propiedades sensoriales de pan,

sino al contrario, favoreciendo su calidad nutricional.

Jesenak et al. (2013) estudiaron el efecto del B-glucano extraido del Pleurotus
ostreatus en un grupo de 175 niflos (5 + 2 afos) con infecciones respiratorias
cronicas, los cuales se dividieron en dos grupos el primero fue tratado con
Imunoglukan (B-glucano de Pleurotus ostreatus adicionado de vitamina C) y el
segundo grupo con placebo (solo vitamina C), durante 12 meses tuvieron tres
chequeos médicos y como resultado obtuvieron que el 36 % de nifios del primer
grupo presentdé mejoria y en el segundo grupo el 21%.
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Ravi et al. (2013) estudiaron la actividad antidiabética de Pleurotus ostreatus en
ratones diabéticos y ratones inducidos por alloxan, los animales se dividieron en
cuatro grupos, ratones de control (sin algun tipo de enfermedad), ratones diabéticos,
ratones diabéticos con post tratamiento de glibenclamida de medicamentos estandar
y los ratones diabéticos tratados con extracto etandlico de P. ostreatus. A todos los
animales se les midieron el nivel de glucosa y parametros bioquimicos especificos.
Como resultado obtuvieron que el consumo del extracto etandlico de
P. ostreatus produjo un efecto hipoglucemiante significativo en ratones diabéticos y
fue capaz de mejorar las funciones de la hiperlipidemia y insuficiencia renal en
ratones diabéticos inducidos por alloxan. Por lo que concluyeron que el extracto
etandlico de P. ostreatus se podria afiadir en la lista de preparaciones medicinales

beneficiosas para los pacientes con diabetes mellitus.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

El desarrollo experimental del proyecto se muestra en la Figura 2.1, consistio en: 1)

Fermentacion en medio sdlido de la cepa del Pleurotus pulmonarius; 2) Clasificacion

y seleccion de talla de los hongos cosechados de acuerdo al

tamano de sobrero Gi

(x5 cm); 3) Secado por liofilizacion y charolas; y 4) formulacion de la harina.

SSF Pleurotus
pulmonarius

R e - - — - - ———— - -
: \ 4
1 . .,
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| bandejas
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microbiolégico

_________________ \4
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Figura 2.1 Extraccion de B-glucano de Pleurotus pulmonarius d
formulacion de harinas enriquecidas.

fisicoquimica
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1
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1
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31



Materiales y métodos

2.2 Produccion del Pleurotus pulmonarius

La fermentacion en medio sdélido se realizé en cuatro etapas que consistieron en:
elaboracion de indculo, preparacion del sustrato, invasion del micelio en el sustrato y
desarrollo de fructificaciones. En la primera etapa se utilizé el inoculo de la cepa IE-
115 del Pleurotus pulmonarius perteneciente al Cepario de Hongos del INECOL, la
cual se propag6 en bolsas de polietileno en una relacion 1:15 (p/p) con semilla de
sorgo (Sorghum) estériles e hidratadas que actuaron como vectores para propagar

masivamente el micelio del hongo.

La segunda etapa consistid en definir el sustrato, el cual fue paja de cebada
(Hordeum vulgare L.), éste es un residuo que presenta en su estructura lignina,
hemicelulosa y celulosa, que favorecen la implantacion de microorganismos o
macroorganismos capaces de biodegradarlos, convirtiéndose en un material atractivo
para la obtencion de productos de valor agregado. Este residuo fue obtenido en la
ciudad de Xalapa, Veracruz, trasladado a las instalaciones del INECOL, dénde se
tritura para definir un tamafio de particula (6 £ 1 cm), en una picadora eléctrica para
forraje modelo HML M-200. Después se empacaron las muestras de paja picada en
sacos de rafia de polipropileno de 30 x 60 cm vy, se llevaron a hidratacion por
inmersién en agua durante 24 h. Fue necesario someter al sustrato a un tratamiento
térmico para eliminar cualquier tipo de actividad microbiana, este proceso consistid
en introducir los sacos en una camara de inyeccion de vapor a 65 °C durante 12 h, la
temperatura fue monitoreada por 6 termopares conectados a un dispositivo

electrénico.

En la tercera etapa la paja fue mezclada con el in6culo preparado en sorgo en
relacion 1:0.05 (p/p) en bolsas de polietileno transparentes de 40 x 20 x 80 cm, este
procedimiento se repiti0 hasta alcanzar +4 Kg en peso humedo, se realizé una
homogenizacién con el fin de asegurar una invasion rapida y total del micelio en el

sustrato, se sell6 el paquete y a cada bolsa se le hicieron 12 perforaciones de 1 cm
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#

de diametro para permitir el intercambio gaseoso y favorecer el crecimiento del
micelio. Las muestras fueron dejadas en un cuarto oscuro, con la finalidad de

favorecer la invasion del micelio sobre el sustrato.

La cuarta etapa es el periodo de desarrollo de las fructificaciones, consistio en
colocar las bolsas en estantes y en un cuarto aséptico con condiciones favorables de
luz natural (12 h luz/12 h oscuridad), a 26 +1 °C con sistema de riego cada 2.5 h
durante 2 min y de flujo de aire cada 90 min. A partir de la aparicion de los primordios
se observé el crecimiento del hongo hasta el estado adulto +7 dias (Figura 2.2), se
obtuvieron 4 oleadas (cosechas), en cada fermentacion. Se realizaron 10

fermentaciones en igualdad de condiciones, antes descritas.

-.; 4 — —“" /

Figura 2.2 Crecimiento del hongo

2.2.1 Evaluacion de la calidad del P. pulmonarius

Un parametro importante de la calidad del hongo, es la talla o tamafio del pileo
(sombrero) en su estado maduro, para medir este parametro se realizé una
clasificacion del hongo de acuerdo a la talla, clasificadas como G; (1-5 cm), G2 de
(5.1 a 10 cm), G3 (10.1 a 15 cm) y G4 (15.1 a 20 cm). En tanto que, la eficiencia
biolégica es la medida estimada de produccién, es la capacidad de los hongos de
convertir un sustrato en cuerpos fructiferos, calculado con la ecuacién 2.1 y puede
ser mayor del 100 %.

_ Peso de hongo fresco (2.1)

peso seco del sutrato
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2.2.2 Tensién-deformacion.

Esta prueba consistio en medir la dureza del hongo en tres tallas (Gi1, Gz, G3) en tres
zonas (1, 2, 3), como se muestra en la Figura 2.3, con un penetrometro marca PCE-
PTR 200.

Figura 2.3 Clasificacién de zonas de P.pulmonairus

2.3 Caracterizacion bromatoldgica del Pleurotus pulmonarius

Se realiz6 la caracterizacion bromatoldgica del Pleurotus pulmonarius antes y
después del proceso de secado de acuerdo a procedimientos establecidos y
siguiendo normas oficiales mexicanas para alimentos. Cada determinacion se realizé

por triplicado.

2.3.1 Actividad de agua

Determinacion de actividad de agua (aw) se realizO en un equipo marca AqualLab

serie 3, colocando en un recipiente de polietileno aproximadamente 1 g de muestra.
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2.3.2 Determinacion de porcentaje de humedad

Esta determinacién se realiz6 en una Termobalanza Ohaus MB35 Halogen a 65 °C,
el cual consistio en colocar aproximadamente 1 g de muestra sobre una charola de

aluminio.

2.3.3 Determinacién de cenizas

La determinacion se realiz6 bajo la norma oficial NMX-F-066-S-1978 se utilizd una

mufla marca Thermo Scientific a una temperatura de 630 °C.
2.3.4 Extracto etéreo (lipidos)

La determinacion se realiz6 bajo la norma oficial NMX-F-545-1992 con equipo

Soxhlet y hexano como agente de arrastre.

2.3.5 Determinacién Proteinas

La determinacion de proteinas se realizé bajo la norma NMX-F-068-S-1980 (método

MicroKjeldahl), utilizando el factor de proteina Nx4.38.

2.3.6 Anadlisis de color

La determinacién de color se realizé en un colorimetro MiniScan XE plus Hunterlab.
Colocando en la camara del equipo una cantidad suficiente de muestra hasta cubrir
el centro de medicion, el software del equipo muestra los valores para L
(luminosidad), a, b (parametros de cromaticidad) para obtener AE (diferencia de color

entre la muestra inicial y final) se empled la ecuacion 2.2.

2.2
AE = \/AL? + Aa? + Ab? 22)

Donde:
AL = Lfinal — Linicial (2.3)
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Aa = afipa) — Ajnjcial (2.4)

Ab = bfina) — binicial (2.5)

2.4 Actividad enzimatica

2.4.1 Extracto enziméatico metandlico

Se realizd en una relacion 1:10 hongo-metanol absoluto y se coloco en un frasco de
vidrio de 80 mL, la suspension fue agitada en un roto-torque Cole Parmer 7637-75 a
60 rpm durante 24 h. La suspension obtenida fue filtrada con papel Whatman no. 1y,
resguardada a 4 °C, el residuo fue colocado nuevamente en frasco de vidrio inicial,
se adiciono la misma cantidad de metanol que al inicio y, se repitié el procedimiento

hasta alcanzar el 3¢ dia.

2.4.2 Extracto enziméatico acuoso

Se realizé en una relacion 1:10 hongo-agua destilada estéril y se colocé en un frasco
de vidrio de 80 ml, la suspension fue agitada en un roto-torque Cole Parmer 7637-75
a 45 rpm durante 30 min. La suspension obtenida fue filtrada con tela inerte de
celulosa y colocada en tubos de polietileno para ser centrifugados dos veces a 8500
rom durante 20 min a 4°C en un equipo Heraeus modelo Biofuge primo. El

sobrenadante fue considerado el extracto crudo enzimatico.

2.4.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante por 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), se atribuye a la

deslocalizacion del electron desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una
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coloracioén violeta caracterizada por una banda de absorcién en solucion metanolica.
Cuando una disolucién de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede
donar un atomo de hidrogeno o con otra especie radical (R) se produce la forma
reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la
pérdida de la absorbancia. La determinacion consistié adicionar en una celda de
polietileno de 3 mL, 1 mL de extracto enzimatico metandlico (siguiendo las
instrucciones del apartado 2.4.8) y 1 mL de DPPH 0.2 mM, teniendo como testigo 1
ml de metanol mas 1 mL de DPPH 0.2 mM, (la celdas fueron cubiertas con parafilm
para realizar una homogenizacién) se colocaron al abrigo de la luz durante 30 min y
se realizé la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 201 a 517 nm teniendo como blanco agua destilada y como referencia una
curva de calibracién. El céalculo del porcentaje de actividad antioxidante (% AAQO) se

determind con la ecuacién 2.6.

absorbancia del testigo — absorbancia de la muestra (2.6)
% AAO = ¢ 100

absorbancia del testigo

2.4.4 Poder Reductor

La determinacion se basa en la reduccion del ferrocianuro de potasio, la cual
consistié en adicionar en un tubo de polipropileno de 5 mL, 0.25 mL de extracto
enzimatico metanolico (siguiendo las instrucciones del apartado 2.4.8), 0.75 mL de
buffer de fosfato de sodio 0.02 M pH 6.5 y 0.5 mL de ferrocianuro de potasio al 1 %,
en el testigo se sustituyd el extracto enzimatico por metanol, se incubaron a 50 °C
durante 20 min transcurrido el tiempo se adiciond 1 mL de acido tricloroacético, y se
centrifugaron a 300 rpm durante 10 min, en una celda de polipropileno de 3 mL se
coloco una alicuota del supernandante, 1 mL de agua destilada estéril y 0.2 mL de
cloruro férrico al 0.1% y se realizd la lectura de la absorbancia en un

espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 201 a 700 nm teniendo como blanco
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agua destilada y como referencia una curva de calibracion. El calculo del porcentaje

de poder reductor (% PR) se realiz6 con la formula 2.7.

abs de lamuestra . . Volumen del extracto
%PR = ————————— ¢ concentracidn del testigo * 100 @2.7)

abs del testigo peso del extracto

2.4.5 Fenoles

La determinacion se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Box (1983)
adaptado por Mata (1997) y Salmones (2005) la cual consistié en adicionar en una
cubeta de polipropileno 2.4 mL de agua destilada estéril, 0.375 ml de carbonato de
sodio al 10 %, 0.125 mL de reactivo Folin Ciocalteu y 0.25 ml de extracto enzimatico
acuoso (siguiendo las instrucciones del apartado 2.7.8), se incubaron 1 h a
temperatura ambiente y se realiz6 la lectura a 750 nm teniendo como blanco agua
destilada y como referencia una curva de calibracion. Los resultados se multiplicaron

por 10 para obtener las concentraciones en mMol de fenol por litro de solucion.
2.4.6 Lacasas

La cuantificacion de actividad enzimatica se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por
Petrosky et al., (1980) modificado por Veldzquez-Cedefio et al., (2002) la cual
consistié en lo siguiente, en una celda de polipropileno se adicion6é 2 ml de buffer
fosfato-citrato 0.1 M pH5, 0.05 ml de siringalzadina 0.45 mM y 1 ml de extracto y se
realizé la lectura de absorbancia a 526 nm leyendo la formacion de quinonas cada
10s durante 2 min. Los resultados fueron expresados en unidades de actividad
enzimatica (UAE), cantidad de mmol de siringaldazina oxidados por el micelio

contenido en 1g de sustrato por minuto (mmol/g/min) calculados con la ecuacién 2.8.

DO 10
= -0 o — (2 .8)
UAE CAM vie VEEU

38



Materiales y métodos

Donde:

DO: absorbancia de la muestra

CAM = coeficiente de absorcién molar de siringadalzina 65 000 mol™* cm™!
VTC = volumen total contenido en la cubeta

VEEU = volumen de extracto enzimatico utilizado
2.4.7 Polifenol oxidasa

La determinacién se realizé6 basado en lo propuesto por Jiang (1999) con algunas
modificaciones, la cual consistié en afiadir en una celda de polipropileno 0.5 mL de
catecol 0.5 M, 2 mL de buffer Mcllvaine 0.1 M pH 6.5 y 0.5 del extracto enziméatico
siguiente las instrucciones del apartado, el blanco consistié en sustituir el extracto
enziméatico por agua destilada, la lectura se llevé a cabo a 420 nm. Los resultados se
expresaron como el cambié de absorbancia a 420nm/min de 1 ml de extracto
enzimatico. La tasa inicial de reaccion se calculé a partir de la porcion lineal de la

curva trazada. La actividad residual (AR) se determiné con la formula:

AR—100A (2.9)
- n .

(0]

Donde
A= actividad de la PPO en un tiempo dado (Abs/min)
Ao= actividad inicial de la PPO (Abs/min)

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicion de la PPO con las pendientes trazadas,

aplicando la ecuacion (Mufioz et al., 2007):

%inh = 100 - (1 - Z—’;) (2.10)
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Donde:
Mx= pendiente de la recta trazada para cada muestra
Mb=pendiente de la recta trazada al inicio

2.5 Métodos de Secado

Se realizaron dos tipos de secado: liofilizacion (L) y, secado por bandejas (C), para
una muestra de 500 g de talla G1 (£ 5 cm), sin sanitizar debido a las condiciones de

inocuidad observadas en la SSF. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
2.5.1 Secado por liofilizacion

Consistié en congelar a -20 °C equipo de marca convencional durante 24 hy -20 °C
como pre-congelamiento durante 4 h y, después a -80°C en un ultracongelador
Thermo Scientific durante 20 h, después de esto, se introducieron en un liofilizador

Labconco a 1.1 mbar a -40 °C en la camara de condensacion durante 24 h.
2.5.2 Secado por bandejas

Consistié en mantener las muestras a temperatura constante de 55 y 65 °C durante
24 h en un horno Riossa HCF-62, donde el hongo se colocé en una sola charola de

acero inoxidable para una transferencia de calor uniforme.
2.5.3 Rehidratacion

La determinacion se realiz6 por el método propuesto por Wang et al. (2014) con
algunas modificaciones basadas en Tian et al. (2012) el cual consistié en pesar 3 g
de muestra y colocarlos en agua destilada a 65 °C durante 30 min el porcentaje se

calculé con la ecuacion 2.11.

Peso final de la muestra

% Rehidratacion = 100 (2.11)

[ ]
Peso inicial de la muestra
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2.5.4 Micrografias

Las muestras fueron sombreadas con oro paladio en un equipo Denton Vacuum,

para ser introducidas en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5600LV.

2.6 Determinacion de B-glucano

La determinacion se realiz6 usando el Megazyme assay kit (K-YBGL) la cual
consistié de dos etapas la primera la extraccion de glucanos totales y la segunda la
extraccién de a-glucano, cada determinacién conté con un agente blanco el cual
consistié en 200 uL de buffer de acetato de sodio 200 mM pH 5y, 3 mL de Glucosa
oxidasa plus peroxidasa y 4-aminoantipyrine (GOPOD ) y un estandar de D-glucosa
el cual consistié de 100 pL de estandar de D-glucosa (1 mg/mL), 100 uL de buffer de
acetato de sodio 200 mM pH y 3 ml de GOPOD. El calculo de B-glucanos se realizd

con la formula.

B- glucanos = glucanos totales — a- glucanos (2.12)

2.6.1 Extracciéon de glucanos totales

Se pesaron 0.09 g de muestra de un tamafio de particula de 1mm, se colocaron en
un tubo de vidrio de 50 ml y se adicion6 2 ml de H2SO4 12 M frio se mezcld en un
vortex por 5 s y se colocé en un bafio frio durante 2 h con mezclas intermitentes
durante 15 s en un vortex, transcurrido este tiempo se adicionaron 4 mL de agua
destilada y se mezclé en un vortex durante 10 s, se adicionaron 6 mL de agua
destilada mas y se volvié a mezclar durante el mismo tiempo, entonces los tubos con
la tapa semi puesta fueron colocados en un bafio térmico a 100 °C transcurridos 5
min las tapas fueron selladas y se continud la incubacion durante 2 h. Enseguida los
tubos fueron enfriados a temperatura ambiente, el contenido fue transferido a

matraces de 150 mL, entonces se afiadieron 6 mL de KOH 10M y se afor6 a 100 mL
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con buffer de acetato de sodio 200mM pH 5. El contenido fue colocado en tubos de
polipropileno y centrifugado a 8500 rpm durante 10 min a 25 °C, se tomaron alicuotas
de 100 pL de la parte inferior del centrifugado y se colocaron en tubos de 10 mL, se
adicion6 100 pL de 1,3-B-glucanasa (20 U/mL) mas B-glucosidasa (4 U/mL) en buffer
de acetato de sodio 200mM pH 5, la solucién fue mezclada en un vértex e incubada
a 40 °C durante 1 h, transcurrido el tiempo de incubacién se adicionaron 3 mL de
GOPOD se incubaron a 40 °C durante 20 min, parte del contenido fue transferido a
celdas de polietileno de 3 mL y se midié la absorbancia en un espectrofotbmetro
Thermo Scientific Evolution a 201 a 510 nm contra el blanco. El contenido de

glucanos totales se calcul6 con la ecuacion 2.13.

F
% Glucanos totales = AE e we 90 (2.13)

Donde:
AE = absorbancia de la reaccién — absorbancia del blanco
F = factor de conversion en pg de D- glucosa

W = peso de la muestra analizada
2.6.2 Extraccién de a-glucanos

Se pes6 0.1 g de muestra de un tamafio de particula de 1mm, se colocé en un tubo
de vidrio de 20 mL con un agitador magnético, se adicion6 2 mL de KOH 2M, se
introdujo en un bafio frio con agitacibn magnética durante 20 min, transcurrido el
tiempo se adicionaron 8 mL de buffer de acetato de sodio 1.2M pH 3.8
inmediatamente se agregd 200 pL de amiloglucosidasa (1630 U/mL) mas inversa
(500 U/mL) se mezclaron en un vortex y se colocaron en incubacion durante 30 min
con mezcla intermitente, el contenido de esta solucion fue transferido a tubos de
polipropileno y centrifugado a 8500 rpm durante 10 min, se tom6 una alicuota de

100 pL se colocd en un tubo de vidrio y se adicion6 100 pl de buffer de acetato de
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sodio 200mM pH 5 mas 3 mL de GOPOD, esta solucion fue llevada a incubacion a
40 °C durante 20 min y se midié la absorbancia en un espectrofotémetro Thermo
Scientific Evolution a 201 a 510 nm contra el blanco. El contenido de a-glucanos se

calculé con la ecuacion 2.14.

F
a- glucanos = AE W 9.27 (2.14)
2.7 Elaboracion de harina enriguecida con P. pulmonarius

La harina de Pleurotus pulmonarius se realiz6 triturando el hongo deshidratado a un
tamafio de particula de 1 mm, se consideraron especificaciones estipuladas en la
NOM-247-SSA1-2008.

2.7.1 Analisis microbioldgico de la harina
El analisis microbioldgico se realiz6 después de la formulacion de la harina para

garantizar la inocuidad de la muestra. Las pruebas microbiolégicas se determinaron

bajo lo establecido en las normas enlistadas en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Normas aplicadas en pruebas microbioldgicas

Prueba Norma

Preparacion de la muestra ~ NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y
dilucién de muestras de alimentos para
su analisis microbiolégico

Hongos y levaduras NOM-111-SSA1-1994, método para la
cuenta de mohos y levaduras en
alimentos.

Coliformes totales NOM-113-SSA1-1994, Método para la

cuenta de microorganismos coliformes
totales en placa
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2.7.2 Aplicacion en pan de migay galletas de la harina enriquecida

Se complementaron dos tipos de harina (arroz y trigo) en composiciones de 10, 30 y
50 %. Con la formulacion harina de trigo y harina de Pleurotus pulmonarius se
elabor6 pan casero de la siguiente manera, se mezcl6 la combinacién de harinas con
levadura en una relacion 5:0.1 (p/p), se le adicion6 agua y sal en una relacién 1:0.01
(p/p), se amaso6 durante 5 min, a la masa se le realizé la forma del pan y se introdujo
en un horno convencional a 70 °C durante 10 min; con la combinacion de harina de
arroz y harina de P. pulmonarius., se elaboraron galletas, la pasta se elabor6 con las
harinas, agregandole mantequilla en una relacion 1:0.1 (p/p), la pasta, se dividio en
pequefas porciones que se introdujeron en un horno convencional a 55 °C durante

10 min para su coccién.
2.7.3 Anélisis sensorial
El andlisis sensorial se llevé acabo con una prueba de escalar de control en un panel

de 25 personas no entrenadas, la cuales evaluaron el pan y las galletas con las

diferentes mezclas de harina (10,30 y 50 %).
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Fermentacion en medio solido
3.1.1 Evaluacion de talla del pileo del Pleurotus pulmonarius

A fin de homogenizar el tamafio del hongo de los cuerpos fructiferos utiizados para
la elaboracién de la harina, se realiz6 la clasificacion de acuerdo a la talla,
presentadas durante 4 oleadas o cortes de 10 fermentaciones: obteniendo 47 %
de G1, 45 % de G2, 7 % de Gsy, 1 % de Ga. Franco y Vega (2013) utilizaron como
sustratos paja de arroz, rastrojo de maiz y tuza de maiz (también llamado olote)

obtuvieron una mayor talla G2 con 55+0.4 %.

En la Tabla 3.1 se clasifican las 10 fermentaciones realizadas en funcion del
namero de lote (F1...F10) y segun la talla. Donde observa que solo la Fz present6
talla G4 con 1.01 %, en la Fs se mostré la mayor produccion de talla Gi1, en tanto
gue, la menor en la F2 con 3.17 %, sin embargo, esta misma fermentacién produjo
mayor talla G2 y Gz con 5.77 y 1.81 % respectivamente, esto se atribuye a las
condiciones propias de la cepa que en un solo lote de experimentacion puede
variar el tamafio de sus fructificaciones dependiendo de la respuesta del medio
ambiente, la capacidad enzimética, el desarrollo para obtener los nutrimentos
necesarios del sustrato de la forma més eficiente (Chang y Miles, 2004) y del
crecimiento competitivo que presentan, debido a que las fructificaciones se
presentan en forma de racimos lo que implica la obtencion de diferentes tallas

como se muestra en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Cuerpos fructiferos de Pleurotus pulmonarius
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Fernandez (2012), utilizd6 cascara de J. curcas y paja de D. decumbens como
sustrato obteniendo mayor cantidad de talla G1 y G2 respectivamente, resultados
similares a los de este trabajo, por su parte Nerves et al.(2014) para Pleurotus
florida y ostreatus utilizaron cascarilla de arroz obteniendo en su mayoria talla Gz,
en cambio, Gaitan- Hernandez et al.(2009) para paja de cebada fermentada y no
fermentada obtuvieron mayor cantidad en talla G2 y Gz en cambio Ashraf et al.
(2013) reportaron para Pleurotus spp., en diferentes sustratos tallas Gi. Sin

embargo, para comercializacion los adecuados son talla G1yGa.

Tabla 3.1 Clasificacion de talla de P. pulmonarius

Talla (%)
Fermentacion G G2 Gs G4
F1 438 447 0.80 N/P
F2 3.17 577 185 N/P
Fs 479 44 036 101
Fa 595 428 030 N/P
Fs 6.22 471 089 N/P
Fe 274 485 1.00 N/P
F7 480 443 044 N/P
Fs 413 431 061 N/P
Fo 496 425 073 N/P
Fio 551 3.71 0.18 N/P

N/P: No presenté

3.1.2 Eficiencia bioldgica

Con el fin de conocer el rendimiento del sustrato en funcion de la cepa utilizada, se
evaluo la Eficiencia Biologica (EB). En la Tabla 3.2 se muestra el porcentaje de EB
de cada fermentacion evaluada. Se observé una variacibn en EB a pesar de
utilizar el mismo sustrato y cepa, alcanzando Fs el mayor valor de 92.45 %, en
tanto que, corresponde a Fes el menor de 67.28 %, esto se debe a que, en las

condiciones aplicadas, la cepa en las diferentes muestras cultivadas pudo haber
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aprovechado de manera diferente los niveles de C: N presentes en el sustrato (Oei
,2003). El uso de un sustrato selectivo favorece una alta eficiencia biolégica, para
el caso del Pleurotus pulmonarius la paja de cebada es un sustrato adecuado
debido a que su alto contenido de nitrégeno, lignina y ceniza lo hace Optimo para

el desarrollo de los cuerpos fructiferos. (Koutrotsios et al.,2014).

Algunos autores han utilizado diferentes sustratos con la misma especie
alcanzando EB menor a la de este trabajo (78.24 %). Entre ellos, Vega y Franco
(2013) utilizaron paja de arroz, rastrojo de maiz y tuza obteniendo porcentajes de
75.65, 62.22 y 69.31 % respectivamente, en tanto Gaitan-Hernandez et al., (2009)

reportaron en paja de cebada fermentada 55.7 % y no fermentada 77.2 %.

Tabla 3.2 Evaluacion de la eficiencia

biolégica del Pleurotus pulmonarius

Fermentacién EB %
1 75.43
2 84.43
3 82.68
4 82.37
5 92.45
6 67.28
! 75.72
8 70.87
9 77.74
10 73.46
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3.1.3 Tensién-deformacién

De las propiedades organolépticas, la dureza (tensién-deformacion, la cual es la
fuerza requerida de aplicacion, para obtener una deformacion en el alimento) es el
atributo correspondiente a la textura y es uno de los parametros mas importantes
para un producto alimenticio. El Pleurotus pulmonarius mostré valores similares en
los tres tipos de tallas utilizados (G1, G2y Gs) en las zonas 2 y 3, sin embargo, en
la zona 1 (unién de estipite con sombrero) se observa una mayor dureza en tallas
mas grandes como se muestra en la Figura 3.2, lo cual atribuye que el tamafio del
hongo no influye significativamente en la dureza. El cambio en la dureza puede ser

atribuido al contenido de la pared celular del hongo y el soporte que provee.
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Figura 3.2 Tensién-deformacion de Pleurotus pulmonarius

3.2 Andlisis bromatolégico de Pleurotus pulmonarius

En el desarrollo de presente investigacion se utilizaron los hongos producidos por

la SSF y fueron caracterizados bromatolégicamente un dia después del corte. En
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la Tabla 3.3 se muestran la media de réplicas del estudio en la caracterizacion

bromatoldgica de las muestras de Pleurotus pulmonarius.

Registro en tramite

Los resultados obtenidos muestran una presencia minima de minerales e inferior a
lo reportado por Garcia et al. (2014), de 8.50 %. Debido al crecimiento en diferente
sustrato, con humedad en un alto porcentaje que lo convierte en un alimento
altamente perecedero, sin embargo, este porcentaje varia de acuerdo a las
condiciones al momento del corte. Smiderle et al. (2012) reportan 88.4 % de

humedad en post-cosecha, en tanto que, otros reportan valores entre 90-98 %.

Los parametros de color basados en el espacio de color Hunter Lab, para una

luminosidad L, cromaticidad a que representa la tonalidad rojo-verde y, b la
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tonalidad amarilla-azul. El Pleurotus pulmonarius presentd tonalidades blancas-
amarillas estas tonalidades son propias de la especie, bajo ciertas condiciones de
cultivo influenciadas por la humedad y luz ambiental de las areas de cultivo, los
hongos pueden presentar diferentes tonalidades de color. Los resultados
obtenidos de proteina muestran un porcentaje alto de acuerdo a los reportados por
Yang et al. (2001) 13.30 %, y bajo por Manzi et al. (2004) 23.90 %, esto se debe al

diferente tipo de sustrato utilizado.

En cuanto a la actividad antioxidante se obtuvo un alto CI50, que corresponde
principalmente a la presencia de fenoles 2 % y, un menor poder reductor 0.0860
%. El contenido de B-glucano es ligeramente mas alto a lo reportado por Sari et al.
(2017), de 17.466 (g /100 g). Para Syntytsya et al. (2008), el mayor contenido esta
presente en el estipite, que normalmente es desechado antes de la
comercializacion. En tanto que, Kalac (2013), afirma que este parametro no se ve
afectado por el tipo de sustrato, si no, por el tiempo post-cosecha. Los resultados
son bajos comparados a otras especies de hongos, esto es, McCleary y Draga
(2016), en Lentinula edodes obtuvieron 25.31 (g/ 100 g) y Kalac (2009) para
Cantharellus cibarius 26.93 (g/ 100 g). Sin embargo, hay que considerar que L.
edodes es una especie con propiedades medicinales, reconocida a nivel clinico
especialmente en pruebas con pacientes con SIDA y diferentes tipos de cancer
(Xu et al., 2012).

3.3 Secado de Pleurotus pulmonarius

Los métodos de secado permitieron alcanzar valores de humedad X < 2.5 % v,
con una actividad de agua aw < 0.5, por lo que es considerado un hongo

comestible microbiolégicamente estable. Se realizO la caracterizacion
bromatolégica y enzimética en los dos tipos de secado en sus diferentes
condiciones, la cual validé la efectividad del tipo de secado.
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3.4 Andlisis de color

En la Tabla 3.4 se reportan los valores del analisis de color en muestras
deshidratadas de Pleurotus pulmonarius para los pardmetros L (luminosidad), a y

b (cromaticidad) y, la diferencia de color (AE). Registro en tramite

Como se puede observar en el liofilizado Lz corresponde al que presentd mayor
intensidad en luminosidad, seguido del secado por bandeja a 55 °C (C1), en tanto,
el secado por bandejas a 65 °C (C2), muestra tendencia hacia los componentes
obscuros. En cuanto a la cromaticidad en rojo-verde, el C1 y C2 mostraron una
tendencia hacia los componentes rojos. Ambas condiciones de liofilizacion L1 y L»
presentan una disminucion en el componente a, inclinandose hacia los
componentes verdes. En tanto que, el parametro b en todos los procesos tienden
a incrementarse hacia los componentes amarillos y mostrando mayor intensidad
en Cy por lo que la menor AE se presentd en el L1 y la mayor en el C1. En la Figura

3.3 se muestran los hongos después de someterse a ambos procesos de secado.
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Figura 3.3 Pleurotus pulmonarius después del proceso de secado.
Ci: secado por bandejas a 55°C; L;: liofilizado a -20°C

3.5 Proteinas totales

El contenido total de proteina de los hongos varia constantemente, dependiendo
de la etapa de desarrollo, sustrato, cosecha periodo y especie. En la Tabla 3.5 se
muestran los resultados del contenido de proteina del Pleurotus pulmonarius
deshidratado, donde el porcentaje de proteinas se reduce significativamente para
L2, esto se atribuye a una doble formacion de cristales debido al precongelamiento.

Caso contrario L1 permitié una mayor concentracion de estas.

L,: liofilizado a -20 °C; L,: liofilizado a -20/-80 °C; C;: secado por bandejas a 55 °C; C,: secado por
bandejas a 65 °C.
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Garcia et al. (2014), reportan 14.30 %, en tanto que, Akindahunsi y Oyetayo
(2006), reportan 13.80 %. Estos valores son menores que las tres condiciones (L1,
C1y C2), ensayadas en este trabajo. Sin embargo, Jaramillo et al. (2011) reportan

30.90% un contenido mayor a los antes reportados.

Por lo anterior se puede suponer que temperaturas moderadas permiten una
mayor retencion de proteinas, debido a que evitan la desnaturalizacién y, de igual
manera al eliminar el agua se observa una mayor concentracion, aunque esto no

se ve influenciado por el método de secado empleado.

3.6 Actividad antioxidante

En la Tabla 3.6 se muestran los resultados del andlisis del Pleurotus pulmonarius
después del proceso de secado donde se observa que el porcentaje de
antioxidantes aumenta significativamente dependiendo del proceso de secado
empleado, especialmente las muestras secadas por Ci son el las que presentaron
una mayor concentracion de antioxidantes, Smolskaite et al. (2014) evaluaron la
actividad antioxidante en Pleurotus spp. reportando concentraciones de 0.14 y
0.15 mg/mL, valores menores a los registrados en el presente estudio. El
incremento de la actividad antioxidante podria asociarse al aumento observado en
el contenido de flavonoides como rutina, morina y resveratrol (Akyuz et al., 2012) y
al de polifenoles, debido a que la actividad antioxidante esta en funcion de la
cantidad y el tipo de fitoquimicos presentes en el tejido. La mayor parte de su
potencial antioxidante es el resultado de las propiedades redox de los compuestos
fendlicos que les permiten actuar como agentes reductores, donantes de

hidrégeno y de oxigeno singulete.
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Registro en tramite

En la Tabla 3.7 se muestra el ANOVA de efectos de los diferentes tratamientos, el
cual indicd, que el tipo de secado no influyd en la concentracién de antioxidantes,
no asi, la temperatura, debido a que este pardmetro influy6 en la obtencion de una
mayor concentracion de antioxidantes, como se observa en la Tabla 3.6. Es decir,
los tratamientos L1y C1 son los que tienen mayor CA50, en los que se utilizaron
mayor temperatura de congelacion y menor temperatura de secado
respectivamente.

Tabla 3.7 ANOVA de efectos en la variable de antioxidantes

Source Term DE__Sum of squares Mean Square F-Ratio Prob Level
Tipo_de_secado 1 4.408333E-03 4.408333E-03 0.03 0.872718
B(A): Temperatura 2 0.267699 0.1338495 22.34 0.000532*
S 8 4.793267E-02 5.991583E-03

Total (Adjusted) 11 0.32004

Total 12

* Term significant at alpha = 0.05

3.6.1 Poder reductor

En la Tabla 3.8 se reportan los resultados del poder reductor, defensas

antioxidantes no enzimaticas. De acuerdo a los valores obtenidos, en el
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tratamiento, C:1 seguido de C: se encontraron los mayores valores, debido
problablemente a que a temperaturas entre 40 y 70 °C se presenta el mayor

porcentaje de retencién (Tsai et al., 2008).

3.6.2 Fenoles

Los fenoles totales son los principales antioxidantes en los hongos comestibles,
entre los cuales, se incluyen polifenoles, p-hidroxibenzoico, protocatéutico, galico,
gentistico, vanilico, siringico y fenilamina. En la Tabla 3.9 se muestran los
resultados obtenidos después del proceso de secado del hongo. Se puede
observar que en ambos métodos se lograron incrementar las concentraciones de
fenoles totales, no asi en las condiciones Ci1y Cz cuyas muestras presentaron las
mismas concentraciones. Lo anterior podria, atribuirse a que la eliminacion de
agua a temperaturas altas (secado por bandejas), favorece la retencién de dichos

compuestos, con respecto al secado por liofilizacion
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3.7 Polifenol oxidasa

En la cepa de Pleurotus pulmonarius estudiada se cuantificé la actividad
enzimatica de la polifenol oxidasa (PPO) la cual fue determinada por su cinética de
actividad. Esta prueba permiti6 evaluar la disminucidon o inhibicion del

pardeamiento enzimatico.

En la Tabla 3.10 se muestran los resultados obtenidos de actividad residual y del
porcentaje de inhibicion después del proceso de secado, en los cuales se logro
inhibir la PPO, asi evitando la degradacion de compuestos antioxidantes. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la condicion Ci presentd la mayor inhibicion,

seguida de Li1. Por lo contrario, el tratamiento L> mostré menor inhibicion.
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3.8 Lacasas

Las lacasas en hongos comestibles son proteinas monoméricas (Rajarathnam et
al., 1998), se producen y responden a inhibidores o promotores segun el tipo de
sustrato donde se cultivan (Chun y Cui, 2002). En la Figura 3.5 se muestra la
actividad enzimatica por lacasas en el hongo fresco y después del proceso de
deshidratado. Se puede observar que en hongo fresco la enzima siempre esta
activa, en tanto que, en Cz2y L2 se aprecia menor UAE debido a las temperaturas
efectuadas en el proceso, sin embargo, en el C1 y L1 a pesar de tener mayor UAE

presentan estabilizacion a partir del primer minuto.

3.9 Rehidratacion

Las muestras rehidratadas para evaluar la capacidad de absorcidén, esta
relacionada indirectamente con dafio estructural por la desnaturalizacion proteinas
bajo el efecto calor, concentracion de sales, desorcion de agua, destrucciéon de
pectinas y membranas celulares (Sanjuan et al., 2001). En la figura 3.6 se observa

una absorcion mas rapidamente al inicio del proceso y, va disminuyendo
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gradualmente hasta que el contenido de humedad alcanza un equilibrio, es decir,

gue todos los espacios inter o intracelulares estan saturados con la solucién

hidratante (agua). EI menor porcentaje de rehidratacion se presento en el L2 esto

se atribuye a un mayor dafio estructural, en tanto que L1 y C1 muestra valores

similares, por lo que indirectamente tienen menor dafio estructural.

3.10 Micrografias
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Para el dafio estructural del Pleurotus pulmonarius después del secado se

realizaron SEM, las cuales, se muestran en la figura 3.7. En la imagen C se

observa el mayor dafo estructural provocado al someter a los hongos a un

proceso de precongelamiento, al ingresar los hongos a -20°C inicia la aparicion de

cristales y al cambiarlo de temperatura (-80°C) incitd a una formacion de cristales

sobre los ya existentes, por lo que se presenté una segunda cristalizacion y, esto

ocasiond la ruptura de las hifas. En tanto, las imagenes B y D se aprecia menor

dafio estructural comparado con el hongo fresco, por lo cual a lo largo de este

trabajo han presentado valores mas altos con respecto a las otras dos muestras

analizadas, lo cual estéa relacionado directamente con el dafo estructural.
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Registro en tramite (Tabla) 3.1B-glucanos

En la tabla 3.11 donde L1 y C:1 presentan mayor retencion, sin embargo, a pesar
de ser los méas altos se muestra una reduccion de mas del 50% debido a la
termosensibilidad de este componente, que presentan una desnaturalizacién
convirtiéndose en glucosa. Los valores obtenidos son mayores a los reportados
por Suri et al, (2017) 1.91 (g / 100 g) para Pleurotus pulmonarius. Sin embargo, en
comparacion con otras especies es bajo, segun lo reportado por McCleary y Draga
(2016) para Agarius bisporus de 12.00 (g / 100 g) y 19.77 (g / 100 g) para Letinus
edodes (Bak et al., 2014). A pesar de esta diferencia el que presenta mayor

extraccién es Pleurotus debido a su facilidad y al bajo costo de adquisicion.
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En la tabla 3.12 se muestra en ANOVA de efectos, el cual indicd, que el tipo de
secado no influyen en la concentracion de B-glucanos, sin embargo, la
temperatura es la que presenta significancia para la obtencion de mayor

concentracion.

Tabla 3.12 ANOVA de efectos en la variable de 3-glucanos

Source Term DF Sum of squares Mean Square F-Ratio Prob Level
Tipo_de_secado 1 1.162519 1.162519 0.65 0.567520
B(A): Temperatura 2 116.6569 116.6569 1330.59 0.000065*
S 8 1.782552 1.782552 20.33 0.001978
Total (Adjusted) 11 0.7013834 8.767292E-02

Total 12 120.3033

* Term significant at alpha = 0.05
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3.12 Harinas enriquecidas

Se elaboro la harina en base a los resultados obtenidos, analizando la diferencia
entre L1 y Ci, entre estos no existe diferencia significativa de acuerdo a los
componentes principales, sin embargo, en el costo de cada uno de los métodos
influyo que la harina se realizara con el Pleurotus pulmonarius deshidratado por
bandejas a 55°C.

3.12.1 Carga microbiana

Para garantizar la inocuidad de la harina se realiz6 la determinacién de la carga

microbiana.

En la prueba de hongos y levaduras y coliformes totales se observo que no existio
crecimiento microbiano en ninguna de las diluciones por lo cual indic6 que los
procedimientos de la SSF, de deshidratacion, moliendo y tamizado fueron los
Optimos para garantizar la inocuidad, Garcia et al., (2014) obtuvieron 160 UFC de

coliformes totales debido a las condiciones de corte.

3.12.2 Anélisis sensorial

Con el objetivo evaluar el cambio en las propiedades organolépticas sobre las
harinas convencionales adicionadas con el suplemento de harina de P. pulmonarius

se realiz6 un analisis sensorial en las 6 formulaciones aplicadas en pan y galletas.

El panel definié las concentraciones de 10% para ambas harinas (arroz y trigo) son la
de mayor aceptacion (Figura 3.8), Okafor (2012) obtuvo que al afadir 10% de
Pleurotus a harina de trigo hace que las propiedades organolépticas se intensifiquen.

En cuanto a los pardmetros evaluados durante el analisis: color, sabor, textura y olor
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el panel indicé diferencias significativas para cada formulacion siendo la mayoria en

harina de trigo.

10 —

Grado de aceptacion

T10 T30 TS50 A10 A30 A50

Formulaciones

Figura 3.7 Grado de aceptacion de las formulaciones aplicadas a pan y galletas
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

El uso de residuos agroindustriales en la fermentacion en estado sélido permitio

tener los Pleurotus pulmonarius a bajo costo y con un alto valor nutricional.

La comparacion de dos métodos de secado, permitid tener nocidn sobre la
agresividad de cada uno de estos sobre los cuerpos fructiferos en cuanto las

propiedades sensoriales, fisicas y quimicas.

La precongelacion en el Pleurotus pulmonarius no es viable debido a que formé una
doble cristalizacion, la cual inicio con la formacion de cristales grandes y al cambiar
el rango de temperatura sobre estos cristales se formaron cristales pequefos los
cuales ocasionaron dafio estructural severo por la destruccién de las hifas, por lo que

perdié gran cantidad de sus propiedades fisicas y quimicas.

El tipo de secado no influyo significativamente en las propiedades quimicas, sin
embargo, el factor de impacto fue la temperatura de -20. En tanto que, a 55°C se
presentd mayor retencion de proteinas, antioxidantes e inhibicion de PPO. La
actividad antioxidante presentdé mayor concentracion en L1 y Ci. La mayor retencion
fue de fenoles totales en Ci1 y Cz (5 mMol para ambos), por lo cual, temperaturas
mayores concentran esta propiedad, lo contrario del poder reductor que presento

sensibilidad mostrando un ligero incremento comparado al fresco
La concentracién de B-glucanos mostr6é perdida después del proceso de secado de

mas del 50% comparado con el fresco (17.50 g/100g) por lo que es un compuesto

altamente termosensible.

Bajas concentraciones de Harina de Pleurotus pulmonarius presentaron minimas

modificaciones en textura, sabor, olor y color siendo las de mayor aceptacion.
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RECOMENDACIONES

Realizar una cinética del deterioro del hongo versus tiempo después del corte a

diferentes temperaturas.
Aplicar otros tipos de tecnologia de preservacion del hongo con la finalidad de reducir
los cambios fisicoquimicos, enziméticos que permitan reducir la perdida de B-

glucano.

Evaluar la vida atil de anaquel del hongo deshidratado, pan de miga y galletas con la

finalidad de conocer el tiempo en dias maximo de consumo.

Realizar diferentes tipos de alimentos suplementados con la finalidad de conocer la

aceptacion de producto alimenticio enriquecido.
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