Universidad Autdnoma de Tlaxcala

Posgrado del Centro Tlaxcala de Biologia de la Gotad

oy
n
n
n
n
n
n
n
n
u.
n
n
n
n
L |

“Evaluacion de la digestibilidaith vitro de las
fracciones proteicas del cuerpo fructifero de
Pleurotus ostreatus

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
P r e s e n t a

Johnny Mendoza Xochipa

Comité Tutoral

Codirectores
Dr. Gerardo Diaz Godinez
Dra. Alba Moénica Montiel Gonzalez

Tutores

Dra. Maria del Carmen Sanchez Hernandez
Dr. Jorge Soriano Santos

Tlaxcala, Tlax. Febrero 2011




biolégicas

UNVERSIDAD AUTONOMA DETLAXCALA M 5 2
Universidad Autéonoma de Tlaxcala .
Posgrado del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta 7
maestria en
Maestria en Ciencias Biologicas ciencias

COORDINACION DE LA MAESTRIA

CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del Proyecto de tesis de Johnny Mendoza
Xochipa realiza para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias Biologicas, expresamos que,
habiendo revisado la version final del documento de tesis, damos la aprobacion para que ésta sea
impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevara es “Evaluacién de la
digestibilidad in vitro de las fracciones proteicas del cuerpo fructifero de Pleurotus
ostreatus”.

Sin otro particular, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.

A tentamente
Tlaxcala, Tlax., agosto 12 de 2010

DRA. ALBA MONICA MONTIEL GONZALEZ

DR. GERARDO DIAZ GODINEZ _%g-
) ¥
J

DRA. MA. DEL. CARMEN SANCHEZ HERNANDEZ

DR. JORGE SORIANO SANTOS /v

DRA. BLANCA ROSA RODRIGUEZ PASTRANA

Sistema Institucional de Gestion de la Calidad Certificado Bajo la Norma:
ISO 9001:2000-NMX-CC-9001-IMNC-2000

Km. 1.5 Carretera Tlaxcala-Puebla CP 90070 Tel/Fax: 01(246)462-15-57 e-mail: posgradoctbcuat@gmail.com
Tlaxcala, Tlax.




El presente proyecto se realizé bajo la direcciéh dr. Gerardo Diaz Godinez en el
laboratorio de biotecnologia del Centro de Invesiign en Ciencias Biologicas (CICB) de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala.

El alumno Johnny Mendoza Xochipa recibid la becaend 266473 otorgada por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).

La tesis fue desarrollada en el programa de la tvlaesn Ciencias Biologicas de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala, la cual estastegfla en el Padron Nacional de Posgrado
(PNP).



Agradecimientos

Al Dr. Gerardo Diaz Godinez, por el apoyo que niieddr para la realizacion del proyecto y la

tesis, por los consejos y por compartir su concama sin reserva.

A la Dra. Alba Moénica Montiel Gonzalez, por sus ré@@os comentarios y aportaciones para

la realizacion de la tesis.

A la Dra. Carmen Sanchez Hernandez, por la revigigmortaciones realizadas a la tesis.

Al Dr. Jorge Soriano Santos, por la siempre buesgodicion de recibirme en su laboratorio

en la UAM-I, por las atinadas aportaciones al pctyg a la tesis.

A la Dra. Blanca Rosa Rodriguez Pastrana, pordagaciones hechas a la tesis y al proyecto.



Dedicatoria y agradecimientos

Dedicada a mis papas José Miguel Mendoza Gdéchearthil Xochipa Pérez. Por segunda
ocasién mas no la ultima, por ustedes y para usteas agradezco infinitamente su apoyo,
consejos pero sobre todo el amor que me brindaondicionalmente. Son mi orgullo y mi
razén de ser. Los amo.

Asi mismo, dedico la presente a mis hermanos AwytlydVlichael Mendoza Xochipa,
aunque el tiempo ha pasado y hemos escogido camdiferentes siempre tenemos uno
especial que nos une; la familia. Gracias por eyamue siempre me han dado. Los quiero y
admiro ‘in ogni sensb

Una dedicatoria especial a mi pequefia abuelital@ar Una vez mas agradezco sus
bendiciones y lo reitero, no es por lo que creo gior lo que sigue significando su mano en

mi frente. Le admiro la fortaleza con que supesaldversidades. La quiero.



Agradecimiento

A la persona que nunca dejo de creer en mi, quéonmed su apoyo en las cuestiones
académicas y personales. La que hizo que el cafiména mas ligero: Jennifer gracias por los
consejos y por las muestras de afecto que me kas G&.M.

“Grazie di esistere



Resumen

Al realizar propuestas de alimentos que puedanirseomo opciones para mejorar el
abastecimiento de proteinas, es necesario obsgueadicho compuesto sea aprovechable por
el organismo al cual va dirigido. Una de las forraagjue esto puede medirse es a traves de la
digestibilidad.

En este estudio se obtuvieron por solubilizacudatro fracciones proteicas (globulinas,
glutelinas, albumina y prolaminas) del cuerpo fifecd dePleurotus ostreatysa las cuales se
les determin6 el contenido de proteina cruda. Asimm, se realizd la evaluacion de la
digestibilidad de las fracciones proteicas y deplageinas del cuerpo fructifero Beostreatus
por el método de la AOAC (1990) y Torry (1963). @& hariana del cuerpo fructifero Be
ostreatuda digestibilidad fue de 97.26% con el método dAGAC y 98.38% con el método
de Torry. La digestibilidad de la fraccion de altdanfue de 82.69%, de la glutelina 95.87%,
de la prolamina 92.76% y de la globulina 89.23% elbmétodo de la AOAC. Ahora bien, con
el método de Torry modificado se obtuvieron losuigtes resultados albumina 83.70%,
glutelina 93.67%, de la prolamina 92.45% y de labglina 93.29%. Al haber una alta
digestibilidad de las fracciones proteicas Fle ostreatus se pueden adicionar a distintos

alimentos.
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1. Introduccion

Aportar informacion sobre digestibilidad y técniakes digestibilidadn vitro nos da la pauta
para realizar nuevas investigaciones con divergogatos y nuevas técnicas. Por ello, en este
trabajo se evaluo la digestibilidaul vitro de las fracciones proteicas y de la harina deadeas
del cuerpo fructifero dePleurotus ostreats; mediante los métodos de la AOAC (The
Scientific Association Dedicated to Excellence inafytical Methods) y Torry (modificado).
Ya que dichas fracciones proteicas proveniente®.destreatusaportan la mayoria de los
aminoacidos esenciales (lle 3.03, Leu 4.95, Ly5,3%et 0.97, Phe 10.32, Thr 3.45, Val 3.73,
Tyr 2.26, Ala 6.48, Arg 4.28, Asp 7.84, Glu 11.%7ly 3.90, His 2.05, Pro 3.17 y Ser 3.62
g/16g N) que el organismo humano necesita (Berm2ae3).

Los métodos de digestibilidad vitro como lo es el de la AOAC, se basa en crear un
medio similar al del organismo para que a travédadeapacidad que tienen las enzimas
digestivas se degraden las proteinas y mediantbidi®lisis de éstas se determina la
digestibilidad. EI Método de Torry, consiste enrbiitar las proteinas con enzimas como la
pepsina, tripsina, quimotripsina y acido clorhidran incubacién. Ahora bien, también existe
el métodain situ, en el cual se emplean bolsas con el alimentoteima a determinar dentro
del rumen del animal en diferentes lapsos de tieffpeca-Yesca 2004).

Por otro lado, existen métodos de digestibilidadivo, los cuales son de un proceso
laborioso y costoso, ademas de requerir del eng@agrandes cantidades de alimento (Bochi-
Brum y cols. 1999). La digestibilidad vivo puede evaluarse a través del método PDCAAS
(Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score), cual, se basa en los requerimientos de
aminoacido esenciales para los humanos y su caghgdra digerirlos. Es un método de
evaluacion reciente, fue aprobado por la Food amg) Bdministration (FDA) de los Estados
Unidos, la Organizacion para la Agricultura y lag@mizacion de las Naciones Unidas ademas
de la Organizacion Mundial de la Salud (FAO / OM£) 1993 como un método para
determinar la calidad proteica.

El conocimiento de la digestibilidad de los alintenés basico para establecer su valor

nutritivo y, por tanto, para la formulacién de mws, ademas para determinar la calidad de las



proteinas ya que no todas son digeridas, absorpidakzadas en la misma medida (Malca y
cols. 2006).

1.1Caracteristicas generalesPleurotus ostreatus

Nombres comune$leurotus girgola, seta comun, seta de ostra, hongo as&gn, seta de
chopo.

Nombre cientificoPleurotus ostreatus

Clasificacion cientifica

Reino: Fungi, filo: Basidiomycota clase:Homobasidiomyceteorden: Agaricales familia:

PleurotaceaggéneroPleurotus especieostreatus

Morfologia

Las especies d@. ostreatuses conocida por su forma de paraguas, sombreseld&ecm, muy
exceéntrico y variable, normalmente en forma de kbancon el margen primero incurvado y
después recto, a menudo ondulado. La cuticulaggseparable, es lisa y brillante, de color
muy variable, beige, gris claro, gris negruzcoie grulado. Laminas juntas, decurrentes hasta
la base del pie, de color crema. Esporada de gaotilaceo. Pie muy corto de 1-4 x 1-2 cm,
excéntrico o completamente lateral, recubiertovedlosidades de color blanco, carne firme y
fibrosa, blanca, de olor agradable a veces algadai(Garcia 1998).

Las setas poseen su pie mas lateral que céntactg gue su desarrollo se da en forma
de una ostra u oreja, de hecho a este hongo téumnta se la llamRB. ostreatustérmino que
deriva del griego pleura (costado o lado) y dehlatus, oreja. Para que la seta se desarrolle
adecuadamente se requiere de una temperatura yladradecuadas, asi como aire que aporte

oxigeno y cierta cantidad de luz (Gaitan 2004).

Cultivo

Se ha convertido en un producto comestible amplignezconocido en la industria de los

hongos cultivados. Su técnica de produccion sengilbarata, asi como su habilidad para
crecer de manera rapida en diversos residuos cagapisu adaptacion a diversas condiciones

climaticas, son caracteristicas atractivas quealiamentado el interés de muchos cultivadores.
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Las setas crecen de manera natural en troncossenrdposicion o en diferentes materiales
obtenidos como subproductos de las actividadesagsi Por esta razdn es posible cultivarlas
en desechos de la agroindustria tales como pulgafée bagazo de cafia de azucar y diversas

pajas de cereales (Martinez y cols. 2006).

1.2 Ciclo de vida d®. ostreatus

Las fructificaciones de los hongos constituyendosrpos reproductores en los que el hongo
forma sus esporas, las célula de dispersion dejchpara perpetuar la especie. Las esporas
pueden ser sexuales o asexuales. En la estruguma bdongo la fructificacion es el resultado
de un proceso sexual y formara las esporas enrgufpdil, el himenio, que es el ara inferior
del sombrero.

Las esporas deP. ostreatus(basidioesporas) al caer sobre un sustrato adecuad
germinan produciendo hifas y éstas, un miceliotegres la particularidad de ser uninucleado.
Un micelio uninucleado también llamado micelio pai, se fusiona con otro individuo para
producir un micelio binucleado, o secundario (sisidn nuclear). Esta union sexual se llama
plasmogamia y constituye el primer paso en la dyproidén sexual del hongo.

El micelio secundario tiene la caracteristica dsadellarse abundantemente y esta
masa es la que constituye el verdadero hongo. $depuformar uno o muchos cuerpos
fructiferos, en los cuales, en su himenio termitar@produccion sexual que es la formacién
de las esporas. Esta se forma en los basidios dantleva a cabo la fusion nuclear llamada
cariogamia y da como resultado la formacion deelgsoras. Para el caso Eeostreatuse
forman cuatro esporas por cada basidio, como eraj@ria de los basidiomicetos.

Los hongos también se pueden reproducir vegetatintarpor medio de fragmentos
obtenidos del micelio o del cuerpo fructifero. Eondiciones de asepsia, una porcién del
micelio secundario del hongo o una pequefia piekawpo fructifero, bajo condiciones
adecuadas de humedad, temperatura, y nutrimergoerén y dara mas hifas, formando un
nuevo micelio. EI método vegetativo es el mas eatfleen el laboratorio para reproducir a

los hongos.
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Figura 1. Ciclo bioldgico general de un hongo basidiomid@taon 2007).

1.3 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas compuestas gaorealC), hidrégeno (H), oxigeno (O) y
nitrogeno (N). La mayoria también contienen az\(8¢ y fésforo (P). Las mismas estan
formadas por la interseccion de varios aminoacidoglos mediante enlaces peptidicos. Los
aminoacidos contienen en su estructura molecularealos un grupo amino primario (-NH2),
un grupo de acido carboxilo (-COOH) y una cadeterdh (R) que es caracteristica de cada
aminodcido y que influye en sus propiedades.

Las proteinas se pueden clasificar de diferentaserag, por su forma, solubilidad,
composicién y funcién biologica. Por su forma, seidén en fibrosas (varias cadenas de
polimeros unidas a lo largo de un eje recto) y @mes (estructuras esféricas). Las proteinas
fibrosas son insolubles en agua. Las proteinasulgicds son solubles en sistemas acuosos
(Lehninger 2006).

Por su composicion se dividen en homoproteinas tgrdygroteinas (Badui 2006).
Segun la funcién biolégica que cumplen las proteisa clasifican en enzimas (catalizan

reacciones), proteinas de trasporte (hemoglobiream da membrana celular), proteinas de



almacenamiento, proteinas contractiles, proteinstsucturales, proteinas de defensa y
reguladoras (Lehninger 2006).

De acuerdo a su solubilidad se clasifican en 4cioaes. Albuminas, las cuales son
solubles en soluciones salinas diluidas y en alggaglobulinas son solubles en soluciones
salinas; las glutelinas son insolubles en aguapktasoluciones salinas pero solubles en pH
acidos o basicos y las prolaminas que son solaletanol.

La estructura de las proteinas se determina por seree de conformaciones
interdependientes, que a continuacion se citan:

Estructura primaria, que corresponde a la secuericiaal especifica (sin
ramificaciones) de aminoacidos de una cadena pigiea mediante un enlace peptidico, la
cual es el resultado de la traduccion de la inferéragenética contenida en la secuencia de
nucleétidos del ADN. La importancia desde el pudtd vista quimico de la estructura
primaria, radica en la secuencia de los gruposalate de los aminoacidos (cadenas laterales,
R) dado que es el componente variable de la maégué proporciona la identidad a la
cadena. Es tan importante esta secuencia que blacamsolo un aminoacido como resultado
de una mutacién, puede ser tragico para la vidanderganismo. El grado de tolerancia a los
cambios depende del grado de alteracion de la geanggie presente la estructura proteica,
asi como del comportamiento quimico que tiene tewa lateral del aminoacido sustituido
(polar, no polar, basico o acido). Cabe resaltartqdas las proteinas sin importar su nivel de
organizaciéon se originan de una estructura primapee posteriormente adopta una
conformacion tridimensional especifica (Voet y V2606).

Estructura secundaria, es el plegamiento de laneapleptidica sobre su propio eje para
formar una estructura tridimensional especificapvpcando la aparicion de motivos
estructurales, los mas comunes som-tetlice y la-lamina:

La estructura secundaria mas comun es-hlice, figura 3, se observa como forma
una estructura geométrica en espiral, muy unifoenda que cada vuelta esta constituida por
3.6 aminoacidos. La hélice se mantiene unida mezligoentes de hidrogeno entre el
hidrogeno del grupo amino del enlace peptidico mleaminoacido y el grupo carboxilo del
enlace peptidico de otro. Dentro de este grupo usElgn mencionar proteinas como el

colageno, la queratina y la elastina.



Figura 3. Representacion de la estructurbélice

La estructurg-lamina se caracteriza por presentarse de fornsmaga y extendida, como se
observa en la Figura 4, ademas posee un maximaldees de hidrégeno entre los enlaces
peptidicos. Esta estructura consta de varias cadmatidicas que permanecen enfrentadas y
se mantienen juntas con enlaces de hidrégeno arreglo a manera de zig-zag. La estructura
laminar formada le confiere flexibilidad mas no sticidad. Debido a que toda cadena
polipeptidica tiene un extremo C-terminal en umaatiion y un extremo N-terminal en la otra,
dos cadenas enlazadas con hidrégeno y una al kada dtra pueden correr en la misma
direccién, paralelas, o en direccién opuesta, ardlpla. Un ejemplo de estas proteinas es la
fibroina de la seda (Stryer 1995).



Figura 4. Representacion de la estruct@ramina.

La estructura terciaria, describe la conformaciéfinitiva y especifica de la proteina.
Durante el enrollamiento de la cadena peptidicea dar origen a la estructura terciaria, los
puentes de hidrégeno y las interacciones idnidadrefobicas entre una parte de la cadena y
otra son las fuerzas que mantienen los pliegu@®sicion espacial correcta.

Por otra parte, los puentes disulfuro (-S-S-) qudosman entre los aminoacidos de
cisteina pueden acercar partes que se hayan dstmtuna proteina, de hecho algunos sitios
activos de enzimas estan constituidos por elloen#és, en la proteina también se forman
algunos otros enlaces covalentes para mantenestisictara terciaria que por lo general es
globular. Con respecto a la estructura terciarigatkenas polipeptidicas largas, cabe destacar
la presencia de regiones compactas semi-indepaadieienominadas dominios, que se
caracterizan por poseer una geometria casi estsecifica con un interior hidrofébico y un
exterior polar. El caracter independiente del domnegs evidente cuando al separarlo de la
cadena, su estructura primaria es capaz de plegarse si misma para adoptar la
conformacion nativa.

Una proteina puede presentar mas de un dominicgraude interconectados por un
segmento polipeptidico carente de estructura secizgndegular y alternativamente estar

separados por una hendidura o una regibn menoa darla estructura terciaria de la proteina.



Los diferentes dominios de una proteina puedenrgdeamovimiento relativo que esta
asociado con una funcién (Robinson 1994).

Estructura cuaternarialeriva de la conjuncidon de varias cadenas pep$sdee,
asociadas conforman un multimero que posee pragesddistintas a la de sus monémeros
componentes. Dichas subunidades pueden ser iderdia#iferentes y se asocian entre si
mediante interacciones no covalentes, como pueglepuentes de hidrégeno, interacciones
hidrofobicas o puentes salinos para formar dimerosgros y tetrameros. En algunos casos
las cadenas aisladas son inactivas, pero en otredep cumplir la misma funcién que el

complejo, aunque con diferente cinética (LehnirZ§¥o6).

1.3.1 Aminoécidos

Los aminoacidos son la Unica fuente aprovechablaitiégeno para el ser humano, son
elementos fundamentales para la sintesis de la®ipas, y son precursores de otros
compuestos nitrogenados (Jacques y Pierre 2000).

Los aminoacidos desde el punto de vista nutrimesgaldividen en aminoacidos
esenciales y no esenciales.

Aminoacidos esenciales son aquellos que no puedesindetizados en el organismo, y
por ende deben incorporarse en la dieta mediagesta: fenilalanina, leucina, isoleucina,
lisina, metionina, treonina, triptofano y valinaufante la infancia y adolescencia: arginina e
histidina. Aminoacidos no esenciales son aquellos son sintetizados en el organismo:
alanina, cisteina, cistina, glicina, hidroxiprolinarolina, serina, tirosina, acido aspartico, y
glutamico.

Las proteinas no solo son fuente de aminoacidos, gile debido a su naturaleza
polimérica, su presencia influye en las caraciedstreoldgicas y en la textura del alimento,

gque hacen que éste se a mas aceptado por el caos@asanueva 2001).

1.3.2 Calidad de la proteina

El valor biolégico o calidad de una proteina degefuthdamentalmente de su composicion en

aminoacidos esenciales. Conocida ésta es posibteegr, dentro de ciertas limitaciones, su
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comportamiento en el organismo; para ello soloeggsario contar con un adecuado patron de
comparacion. El problema fundamental para seleacion patron reside en el hecho de que el
valor biolégico de una proteina no es constant®) gue depende de una serie de variables
entre las que se encuentran la especie, eda@syeelo fisioldgic§Suarez y cols. 2006).

Diversos comités de expertos de la FAO han propusistintos patrones en los afos
1956, 1965, 1970, 1973. La ultima propuesta deagmnismo es la realizada en 1985, que se
basé en trabajos experimentales de corta y largacidm, que evaluaron la cantidad de
nitrdgeno necesario para producir un balance dégaho en equilibrio (se dice que hay
equilibrio nitrogenado cuando la entrada dietétiea nitrégeno (ingerido) es igual a las
pérdidas) (OMS 1985; Casanueva 2001). No obstantks Ultimos afios, los estudios a cerca
de las necesidades de aminoacidos se han basadéteos que evallian el metabolismo de
los mismos, tales como el método de oxidacion t#irdel aminoacido, que consiste en marcar
con C13 al aminoacido en estudio y luego cuantiflaaproduccion de C£O13 en el aire
expirado, que es un indicador de la oxidacion ersile del aminoacido y por lo tanto sefiala
las pérdidas obligatorias del mismo. En la Ultineaigion de la Academia Nacional de
Ciencias de Estados Unidos, las necesidades estsnagdaminoacidos se basaron en estudios
que midieron la utilizacion metabdlica de los amidos. Los valores propuestos resultan
superiores a los anteriormente sugeridos por la EA@I 2005. De esta manera la Academia
Nacional de Ciencias propone un nuevo patron de@midos para nifios mayores de 1 afio y
adultos, el que puede tomarse como referencia ¢alcalar la dosis inocua de proteinas
ingeridas y para evaluar la calidad de las prosei@anenticias(Olivares y cols. 1989;
NRCRDR 1989; 1991).

Otro patrén con el que se cuenta es el huevo, ya equ el se encuentran los
aminodcidos sin que se dé un déficit o un excesordgino, lo que llevaria a un desequilibrio
que reduciria la utilizacion o aumentaria las ndeees de otros aminoacidos.

En esta evaluaciéon de la calidad de una proteimeealicia, se deben considerar dos
factores: su contenido en aminoacidos esenciasesdygestibilidad. El valor biolégico de una
proteina depende de la composicion de aminoacidds ks proporciones entre ellos y es
maximo cuando estas proporciones son las necespaai@s satisfacer las demandas de

nitrdgeno para el crecimiento, la sintesis, y ragan tisular. El valor biolégico, estd ademas
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condicionado por las diferentes velocidades demmbaa de aminoacidos en los distintos
tejidos y por consiguiente no es una constantecpigose encuentra influido por la especie, la
edad y el estado fisiolégico del individg@PS 1997). Sin embargo esta estimacion esta

incompleta si se desconoce el porcentaje de dijjesdid que posee la proteina.

1.4 Alimentos con aporte proteico

1.4.1 Carne

La carne es un medio muy util y eficiente de abastqroteina. En occidente, la carne de
bovino es la de mayor consumo, seguida de la clrp®rcino, ovino y caprinos, y constituye
una excelente fuente de proteinas de alta calegakcialmente apreciadas por poblaciones
urbanas. El promedio de consumo alcanza 90 kg eswupbr persona en los paises
industrializados. ElI consumo promedio ha tenido awmento creciente desde 1960,
recientemente se han expresado inquietudes sobieosuidad, tanto por la presencia de
patdgenos y productos toxicos de la misma, comoymar aparente asociacion entre el
incremento de consumo y el incremento de canceorregtal. Existen otros factores
econdmicos Y filoséficos que abogan contra el caomsde la misma. No se puede negar la
calidad de sus proteinas en términos nutricionpg® no debe olvidarse que las mismas
forman parte de un sistema complejo, en el quen gsEsentes ademas, otros componentes
que repercuten en color y sabor, asi como en ssiblg® efectos negativos sobre la salud,

particularmente los lipidos (Badui 2006).

1.4.2 Huevo

Se trata de un alimento valioso por la equilibradaporcion de proteinas, carbohidratos,
grasas, minerales y vitaminas que contiene. Debkganto de vista energético, un huevo de
659 proporciona unas 95 Kcal. Al suministrar muchogientes en cantidades moderadas de
energia resulta util en las dietas de control d@® geen la alimentacion de personas sedentarias
o enfermas que realizan poca actividad fisica ledes tienen que controlar la ingesta de
energia pero necesitan aportes adecuados de tesridianto la clara como la yema de huevo

contienen proteinas, pero mientras que en la slencuentran en una solucion acuosa, en la

10



yema van unidas a sustancias lipoides. La prot@h&auevo entero tiene un valor biolégico
muy alto (94 en una escala de 100), ya que esenicaminoacidos esenciales. Su calidad
supera incluso a la proteina de la leche, a |pestado y a la de la carne, lo que hace que se
emplee como patrén para medir la calidad de ot@t®imas. La grasa se encuentra en mayor
proporcion en la yema (donde supone casi un teleigeso total); sin embargo, en la clara
s6lo se encuentran trazas de grasa. La fracci@idgdel huevo contiene grandes cantidades
de &cido oleico y acido linoleico, ambos muy imantés desde el punto de vista nutricional.
El elevado contenido en colesterol, especialmemteantrado en la yema del huevo, ha sido
el responsable del descenso en el consumo deliestat@ en los Ultimos afos. Sin embargo,
en el control de la colesterolemia tiene mas imftige la cantidad y tipo de grasa de los

alimentos que su contenido en colesterol (Orte @820

1.4.3 Leche

En promedio puede sefalarse que la leche de vatiarm® un 87.6% de agua. El resto de los
componentes son grasa 3.4%, proteina cruda 3.8c¥6sh 4.6%, cenizas 0.8%. En términos

de sdlidos no grasos estos ascienden a un 8.9%dygstotales un 12.3%. La mayor parte del

nitrogeno de la leche se encuentra en la formaateipa. La concentracion de proteina en la
leche varia de 3.0 a 4.0% (30-40 gramos por lifEbporcentaje varia con la raza de la vaca y
en relacién con la cantidad de grasa en la leckisteEuna estrecha relacion entre la cantidad
de grasa y la cantidad de proteina en la leche@uaayor es la cantidad de grasa, mayor es la
cantidad de proteina. Las proteinas se clasificalos grandes grupos: caseinas (80%) y
proteinas séricas (20%) (Hazard 1997).

1.5 Alimentos alternativos con aporte proteico

1.5.1 Vegetales

Las proteinas vegetales constituyen una fuenteuttementos e ingredientes funcionales de
interés por su variedad, disponibilidad y cost@mleéndose tanto las propiedades funcionales
como los beneficios de cada proteina, sin embasgas proteinas no contienen la cantidad de

aminoacidos necesaria que el humano requiere (2od&G).
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1.5.2 Soya

Las proteinas de la soya son una mezcla heterogiengkbulinas (60 a 75% del total) y de
albuminas, con pesos moleculares muy variadosbleslen disoluciones salinas y en agua, y
precipitan en su punto isoeléctrico, en el intendd 4.2 a 4.8. En general, las proteinas de las
leguminosas son ricas en aminoacidos indispensalédss como la lisina, treonina,
isoleucina, leucina, fenilalanina y valina; sin ergo, son deficientes en metionina y cisteina.
Algunos procesos de obtencién de aislados de peotid soya a pH muy alcalinos provocan

todavia una pérdida de dichos aminoacidos azufr@imui 2006).

1.5.3 Hongos

El valor nutricional de los hongos fue practicareaghorado durante mucho tiempo (Méndez
y cols. 2005), a pesar de su valor como alimemio en proteinas y propiedades medicinales
(Sanchez y Royse 2002). Estos se distribuyen amefite por todo el mundo, existen
aproximadamente 10,000 especies de las cualeglsbii¥o son comestibles (Guzman y cols.
2006). Cabe resaltar que. ostreatustiene un 27.99% de proteina en base seca (LOpez-
Sanchez 2010), presenta la mayoria de los amiras@sdenciales, entre los que se puede
mencionar a la isoleucina, leucina, lisina, mehanivalina (Soto y cols. 2005), ademas
contiene un 57% de carbohidratos y 14% de fibradarda fraccion de lipidos es
pocosignificativa, sin embargo, los acidos grasmsgedominantemente insaturados (Breene
1990). El contenido de humedad de las setas e8%e € ha reportado también la presencia
de riboflavina, tiamina, niacina, acido ascoérbigoido linoleico, calcio y fosforo, indicando
gue los basidocorpos de este género son fuentégdeoa complejos de vitamina B, fibra,
proteina y acido linoleico (Bautista y cols. 200®demas, P. ostreatuses un hongo
gastronOmicamente de primera calidad; se han famuto algunas sustancias aromaticas
responsables en gran parte del aroma y delicidsor saracteristico de este tipo de hongos
(Bermudez 2003).
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1.6 Digestibilidad

La digestibilidad es uno de los indicadores méalizatios para determinar la calidad de las
proteinas debido a que no todas son digeridasrkatlas y utilizadas en la misma medida. Las
diferencias en digestibilidad pueden deberse etastinherentes a la naturaleza de las
proteinas alimentarias, a la presencia de compesemb proteicos con influencia en la
digestién (fibra de la dieta, taninos, fitatos)aaresencia de factores antifisiolégicos o a las
condiciones de elaboracion que pueden interferlogiprocesos enzimaticos de liberacion de
los aminoacidos (Church y Pond 1990).

La digestibilidad proteica se puede determinar yamos métodos, entre ellos, la
digestibilidadin vivo, ya sea aparente o verdadera, directa o indirgdi,digestibilidadin
vitro utilizando enzimas (FAO/OMS 1992). En la actualiddas regulaciones de la
Association of American Feed Control Officials (AD) no permiten que los fabricantes de
alimentos para animales incluyan datos de digéghbi de caracter cuantitativo o
comparativo en sus etiquetas.

Los alimentos con una digestibilidad igual o supeal 80% en materia seca son los
apropiados para las mascotas, debiendo rechazakpiier alimento cuya digestibilidad sea
inferior al 75%; sin embargo, la gran variabilidaw la calidad de la proteina presente en los
alimentos comerciales hace que la determinacidsudéigestibilidad sea de gran importancia
(Case y cols. 1997).

La digestibilidadin vivo (evaluaciones de alimentos que se realizan enmgdean
animales)en ratas es un meéetodo ampliamente utilizado patarrdmar la calidad de los
alimentos de uso humano. Asi mismo, la fisiolog@estiva de la rata es similar a la del
canino; sin embargo, la determinacion de la digéstad en ratas presenta algunos
inconvenientes como son el tiempo de su ejecudi@ias), la cantidad de alimento empleado,
la necesidad de instalaciones, personal capacigdmsto y el manejo de animales, ademas
de que el tiempo empleado para obtener los ressltad sirven para la evaluacion comercial

de alimentos (Cordova 1993).
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La técnicain sity, también llamada “de la bolsita de nylon” (drskpwols. 1980)
permite estudiar la cinética de desaparicion deleaito en el rumen de animales fistulados. El
alimento se coloca dentro de bolsitas de nylorades y luego en el rumen de los animales, el
retiro de distintas bolsitas a lo largo del tiengeasmite medir la cantidad de material que ha
desaparecido. La fraccion del alimento que no sgpera dentro de las bolsitas se asume que
ha sido degradado, de este modo se construye Va cl&r desaparicion. Esta metodologia
representd un adelanto muy importante dentro dapoade la nutricion de rumiantes, debido
a que permite el estudio de la cinética de degranaEsta técnica ha mostrado un buen grado
de asociacion con el consumo y la digestibilida pdimentos como forrajes frescos y henos
(Drskov 2000).

Por un lado, la digestibilidaich situ puede tener modificaciones segun sea el alimento,
tal es el caso del silaje y el maiz, en el cuahsgba el material fresco y picado en reemplazo
del seco y molido para garantizar la veracidadoderésultados obtenidos. La necesidad de
animales canulados, la limitacion en el nUmero destras a procesar por animal canulado y
los costos asociados son las principales razonetapaue esta técnica solo se emplea en
centros de investigacion y no resulta practica [saratorios de servicios.

Por otro lado, las técnicas vitro intentan simular el proceso de digestion que ecurr
en el rumen donde se lleva a cabo la mayor partéaddegradacion de los alimentos
voluminosos (forrajes frescos y conservados). Listermasin vitro segun el tipo de
informacion que ofrecen se pueden distinguir etdomicas de punto final y aquellas que
aportan informacion sobre las cinéticas de digeslids estudios de punto final informan la
cantidad o proporcién del alimento desaparecidoognliciones especificadas como ambiente
y tiempo de incubacion.

Ahora bien, la llamada digestibilidad vitro refleja la digestibilidad potencial de los
alimentos debido a que ha sido ajustada con medisimn vivo a nivel de consumo de
mantenimiento. No obstante, son una excelente dugatinformacion teniendo en cuenta su
bajo costo y la rapidez con que se obtienen ladtestos. Dentro de este grupo se encuentran
las que utilizan licor ruminal (Tilley y Terry 196&oering y Van Soest 1970) y las que

emplean complejos enzimaticos (Aufrere 1982).
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El método de Tilley y Terry (1963) es el mas argigude mayor difusion. Este sistema
de evaluacion fue probado con resultados de dimiédsid in vivo obtenidos con ovejas
estabuladas alimentadas a nivel de mantenimiergta tcnica ha sido utilizada durante
muchos afos para evaluar todo tipo de alimentas nquaniantes sin haberse determinado, en
muchos casos, su correspondencia con nuevas nregcio vivo que garanticen su
confiabilidad.

Le técnica descrita por Goering y Van Soest (12na)iza la digestibilidath vitro de
la fibra insoluble en detergente neutro, ademéaka digestibilidad de la materia seca. Esto
representd un avance sobre el estudio de la digetsd de alimentos fibrosos, pero en forma
similar a lo comentado para la técnica de Tillefeyry (1963), para el caso de los silajes la
comparacion de los resultadiosvitro con losin vivo ha mostrado resultados variables. Tanto
la técnica de Tilley y Terry (1963) como la de Gogry Van Soest (1970) son las
metodologiagn vitro mas difundidas en los laboratorios comerciales. diéerencias entre
ambas técnicas son importantes para quien intarfze resultados del analisis, asi que se
debe conocer la técnica que se uso para la detaridim

Ahora bien, existe una técnigavitro llamada de produccion de gas, la cual proveen
informacion sobre la cinética de digestion de lamentos, esto es la proporcion del mismo
qgue es degradada a lo largo del tiempo. La téatécaroduccién de gas asume que el gas
medido es consecuencia de la degradacion de latrauwesalimento. Por lo tanto al medir la
cantidad de gas producido durante la incubaciémssene que la degradacion de la materia

seca del alimento evoluciona de modo similar (Wéaierzicz 2006).

1.6.1 Digestibilidad de las proteinas

La digestibilidad de la proteina se define comfrdacion de nitrégeno absorbido en el tracto
gastrointestinal con respecto al ingerido coniet@hto. La determinacion de la digestibilidad
de los nutrimentos es el primer paso en la evalnagdel potencial de un ingrediente para su
uso en una dieta alimenticia (Allan 2000). La didpgdad es una forma de medir el

aprovechamiento de un alimento, es decir, la thdlicon que es convertido en el aparato
digestivo en sustancias Utiles para la nutricibom@rende dos procesos, la digestion que

corresponde a la hidrdélisis de las moléculas cojplde los alimentos, y la absorcién de
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pequefias moléculas (aminoacidos, acidos grasad)ietestino (Manriquez 1994). Se emplea
la digestibilidad para evaluar la calidad de latgirea debido a que no todas son digeridas,
absorbidas y utilizadas en la misma medida.

En la actualidad el método sugerido para evaluaalidad proteica es la calificacion
del computo quimico o escore de aminoacidos catoegor digestibilidad proteica (protein
digestibility corrected amino acid score) o PDCAASte método fue propuesto en 1991 por
la FAO y ha reemplazado al PER (Relacién de Efm#&erProteica) como la norma para
calcular el porcentaje del valor diario de protetneel rotulado de los alimentos para adultos y
ninos mayores de un afio de edad. Para cumplir genrdquerimientos proteicos mas
rigurosos, el PDCAAS compara el perfil de aminodside una proteina en estudio con las
necesidades del nifio mayor a un afio que represkstaequerimientos mas exigentes de los
diferentes grupos etarios a excepcion de los lsgtajue se comparan con la leche humana. El
PDCAAS mas alto que pude recibir una proteina @slLhs calificaciones por encima de 1.0
se nivelan pues todos los aminoacidos en excesomatilizados para sintesis de tejidos, sino
que son desaminados y oxidados para ser utilizasosel metabolismo energético o
almacenados como tejido adiposo.

El PDCAAS se calcula multiplicando el valor corresgiente al escore por el valor
correspondiente a la digestibilidadNRCRDR 1989-1991; Crim y Munro 1988). La
digestibilidad ideal es 100%. Las proteinas deeorignimal poseen una buena digestibilidad,
lo que implica una buena absorcién, mientras gsedk origen vegetal, la suelen tener
generalmente inferior (Gomez 2000).

En la practica nutricional no se dispone de infaidra recopilada y actualizada con
respecto a los valores de escore y PDCAAS de Iowatos habitualmente utilizados en los
planes de alimentacién. Los datos disponibles a®resen su mayoria se basan en la
comparacion con la proteina del huevo y resultarigtanto inferiores a los calculados segun
el patron de aminoacidos esenciales propuesto @odftAlO en 1985 y por la Academia
Nacional de Ciencias en 2002. Esta investigacitme, g llevo a cabo con la finalidad de
calcular el PDCAAS en varios alimentos, resultaitiledad para precisar el calculo de la dosis

inocua de proteinas dietéticas en situaciones gig@é especiales como embarazo, lactancia,
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preescolares, vegetarianos, nefropatias y paealaacion de mezclas de proteinas en las que
se busque aumentar la calidad de alguna de lasas(shtlward 1992; Schaafsma 2000).

La puntuacion de una proteina refleja su conteerdaminoacidos en comparacion con
la proteina ideal. Sin embargo, cuando se necasitacer la utilizacion de los aminoacidos en
el organismo es necesario realizar la correccidrvaler del puntaje segun la digestibilidad
proteica (PDCAAS) (Suérez y cols. 2006).

1.6.2 Factores de variacion en la digestibilidad

Son muchos los factores que influyen sobre la tigkdad de los aminoacidos. Los mas
importantes corresponden a nivel y origen de lefibontenido y tipo de factores nutritivos,
caracteristicas fisicas y quimicas de la protesha@mo condiciones de procesado a las que ha
podido estar sometido el alimento.

En el caso particular de los cereales el contemdofibra y las caracteristicas
fisicoquimicas de las proteinas son los principdéetores de variacion, si bien ciertos
tratamientos como la extrusion o la expansion dedgertenidos en consideracion cuando se
realicen estos procesados.

Para el sorgo el contenido en taninos tiene queoseado en cuenta. Los taninos
forman complejos con las proteinas confiriéndoles resistencia a la hidrolisis enzimatica y
también pueden formar complejos con las propiasnm&® proteoliticas segregadas, con lo
cual éstas quedan inactivadas. Por tal razongetehegativo sobre la digestibilidad es tanto

incrementando las pérdidas exdgenas como enddgenas.

1.6.3 Efecto de la fibra

La inclusién de fibra en la dieta origina un aumoedé la descamacioén de las células del
epitelio intestinal e incrementa también la sedrecle mucina, todo lo cual supone un mayor
valor de las pérdidas enddgenas de aminoacidos tapm una disminucion del coeficiente de
digestibilidad aparente.

La influencia del contenido en fibra de la diethrsoestas pérdidas depende a su vez

del grado de lignificacion.
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Por otra parte la lignina es capaz de adsorber ciuitios y péptidos sencillos
impidiendo con ello su absorcién intestinal. Edtxt® de la lignina puede ser debido a que
forma en su molécula enlaces con los aminoacidesocoonsecuencia de su caracter
hidrofobo. También, en estudids vitro, parece haberse demostrado que la fibra puede
también adsorber la tripsina y quimotripsina padticas, ya que un exceso de lignina en el
medio digestivo provoca un descenso significativéeeactividad de estas enzimas digestivas.

También otras sustancias, como las pectinas, ge@aguincluidas dentro del término
analitico tan amplio de fibra bruta, pueden forgeles y de esta forma dificultar la accion de
las enzimas digestivas. Han comprobado que lasiiziude un 5% de pectinas en dietas para
cerdos que contienen un 20% de soja origina unedsscen la digestibilidad de los

aminoacidos esenciales de entre 3.5 y 16.3 unigaatesntuales.

1.6.4 Efecto de las caracteristicas fisicas y quasén la digestibilidad

Es un hecho perfectamente conocido que la digkdfi de las proteinas y de los
aminoacidos dependen también de las caracteridigiaas de las proteinas (solubilidad y
configuracién espacial de la molécula), asi comoi€kas caracteristicas quimicas, como son
la composicién en aminoacidos y la secuencia denismos en la estructura de la molécula.
Légicamente estas caracteristicas fisicas y quémispenden de la proteina alimenticia
original o de los cambios que sufra la misma deréod procesados a que pueda ser sometida.
Asi, por ejemplo, la zeina, principal proteina uhaliz, tiene una digestibilidad relativamente
pequefia como consecuencia de la baja solubilidaghsenta en el jugo gastrico y ejugb
intestinal.

Las prolaminas glutelinas corresponden a las proteinas de resgmeason de mayor
solubilidad que lasalbuminas y globulinas (proteinas fundamentalmessteucturales), la
digestibilidad de loaminoacidos en los cereales y sus subproductosnesajmente alta. Sin
embargo, el repartale la proteina bruta en estas proteinas no explitsimente las
variaciones de la digestibilidade los aminoacidos, ya que el contenido en losatifes
componentes de la fibra y é@mposicion aminoacidica de la proteina son tamisiéiores de

gran influencia.
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La configuracion espacial natural de ciertas pnateiresulta ser desfavorable en
relacion con su digestién en el aparato digestiuw.este sentido, la proteina de muchos
alimentos vegetales con alto contenido en cistiresgmta una resistencia a la accion
enzimatica de la tripsina, que se atribuye a labd&dad de la molécula originada por un gran
namero de cadenas disulfuro.

La eficacia de digestion de una proteina puedeitamiepender del nimero de enlaces
peptidicos sobre los que las enzimas proteolitiegien un lugar de actuacion preferencial
para la escision de las proteinas. La pepsinagyilaotripsina rompen fundamentalmente los
enlaces peptidicos de los aminoacidos aromaticesty puede explicar la acumulacion de
péptidos en el intestino delgado cuando se sumanglatina a los cerdos, que, como es
sabido, es una proteina con escaso contenido emaonos aromaticos.

La tripsina presenta una estricta especificidadaemptura de los enlaces peptidicos
correspondientes a los aminoacidos arginina ydigm por tanto, puede comprenderse
facilmente que el maximo nimero de cadenas peptidieparadas de la molécula proteica sea
similar a la suma de los residuos peptidicos dmiaayy lisina. Las uniones lisina-prolina y
arginina-prolina son, por el contrario, muy resigts a la accion de la tripsina.

Es logico entonces pensar que el elevado contegridprolina de las proteinas de
muchos cereales, unido a los normalmente bajo®wcigias en arginina y lisina, favorece el
que estos dos aminoacidos se encuentren en lastasts proteinicas unidos a la prolina y
con ello se produzca un bajo valor de la digesdidi de estos dos aminoacidos esenciales.
Una excepcion la constituye el arroz donde haymagor concentracion de lisina y arginina
en relacion a la prolina, esto explica la elevaigedlibilidad de la lisina y de la arginina
(Jondreville y cols. 1995).
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2. Antecedentes

Entre las técnicas quimicas de evaluacién nutridioficiales existen algunas que se pueden
aplicar independientemente de la especie, perotms @asos es indispensable que los
resultados sean validados con evaluacianegivo, ésta es la situacion de las técnicas de
digestibilidad, las cuales constituyen un parameteo calidad muy importante. No hay
evidencia de que la metodologia oficial para detemdigestibilidadn vitro (AOAC 1990)
posea buena correlacion con la digestibilidad encaharon. Por otro lado, existen
publicaciones (Carrillo 1994; Lazo 1994; Ezquerg®7) que han desarrollado metodologias
in vitro con enzimas de los propios camarones, pero nindenestas se ha oficializado por
falta de correlacion con los resultados vivo, 0 porque sélo se pueden aplicar para
ingredientes y no para alimentos (Nieto-Lopez 2005)

La digestibilidadin vitro es el método mas utilizado histéricamente paraueval
forrajes y reservas forrajeras. Sin embargo, stibrada digestibilidadn vivo en un 15%,
debido a que esta estandarizada con un periodedeacion, con licor ruminal, de 48 h en un
tubo de ensayo. Este periodo de incubacion exdetiemgo que el silaje es retenido en el
rumen, que se estima en menos de 24 horas en leab@sas o novillos en engorde de alta
produccion.

Se estd empleando la degradabilidaditro y la produccion de gas vitro. Con este
altimo método uno puede tener un patron de ferncentaen el tiempo. De todas maneras
siempre queda pendiente cual es el tiempo adealmdermentacion que habria que utilizar
para que los valores estimen adecuadamente latibiigad in vivo. Por ejemplo, en la
Universidad de California en Davis utilizan la puodion de gasn vitro en 24 h para
determinar la digestibilidad de silajes y forrajgs. grupo de investigadores de USA (Silage
Working Team) recomienda evaluar la digestibilidizdl silaje incubando bolsitas de nylon
situ por 24 h, pero esto requiere un animal con figtuhainal, lo que en muchos casos es una
complicacion. También un Instituto de asesoramianpooductores de USA (FARME) utiliza
dicho criterio para balancear dietas de vacas tashgue consumen silaje como parte de la
racion. Se ha observado que los valores de deglidddbin situen 24 h estan en el rango de
la digestibilidadn vivo (Di Marco 2005).

20



La mejor forma de determinar el valor nutritivo we alimento consiste en analizar de
manera directa los coeficientes de digestibilidad stis nutrientes mediante ensayos de
digestibilidadin vivo. Sin embargo, estos ensayos resultan en muchos pasogracticos o
inviables para ser utilizados de manera rutinada lg industria de fabricacion de piensos
(debido al tiempo y costo econémico que conllevad¢gmas de que no se pueden realizar para
cada pienso que se fabrique. Por ello resulta aie igterés el desarrollo de nuevos métodos
que permitan estimar de un modo sencillo, rapigogo costoso este valor nutritivo, con base
en determinaciones mas sencillas.

En la actualidad ya existen ecuaciones de predicdad valor energético, para dietas
de conejo, basadas en los constituyentes de ld darta célula vegetal, por ser éstos los que
mas condicionan la digestibilidad de la energiangia bruta consumida menos la cantidad de
energia bruta excretada en heces) del alimento.

Los métodos enzimaticos de digestidrvitro que tratan de reproducir el proceso de la
digestion podrian ser una alternativa. Estos métgddian sido contrastados en otras especies
monogastricas (cerdos y aves) obteniéndose alteedamones con las digestibilidadesvivo
y por tanto, buenas predicciones, pero la posdilide aplicarlos a alimentos para conejos no
se habia estudiado hasta el momento.

La utilidad de los métodos de digestiarvitro se puede contemplar desde dos puntos
de vista. Por un lado, a las empresas fabricardgealicthento para animales les supone un
importante ahorro de tiempo disponer de un sistdmdaboratorio eficaz y rapido para
determinar los coeficientes de digestibilidad de tutrientes (el valor nutritivo) de las
raciones que van a suministrar al ganadero, enr ldgatener que hacer ensayos de
digestibilidadin vivo.Por ello surge la necesidad de prediccion del valtritivo por métodos
exclusivamente de laboratorio. Por otro lado, erestigacion cientifica es muy ventajoso
poder hacer una simulacién aproximada en el labooadle los distintos pasos de la digestion
del conejo. Por esto, la digestibilidadvitro se constituye en un sistema nuevo de valoracion
de alimentos (Ramos-Talma 1995).

El método mas empleado en las evaluaciones ddidadanutricional de las proteinas
en general y de las de origen microalgal, ha saddel eficiencia proteica (PER), el cual esta

basado en experimentos de alimentacion a cortm flde tres a cuatro semanas) de ratas
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recién destetadas. La respuesta a las dietas sesaxgn términos de peso ganado por unidad
de proteina consumida. El valor de PER obtenide@mepara con el de una proteina de
referencia, como la caseina, que en la practieswsme posee un valor de 2.50.

Aunqgue la estimacion del PER ha sido el método apéisado para evaluar la calidad
de las proteinas, tiene ciertas limitaciones. liacppal fuente de errores consiste en utilizar la
ganancia de peso como el Unico critgggr sede valor proteico. Por estas razones, se ha
recomendado la utilizacion de otros métodos mascifsms para evaluar la calidad de la
proteina de la microalga (Chlorella vulgaris), colmatilizacion de proteina neta (UPN) vy el
valor biologico (VB).

En adicion a los métodos biologicos, los datos iac@s sobre la composicion
aminoacidica de la proteina y su digestibilidaditro permiten llegar a ciertas conclusiones
para determinar su valor nutricional. Entre los adés utilizados con mas frecuencia se
destacan las distintas expresiones para el conguitnico y simulacionesn vitro de la
digestibilidadin vivo, el indice de aminoacidos esenciales modificadstepimrmente por
Mitchell, asi como la determinacion de la lisina disponibfainque estos métodos
proporcionan una valiosa informacion sobre el valdritivo de las proteinas, su aplicacion en
evaluaciones de microalgas ha sido muy limitadar 8o parte, la Food and Drug
Administration (FDA) manifestdé en 1993 la necesidaddisponer de métodos perfeccionados
para la evaluacion de la calidad proteica de liosesitos y recomienda la sustitucion del PER
y la introduccién con fines regulatorios del céngpdé aminoéacidos corregidos en funcién de
la digestibilidad proteica (PDCAAS), para la evalida nutricional de los productos
destinados al consumo humano. Ha sido demostrasasigncia de una correlacion altamente
positiva (r = 0,90) entre los valores de pH inmtdiegente a los 10 min de iniciada la digestion
in vitro, con el sistema enzimatico tripsina-quimotripgiegtidasa y la digestibilidad aparente
in vivo en ratas, lo cual constituye un elemento de gréor yaedictivo en la realizacion de
evaluaciones nutricionales, no referido con antieldal en las investigaciones efectuadas con

microalgas (Morris-Quevedo y cols. 2003).
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2.1 Contenido de proteina en hongos

Los hongos comestibles son ricos en proteinas lidada muy parecidos al contenido de
proteina que poseen las leguminosas y la lechegleso algunos de ellos poseen proteinas
cuya digestibilidad es mayor a la de leguminosasté@ha 2002).

El contenido de proteina cruda en los hongos naesta extrema variacion entre
distintas especies. La proteina puede variar ddsde9% en peso seco para especies de
Auricularia, hasta valores tan altos como 44% en peso sea@ppecies d&garicus

En las especies d&eurotusel contenido de proteina varia de 8.9% parapuntiay
38.7% pard. limpidumambas en peso seco. La composicion del sustrai tiea influencia
significativa sobre el contenido de proteina denlmsgos.

Bautista y cols. (1999) realizaron la determinackinomatologica de tres cepas
mexicanas deP. ostreatus El analisis, expresado en g/100 g en peso ses@lor que
contenian un 28.50% de proteina. Asi mismo, enamntr cantidades significativas de
riboflavina, tiamina, niacina y acido ascoérbicopaso seco; los contenidos de calcio y fésforo
no fueron significativos. Se concluyd gBe ostreatusgpuede proporcionar a la dieta algunas
vitaminas del complejo B, fibra dietética, proteynacido linoleico.

En el afio 2000, Vargas-Alvarez determind la dipditad in vitro por el método de
Torry de la proteina en base secaAgmricus bisporugcon un 70%. También el champifion
contieneuna gran variedad de &cidos grasos y altas coac@ries de acido palmitico y
linoleico.

Bermudez y cols. (2003) determinaron el contenielgbteina en diferentes periodos
de tiempo de exposicion a la luz durante el peridedructificacion (4, 8 y 12 hrs.) eR.
ostreatus Se demostrd que la luz no afecta el contenidprdeeina bruta ni los niveles de
aminoacidos en la biomasa fungica obtenida. Lodeomhos de proteina bruta en los tres
grupos experimentales resultaron similares a lésrides para el mismo hongo cultivado
sobre pulpa de café con un 28.90% en base se@p&stentaje es superior al Agaricus
bisporus especie mayormente comercializada a escala auiemal, los niveles de proteina
bruta fueron de 26.3%.
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Ahora bien, Cruz y cols. (2004) reportaron pgarastreatugcultivado sobre residuales
azucareros) en peso seco un contenido de proteiteade 24.20%, asi como 13.90% de fibra
bruta.

Por otra parte, Lelley (2004) reporté un 21.7% detgina en peso fresco de
ostreatus.Asi mismo, reporté los siguientes aminoacidos (®@gt hongo fresco): cisteina
28, isoleucina 82, leucina 139, lisina 126, menhari5, tirosina 219, treonina 219 y valina.

En 2005, Belewu realizé la comparacion del contendé proteina eiolvariella
volvaceacultivada sin y sobre hojas de platano. El efedbseovado fue que el hongo
cultivado en ausencia de hojas de banana obtuvontenido de proteina cruda de 6.81%, el
cual es menor al 10.25% presente en los hongasaddts utilizando como sustrato hojas de
banana.

Cortés y cols. (2007) realizaron el analisis braidgfico en peso fresco & ostreatus
obteniendo un 23.05 % de proteina por cada 100g.

Paraskevi en 2009 reportd el contenido de protemadiversas especies de hongos
comestibles coma@d\garicus campestris(3.2g), Boletus edulis (3.8g), Canthareliuscibarius
(1.99), Lactariusdeliciosus(1.1g), Lepistapersonata(4.0 g) yMacrolepiotaprocera (4.5 g).
Por otro lado, realizé un analisis del contenidgueina en hongos colectados en el oeste de
Macedonia y Epiro de Grecia. Los datos obtenidesoiu los siguienteSantharellus cibarius
21.57%, Rusula delica26.10%, Ramaria largentii28.80%, Hygrophorus russula32.47%,
Amanita cesaria34.77%,Fistulina hepatica22.60 %,Boletus aureus27.17 %,Armillaria
tabesceus22.90 % Armillaria mellea 24.47 % yLepista nuda34.37% referidos a peso seco.

Aguilar (2003) mencionan que al realizar la incogein de cascara de pitaya a la paja
de trigo como sustrato palPa ostreatuggenero un incremento significativo en el conterddo
proteina, siendo superiores con respecto al coyamadue se alcanz6 un valor de 16.04% vy el
control tuvo un valor de 8.58%. Escalona (2002ptum valor de 14.7% para setas cultivadas
con residuos de azucar, otros autores han repoviadees desde un 10% hasta un 30% en
base seca (Regés 2002: Galicia 1994; Sanchez g RO¢S8).
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2.2 Digestibilidad en alimentos

Los valores estimados de digestibilidad aparentasifracciones correspondientes a proteinas
y lipidos, sin incluir los aportes de compuestadogienos de la misma naturaleza, son siempre
menores a los coeficientes de digestibilidad vexdatla digestibilidad depende mayormente
de la composicion nutritiva de la racion en estudiendo a su vez afectada por el hecho de
que las heces contienen cantidades importantesatiziales de origen no dietético (Merchen
1993). Estas, constituyen una importante via deeeidn de compuestos nitrogenados, grasos,
minerales y glucidos no fibrosos de origen endog@&@tarch y Pond 1994), encontrandose
reportes que indican que no hay secrecion de catadbs a nivel intestinal (Bondi 1989). A
esto se debe que los coeficientes de digestibildtdrminados por diferentes métodos se
denominan “aparentes”. Es dificil cuantificar comditud las cantidades de origen endégeno
de un determinado elemento presente en las hecasionando la subestimacién de su
digestibilidad verdadera (Lachmann y Araujo-Feld/@99).

Ramirez y Ortiz (2000) aislaron, caracterizarorvglgaron la digestibilidadh vitro
por el método de la AOAC de las proteinas del grdeolos genotipos venezolanos de
Canavalia ensiformis(leguminosa).Estos genotipos presentaron un contenido proteico
promedio de 31.37%. El aislamiento de las protelodtevo a cabo segun su solubilidad,
lograndose extraer en promedio 84.57% de albumuglabulinas y nitrégeno no proteico y
15.43% de glutelinas reducidas insolubles en alcalacdigestibilidad proteican vitro revelo
que las globulinas fueron las proteinas que prasmmtmayor digestibilidad (65.20%),
seguidas de las albuminas (58.90%) y de las ghateli37.28%).

Mufoz-Cifuentes (2005) menciona que desde el pdetasta dietético, es importante
conocer el contenido proteico dearicus bisporug51.9%) respecto a la carne (83.7%),
ademas de que presenta un 45% de digestibilidadelparismo método y un 88.5% de
solubilidad total, al mismo tiempo de contar coniracidos esenciales como lisina,
triptéfano y leucina.

Beltran-Orjuela (2006) menciona quentinula edodeghongo shiitake) presenta un
36.2% de proteina en base seca, y que posee u% He8fibra, la cual se considera un

componente esencial para los procesos digestivoscuBnto a la digestibilidad Martinez-
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Carrera y cols. (2004) reporta una digestibilidaditro por el método de Torry de 80 a 87%
de la proteina deentinula edodes

Aguilar (2003) menciona que la mayoria de los hengomestibles tienen un
contenido de proteinas cercano a la mitad de Idigoe el huevo y una digestibilidad del 80%
por el método de la AOAC y un indice de aminoacidesnas de 60 en comparacion con lo
qgue tiene el huevo. Con la ventaja, de que es&rstda de proteinas no contienen indices
elevados de colesterol como el huevo. Ademéas nauestindice de aminoacidos, el valor

biolégico y la digestibilidadh vitro de diversos hongos del gén&ieurotus(Tabla 1).

Tabla 1. Valor nutritivo de hongos comestiblesizaihdo como referencia al huevo.

Especie Indice de Valor biolégico | Digestibilidad
aminoacidos in vitro
P. ostreato roseus 95.7 92.7 89
P. floridin 84.5 80.4 79
P.flabellatus 82.7 78.4 87
P. sajor caju 70.9 29.2 63
P.ostreatus 64.8 58.9 n.d.
Agaricus bisporus 55.8 49.1 n.d.
Volvariella displasia 87.9 84.1 n.d
Lentinus edodes 55.8 49.1 n.d

Valencia-del Toro (2006) evalud la digestibilidiaadvitro por elmétodo de la AOAC
de tres cepas dBleurotus ostreatysreportado para la cepa PORO una digestibilidad de
98.1%, para INI8 (98.2%) y en IE136 (98.0%).

Castelan-Vega (2002) realiz6 la digestibilidadvitro por el método de Torry de tres
cepas ddPleurotus ostreatysobteniendo que para la cepa INIREB-8 existe 8i10%%, para
la STAMETES un 98.10% y para IE-136 98.2%.

Hernandez-Gonzélez en 2000 evalud el contenidaciartal deP. ostratugproducido

en dos tratamientos, el primero empleando bagazagdee con Ca (G y el segundo
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utilizando corazones de col como sustrato. Encamied el mayor contenido de proteinas fue
de (30.41 %) dé°. ostreatuscultivado en agave tratado con Ca (zOLa digestibilidadin
vitro por el método de la AOAfie de 72.88 % eR. ostreatusultivado en agave tratado con
Ca (CQ) y la cantidad mayor de triptofano fue encontrad#& eostreatusultivado sélo en
agave.

Ahora bien, existen reportes de digestibilidadsitro por el método de la AOAQe
diversas especies ddeurotusdados por Bano y cols. (1981) p&aeous89%, P. florida
79%, P. eous89%, P. florida 79%, P. flabellatus87%, P. sajor-caju63% y P. eapidus
76.93%. Asi mismo, Khanna y cols. (1986) reportditgestibilidadin vitro por el método de
la AOAC deP. florida 89.07%,P. sajor-caju81.32% \P. ostreatus7.62%.

Gallegos-Tintoré y cols. (2004) extrajo y caraciigrias fracciones proteicas solubles
del granoPhaseolus lunatuskl propdsito del trabajo consistié en determinaresas
caracteristicas estructurales y nutrimentales slérd@ciones de globulina, albumina, glutelina
y prolamina separadas por solubilidad. Los resaltate digestibilidad por el método de Torry
de las fracciones resulté ligeramente baja conemspa la harina cruda reportada por Pérez
(1999), con 72.42%, la digestibilidaal vitro de las globulinas fue de 80%, albuminas 69%,
glutelinas 67% y prolaminas 66%. Concluyo que d#txencia en digestibilidad puede estar
asociada a la estructura de las proteinas ya qgex &drciaria o cuaternaria presentan diferente
susceptibilidad a las enzimas proteoliticas.

Malca y cols. (2006), quienes compararon dos tésnipara determinar la
digestibilidad, unan vivoy otrain vitro (AOAC), concluyeron que existe una alta correlacion
entre los métodos de determinacion de la digeistéil proteican vivo e in vitro (coeficiente
de correlacion = 0.94). La digestibilidad proteica vitro tiende a ser mayor que la
digestibilidad proteicén vivo sin embargo concluyen que la técriit&itro es un buen método
para estimar la digestibilidad proteica del inswraimento concentrado para caninos.

Las investigaciones sobre la proteina cruda dadagos sugieren que solamente entre
el 34 y 89% de la proteina (N x 6.25) es digeriblste coeficiente reducido de digestibilidad
puede parcialmente ser explicado por el hecho de lgs hongos contienen cantidades

significantes de nitrégeno no proteico en sus areedlulares quitinosas (Bautista 1997).
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En su revision, Crisan y Sands (1978), encontrgren habia muy pocos estudios
vivo sobre la calidad nutricia de los hongos y querdssiitados de estas pruebas comparé la
proteina de los hongos con la de la carne y otegetales. Investigaciones realizadas en los
afos 40, indicaron que para mantener un equiliwtdcional, un humano adulto de 70 kg de
peso, requeria entre 100 y 200 g de hongos (pes). s®in embargo, estudios posteriores
confirmaron el hecho de que los hongos tienen wen lmalor nutricio, pero que no pueden
servir como Unica fuente de proteina. En auseneaestudios en ratas, los autores
consideraron valido determinar el valor nutriciola® hongos partiendo de datos de contenido
de aminoacidos informados en la literatura. Condim®s recopilados calcularon el indice de
aminoacidos esenciales utilizando el patron de EAQ973, el valor biolégico (empleando la
ecuacion de regresion de OSER) y el puntaje oi@atibn quimica basada en el aminoacido
limitante, comparado con una proteina patron. lemiltados del indice de aminoéacidos
esenciales estuvieron entre 72.9 y 98.6 pagaricus bisporusPleurotusse situd entre 70.3 y
91.3 cuando se uso el patron de FAO. En las cdodes de este estudio se afirma que el
valor nutricio de los hongos es variable aun elasenismas especies y que por ejemplo, los
valores de lisina biodisponible van desde 10 a §286,l0 que no se puede generalizar con
respecto a la calidad nutricia. Por esta razoniéhabpecies cuya contribucion a la dieta sea
muy buena y otras cuya aportacion sea minima.

Arce y cols. (2003) estandarizaron un méetodo enktmdpara medir la digestibilidad
de forrajes empleando la enzima celulasa provemigeit hongdPenicillium funiculosuny lo
compararon con el método de digestibilidadvitro de Torry y Tilley (1963). Para la
estandarizacion de la técnica se utilizaron consirato forrajes deligestibilidadin vitro
conocida: alfalfa y paja de avena; y para la coapéan entrenétodos utilizaron forrajes de
diferente calidad provenientes de varias zonas afé. R.a concentracion 6ptima enzima-
sustrato que hallaron fue de 200 y 250 mg, resmeutnte. Lovalores de digestibilidad del
método enzimético fueron estadisticamente menotes lgs del métodoin vitro, y el
coeficiente de correlacion fue de 0.987 (p<0.0@l)método dedigestibilidad enzimatica
demostré ser un procedimiento de laboratorio simpl&pido para la evaluacion de los

forrajes.
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Nieto-Lépez y cols. (2005) mencionan que entretéasicas quimicas de evaluacion
nutricional oficiales existen algunas que se pueg#itar independientemente de la especie,
pero en otros casos es indispensable que los adssltsean validados con evaluaciomes
Vivo; ésta es la situacion de las técnicas de digkdtitj las cuales constituyen un parametro
de calidad muy importante. En este trabajo se iepan evaluar la correlacion de la
digestibilidadin vivo en camarén vs. la digestibilidad vitro, determinada con el método del
AOAC, y la metodologia desarrollada para camaroés efi@giente reportada hasta el inicio de
este trabajo (pH-stat), utilizando como sustratohdfinas de pescado de calidad variable,
previamente evaluadas en salmonidos y en minkc@sio otros ingredientes y alimentos
balanceados terminados.

Ahora bien, como hemos viste existen trabajos destibilidadin vitro en diversos
alimentos, ademas de diversas fracciones proteitaaso, en diversos hongos asi como del
mismo P. ostreatuspero no asi de sus fracciones. Es por ello quplasdea la siguiente

justificacion.
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3. Justificaciéon

Al realizar propuestas de alimentos que puedanirsenmo opciones para mejorar el
abastecimiento de proteinas, es necesario obsgueatdicho compuesto sea aprovechable por
el organismo al cual va dirigido. Una de las forraagjue esto puede medirse es a través de la
digestibilidadin vitro.

Por tal razén, el contar con los valores de digdisad in vitro de la proteina del
cuerpo fructifero del hongB. ostreatusasi como de sus fracciones proteicas nos brifdara
oportunidad de poder manejar este recurso de umerenaptimizada en la industria ya sea

utilizando el cuerpo fructifero o por separado oauka de sus fracciones.
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4. Pregunta de investigacion

¢, Qué digestibilidad, evaluadia vitro, presentaran las proteinas de la harina desgralsda
cuerpo fructifero del hong®. ostreatus/ las que se encuentran en las fracciones pretdiea

Pleurotus ostreatus

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la digestibilidadn vitro de las proteinas de la harina desgrasade ks fracciones
proteicas del cuerpo fructifero de ostreatuspor los métodos de la AOAC y Torry

modificado.

5.2 Objetivos especificos

« Evaluar la digestibilidadn vitro de las proteinas de la harina desgrasada delauerp
fructifero deP. ostreatugpor los métodos de la AOAC y Torry modificado.

* Evaluar la digestibilidad de las proteinas de lecdiones proteicas del cuerpo
fructiferoP. ostreatugpor los métodos de la AOAC y Torry modificado.

 Comparar las digestibilidades obtenidas con laadeakeina medida por los mismos

métodos (AOAC y Torry modificado).
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6. Materiales y Métodos

6.1 Material biologico

Cuerpos fructiferos d. ostreatuslos cuales fueron de una cepa comercial procedsmt
Chimalhuacéan, Estado de México, crecidos sobreatastie paja, con una edad de 35 dias

(primera cosecha).

6.2 Obtencion de la harina y fraccionedPd@streatus

Se obtuvo la harina integral por pulverizacidon de tuerpos fructiferos dB. ostreatus
deshidratados en un horno a 45° C, posteriormpatea,su uso se desgraso con acetona al 10%

(Cordoba-Salgado 1995). Al finalizar este procése secada y pulverizada nuevamente.

Aislados proteicos del cuerpo fructiferofleostreatus
» Albuminas (Extraccion acuosa).

Se preparé una suspension 4% (p/v) en agua a gHhartha desgrasada.

* Globulinas (solubilizacién salina)
Se prepar6 una suspension 4% (p/v) en NaCl 1.0Mrg en NaSO, 0.4M de harina

desgrasada.

* Glutelinas (solubilizacién alcalina)
Se prepar6 una suspension al 10% (p/v) en aguajyuse el pH de 10 y otra igual a pH de 11
con NaOH 0.1 M de harina desgrasada.

* Prolaminas (solubilizacién alcohdlica)

Se prepard una suspension al 4% (p/v) en alcoi@l%l de harina desgrasada.

En todos los casos, después de preparar las sispEnse mantuvieron en agitacion constante

durante 60 min. Cada suspension se centrifugé 8 B9 durante 15 min., para después
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desechar el residuo y recuperar el sobrenadante Bk ajustd a 4 con acido tricloroacético al
10 % para precipitar por pl a las proteinas (Paredpez y cols. 1988; Soriano y cols. 1992),
posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durantai2@tos, y se recuperd el precipitado que
es el concentrado proteinico, el cual se seco teifiaes 40° C aproximadamente durante 30 h.
Se pulverizé y almacend a temperatura de refrigamapara determinar del contenido de
proteina (Cordoba-Salgado 1995).

6.3 Determinacion de proteina cruda por el métogddehl

Se analizd el contenido de nitrogeno de la proteilimaentaria (Kjendahl). Se calculd el
contenido de las proteinas multiplicando el comte®n nitrdgeno por 6.25.

Se utilizo el método de Kjeldahl (AOAC 1980). Lazuok totalmente homogénea fue
digerida en matraces usando un catalizador (GySQSQ,, 1:9) para digestion Kjeldahl y 2
ml. de &cido sulfdrico concentrado, la solucionedda se diluyd y se transfirio al aparato
microkjeldahl, se usé un minimo de agua, se alizdlita solucién que ya se encontraba en el
evaporador del aparato con 15 ml de NaOH 40% ynelngaco liberado se destilé con 10 ml
de acido bdrico al 2% con 4 gotas de indicadousdh alcohdlica de rojo de metilo 0.2% vy
solucion acuosa de azul de metileno 0.1% en paytedes) por 5-10 min., el destilado se
titul6 con HCI 0.1N.

6.4 Obtencion de proteasas para la digestibilida4gtro.

Para realizar la prueba de digestibilidadvitro por métodos enzimaticos, se realizé con
proteasas extraidas del estbmago de res. Se Ic2&® g de estomago de res en 1.5 L de
buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5, la suspensiomcesgrifugo y filtré para obtener el extracto
enzimatico. La actividad de proteasas se evalu@&lpmétodo de Kunitz (1947). La mezcla de
reaccion se prepar6é con 450 ul de caseina al 1tu#er de fosfatos a pH 6.5 y 50 ul de
extracto con actividad de proteasas, se incub&@ dGrante 15 min. La reaccion se detuvo
con 750 pl de acido tricloracetico al 5%. Las muassse centrifugaron a 15000 x g durante 30

minutos y al sobrenadante se le leyo la absorban@80 nm. Una unidad de actividad de
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proteasas se considerd6 como la cantidad de enzimampvoco un cambio de 1 unidad de

absorbancia por minuto de reaccion.

6.5 Determinacion de la digestibilidadvitro por el método de la AOAC (The Scientific
Association Dedicated to Excellence in Analyticatthiods)

Se baso en crear un medio similar al del organisana que mediante la capacidad que tienen
las enzimas digestivas se degraden las proteinasny ella se pueda determinar la
digestibilidad, es decir, la cantidad absorbidaste nutrimento.

A 1g de muestra finamente molida se le agregaromlil@e agua destilada, dejando
hidratar la muestra en refrigeracion a una tempexale 5°C durante una hora. Se ajusto la
muestra a pH de 8.0 a 37°C. Asi mismo, se ajus$ollecion enzimatica de estomago de res.
Se agreg0 a la muestra 1 ml de jugo enzimaticestignago de res, el cual presento 0.7 U/ml
de actividad de proteasas y la mezcla resultanteosecé en un bafio a 55°C donde
permanecié 10 minutos. Posteriormente, se cambiiaide de agua a 37°C donde permanecio
20 minutos, pasado el tiempo se midi6é el pH detdiithdo enzimatico. Con cada muestra
(fraccion proteica) o conjunto de muestras se zéalin control con caseina, esto para
asegurarse que existiera actividad enziméticalrrarge, la digestibilidad de proteimavitro

de la muestra se calcul6é por medio de la siguieciiacion:

% de digestibilidad = 234.84 — 22.56 (X)

Donde: x = lectura de pH, que se obtiene despu@ deinutos de incubacion. (AOAC 1990).

6.6 Evaluacion de la digestibilidad vitro por el método de Torry modificado

La digestibilidad se determindé empleando tres pseypticas. En todos los casos se utilizé 1g
de harina que fue colocado en una solucién 0.000R%75N de acido clorhidrico y extracto
de estobmago de res (0.7 U/ml de actividad de matalas muestras se incubaron con
agitacion constante a 45°C, durante 24 horas.nal filel periodo de incubacion las muestras
se filtraron y lavaron con acetona. La proteinédtes se determin6 con el método Kjeldhal.

El porcentaje de digestibilidad se determind eriolana habitual para los tratamientos de

34



“pepsina + acido”. El valor final de “nitrégeno dsjible en pepsina corregida para acido” se

calcula de la siguiente forma:
100 (P - A) - (100 - A)

Donde P = porcentaje de nitrdgeno digestible esipapy A = porcentaje de nitrégeno soluble
en acido (Dale 1984).
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7. Resultados y discusiones

7.1 Determinacion de la proteina cruda de las iivaes proteicas de. ostreatus

Los valores obtenidos respecto al contenido desfmatcruda de las fracciones proteicas del
cuerpo fructifero d®. ostreatudueron glutelina 8.65% con el porcentaje mas glkobhulina
7.23%, albumina 6.47% y 5.70% para prolamina, todpsrtados en base seca (figura 5). Las
fracciones que alcanzaron un mayor contenido deima cruda coincide con las fracciones
gue alcanzan un mayor rendimiento como son lasb#ialadas en soluciones salinas y
alcalinas, esto debido a la capacidad de las pagedle aumentar su solubilidad en estas
soluciones.

Respecto al contenido total de proteina cruda seréalizado diversos estudios en
diferentes especies del géneroRleostreatuscomo los realizados por Montoya y Restrepo
(2006) quienes reportan éh sajor-caju8.62% de proteina crudg, pulmonariusl1.04% vy
paraP. ostreatus25.03%. Al comparar estos resultados con loszadtis en este estudio se
observa que son superiores con una diferencia iaoparra el casd®. sajor-caju y P.
pulmonarius En el caso especifico d@. ostreatussigue siendo mayor el contenido de
proteina cruda en este estudio (28.05%) al reporpamt Montoya y Restrepo (2006), las
diferencias en este caso probablemente se deb&acttal de conversion que utilizaron en su
investigacion, pero podria ser de importancia etrato y condiciones en las que fueron

cultivados los hongos, pues esto se ha observadlyenos estudios.
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Figura 5. Contenido de proteina cruda de las fracciones ipestedel cuerpo fructifero de

Pleurotus ostreatus

En el estudio bromatoldgico realizado por Bautistals. (1999), para tres cepas mexicanas
de P. ostreatusrevelaron que contenian un 28.50% de proteinaasa seca, 0.45% mayor a
lo encontrado en nuestros resultados parastreatus Ademas, encontraron cantidades de
riboflavina, tiamina, niacina y acido ascorbicopso seco, no asi con el calcio y el fosforo.
Concluyeron qué. ostreatusproporciona a la dieta algunas vitaminas del cejod, fibra
dietética, proteina y acido linoleico.

Ahora bien, el contenido nutricional d@. ostreatuscultivado en dos diferentes
tratamientos (bagazo de agave y corazones de sslgncontré6 que la mayor cantidad de
proteinas fue de 30.41% en peso sdeocacuerdo a lo reportado por Hernandez-Gonzélez
(2000), superior en 2.36% a lo encontrado en nuéstbajo, lo cual podria deberse a que el

cultivo deP. ostreatusen nuestro trabajo fue hecho sobre paja y no gsimato enriquecido,
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ya que se ha reportado que la composicion delaasinétodo de cultivo y origen geografico
de la cepa tiene una influencia significativa sobreontenido de proteina de los hongos.
Rodriguez y cols. (2005) reportaron el contenidgueeina en peso seco p&aostreatus
sembrado en diferentes sustratos: pulpa de caf@ld@%, rastrojo de sorgo 27.56%, rastrojo
de maiz 20.76%, pasto bermuda 25.7%. Ahora biemm&dez cols. (2003) mencionan die
ostreatuscultivado sobre pulpa de café presenté un 28.9@%rdteina en base seca, en
nuestro estudio reportamos un 28.05% de proteim@asn seca, 0.85% menor que el reportado
paraP. ostreatuscon las diferentes exposiciones a la luz (4, &yhis.), no obstante el
porcentaje es superior al dgaricus bisporugionde los niveles de proteina bruta fueron de
26.3% de acuerdo a lo reportado por Bermudez y enls2003, la diferencia con nuestros
resultados de proteina bruta fue de 1.75%. Conmddemos decir que a pesar de ser una cepa
comercial y no especificar el periodo que tuvo ehdo de exposicién a la luz, no se ve
afectado el contenido de proteina bruta ni loslessde aminoacidos en la biomasa fungica.

El contenido de proteina bruta Be ostreatuscultivado sobre residuos azucareros fue
de 24.20% segun lo reportado por Cruz y cols. (RGfBte contenido de proteina es inferior a
lo que reporta nuestro estudio con una diferensli@ &5%.

Por un lado, Lelley en 2004 reporté un 21.7% detghn@ en peso seco paPa
ostreatus.Por otro lado, Cortés y cols. en 2007 realizaldoandlisis bromatolégico en peso
fresco deP. ostreatusobteniendo un 23.05 % de proteina, la proteinarebos estudios es
inferior a lo que reportamos en nuestro estudiown8.05% con una diferencia de 6.35% y
5% respectivamente.

Beltrdn-Orjuela (2006) en su estudio menciona deatinula edodes(shiitake)
presenta un 36.2% de proteina en base seca. Esenfage es mayor a lo reportado en nuestro
estudio par#. ostreatuson un 28.05%.

En 2005 Belewu, realizdé la comparacion del contendé proteina eiolvariella
volvacaecultivado sin/sobre hojas de platano. El efectcenlzlo fue el siguiente el hongo
cultivado en ausencia de hojas de banana obtuvontenido de proteina cruda de 6.81%, el
cual es menor al 10.25% presente en los hongasaddts utilizando como sustrato hojas de
banana los porcentajes de proteina son signifarante menores a lo que se reportan en

nuestra investigacion con un 28.05% de proteinaase seca.
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Paraskevi en 2009 reportd el contenido de protefnpeso seco en diversas especies
de hongos comestibles comgaricuscampestrig32%), Boletusedulis (38%), Cantharelius
cibarius (19%), Lactariusdeliciosus(11%),Lepistapersonata(40%) yMacrolepiotaprocera
con un 45%). Por otro lado, realizé un analisisodeitenido de proteina en hongos colectados
en el oeste de Macedonia y Epiro de Grecia. Lossdabtenidos fueron los siguientes
Cantharellus cibarius 21.57%, Rusula delica 26.10%, Ramaria largentii 28.80%,
Hygrophorus russuld&2.47%,Amanita cesarieB4.77%,Fistulina hepatica22.60 %,Boletus
aureus 27.17 % ,Armillaria tabesceus22.90 %, Armillaria mellea 24.47 % ylLepista nuda

34.37% referidos a peso seco.

7.2 Prueba de proteasa

Se observé un valor de 0.7 U/ml. Cabe mencionar spierealizé la prueba con dos

ablandadores de carne comerciales, pero mostrafores bajos.

7.3 Digestibilidadn vitro por el método de la AOAC

Los resultados obtenidos en la prueba de digadaliin vitro por el método de la AOAC de
las fracciones proteicas @eurotus ostreatuse describen en la figura 6. En ella se observa
que la caseina (testigo) tuvo una digestibilidad186%, seguida de la harina del hongo con
un 97.26%, la glutelina y la prolamina son las draeces intermedias y tienen una
digestibilidad de 95.87% y 92.76% respectivamebhéeglobulina registré una digestibilidad

de 89.23% y finalmente la albumina presenté la mdigestibilidad con un 82.69%.

39



1 O O % 95.87% 97.26% 100%

ga23% 9e7B%

% de Digestibilidad
w1
=)
2

0%
(o PN O & 5 (o)
& & & N RS BN
e \O° \O > & &

Figura 6. Digestibilidadin vitro de las fracciones proteicas, de la harina delpcuguctifero
dePleurotus ostreatug de la caseina de la leche.

7.4 Digestibilidadn vitro por el método Torry modificado

Los resultados obtenidos en la prueba de digaedaliin vitro de las fracciones proteicas de
Pleurotus ostreatupor el método de Torry modificado se muestranaefigura 7. En ella se

observa que la caseina (testigo) tuvo una digkdtti del 100%, seguida de la harina del
hongo con un 98.38%, la glutelina y la globulinen&n una digestibilidad de 93.67% y
93.29% respectivamente. La prolamina registré ugaestibilidad de 92.45% vy finalmente la

albumina present6 la menor digestibilidad con u7@%.
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Figura 7. Digestibilidad in vitro por el método de Torry modificado de las fracctone

proteicas, de la harina del cuerpo fructiferd?teurotus ostreatug de la caseina de la leche.

Los resultados obtenidos en la digestibilidaditro de la harina d@. ostreatug97.26%) con
la técnica de la AOAC son similares a los reporsapara tres cepas @ ostreatuspara la
cepa PORO una digestibilidad de 98.1%, para IN82®) y en IE136 (98.0%). Asi mismo,
la digestibilidad es mayor por el método de Torndificado con un 98.38%. Ahora bien, los
resultados de ambas técnicas son altos en comjaremn la digestibilidadéh vitro, existen
reportes de digestibilidad vitro por el método de la AOAG@Ge diversas especies Ekeurotus
dados por Bano y cols. (1981) p&aeous89%,P. florida 79%,P. eous89%,P. florida 79%,
P. flabellatus87%, P. sajor-caju63% yP. eapidus’6.93%. Asi mismo, Khanna y cols. (1986)
reportd la digestibilidadn vitro por el método de la AOAC de. florida 89.07%,P. sajor-
caju81.32% yP. ostreatus7.62%.

Aguilar (2003) menciona que la mayoria de los hangomestibles tienen un
contenido de proteinas cercano a lo que contiehaelo, el cual presenta una digestibilidad

del 80% por el método de la AOAC, en este dasostreatusa pesar de ser bajo en cuanto al
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contenido proteico posee un porcentaje de digbdadi superior a la proteina del huevo con
un 98.38%.

Castelan-Vega (2002) realiz6 la digestibilidadvitro por el método de Torry de tres
cepas deP. ostreatus obtuvo que para la primera cepa INIREB-8 existe 98.09% de
digestibilidad, este resultado es superior a lomettado en nuestro estudio con un 0.83% de
diferencia con el método de la AOAC pero no asielanétodo de Torry modificado donde es
mayor la digestibilidad la de nuestro estudio cor129%. Para la segunda cepa STAMETES
obtuvo una digestibilidad de 98.10%, y para lagexcepa IE-136 98.2%, ambos resultados
son superiores a lo reportado en nuestro estudiouna diferencia de digestibilidad con el
método de la AOAC de 0.84% y 0.94% respectivamde.el contrario, con el método de
Torry modificado nuestro resultado es mayor queefmrtado por Castelan- Vega (2002), ya
que hay una diferencia de 0.28% y 0.18% respectnéen

En el afio 2000 Hernandez-Gonzalez determin0 elepaid nutricional deP.
ostreatuscrecido sobre dos tratamientos empleando bagaagale y corazones de col como
sustrato. Encontraron que el mayor contenido déepmas fue de 30.41 % que obtuRo
ostreatuscultivado en agave enriquecido con col. La maygestibilidadin vitro por el
método de la AOAC fue de 72.88 % Rnostreatusultivado en agave tratado con Ca 0O
Lo cual indica que el contenido de proteina incmaegpero no esta relacionado con un
aumento en la digestibilidad de la proteina.

Aguilar (2003) mostro la digestibilidad vitro por el método de la AOAC de diversos
hongos del génerBleurotus al comparar los valores de digestibilidad consimes resultado
se observa que son menores los porcentajes ddiloligesd al los reportados es su estudio,
aun cuando el valor biologico es alto.

Ahora bien, la digestibilidad proteiga vitro de P. ostreatuscomparada con otros
hongos comd\garicus bisporuss superior, ya que Vargas-Alvarez (2000) mencigum la
proteina en base secaAlebisporugiene una digestibilidad del 70% por el métodd dey y
Mufioz-Cifuentes (2005) de 45% por el mismo métashobos reportes son bajos comparados
con los resultados de nuestro estudio para la ipeotgeP. ostreatus con un 98.38%. En

cuanto a la digestibilidad por el método de TorgyLetntinula edodeghongo shiitake)
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reportado por Martinez-Carrera y cols. (2004) mameide un 80 a un 87%. De igual forma es
bajo con lo reportado en nuestro trabajo.

La digestibilidad de la albumina por los métodoaldOAC y de Torry modificado
son de 82.69% y 83.70% respectivamente, las cuadasbajas en comparacién con la
digestibilidad de la albumina de huevo que es d#,92n cambio son alta con algunas
leguminosas las cuales llegan a proporcionar un d8%igestibilidad in vitro por el método
de Torry asi lo reporta Moreno-Rojas (2000). Tampg®dn altas con lo que describe Ramirez
y Ortiz (2000) para las albuminas @anavalia ensiformigleguminosa) con un 58.90% de
digestibilidad por el método de la AOAC. De iguairha la digestibilidad de la albumina de
nuestro trabajo es superior a la digestibilidad ogortd Gallegos-Tintoré (2004) de la
albuminas déhaseolus lunatuson un 69% por el método de Torry.

Las globulinas presentaron una digestibilidad d2®% con el método de AOAC y
con el método de Torry una digestibilidad de 93.28%bos resultados son muy superiores a
lo que reporta Ramirez y Ortiz (2000) con la digdgtad por el método de la AOAC de las
globulinas deCanavalia ensiformigjue presento 65.20%. Asi mismo, son superioresqaée
reportd Gallégos-Tintoré (2004) para la globuliraRhaseolus lunatuson un 80% por el
método de Torry.

Los cereales son fuente de prolaminas entre edlensuentra el trigo con un 77.4% de
digestibilidad de proteina, el maiz con un 62.48@&vena con 72% y la cebada con 53% de
acuerdo a lo reportado por Carabafio-Luengo y £6BYg). Estos valores son inferiores a los
obtenidos en este estudio por las técnicas de |IAGA® de Torry modificado para la
digestibilidad de la prolamina dé°leurotus ostreatuscon un 92.76% y 92.45%
respectivamente. Ahora bien, Gallegos-Tintoré (20@&porté una digestibilidad para las
prolaminas dePhaseolus lunatuge un 66% por el método de Torry, esta digedtiili es
inferior a los resultados de las prolaminas entma@svestigacion.

Duodu y cols. (2003) mencionan que las proteinas hdrofébicas son menos
susceptibles a las enzimas del tracto digestivoejdmplo de este efecto es el caso de las
prolaminas del sorgo comparadas con las prolamdehsnaiz; las prolaminas del sorgo son
mas hidrofdbicas, lo que se ha asociado a una nikgestibilidad, especialmente después de

procesos de coccion o procesamientos térmicos.nestioe igual a los resultados obtenidos en
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nuestra investigacion, ya que la prolaminaRieostreatusresultd ser muy digestible aun
después del proceso de deshidratacion en ambasae¢AOAC y Torry modificado).

La digestibilidad de las glutelinas fue de 95.8768f ¢a técnica de la AOAC y de
93.67% con la de Torry modificado, los resultadms superiores a la digestibilidaal vitro
por el método de Torry de la glutelina &daseolus lunatugleguminosa) con un 67%
reportada por Gallegos-Tintoré y cols. (2004), aieai forma es superior a la digestibilidad
que reportd6 Ramirez y Ortiz (2000) de las glutali@anavalia ensiformiscon una
digestibilidadin vitro por el método de la AOAC de 37.28%. Lasztity (1)98&nciona que
existen factores propios de la proteina que infilm su digestibilidad, propiamente hablando
de las glutelinas menciona que por contener ura @ibporcion de enlaces disulfuro y
someterlo a procesamientos térmicos afecta sutilidieled. Por el contrario, en nuestra
investigacion la glutelinas tuvieron una digesiitaitl alta con ambos métodos (AOAC 95.87%
y Torry modificado 93.67%).

Existen diversos métodos para determinar la digiedtid proteica. Sin embargo, la
digestibilidad enzimatica es un procedimiento sempara desarrollar, ademas de ser mas
rapido para calcular la digestibilidad que el métdd digestibilidadn vivo, ya que esta es de
un proceso laborioso y costoso, ademas de queereqeantidades grandes de alimento asi lo
menciona Arce y cols. (2003). Por orto lado Coérd893) menciona que la digestibilidiax
Vivo en ratas es un método ampliamente utilizado peterminar la calidad de los alimentos
para consumo humano; sin embargo, la determinatgdla digestibilidad en ratas presenta
algunos inconvenientes como son el tiempo de sw@f@n (9 dias), la cantidad de alimento
empleado, la necesidad de instalaciones, persapatitado, el costo y el manejo de animales,
ademas de que el tiempo empleado para obteneedoiados no sirven para la evaluacion
comercial de los alimentos. Es por ello que el ohétde Torry y Tiller (1963) con ligeras
modificaciones es el mas utilizado para determiaatigestibilidad proteican vitro (Bochi
Brum 1999). Siendo estos métodos son una excefaatde de informacién teniendo en
cuenta su bajo costo y la rapidez con que se @btikrs resultados (Nieto-Lopez 2006).

Teniendo en cuenta el gran numero de factores idacién de la digestibilidad de la
proteina y de los aminoacidos, se llega claramarite conclusion de que no existe una ley

general que pueda servir para predecir la digédali algunos de ellos son los niveles y
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origen de la fibra. La inclusién de fibra en latdierigina un aumento de la descamacion de
las células del epitelio intestinal e incrementaderecion de mucina, lo cual supone un mayor
valor de las perdidas endégenas de aminoacidos tapm una disminucion del coeficiente de
digestibilidad (Jondrevilley Galvez 2005). Al comparar los porcentajes de dliggidad
diferentes leguminosas com@Ganavalia ensiformeqAOAC) (Ramirez y Ortiz 200) y
Phaseolus lunatugTorry) (Gallegos-Tintoré y cols. 2004)B. ostreatusse observa que es
mas digestible la proteina €&h ostreatusesto probablemente a que el contenido de fibra es
superior en las leguminosas, provocando asi unarligion en la digestibilidad proteica.

Aunque la digestibilidad proteida vitro tiende a ser mayor que la digestibilidad
vivo (Malca y cols. 2006), los métodos utilizados ee émbajo de AOAC y Torry modificado
son aceptables para estimar la digestibilidad si&d&ciones proteicas deleurotus ostreatus
y de la harina de este. Es probable que la variambn un métodm vivo de la digestibilidad
en Pleurotussea similar o minima. No obstante, Nieto-Lope208)0nenciona que entre las
técnicas quimicas de evaluacion nutricional ofesaéxisten algunas que se pueden aplicar
independientemente de la especie, pero en otros easindispensable que los resultados sean
validados con evaluacionés vivo, ésta es la situacion de las técnicas de digkdadj las
cuales constituyen un parametro de calidad muy iitapte. Sin embargo, Morris-Quevedo y
cols. (2003) demostraron la existencia de una lemifa positiva (r =0,90) entre los valores
de pH inmediatamente a los 10 min de iniciadadestionin vitro, con el sistema enzimatico
tripsina-quimotripsina-peptidasa y la digestibitidgparentén vivo en ratas, lo cual constituye
un elemento de gran valor predictivo en la real@made evaluaciones nutricionales. Asi
mismo, Ramos-Talma (1995) reporté que los métodasréticos de digestiom vitro que
tratan de reproducir el proceso de la digestion woa alternativa. Ademas de que estos
métodos han sido contrastados en especies moricgagterdos y aves) obteniéndose altas
correlaciones con las digestibilidades/ivoy por tanto, buenas predicciones.

Ahora bien,P. ostreatuscuenta con un porcentaje de nitrégeno no proteitsus
paredes celulares quitinosas (Bautista 1997), & ltace que el porcentaje de digestibilidad se
vea reducido.

Un factor que pudo haber influido positivamentdaudigestibilidad de las fracciones

proteicas y de la harina del cuerpo fructiferd?destreatusfue el hecho de haber sometido la
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muestra a deshidratacion por calor, como lo memciBruz-Suarez (2002) en un estudio
realzado corCanavaliala cual fue sometida a extrusion para inhibirfeetores bioquimicos
como la tripsina, quimotripsina, a-amilasa, hem@gheas y almidones, sin modificar el
contenido de proteina de estudio.

La alta digestibilidad de las fracciones proteicae la proteina total de. ostreatusen
nuestro estudio pudo deberse a que fueron sometidusienda, a tal grado de contar con un
polvo muy fino de cada fraccion y de la proteinaltdEsto de acuerdo a lo reportado por Mc
Cracken (2002) y Waldron y cols. (2003), donde nwmran que hay tratamientos y
procesamientos que mejoran la digestibilidad o ceduel efecto negativo de los factores
antinutricionales tales como, el remojo, fermerntagt molienda ya que la fibra se relaciona
con la encapsulacion de los componentes intracebifzor parte de las paredes celulares y que
con la molienda se rompen parte de las estructehdares y mejorar la digestibilidad al
exponer los compuestos intracelulares.

El método de Torry y Tilley que nosotros emplearassampliamente utilizado para
determinar la digestibilidad proteica, asi tamberefiere Arce y cols. (2003) al comparar dos
técnicas, una enzimatica y ofravitro (Torry y Tilley) y concluyeron que la técnigavitro
demostré ser un procedimiento simple y rapido pamevaluacion de los forrajes, ademas de
que la digestibilidad de estos fue mayor estadistente en la digestibilidaid vitro que la

digestibilidad enzimatica.
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8. Conclusiones

* No existen diferencias significativas de la digabtad in vitro de la proteina de la
harina desgrasada &e ostreatus/ cada una de sus fracciones determinada por ambos
métodos (AOAC y Torry modificado). De igual manera existen diferencias
significativas entre la digestibilidad observada las muestras analizadas en este
estudio con respecto de digestibilidad de la caggiroteina de referencia).

» La digestibilidad de las proteinas de la harinahdelgo es mayor comparada con las
fracciones independientes.

* La albumina obtuvo el porcentaje de digestibilid#s bajo con ambos métodos.

» La fracciéon de glutelina presenté los porcentagesidestibilidad mas altos con ambos
métodos.

* En ambos métodos la prolamina tuvo el mismo poagerte digestibilidad.

« Al haber una alta digestibilidad de las fracciopesteicas dd°. ostreatusse pueden

adicionar a distintos alimentos.
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9. Perspectivas

En la actualidad, las proteinas son consideradasiiimento indispensable en la nutricion ya
gue previenen diversos trastornos alimenticiosiirdas patologias. Las proteinas aisladas por
solubilidad del cuerpo fructifero deleurotus ostreatushan tenido una digestibilidad
considerable, son mayormente digestibles que la®ipas encontradas en la carne de pollo,
leche y algunas leguminosas.
Por ello, se propone seguir con la investigacioraddigestibilidad de las fracciones
proteicas dd’leurotus ostreatysempleando enzimas gastricas de un modelo aniifeatite
al de la vaca o bien, emplear enzimas industriggegue la metodologia esta estandarizada.
Para finalizar, se propone evaluar la digestibiidde las proteinas dBleurotus
ostreatusde maneran vivo, utilizando ratas de la cepastar. Asimismo, se sugiere aplicar en
la biotecnologia la fraccion de glutelina, la ct#vo mayor digestibilidad, enriqueciendo
algun alimento, creando un nuevo producto que ooéal cubrir el requerimiento de proteina

de cualquier grupo de edad.
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