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Abstract

Baking technology has evolved with the aim of improving the quality of the products.
Different ingredients have been added to the formulations of different products, thus
enzymes, such as amylases, have been an option to improve the rheological qualities of the
dough resulting in a more attractive product for the consumer. The edible mushroom
Pleurotus ostreatus (Po) is a good source of proteins of high biological value, it is rich in
fiber (B-glucans), vitamins and minerals. In addition, it has bioactive compounds with
immunomodulatory activity, hypoglycemic and prebiotic effects that can benefit people at
risk or suffering from a chronic disease. In the present work, Po powder and its enzymatic
extract were obtained. The nutritional characteristics of the Po powder obtained were
evaluated, and bread formulations were developed where 5, 10, 15 and 20% of wheat flour
were replaced by Po and a formulation without Po as a control, and the 5% of enzyme extract
obtained from the fermentation of Po was added too. The proximal analysis of Po powder
and bread formulations was performed following the standardized methods of the AOAC
(2000). The results showed that Po is a source of important nutrients such as protein (22.3 g
/ 100 g), fiber (5.5 g / 100g) and minerals (9.9 g/ 100g), in addition to carbohydrates (60.3 ¢
/ 100g) and it is low in fat (1.9 g / 100g). The addition of Po in the formulations resulted in
significant increases (p> 0.05) of protein (11.96 to 16.36 g/ 100) and fiber (0.00 to 2.26 g /
100g). The addition of enzyme extract favored the increase in volume of the product and a
better crumb quality. These results suggest that Po and its enzyme extract can be used as an

alternative ingredient to enrich the nutritional value of wheat bread.

Keywords: edible mushroom, functional foods, Pleurotus ostreatus, wheat bread
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Resumen

La tecnologia de panificacion ha evolucionado con el objetivo de mejorar la calidad de los
productos. Se han agregado diferentes ingredientes a las formulaciones, por lo que las
enzimas, como las amilasas, han sido una opcién para mejorar las cualidades reologicas de
la masa, dando como resultado un producto mas atractivo para el consumidor. EI hongo
comestible Pleurotus ostreatus (Po) es una buena fuente de proteinas de alto valor biolégico,
es rico en fibra (B-glucanos), vitaminas y minerales. Ademas, tiene compuestos bioactivos
con actividad inmunomoduladora, efectos hipoglucémicos y prebiGticos que pueden
beneficiar a las personas en riesgo o que padecen una enfermedad cronica. En el presente
trabajo, se obtuvo harina de Po y su extracto enzimatico, se evaluaron las caracteristicas
nutricionales de la harina de Po obtenida, y se desarrollaron formulaciones de pan donde 5,
10, 15 y 20% de la harina de trigo fueron reemplazadas por Po y una formulacién sin Po
como control, ademas de la adicion del 5% de extracto enzimatico obtenido de la
fermentacion de Po. El analisis proximal de las formulaciones de harina de Po y de los panes
se realizd siguiendo los métodos estandarizados de la AOAC (2000). Los resultados
mostraron que la harina de Po es una fuente de nutrientes importantes como proteinas (22.3
g /100 g), fibra (5.5 g/ 100g) y minerales (9.9 g / 100g), ademas de carbohidratos (60.3 g /
100g) vy es bajo en grasa (1.9 g / 100g). La adicion de Po en las formulaciones resultd en
aumentos significativos (p> 0.05) de proteina (11.96 a 16.36 g / 100) y fibra (0.00 a 2.26 g /
100g). La adicion de extracto enzimatico favorecié el aumento de volumen del producto y
una mejor calidad de miga. Estos resultados sugieren que el Po y su extracto enzimatico
pueden usarse como un ingrediente alternativo para enriquecer el valor nutricional del pan

de trigo.

Palabras claves: alimentos funcionales, hongo comestible, pan de trigo, Pleurotus ostreatus
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1. INTRODUCCION
Las enzimas son moléculas que se encuentra conformadas principalmente por proteina que
producen las células vivas, siendo su funcion acelerar las reacciones quimicas. En
su estructura globular, se entrelazan y se pliegan mediante una o méas cadenas polipeptidicas,
que asi aportan un pequefio grupo de aminoacidos para formar el sitio activo, o lugar donde
se reconoce el sustrato, y donde se realiza la reaccion. Una enzima y un sustrato no llegan a
interaccionar si sus formas no encajan con exactitud.
Las enzimas tienen una gran diversidad funcional, son unas de las biomoléculas mas
empleadas en los laboratorios de investigacion cientifica. Estas proteinas catalizadoras
juegan un papel fundamental en &mbitos como la fabricacion de detergentes la sintesis de
nuevos farmacos o diversas aplicaciones quimicas, forenses o ambientales.
Existen méas de 75.000 enzimas diferentes y cada una de ellas es Unica, pues tiene afinidad
por un sustrato concreto y, consecuentemente, realiza una funcidn especifica. Un ejemplo de
enzima es la amilasa se le denomina asi porque tiene la capacidad de dividir el almidédn en
sus diversos componentes.
Un alimento rico en almidon es el pan, alimento basico que forma parte de la dieta tradicional
en Europa, Medio Oriente, India, América y Oceania. Se suele preparar mediante el horneado
de una masa, elaborada fundamentalmente con harina de cereal, agua y sal. La mezcla, en la
mayoria de las ocasiones, suele contener levaduras para que se fermente la masa y sea mas
esponjosa y tierna.
Existen panes funcionales que son alimentos que contienen componentes biolégicamente
activos, como minerales, vitaminas, fibra, antioxidantes, acidos grasos, que ayudan a mejorar

algunas de las funciones del organismo y/o a prevenir enfermedades.
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El Pleurotus ostreatus (o Seta de ostra) es un hongo medicinal de interés cientifico por su
composicion de polisacaridos, pero también por su importante contenido en otras sustancias
bioactivas como fibra alimentaria, enzimas, compuestos fendlicos, tiene la capacidad de
producir complejos enzimaticos que degradan la celulosa, lignocelulosa y almidon, estas
enzimas son aplicadas en numerosos procesos dentro de la industria alimenticia, textil, del
papel y en la elaboracién de biocombustibles.

Por lo tanto, en esta investigacion se evalué el efecto de un extracto enzimatico de amilasas
provenientes de Pleurotos ostreatus en las caracteristicas nutricionales de formulaciones de

pan de trigo enriquecidas con Pleurotus ostreatus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
El objetivo de este estudio fue investigar la influencia del extracto enzimatico con actividad

amilasa del hongo Pleurotus ostreatus (Po) producido en fermentacion solida, sobre las
caracteristicas nutricionales de una formulacién de un pan de trigo enriquecido con harina de

Po.

2.2 Objetivos Especificos
Evaluar los sustratos de la zona semiarida de Coahuila para la produccion de

Pleurotus ostreatus.

e Determinar cinéticamente la actividad enzimética producida por P. ostreatus en
condiciones de laboratorio.

e Seleccionar el extracto enzimatico con actividad amilasa producido bajo las
condiciones determinadas anteriormente.

e Formular 5 diferentes concentraciones de harina de Po para la elaboracion de los
panes.

e Evaluar la influencia del uso del extracto enzimatico de Po en las caracteristicas

nutricionales de las formulaciones de panes.
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3. JUSTIFICACION

El pan es el producto alimentario obtenido de la mezcla amasada, fermentada y cocida al
horno, es el principal alimento derivado del trigo y su funcion ha sido satisfacer el hambre.

Hoy en dia, el mercado del pan es diverso y altamente competitivo, el consumidor elige el
mas apetecible, fresco o que presenta caracteristicas nutricionales elevadas, esto se dirige
hacia la importancia de los habitos de vida diarios a llevar un estilo de vida saludable, otro
factor clave es la textura en la percepcion de la frescura, donde el analisis de las
caracteristicas de la masa puede ser suficiente para predecir la textura del producto final. La
formulacién de la masa adicionada con extracto enzimatico y enriquecida con Pleurotus
ostreatus es una alternativa que cubre necesidades tanto para saciar el hambre como para

nutrir de tal manera que las proteinas se vean aumentadas en el producto final.
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4. ANTECEDENTES

Desde que el hombre descubrio el trigo y aprendié a mezclar harina de grano de trigo con
agua y hornearla sobre piedras calientes (Periodo Paleolitico, 21, 000 aC) (Zhou W y
col.2014), el pan se ha convertido en un alimento muy popular en todo el mundo, y sus
ingredientes han ido evolucionando y cambiando con el avance del tiempo. En este sentido,
la ciencia y tecnologia en panificacion tiene un papel muy importante para mejorar la practica
actual y desarrollar nuevos productos.

El cereal mas utilizado en panificacion es el trigo (Triticum aestivum), ya que en la
preparacion de un pan, forma una masa en donde queda atrapado el gas que es producido
por las levaduras durante la fermentacion y resulta en una miga suave y esponjosa que atrae
mucho al consumidor (Cardoso RVC y col. 2019). EIl almidon es el componente principal
de la harina de trigo (79 a 75% de peso seco) afecta a las caracteristicas reoldgicas de la masa,
nutricionales y sensoriales del pan. Se han utilizado varias tipos de enzimas amiloliticas en
la elaboracién del pan para mejorar la reologia de la masa y las caracteristicas fisicas del pan
(Li Dy col. 2019). Amilasas como a-amilasas, amilasas maltogénicas y las glucoamilasas,
0 una combinacion de ellas de origen diferente (fingico o bacteriano) son las mas utilizadas
para acelerar la degradacion del almiddn para evitar que la estructura del pan colapse y
obtener un producto con mejores caracteristicas (Calle J y col. 2019). Oliveira y col. (2014),
evaluaron el impacto sobre la calidad y el envejecimiento del pan de un coctel enzimatico
con actividad xilanolitica del hongo T. aurantiacus, como un mejorador de pan. También las
enzimas se han utilizado para mejorar, no solo las cualidades fisicas del pan, si no, también
las cualidades nutricionales y digestivas, Li y col. (2019) investigaron los efectos de GtfB
(glucosiltranferasa B) sobre la reologia de la masa y el rendimiento de la harina de trigo para

hornear, y desarrollaron un pan con baja retrogradacion y digestibilidad lenta.

Sigala-laguna (2022) 1a



Pan de Pleurotus con enzimas amilasas

Es importante que ademas de mejorar las cualidades fisicas del pan, también se mejore su
calidad nutricional y funcional. EIl pan es consumido a nivel mundial, pero se debe tomar en
consideracién que tiene alto contenido de almidédn de rapida digestion y debido a esto, su
consumo provoca un rapido incremento en la glucosa sanguinea (SRV Ay col. 2019), y como
consecuencia puede promover el desarrollo de desordenes metabolicos, como diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Roman L, 2019) .

Actualmente el desarrollo de alimentos funcionales busca satisfacer las necesidades de los
consumidores, abasteciendo de productos que ademas de proporcionar nutrientes y energia,
presenten compuestos bioactivos con propiedades funcionales que prevengan o contrarresten
la generacion o avance de enfermedades cronicas. (Proserpio C, 2019).

Se han llevado a cabo varias investigaciones sobre el enriquecimiento del pan, reemplazando
la harina refinada con otras alternativas para diferentes fines, como por ejemplo cascara de
fruta para aumentar su contenido de fibra (Chen Y y col. 2019), legumbres como fuente de
proteina vegetal (Millar KA y col. 2019), y mucilago de nopal que proporciona compuestos
funcionales prebidticos al pan (Liguori Gy col. 2019).

Ya que los hongos comestibles han sido consumidos desde épocas antiguas y valorados
actualmente por sus caracteristicas organolépticas y su gran valor nutricional (Ma G y col.
2018), puede convertirse en una opcion como fuente enriquecedora de alimentos.

Se ha informado que la incorporacion de hongos comestibles a los alimentos procesados
mejora las caracteristicas sensoriales, nutricionales y nutracéuticas o funcionales de los
alimentos (Kim Sy col. 2016).

Particularmente las especie Pleurotus ostreatus (Po), es uno de los mas cultivados a nivel
mundial (Kala¢ P. 2016). Este hongo se desarrolla en sustratos lignocelulésicos, como lo son

los subproductos de la industria alimentaria (Bellettini MB y col. 2019). Ademas, el Po es
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una fuente importante de proteinas de alta calidad que cumplen con los requerimientos de
aminoacidos esenciales para un adulto, fibra, vitaminas, minerales y acidos grasos
insaturados (Carrasco G y col. 2017), asi mismo es fuente de polisacaridos como los B-
glucanos (pleuran) con diversas actividades bioldgicas y funcionales, como propiedades
inmunomoduladoras (Vetvicka V y col. 2019), prebidticas (estimula el crecimiento selectivo
en el colon de bacterias benéficas) (Synytsya A 'y col. 2009) y con actividad hipoglucemiante

(Nweze CC, Rasag NO. 2020).

4.1 Alimentos nutritivos
La alimentacién es una cadena de hechos que comienzan con el cultivo, seleccion y

preparacion del alimento hasta las formas de presentacién y el consumo de un grupo de ellos.
Existen enfermedades que pueden prevenirse 0 mejorarse con una alimentacion saludable
(Izquierdo Amada y col. 2004).

Alimento Nutritivo es aquel que aporta al organismo los nutrientes, las vitaminas, las calorias
y demas componentes necesarios para tener un rendimiento 6ptimo a lo largo del dia.
Algunos llaman a estos alimentos “superalimentos”, ya que estan llenos de nutrientes que

son beneficios para la salud.

Fig. 1 Ejemplo de alimentos nutritivos.
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4.2 Harinas
Harina es el polvo més o menos fino que se obtiene de la molienda de un cereal o leguminosa

seca. Se puede obtener harina de distintos cereales. Aunque la mas habitual es la harina de
trigo elemento habitual en la elaboracion del pan, también se hace harina de centeno, de
cebada, de avena, de maiz o de arroz y existen también otros tipos de harinas obtenidas de
otros alimentos como leguminosas (garbanzos, soja), castafia, mandioca, etc.

La harina de trigo es uno de los alimentos més antiguos que el ser humano ha consumido y
esta presente en muchisimos ambitos de nuestra vida. Es el producto que el ser humano ha
empez0 a cultivar hace 10.000 afios en Oriente Medio. La harina forma parte de la base del
pan ya elaborado desde las antiguas civilizaciones hasta nuestros dias (Dolores Maria y col.

2018).

Fig. 1 Harinas derivadas de diferentes cereales y harinas a base de trigo adicionadas con
Pleurotus ostreatus.

4.3 Panes
El pan, en latin pannus que significa masa blanca, es un alimento tradicional que se consume

en todo el mundo y se prepara principalmente de harina y agua, a veces lleva levadura y sal.
Uno de los cereales mas utilizados para la elaboracion de la masa para pan es el trigo, pero
también se pueden elaborar de cebada, maiz, centeno y arroz y asi mismo se pueden agregar

a la masa manteca de cerdo, mantequilla, aceites vegetales, huevos, azlcar, especias, frutos
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secos y semillas, todo lo anterior con el proposito de mejorar su sabor (Calvo Maria y col.

2021).

Fig. 3 Panes derivados de diferentes cereales.

4.4 Sustratos del desierto
La vegetacion gque crece en climas aridos es fuente de distintos recursos para las comunidades

que habitan esas zonas, por ejemplo: plantas medicinales y comestibles, frutos, semillas,
resinas, materias primas para diversas industrias (maderera, del carbon, artesanal, licorera,
etcétera). También aportan valiosos servicios ambientales, como proteccion del suelo,
refugio y alimento para la fauna silvestre (Palacios Abraham y col. 2019).

En los ecosistemas aridos y semiaridos, las plantas soportan condiciones climaticas y
ambientales muy estresantes como largos periodos de sequia, temperaturas extremas, suelos
de baja fertilidad y altos grados de erosion. Se considera que esta resistencia puede estar
relacionada con la presencia de hongos micorrizicos de tipo vesiculo arbusculares. Las
micorrizas son una simbiosis mutualista de hifas de hongos y raices de plantas vasculares, en
la que se presenta un beneficio mutuo, debido al intercambio bidireccional. Esta asociacion
favorece el crecimiento y desarrollo de las plantas que crecen en condiciones limitantes,
principalmente en el desarrollo del sistema radical por estimulacion, la formacién de nuevas

raices y, por lo tanto, plantas mas tolerantes al estrés ambiental y eficientes en el
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aprovechamiento de nutrientes y agua del suelo. Esto es debido a la extensién del hongo fuera
de la raiz y entre las raices secundarias, incrementando el volumen de suelo explorado,
permitiendo capturar nutrientes mas alla de la zona de alcance de la raiz y transportarlos a la

planta (Quifidnez Miroslava y col. 2018).

Fig. 4 Sustratos del desierto, maguey, olote y yuca.

4.5 Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus es el segundo hongo comestible més cultivado en todo el mundo después

de Agaricus bisporus. Tiene valores econémicos y ecolédgicos y propiedades medicinales. El
cultivo de hongos se ha movido hacia la diversificacion con la produccion de otros hongos
(Sanchez Carmen, 2009).

Este hongo se desarrolla en la naturaleza
preferiblemente sobre residuos de material
lefioso o ricos en fibra como troncos, ramas y
bagazos.

Para su cultivo se pueden utilizar materiales

gue contengan una composicion similar a los

Fig. 5 Hongo Pleurotus Ostreatus.

que utiliza para crecer en su ambiente natural.
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Dentro de estos materiales se encuentran los residuos agroindustriales, los cuales en la
mayoria de los casos no son reutilizados sino simplemente son quemados o arrojados a los
basureros, quebradas y rios, sin tratamiento previo, y contribuyen de esta manera al dafio del
ecosistema (Lopez Claudia y col. 2008).

El cultivo de los hongos del género Pleurotus sp. es de importancia debido a que producen
proteinas de alta calidad. ElI uso de Pleurotus ostreatustiene la ventaja de ser un
complemento alimenticio por su valor nutricional, ya que contiene entre 57% y 61% de
carbohidratos, 26% de proteina, 11,9% de fibra 'y 0,9% a 1,8% de grasas con base a su peso
seco, ademas posee vitaminas como niacina, tiamina (B1), vitamina B12, vitamina C o &cido
ascorbico y se le han detectado minerales como potasio, fosforo y calcio (Rivera Ruby y col.

2013).

4.6 Enzimas
Las enzimas son proteinas, polimeros formados por aminoacidos covalentemente unidos

entre si, que catalizan en los organismos una gran variedad de reacciones quimicas. La
actividad catalitica de las enzimas depende de que mantengan su plegamiento, es decir, su
estructura tridimensional. En esta estructura tridimensional se forman cavidades, llamadas
“sitio activo”, las cuales muestran afinidad por las moléculas especificas (sustratos) que se
convertiran en productos. La combinacion de grupos funcionales quimicos presentes en estas
cavidades genera un conjunto de interacciones covalentes y no covalentes entre la proteina y
el sustrato, que hacen que la conversion de éste en un producto se vea favorecida. Como
cualquier catalizador, al finalizar la transformacion del sustrato y liberarse el producto del
sitio activo, la enzima regresa a su estado original y puede involucrarse en un nuevo ciclo de

catalisis. Las enzimas pueden utilizarse también fuera de las células: desde hace milenios el
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ser humano las ha aprovechado. Sus aplicaciones mas antiguas tienen que ver con la
alimentacion, por ejemplo, la produccion de pan y queso (Ramirez Joaquin, Ayala Marcela,

2014).

Fig. 6 Cadena de una enzima.
4.7 Amilasas
La enzima amilasa ha recibido gran cantidad de atencion a nivel mundial. Los
microorganismos que pueden producir tienen aplicacion comercial en industrias almidoneras,
de alimento, textiles, detergentes, productos farmacéuticos, elaboracion de cerveza y finos
productos quimicos (Annamalai y col. 2011; Fooladi y Sajjadian, 2010). Las industrias
almidoneras requieren enzimas con resistencia a alta temperatura, para la licuefaccién del
almidon (Asgher, 2006, Ponce y Pérez, 2002). Las amilasas son enzimas intra o
extracelulares que promueven la hidroélisis de enlaces
glucosidicos presentes en el almidon, glucdgeno y
otros polisacaridos (Van da Maarel y col. 2002.) Las
amilasas con resistencia a las temperaturas elevadas

son de importancia industrial y biotecnolégica (Ferrer

Cristina y col. 2015).
y ) Fig. 7 Cadena de enzima alfa amilasa.
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4.8 Efecto de las enzimas en panes
El grupo de enzimas utilizadas en panificacion ha crecido significativamente, ya que mejoran

la calidad de la pasta, obteniendo asi una mejor flexibilidad, estabilidad, volumen y estructura
de la miga. Especificamente el grupo de las xilanasas (enzimas degradadoras de Xilanos)
mejoran el volumen, fuerza y calidad de la red de gluten. Este grupo, ha sido de gran interés
debido a su potencial biotecnoldgico (Mendoza M, Gutiérrez Alma. 2016).

Entre las enzimas mas utilizadas se encuentran las proteasas, xilanasas y celulasas. La enzima
xilanasa hidroliza especificamente algunas fracciones de WUAX por lo tanto son de mayor
interés en la elaboracion de pan. Los azucares simples que se obtienen de la accidn enzimatica
son Xxilooligosacaridos y son considerados prebidticos lo que le confieren mayor
funcionalidad al pan. Debido a que esos oligomeros no son hidrolizados y adsorbidos en el
tracto gastrointestinal estimulan selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas en el

colon (Moreno Oscar y col. 2018).

Fig. 8 Panes funcionales.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Desarrollo y obtencion de la harina de Pleurotus ostreatus.
El cultivo del hongo se llevo a cabo siguiendo las metodologias de (Bonatti-Chves y col.

2004) con modificaciones. El desarrollo del hongo se llevé a cabo en paja de trigo y sorgo el
cual se esterilizd para evitar contaminacion, y se control6 las condiciones de humedad
relativa (entre 80 y 90%). Posteriormente, se sembrd el sustrato con semilla de sorgo (15%
p/p) inoculada con micelio del hongo Po (conservado a -4°), el cual fue proporcionado por
el departamento de fitomejoramiento de la UAAAN, este procedimiento se llevé a cabo en
bolsas de plastico, las cuales se identificaron y se mantuvieron en condiciones de oscuridad
y de temperatura controlada (28°C). Los hongos maduros (cuerpo fructifero) de Po se
cosecharon manualmente después un periodo de 40 dias. Los hongos se cortaron y se secaron
en horno eléctrico a 60°C durante 48 horas, a continuacion, se molieron (Pulvex mini 100) y

se tamizaron hasta un tamafio de particula de 350 pm en un RO-TAP RX-29.

5.2 Obtencion del extracto enzimatico
Para la obtencion del extracto enzimatico del hongo Po se realizaron cinéticas de produccion

de enzimas utilizando como sustratos diferentes desechos agroindustriales de plantas del
semidesierto (yuca, maguey y olote). Se selecciond la muestra que presentd mayor actividad
amilasa para esta investigacion. El extracto crudo se obtuvo adicionando 50 ml de buffer de
citratos (pH 5) a cada bolsa, se agito vigorosamente para asegurar la extraccion total de las
enzimas producidas. El contenido de la bolsa fue filtrado en papel filtro con ayuda de una

bomba de vacio y el sobrenadante recolectado se congel6 hasta su uso (Cruz y col. 2019).
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5.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la amilasa
La actividad enzimatica de la amilasa del extracto crudo obtenido previamente se determind

cuantificando los azlcares reductores liberados utilizando el reactivo é&cido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) como lo describe Miller (1959). A 90 pl de almidon con agua
destilada (10% v/v) se agregaron 10 ul del extracto enzimatico crudo y se incubé a 50°C
durante 60 min, posteriormente se adicionaron 100 pl de DNS para detener la reaccion. Esta
solucion resultante se llevo a ebullicién (100°C) durante 10 min y luego se colocé en hielo
durante 5 min. Se determin0 los azUcares reductores obtenidos, midiendo la absorbancia a
546 nm en un espectrofotometro (BIOBASE EL-10A); utilizando como curva patron
maltosa. Una unidad de actividad de amilasa se definié como la cantidad de enzima requerida

para la liberacion de 1 pmol de azlcar reductor en equivalentes de maltosa por minuto.

5.4 Desarrollo de formulaciones de pan enriquecidos con Pleurotus ostreatus
Se desarrollaron formulaciones de pan de trigo, Po, aguamiel y otros ingredientes (levadura,

leche entera, sal, aceite de canola y agua) adquiridos en un comercio local de la ciudad de
Saltillo, Coahuila, México. Estos panes fueron realizados en un ensayo preliminar para
evaluar el comportamiento del hongo comestible Po en el desarrollo de un producto de
panificacion. La formulacion base del pan de trigo (PO, como control) se presentan en la
Tabla 1. La harina de Po sustituyé parcialmente la harina de trigo en 5, 10, 15y 20% y se

nombraron a estas formulaciones obtenidas como P5, P10, P15 y P20 respectivamente.
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Tabla 1. Formulacion empleada para la elaboracidn de pan de trigo.

Ingredientes (p/v)
Harina de trigo 60 g.
Levadura 15¢.
Leche entera 28.4 ml.
Aguamiel 3.7ml.
Aceite de canola 4.5 ml.
Sal 1.1g.

Se pesaron y mezclaron todos los ingredientes usando una amasadora eléctrica manual (Black
+ Decker MX 900) de 15 a 20 min, hasta la incorporacion completa de los ingredientes. La
masa obtenida, se cubrid y se mantuvo 1 hora a temperatura ambiente (25 °C) para permitir
su fermentacién. Pasado este tiempo, la masa fue pesada y dividida en partes iguales para ser
moldeada y se dispuso en un recipiente para hornear, se dejé otros 30 min a temperatura
ambiente (25°C) para una segunda fermentacion. Los panes desarrollados se hornearon por
22 minutos en un horno de conveccion a 180°C (San Son, HCX PLUS 3). Después se
enfriaron a temperatura ambiente (25°C) antes de ser guardados en bolsas plasticas para su

posterior analisis. Todos los panes se prepararon por triplicado.

5.5 Evaluacion del efecto del extracto enzimatico sobre el pan de trigo enriquecido
con Po.

Una vez que las formulaciones de pan enriquecido con Po se desarrollaron, asi como las

condiciones adecuadas de elaboracion y horneado, se evalud el efecto de la enzima amilasa

sobre el pan. Se mezclaron todos los ingredientes excepto la levadura por 15 a 20 min,

adicionando un 11 ml del extracto enzimatico continuando con el amasado hasta la

homogenizacién de los ingredientes. Una vez obtenida la masa, se cubrié y se mantuvo 30

min a temperatura ambiente (25 °C) para permitir que la enzima amilasa actuara sobre la
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masa. Transcurrido este tiempo se agrego la levadura, se realiza un amasado de 5-10 min
para la incorporacion en la masa. Se cubre la masa y se deja 1 hora a temperatura ambiente
para permitir el proceso de fermentacion. Pasado este tiempo, la masa fue pesada y dividida
en partes iguales para ser moldeada y se continda con la metodologia de la seccion 5.2. Las
formulaciones obtenidas en esta etapa se nombraron POe, P5e, P10e, P15e y P20g, en las
cuales los nimeros representan la cantidad en % de la harina de pleurotus ostreatus que se

sustituy6 por harina de trigo.

5.6 Analisis de la composicion quimica del Po y de las formulaciones de pan.
Se realiz6 un analisis proximal de la composicién quimica de la harina de Po y de los panes

para determinar su contenido nutricional. Humedad, grasa , proteina, carbohidratos totales,
fibra cruda y contenido de cenizas del PO y de todas las formulaciones fueron determinados
de acuerdo a los métodos estandarizados de la A.O.A.C (Miller GL. 1959). EI contenido de
proteina fue estimado por el método de Kjeldahl usando 4.38 como factor de conversién del
nitrégeno a proteina para las muestras de harina de hongo PO (A.O.A.C. 2000) y el factor

6.25 para las formulaciones de panes .

5.7 Anélisis estadistico
Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se informaron como

el promedio *+ desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey con un nivel de
significacion del 5%, utilizando el software INFOSTAT versién 2018 para Windows

(Cérdoba, Argentina).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Desarrollo de un pan a base de harina de Po.
Se realizaron pruebas de mezclas para la preparacion de un pan que pudiera mantener las

caracteristicas organolépticas. Utilizando harina de Po, se encontr6 una mezcla de
ingredientes adecuada (Tabla 1) ya que el uso de una harina de este tipo de compuestos en
concentraciones elevadas presenta un sabor desagradable. Después de las pruebas
preliminares se decidio trabajar con 4 diferentes concentraciones de harina (PO, P5, P10, P15
y P20), donde se utilizan de un 5 al 20 %.

Se determiné la composicion quimica (base seca) y la energia de la harina de Po se muestran

en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién quimica del polvo de Pleurotus ostreatus comparada con la harina de trigo.

Rango con Valores de
Valores
Componentes valores de referencia de
obtenidos Referencia
quimicos referencia Harina de trigo
(9/100g)
(9/100g)
Humedad (%) 56+£02 W —-eeeeeee- 13.75- 14.1
Ceniza 9.9+0.2 4.1-159 0.45-0.63
(Cardoso
Grasa 19+0.1 05-76 (20,28-30) 0.00-0.92
RVC. 2014)
Proteina 223+14 7.3-53.3 11.20-13.2
Carbohidratos totales 60.3+0.7 13.1-85.8 67.78 — 85.2
Fibra cruda 55+04 7.6-15 0.00

Alam y col. (2008) determinaron las caracteristicas nutricionales de hongos comestibles

como, P. ostreatus, P. sajor- caju, P. florida y Calocybe indica; con resultados de contenido
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mineral (cenizas) en el Po (9.3 g/100g) similares a los obtenidos en esta investigacion (9.9
0/1009). El contenido de minerales de la harina de Po es mas alto a la de harina de trigo ya
gue muchos de los minerales se pierden durante el proceso de refinamiento de la harina
(Frakolaki G y col. 2018). El contenido de grasa se acerco a los datos reportados por S. Wang
y col. (2015) en Po cultivado en residuos de céscaras de algodon adicionado con un 12 y
50% de sustrato reutilizado (1.91 y 1.92 g/100g, respectivamente) de la industria del cultivo
del hongo Hypsizgus marmoreus, para evaluar su utilizacién en el cultivo del hongo Po. Las
grasa que contiene la mayoria de los hongos esta compuesta por &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados (linolénico y linoleico), que también se conocen como
acidos grasos esenciales y son necesarios para prevenir enfermedades del corazon (Wang S
y col. 2015).

Carrasco-Gonzalez y col (2017), reportaron en su trabajo de revision que el hongo Po
presenta un contenido de proteinas promedio de un 23%, cifra similar a la que se obtuvo en
el presente estudio (22.3 g/100 g) y ademas sefialan al hongo Po como unos de los hongo
con mayor cantidad de proteina en comparacion con otras especies del género Pleurotus spp.
Estas proteinas son de alto valor bioldgico ya que aporta todos los aminoacidos esenciales
(Kayode RMO vy col. 2015), a diferencia de la harina de trigo, que sus proteinas son
deficientes en lisina y en treonina (Manzi P y col. 1999).

El mayor componente de la harina de hongo fueron los carbohidratos (60.3 g/100g). Estos
resultados fueron similares a los reportados por Shbeeb y col. (2019) quien evalud las
diferencias del contenido de macronutrientes de las especies de hongos Agaricos bisporus y
Pleurotus ostreatus frescos y enlatados. Los resultados mostraron que los carbohidratos
fueron mas altos (61.1 g/100 g) que en el Agaricos bisporus (47.2 g/100g), ademas de que la

presentacion en lata del Po también mostré mayor valor de carbohidratos (66.0 g/100 g) que
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en el hongo fresco. A diferencia de la harina de trigo que contiene en su mayoria hasta en un
75 % de almidon (Shbeeb DAy col. 2019), los polisacaridos del Po son B-glucanos y quitina
(Lu X'y col. 2018).

Otro componente importante en el Po es la fibra. En este estudio se cuantificé la fibra cruda
(5.5 ¢/100 g), valor que esta por debajo de lo reportado por otros autores (Bonatti Chavez y
col. 2004).

Al igual que en los deméas componentes nutricionales, el sustrato en el que se desarrolla el
hongo es un factor que tiene impacto sobre el contenido de fibra. Como lo demuestra
Koutrotsios y col. (Zhou S y col. 2016), en todos los valores de compuestos quimicos
realizados.

En Po cultivado en una amplia gama de sustratos, demostré que el sustrato en que crece el
hongo tiene gran influencia sobre su contenido nutrimental y quimico. la harina de trigo
utilizada para su elaboracion es harina refinada y en este proceso se elimina el salvado v el
germen, dos partes de grano que contienen la mayor parte de fibra dietética y otros

componentes bioactivos (Koutrotsios G y col. 2014).

6.2 Evaluacion del efecto del extracto enzimatico de las formulaciones de pan
desarrolladas.
La accion de la enzima amilasa es catalizar la hidrélisis de enlaces a-1, 4-glucosidicos en
moléculas de almidén (amilosa y amilopectina), generando maltosa y glucosa; ademas tiene
un efecto en la reologia de la masa produciendo un pan con propiedades diferentes al pan sin
actividades enzimaticas y sus reacciones acopladas (Geng P y col. 2016). La glucosa y la

maltosa son azucares fermentables que pueden ser utilizados por la levadura Saccharomyces

cerevisiae (S. cerevisiae) como fuente de metabolismo para producir CO». La formacion de
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gas durante la fermentacion final de la masa y la primera parte de la fase de coccion es
necesaria para obtener un producto bien desarrollado (Liu W y col. 2017), por lo que se
pretendid identificar los cambios que este efecto realizan en las formulaciones de un pan
innovador. La enzima se dejo actuar por 30 min a temperatura ambiente en la mezcla

amasada.

P5e P5

Fig. 9 Formulacion P5e (Pan con el 5% de harina de Po y enzima) y pan P5 (pan con el
5% de harina de Po, sin enzima).

Después del proceso enzimatico se adiciono la levadura para que iniciara el proceso de
fermentacion lo que permitié que el microorganismo actuara de una mejor manera al
encontrar los azucares mas disponibles en las mezclas desarrolladas. (Shim JH y col. 2007).
En la figura 1 se puede observar diferencias de volumen entre el pan P5e de harina de Po con
enzimay sin enzima. La adicion de enzima a la masa provocé un aumento de volumen en el
pan. También al aumentar los azucares disponibles para la fermentacion, aumenta el tiempo
de fermentacion lo que podria aumentar el volumen de pan (Shim JH y col. 2007).

Las formulaciones con tratamiento enzimatico presentan caracteristicas diferentes que
pueden ser favorables en la elaboracion del pan dependiendo también de la cantidad de harina
de Pleurotus utilizada.  Esto se puede observar en la figura 2 ya que conforme la
concentracion de harina de Po va aumentando, se observa una disminucion en el rendimiento

de la masa para incrementar volumen. La adicién de polvo o harina de hongos comestibles
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a masa de pan puede disminuir el volumen especifico del pan, ya que provoca una
disminucion en la red de gluten y en la retencion de CO2 (Zhang Y y col. 2019). La adicion
de enzima podria cambiar la viscoelasticidad de la masa durante la gelatinizacion del

almidon, aumentando la retencion de gas durante la fermentacion (Shim JH y col. 2007).

| —
P15e P15 P20e P20

Fig. 10 Formulaciones de pan con diferentes concentraciones de harina de Po (5, 10, 15,
20%) con o sin extracto enzimatico.

6.3 Evaluacion de las caracteristicas nutricionales de las formulaciones de pan
obtenidas
La adicion de harina de Po y extracto enzimatico afect6 la concentracion de nutrientes en las
formulaciones de pan. Los resultados en la composicion nutricional de las formulaciones de
pan enriquecidos con Po y con extracto enzimatico se muestran en la Tabla 3.
Las formulaciones de pan presentan un incremento en su contenido proteico
independientemente de la concentracion de hongo Po adicionado, el cual en la formulacion

con maxima concentracion de Po utilizado (P20e con el 20% de harina de Po) se observo la

mayor concentracion de proteina (figura 11).
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Fig. 11 Proteina cruda total en formulaciones de pan con y sin extracto enzimatico.

El aumento en el contenido de proteina también fue reportado Bello y col. (2017), en donde
se sustituyé harina de trigo con el 5 al 30% de harina de Pleurotus sajor-caju para la
elaboracion de galletas enriquecidas donde se registrd que la galleta con més concentracion
de hongo presentd el maximo contenido proteico (15.55%) a comparacion de la galleta sin
Pleurotus (13.04%). El incremento de proteina se debe a que el Po es una fuente de proteinas,
como anteriormente fue mencionado (22.3%) ademas de la adicién del extracto enzimatico
en la formulacion.

En cuanto al contenido de cenizas (2.66 a 5.53), no hubo diferencias significativas. La
maxima concentracion lo obtuvo la formulacion P10. El incremento en el contenido de
cenizas en el pan se puede atribuir a que el hongo Po es fuente de minerales (Rasalanavho M
y col. 2020). La composicion grasa del pan (0.40 a 0.04), no presentd diferencias
significativas.

Las formulaciones de pan con extracto enzimatico presentaron un contenido de carbohidratos

de 16.94 a 22.24. El extracto enzimatico al tener una actividad mayor de amilasas, transforma
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el almiddn en azucares de los cuales la levadura los utiliza para convertirlos en alcohol y
diéxido de carbono (Shim JH y col. 2007). La harina de trigo presenta mas almidon que
puede transformar la enzima que el Po, que tiene polisacaridos (b-glucanos) que no son
susceptibles a la hidrolisis enzimatica, es por esta causa que los carbohidratos fueron mayores
en la formulacion con mayor cantidad de Po.

Los resultados en la composicion nutricional de las formulaciones de pan enriquecidos con

Po y con extracto enzimatico se muestran en la Tabla 3.

Fig. 12 Panes elaborados a base de harina de trigo y panes adicionados con Pleurotus ostreatus.

Tabla 3. Composicion nutricional de las formulaciones de pan enriquecidos con Po y con extracto
enzimatico.

Ceniza Grasa Proteina Carbohidratos* Fibra cruda
Muestra

(9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g)
POe 2.66 £ 0.04° 0.40 + 0.10° 11.06 + 0.14° 16.94 £ 0.31° 0.00 £ 0.00?
P5e 3.07+£05°2 0.26 + 0.04° 7.84+£0.032 18.28 £ 1.33? 0.32+£0.13?
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P10e 5.53 +0.20° 0.03 +0.022 11.56 + 0.55° 20.21 £ 0.972 0.34+0.0.32
P15e 2.32+0.69% 0.01 +0.00% 7.95+0.602 19.40 + 0.58% 1.66 +0.19°
P20e 2.71+£0.019 0.04 £ 0.02* 16.36 £ 1.33° 22.24 +1.48° 2.26+0.20°

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05, ANOVA)

La fibra cruda incrementé su concentracion (0.00 a 0.26 g/100) al adicionar Po en la
formulacién de pan. El incremento en fibra, con la adicion de Po puede ser causado por la
presencia de fibra dietética contenida en la harina de Po, B-glucanos. Esta fibra dietética
soluble que esta presente en las paredes celulares de los hongos ha demostrado tener
beneficios para la salud, como efectos hipoglucemiantes (Bello M y col. 2017).

Esta investigacién mostrd que ocurren cambios significativos en el contenido nutricional del
pan de trigo cuando es enriquecido con harina de Po y adicionado con extracto enzimatico
obtenido del Po., incrementando la concentracion de importantes nutrientes como proteinas
y fibra, siendo las formulaciones P15 y P20 las de mejor valor nutricional, las cuales son las
que presentan mayor contenido de hongo Po. Estos resultados demuestran que la harina del
hongo comestible Po puede ser una fuente de nutrientes para enriquecer a los alimentos y que

su extracto enzimatico puede ser utilizado en panificacion.
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7 CONCLUSIONES
El uso de la enzima amilasa en la formulacion de panes con harina de Pleurotus ostreatus
afecta las caracteristicas nutrimentales del pan. La cantidad de proteina total en un pan
utilizando harina Po aumenta con el uso de enzimas amilasas, asi como la concentracion de
cenizas. El efecto de la amilasa en el amasado por 30 min favorece las propiedades
organolépticas del pan.
Se evaluaron diferentes sustratos de la zona semiarida de Coahuila para la produccion de
Pleurotus ostreatus y se encontro que la composicion quimica esta fuertemente relacionada
con la produccion enzimatica.
Se determind la accion de la enzima amilasa, catalizando la hidrélisis de enlaces a-1, 4-
glucosidicos en moléculas de almidon (amilosa y amilopectina), ademas se logré un efecto
de un pan con propiedades diferentes al pan sin actividades enzimaticas.
La adicion de enzima a la masa provocé un aumento de volumen en el pan. Las formulaciones
con tratamiento enzimatico presentan también otras caracteristicas diferentes que pueden ser
favorables en la elaboracion del pan por ejemplo el aumento de las proteinas esto

dependiendo también de la cantidad de harina de Pleurotus utilizada.
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