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 RESUMEN 
 

La producción de setas comestibles en España, destinadas al consumo en fresco 

o en forma de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la producción mundial, 

estimada para el año 2017 en 10.317.092 Tm. Este gran volumen de producto 

genera entre el 25 y el 30% de subproductos, constituido fundamentalmente por 

tallos y setas no comercializables, que o no se usan o mal usan, dando lugar al 

sistema denominado sistema lineal que se basa en la extracción de materia 

prima, la producción de bienes, el consumo y la generación de residuos, y como 

consecuencia de ello la destrucción/contaminación del medioambiente, es por 

ello que actualmente se está intentando cambiar este sistema de producción y 

consumo, adaptándolo al nuevo sistema de economía circular, el cual está 

enfocado hacia un sistema regenerativo desde su diseño, para mantener el valor 

de los recursos (materiales, agua, suelo y energía), de los productos y limitando 

los insumos de materias primas y energía, evitando, en lo posible, al máximo, la 

acumulación de residuos y sus impactos negativos sobre el medioambiente, el 

clima y la salud humana. 

 

Por lo que en el presente trabajo nos hemos centrado en la revaloración de 

los subproductos provenientes de la industria de setas y hongos comestibles, 

concretamente del champiñón (Agaricus bisporus) como materia prima 

valorizable para la obtención de productos de alto valor para varias industrias: 

medico-farmacéutica, alimentaria, cosmética, química, agronómica, etc., y 

contribuir a la mejora y protección del medioambiente, a través de un sistema de 

economía circular. 

 



 

 

La industria de las setas y hongos comestibles, generan tres tipos de 

subproductos: i) el compost agotado, ii) los tallos y piezas no comercializables, 

y iii) el líquido de escaldado en el caso de las conservas. En el presente trabajo 

nos hemos centrado en la revalorización de los dos últimos: tallos y elementos 

no comercializables, y líquido de escaldado. Tanto los tallos como el líquido de 

escaldado, debido a su composición [23-32% p.s., en proteínas, 65-72%, p.s., en 

carbohidratos, y diversas sustancias beneficiosas para la salud como 

ergotioneina, ergosterol (precursor de la vitamina-D2), péptidos antioxidantes, 

etc.], pueden constituir unas excelentes fuentes de partida para la obtención de 

diferentes productos potencialmente utilizables en la industria médico-

farmacéutica y alimentaria como nutracéuticos, en la industria cosmética como 

nutricosméticos o en agronomía como biofertilizantes, e incluso pueden 

constituir una excelente fuente para fines biotecnológicos, tales como fuente de 

fermentación para la producción de quitinasas, o fuente de partida para la 

obtención de nano-quitina, siempre y cuando se desarrollen los procesos 

adecuados.  

 

Por lo que los objetivos del presente trabajo han sido:  

 

1. Preparación y caracterización de diferentes hidrolizados de las proteínas 

presentes en los subproductos del champiñón. 

 

2. Diseño general de procesos biotecnológicos encaminados a la 

revalorización de subproductos derivados de la industria agroalimentaria. 

 

3. Preparación de hidrolizados proteicos de la harina de tallos de champiñón. 

 



 

 

4. Caracterización de los hidrolizados proteicos. 

- Caracterización electroforética 

- Caracterización cromatográfica 

- Composición aminoacídica 

 

5. Estudio de las actividades biológicas  

 Actividad Antioxidante (Industria Nutracéutica) 

 Actividad Antidiabética (Industria Nutracéutica) 

 Inhibición de la actividad tirosinasa (Industria Alimentaria 

 

6. Aplicaciones 

 En la industria agronómica (como biofertilizante). 

 

Para utilizar estos subproductos de una manera efectiva, es necesario, en 

una primera etapa estabilizarlos en una forma fácilmente almacenable y segura, 

por lo que los tallos y piezas no comercializables de champiñón se ha 

estabilizado preparando una harina de tallo de champiñón (HTCH), mediante el 

secado con aire caliente (50 °C) y molino para obtener un polvo fino al que 

hemos almacenado en bolsas de plástico herméticamente cerradas, a 18 - 20 ºC 

en almacén, permaneciendo de esta manera estable al menos durante un año. El 

líquido de escaldado que representa un gran volumen, del orden de los 10.000 

litros al día para una planta de tamaño pequeño/medio, y que habitualmente se 

vierte directamente a la red o a balsas para depuración, debido al elevado 

volumen es necesario reducirlo, lo que se logra mediante su concentración al 

vacío y a temperatura entre 65-70 ˚C, o mejor aún mediante osmosis inversa 

para evitar, en lo posible, la formación de productos de Amadori, obteniéndose 

un líquido de escaldado concentrado unas 10 veces (LE10X) donde los 



 

 

componentes están concentrados y es fácilmente almacenable a 4 ˚C, en cámara 

fría, durante al menos 3 meses. Una vez estabilizados estos subproductos se ha 

procedido a la obtención de productos de alto valor añadido como: 

 

La obtención de hidrolizados a partir de la HTCH para ello se prepararon 

mediante hidrólisis enzimática El 10% de HTCH resuspendido en agua y se ha 

hidrolizado en un pH-stat con control de pH, temperatura y agitación, utilizando 

una relación de E/S de 0.3%, con cuatro enzimas diferentes: Alcalase®, 

Flavourzyme®, Papaína y Bioprotease LA-450, obteniendo hidrolizados, que 

debido a su composición ricos en aminoácidos, oligopéptidos y péptidos 

potencialmente utilizables como biofertilizantes en agronomía, o como 

nutracéuticos en alimentación o en cosmética. Las endoenzimas, procedentes de 

Bacillus licheniformis: Alcalase® y Bioprotease LA-450, son las que mayor 

cantidad de producto solubilizan, 41,7±3.0% y 46,3±3,6%, respectivamente, 

mientras que la Papaína y la Flavourzyme®, mezcla predominante de 

exoproteasas bacterianas, presentan un rendimiento solubilizador más bajo, 

26,3±2,3% y 23,0±1,7%, respectivamente. Con el fin de incrementar, en lo 

posible, el grado de hidrólisis, y por tanto la cantidad de material solubilizado se 

procedió a la realización de hidrólisis secuenciales, utilizando primero una 

endoproteasa y seguidamente una exoproteasa. Las hidrólisis secuenciales 

realizadas han sido las siguientes dos combinaciones: “Alcalase® + 

Flavourzyme®” y “Bioprotease LA-450 + Flavourzyme®”, 79,6±2,9% y 

81,4±3,3%, respectivamente.  

 

Para obtener información más detallada sobre la distribución del tamaño de 

las proteínas, péptidos, oligopéptidos y aminoácidos presentes en los 

hidrolizados, se procedió a su estudio por cromatografía de exclusión molecular 



 

 

en una columna SuperdexTMpeptide 10/300 GL, que tiene un rango de 

resolución de 7000 a 100 kDa, los mayores porcentajes de dipéptidos y 

aminoácidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos mediante 

hidrólisis secuencial con Alcalase®+Flavourzyme® y 

Bioproteasa+Flavourzyme®, 42,13% - 37,94% respectivamente. 

El análisis aminoacídico muestra el contenido de los diferentes aminoácidos 

presentes en el hidrolizado obteniéndose que los mayores contenidos en AAH 

están presentes en HPTCHLA450, mientras que la mayor concentración de 

AAsCP y AAsCN se obtienen en HPTCHA+F, el mayor contenido de AAA se 

obtiene en HPTCHA y el mayor contenido de AAEs se encuentra en 

HPTCHLA450. 

 

Estos resultados también muestran que la capacidad secuestradora del radical 

ABTS•+ por los HPTCH depende del tipo de proteasa utilizado para la obtención 

de los hidrolizados en las hidrólisis simples, obteniéndose la mayor capacidad 

secuestradora (menor EC50) cuando se utiliza la exoproteasa Flavourzyme® 

(EC50 = 0,13±0,02 mg/mL), y cuando se utiliza en combinación de las 

endoproteasas Alcalase® y Bioproteasa L450 (0,15±0,05 y 0,14±0,04, 

respectivamente), no observándose diferencias estadísticamente significativas 

para ninguna de las dos combinaciones estudiadas.  

 

Estos resultados, al igual que para el radical ABTS•+, también muestran que 

la capacidad secuestradora del radical DPPH• de los HPTCH depende del tipo de 

proteasa utilizado en las hidrólisis simples, obteniéndose la mayor capacidad 

secuestradora (menor EC50) en el caso de utilizar la exoproteasa Flavourzyme® 

(EC50 = 0,33±0,02 mg/mL). En el caso de las hidrólisis secuenciales, al igual 

que anteriormente, no se observan diferencias estadísticamente significativas 



 

 

para ninguna de las dos combinaciones de endoproteasa + exoproteasa 

estudiadas, obteniéndose valor de EC50, 0,47±0,05 y 0,44±0,06 g/mL para 

HPTCHA+F y HPTCHLA450+F, muy similares al obtenido para la hidrólisis simple 

con la endoproteasa.  

 

Los HPTCH muestran una ligera actividad inhibidora de las dos hidrolasas, 

puede reducir eficazmente la absorción de glucosa e inhibiendo el aumento de la 

concentración de glucosa sanguínea postprandial, como actividad antidiabética. 

No observándose diferencias estadísticamente significativas entre los distintos 

HPTCH y el HTCHH2O. Si bien, estas inhibiciones son significativamente muy 

inferiores a la observada para el control positivo (Acarbosa). Por lo que se puede 

concluir que los HPTCH no presentan ventaja alguna a la hora de intentar 

reducir los niveles postprandiales de glucosa. Nuestros resultados son contrarios 

a los reportados por otros autores que sí encuentran una inhibición apreciable de 

estas hidrolasas utilizando hidrolizados de otros hongos comestibles 

enriquecidos en selenio, por lo que la mejora de la actividad antidiabética de los 

hidrolizados de las proteínas de hongos enriquecidos en selenio podría atribuirse 

a la incorporación de selenio en los péptidos integrantes de los hidrolizados y a 

posibles cambios conformacionales de estos inducidos por el selenio, que 

favorecería la interacción con la α-glucosidasa y la α-amilasa limitando su 

acción. 

 

La inhibición de la actividad tirosinasa por los diferentes HPTCH, el 

HTCHH2O y un control positivo (ácido ascórbico). Todos los HPTCH inhiben 

claramente la actividad tirosinasa de una manera dosis dependiente, dentro del 

rango 0,5-3,0 mg/mL. Esta inhibición es mayor, estadísticamente significativa 

p<0,05, que la presentada por el HTCHH2O, pero claramente menor que el 



 

 

control positivo. A pesar de ello, a concentraciones del orden de 1,5 g/mL y 

mayores la inhibición es del orden del 40%. 

 

Los HPTCH, debido a las actividades biológicas descritas serían claramente 

aplicables como nutracéuticas o complementos nutricionales en el tratamiento 

de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, y en la industria alimentaria 

en la prevención de la oxidación de los alimentos evitando su deterioro y/o 

pardeamiento, estos hidrolizados, debido a su composición, también podrían 

encontrar aplicación en la agronomía moderna como biofertilizantes. 

 

Una vez realizados estos ensayos de germinación se puede concluir que él 

LE al igual que los hidrolizados de la HTCH pueden ser utilizados como 

biofertilizantes. Pero al hacer la comparación entre estos dos, observamos que él 

LE preparado a concentraciones entre 5 y 10% es la mejor opción debido a que 

requiere de menos procesos y por lo tanto el costo es menor. Luego, teniendo en 

cuenta que estamos trabajando con un subproducto, esta sería una buena manera 

para su valorización, produciendo un producto de alto valor añadido, y 

contribuyendo al mantenimiento del medioambiente.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Historia de los Hongos comestibles 

Los Hongos se definen como organismos vivos que se reproducen por 

esporas, con cuerpos fructíferos visibles que crecen en una variedad de 

ecosistemas y de gran importancia dentro del mantenimiento del medioambiente 

(Miles y Chang, 1997; García y Sánchez, 2009). Desde hace miles de años los 

seres humanos han utilizado los hongos como alimento y como medicina debido 

a las propiedades beneficiosas para la salud, de algunos de ellos (Calonge, 

2011). Esto sigue siendo vigente hoy en día, donde los hongos además de seguir 

siendo utilizados como alimento, se contemplan como fuente de productos 

naturales tanto para la obtención de productos beneficiosos para la salud como 

de aplicación industrial (cosmética, agronomía, etc.) (Boa, 2005). 

 

Actualmente se han descrito unas 80.000 especies de hongos, pero se 

estima que su existencia sea del orden de 1,5 millones (Hawksworth, 2001). De 

estas 80.000 especies se considera que unas 2000 son aptas para el consumo 

humano, y debido a sus propiedades unas 700 son de interés para la industria 

farmacéutica (Chang y Wasser, 2012). 

 

En cuanto a la constatación del uso de los hongos por el hombre, diferentes 

expediciones arqueológicas han permitido encontrar restos de hongos dentro de 

la ropa del hombre primitivo, corroborando de esta manera que nuestros 

antepasados ya hacían uso de antibióticos naturales que se obtenían de los 

hongos (Capasso, 1999; Campos y Arregui, 2014). En zonas inhóspitas del 

planeta han sido encontrados un sin número de petroglifos que datan de miles de 

años de antigüedad, donde se puede observar figuras antropomorfas junto a 
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formas de hongos (ver Figura-I.1) (Wasson, 1957). 

 

Figura I.1 Petroglifos hallados en las orillas del rio Pegtymel (Rusia). Los 

alucinógenos en el mito. Relatos sobre el origen de las plantas psicoactivas 

(Tomado de Samorini y Zanarini, 2001). 

 

En Grecia también se han encontrado restos de la presencia de hongos así 

como de sus usos. Así Teofrasto en su famoso escrito “Sistema Naturae” da a 

conocer una clasificación de las plantas basada en propiedades médicas, que 

define a los hongos como plantas que no poseen raíces, hojas, flores y frutos. 

Mientras que Dioscórides Anazarbeo médico, farmacólogo y botánico, propone 

una clasificación entre “Fungi esculenti” y “Fungi perniciosi” (González, 2002; 

Quer y Davit, 1962). Sin embargo, es en la época de Roma cuando se empieza 

a conocer los hongos, a cómo utilizarlos y a la vez a como consumirlos, debido a 

que era muy común que los esclavos realizaran tareas de recolección de hongos 

por su exquisito sabor (Edwards, 1984). Plinio el Viejo considerado uno de los 

científicos naturalistas más prestigiosos de la época, en uno de sus escritos 

(Historia natural, libros XII-XVI), da a conocer cómo distinguir hongos 

comestibles de hongos venenosos. Por otro lado en el norte de Europa, 
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diferentes tribus hacían uso de hongos alucinógenos para sus ritos religiosos y 

fiestas (Fericgla y col., 2000; Samorini y Zanarini, 2001). 

 

En la edad media las creencias populares y conocimientos de origen griego 

y romano fueron quedando atrás, mucho más con el paso al Renacimiento, 

donde la creación de la imprenta y los nuevos enfoques en el campo de la 

ciencia, permitieron el progreso y difusión de mayores conocimientos sobre los 

hongos. Así Johannes Franciscus Van Sterbeeck (1630-1693) sacerdote, 

botánico y boticario alemán, publicó su obra denominada "Theatrum fungurum", 

cuyo fin era la identificación de variedades comestibles de hongos (Mehrotra y 

Aneja, 1990). Fray Bernardino de Sahagún en su obra “Los Códices 

Matritenses” detalla la historia general de las cosas de la Nueva España 

(México) y de acuerdo a fragmentos del Popol Vuh y el Chilam Balam se sabe 

que en la cultura mesoamericana prehispánica los hongos eran considerados 

alimento de dioses y reyes, probablemente por su carácter alucinógeno, debido a 

que esa era la forma en que ellos creían que lograban comunicarse con sus 

divinidades (Tudela, 1952). 

 

Figura I.2 Escultura de barro en forma de hongo de origen precolombino 

(Lowi, 1974). 
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Carlos Linneo (1753), científico, naturalista, botánico y zoólogo sueco 

clasificó a los seres vivos, de acuerdo al nivel jerárquico según su género, 

especie, y las agrupo en familias, estas en clases y las clases en Reinos, y creo 

un Reino específico para los hongos, que posteriormente Whittaker lo 

denominaría “Reino fungi”. Durante el siglo XVII los hongos, pasaron de ser un 

alimento básico para los pobres a un alimento consumido por la nobleza. Anton 

van Leeuwenhoek, al perfeccionar la fabricación del microscopio, y al realizar 

varias observaciones, permitieron el conocimiento de los hongos microscópicos 

y el desarrollo de un estudio sistemático. Durante los siglos XVIII y XIX la 

Micología es considerada disciplina científica dedicada al estudio de los hongos, 

apareciendo sistemas de clasificación, clasificando los hongos en: 

Basidiomycetos y Ascomycetos. Se logra identificar las esporas y definirlas. En 

1801 Christiaan Hendrik Persoon botánico y micólogo sudafricano considerado 

el padre de la “micología sistematica” en su publicación “Synopsis Methodica 

Fungorum” agrupa a los hongos por géneros, es por ésto que fue considerado 

como el libro de oro de su tiempo (Mehrotra y Aneja, 1990). Elias Magnus 

Fries (1794-1878) micólogo y botánico sueco, autor de varias publicaciones de 

las que destacan Systema mycologicum y Elenchus fungorum (1818-1828). 

Gracias a dichas publicaciones se le reconoce como el padre fundador de la 

taxonomía moderna de los hongos, siendo el primero en describir para su 

clasificación, el color de las esporas, junto al tipo de himenóforo: láminas, 

poros, pliegues y aguijones como principales características taxonómicas. 

Magnus Fries llegó a caracterizar alrededor de 2700 especies, por ello, y en su 

honor, a la hora de nombrar un hongo, éste suele iniciarse con las dos primeras 

letras de su apellido, “Fr” seguidas del nombre del género y especie (Deacon, 

1990).  
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En el año 1969 Robert Harding Whittaker clasificó a los seres vivos en 

cinco reinos y a los hongos dentro del “Reino fungi”. Enminentes micólogos 

clasifican a especies mediante conceptos de toxicidad y eliminan creencias 

populares erróneas que permitían identificar un hongo comestible de un no 

comestible. Es a partir de aquí cuando comienza el estudio de principios activos 

provenientes de hongos con fines medicinales e industriales (Deacon, 1990). 

 1.2 Cultivo de Hongos comestibles 

 

El cultivo de algunos hongos comestibles, viene desde aproximadamente 2 

mil años atrás, se cree que fue en China donde se realizan los primeros cultivos 

de hongos (Boa, 2005). 

 

Los hongos se distinguen por poseer un cuerpo fructífero lo suficientemente 

grande para ser visto a simple vista y ser recolectado a mano. La mayoría de 

hongos pertenecen a la clase Basidiomycetes, es decir hongos que producen 

basidiosporas, mientras que otros hongos son pertenecientes a la clase 

Ascomycetes es decir que poseen ascosporas (Chang y Miles, 1992). 

 

Dentro de los hongos comestibles más populares tenemos Agaricus 

bisporus (A. bisporus), Pleurotus ostreatus (P. ostreatus), (ver Figura-I.3), 

siendo A. bisporus (Champiñón) el más ampliamente cultivado alrededor del 

mundo. A. bisporus representa del orden del 40% de la producción y consumo 

mundial de hongos y setas comestibles. Representando un negocio importante y 

de gran interés comercial, debido a su textura, sabor, aroma, valores 

nutricionales y últimamente efectos saludables tanto preventivos como curativos 

(Aguilera, 2003; McGee, 2018; Chang, 2005).  
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Figura I.3 a) Agaricus bisporus; b) Pleurotus ostreatus. 

 

 

El botánico inglés Mordecai Cubitt Cooke describió por primera vez a A. 

bisporus como una variedad de Agaricus campestris, posteriormente el 

micólogo Danés Jakob Emanuel Lange en 1926 la denominó Psalliota hortensis 

var. bispora (Lange, 1926). Schäffer y Møller 1939 la consideraron como una 

especie denominándola Psalliota bispora (Schäffer y Møller, 1939).  

 

En 1946 el género Psalliota fue renombrado como Agaricus, hasta hoy, en 

que es conocido como A. bisporus nombrado así por Emil Imbach (Cappelli, 

1984). Con lo que la clasificación de Agaricus bisporus es como sigue: 

 

Reino: Fungi 

División: Basidiomycota 

Clase: Agaricomycetes 

Subclase: Agaricomycetidae 

Orden: Agaricales 

Familia: Agaricaceae 

Género: Agaricus 

Especie: Agaricus bisporus (Lange, 1926; Imbach, 1946). 
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En cuanto a las actividades metabólicas A. bisporus (champiñón) éstas son 

diferentes de las de los vegetales superiores, no puede realizar la fotosíntesis 

como las plantas ya que A. bisporus carece de clorofila, y al ser un organismo 

saprofito necesita nutrirse de un medio adecuado, denominado genéricamente 

compost (Vedder, 1996; Basso, 1980). 

 

Como se observa en la Figura-I.4, en la morfología de A. bisporus podemos 

distinguir 4 partes principales, el sombrero, el estípite, los filamentos y el 

micelio.  

 

El sombrero o píleo es la parte redondeada, en forma de globo y carnosa del 

hongo. Éste puede llegar a medir de 1,6 a 15 centímetros de ancho/diámetro. El 

himenio o filamentos, en hongos del género Agaricus bisporus, se encuentra 

desde la parte inferior del sombrero, otros autores también lo denominan 

laminillas. Estas laminillas en un principio son de color rosado que con el paso 

del tiempo se tornan de color pardo e incluso algunas veces de color negro. El 

pie o estípete es la parte en forma cilíndrica que sostiene al sombrero, es liso, 

blanco y se encuentra unido tanto al micelio como a los filamentos. El micelio 

es la parte adentrada en el sustrato o compost, conformada por un sistema de 

hilos y ramificaciones capaces de producir el hongo en condiciones óptimas 

(Atkins, 1964; Chang, 2008). 
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Figura I.4 Diferentes partes del hongo. 

 

En el desarrollo de A. bisporus pueden observarse varias etapas: etapa 

juvenil o de primordio, etapa adulta y etapa senescente. 

 

En la etapa juvenil o de primordio, el sombrero se encuentra cerrado y las 

laminillas no son visibles, es la etapa preferida para su comercialización en 

forma de conserva o salmuera, ya sea entero o laminado. En la etapa adulta el 

sombrero está abierto y las laminillas son visibles, estos hongos tras ser 

troceado, posteriormente son sometidos a un tratamiento de deshidratación para 

su comercialización. Y finalmente en la etapa senescente el hongo ha alcanzado 

su mayor punto de maduración, el sombrero está completamente abierto y las 

laminillas también, perdiendo su característica física y su valor comercial 

(Donoso, 1989).  

 

El champiñón al ser un organismo heterótrofo y a la vez saprofito, necesita 

de medio de crecimiento adecuado. A este medio se le denomina sustrato o 
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compost, que está formado por diferentes materias primas mezcladas, 

humectadas y fermentadas, que tiene como finalidad lograr extraer el máximo 

de nutrientes, entre éstos carbohidratos, proteínas, y minerales que van a ser 

utilizados por el champiñón para su desarrollo. Dicho sustrato necesita poseer 

ciertas condiciones, así debe contener una humedad entre el 62 y el 68% durante 

su crecimiento, ya que esto influye directamente sobre la aireación del sustrato, 

y la mayor parte de la humedad del champiñón es proveniente del agua 

contenido en el sustrato (López Contini, 1990; Toovey, 1963; Vedder, 1978), 

el pH debe ser ligeramente básico, entre 7 y 8. Otra condición es la temperatura, 

ya que ésta permitirá el óptimo crecimiento y por tanto un mejor rendimiento. 

Se considera que la temperatura adecuada para el desarrollo del champiñón se 

encuentra en el intervalo de 22 a 30 ˚C, si la temperatura supera los 35 ˚C se 

detiene el desarrollo (Vedder, 1978). 

 

A. bisporus (Champiñón) se encuentra entre los hongos comestibles más 

populares en el mundo, se cultiva en más de 70 países, ya que son 

considerados altamente nutritivos. Conteniendo minerales, vitaminas, fibra, 

gran cantidad de proteína y entre el 5-15% de materia seca. Además son bajos 

en calorías debido a que contienen carbohidratos digeribles y una baja cantidad 

de grasa (Mattila y col., 2002). 
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Tabla I.1 Composición básica de Agaricus bisporus (Tomado de Reis y col., 

2012) 

 

Componente Contenido 

Humedad 90 - 93% 

Materia seca 7 - 10% 

Cenizas 8,5 - 9,7% 

Proteína 21,1 - 32,5% 

Carbohidratos 65,4 -74,0% 

Grasa cruda 2,2 - 3,5% 

Fibra 17,5 - 23,1% 

Ergotioneina 0,20 - 0,31 mg/g 

Polifenoles 3,7 - 4,1 mg/g 

Ergosterol 4,3 - 6,4 mg//g 

 

El análisis de la composición básica de A. bisporus indica un alto contenido 

de proteínas (21,1 - 32,5%, p.s.), alto contenido de carbohidratos (65,4 - 74%, 

p.s.), bajo contenido de grasa (2,2 - 3,5%, p.s.), alto contenido de fibra cruda 

(17,5 - 23,1%, p.s.), y humedad (90 - 93% p.s.). Además, A. bisporus es rico en 

otros componentes beneficiosos para la salud, como ergotioneina, ergosterol 

(pre-vitamina-D2), polifenoles, vitaminas y minerales (Barros y col., 2008; 

Cremades y col., 2012; Cremades y col., 2015). 

 

Debido al alto contenido de proteínas, el champiñón es un buen sustrato 

para la preparación de concentrados y aislados proteicos, que podrían 

representar una alternativa eficiente para la sustitución de proteínas animales en 

la dieta del hombre y en la alimentación animal (Salas y Drager, 1981), pero 

debido a que las proteínas de A. bisporus, y otros hongos, están, en su mayoría, 
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unidas a hidratos de carbono, su solubilidad y digestibilidad es baja (Lebeque y 

col., 2018). Por ello su solubilización podría contribuir a una mejora de la 

calidad y funcionabilidad de estas proteínas. Así, su hidrólisis, obteniendo 

hidrolizados proteicos, mejoraría significativamente su solubilidad y 

digestibilidad.  

 

Por otro lado, estos hidrolizados debido a su alto contenido proteico 

(péptidos y aminoácidos) constituyen un producto de gran interés, no solo 

nutricional si no también industrial (médico-farmacéutica, cosmética y 

agronómica).  

 

En cuanto a los componentes beneficiosos para la salud, objeto del interés 

de la industria médico-farmacéutica cabe señalar, que se han descrito la 

presencia de componentes en A. bisporus con propiedades antimicrobiana, 

antitumoral, anticancerígeno, antioxidante, antiinflamatoria, 

hipocolesterolémicas, antidiabéticas, inmunosupresoras, antialérgicas, 

antivirales y hepatoprotectoras, lo que podría ser de interés para tratar diferentes 

enfermedades crónicas, como el cáncer, la diabetes, enfermedades hepáticas, 

etc. (Ӧzçelik y Pekşen, 2007; Xu y col., 2012). 

 

Es por todo esto que el cultivo de A. bisporus (champiñón) es muy 

importante si se quiere aprovechar todas sus ventajas y riquezas nutricionales-

culinarias, medicinales y funcionales, que a su vez pueden ser explotadas por un 

número importante de industrias, como químico-farmacéuticas, medico-

farmacéuticas, cosméticas, agrícolas y ambientales (Chang y Buswell, 1996; 

Gopalakrishnan y col., 2003). 
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El cultivo de champiñón en general ha experimentado una evolución desde 

sus inicios hasta el día de hoy, es por eso necesario, aunque sólo sea de manera 

breve, precisar los distintos procesos para su producción. El champiñón se 

cultivó por primera vez de casualidad y se hace mención a unos franceses 

quienes vieron que los champiñones crecían sobre el estiércol acumulado donde 

se vertían residuos de otras especies de hongos silvestres y el agua con la que se 

lavaban estos (Steineck, 1972; Vedder, 1978). El cultivo al principio siempre 

fue al aire libre, pero a finales del siglo XVIII se los realizaba en bodegas y 

minas donde se pudo obtener mejores resultados. Poco a poco se fue 

extendiendo el cultivo del champiñón desde Paris a otras ciudades de Francia y 

América (Atkins, 1964). Se dice que el micelio del hongo probablemente se 

obtuvo de caminos y pastizales con estiércol de caballo, pero este champiñón en 

un principio era capaz de propagar enfermedades debido a que el compost no era 

tratado adecuadamente y podía contener otro tipo de bacterias (Quintard, 1977; 

López Contini, 1990). Posteriormente se logró obtener cultivos puros libres de 

microorganismos, a partir de tejidos y esporas del hongo, que luego se 

multiplicaría en estiércol esterilizado obteniendo de esta forma una manera 

exitosa de cultivo de champiñón (Fernández, 2005). 

 

1.2.1 Diferentes sistemas de cultivo 
 

Actualmente el cultivo de champiñón está completamente mecanizado y 

automatizado. Desarrollándose el proceso en grandes naves que contienen 

diversas cámaras con control de temperatura, humedad, aireación, niveles de 

CO2, y asepsia, cuyos parámetros varían según la etapa de desarrollo del 

champiñón (siembra, desarrollo miceliar, fructificación y cosecha). Si bien cada 

gran fabricante mantiene en secreto las condiciones exactas de su cultivo y 
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composición del compost, básicamente el cultivo de champiñón se lleva a cabo 

de acuerdo con alguno de los tres sistemas de cultivo siguientes: francés, 

holandés o americano. 

 

- Sistema francés 

 

A este sistema se lo conoce como sistema de bolsa plástica, es el más 

utilizado debido a que es más práctico y no requiere de tanta inversión (Fletcher 

y col., 1991). Con este tipo de sistema la producción del champiñón disminuye 

debido al espacio existente entre una bolsa y otra, pero a pesar de ello se obtiene 

mayor cantidad de cosecha ya que existe más cantidad de compost en cada bolsa 

lo que es beneficioso para el desarrollo del champiñón (Salas y Drager, 1981). 

Además las bolsas son desechadas una vez realizada la cosecha, lo que 

significaría un ahorro en el tiempo y costo que se destina para la desinfección 

del lugar de producción (Quintard, 1977). 

 

- Sistema holandés 

 

Este sistema fue creado en Holanda, país que actualmente tiene la mejor 

tecnología para la producción de champiñón, este sistema es conocido como 

sistema de bandejas (Fernández, 2005). En este sistema las bandejas son 

armadas al momento de realizar la siembra, luego de la cosecha estas son 

vaciadas y desinfectadas al igual que el lugar donde se realizó el cultivo 

(Toovey, 1987).  

 

- Sistema americano 

 

Este sistema es utilizado comúnmente en Estados Unidos, también se lo 
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conoce como “sistema de camas” la característica principal de este sistema es el 

empleo de un tipo de base de cama de madera invertida donde se coloca el 

compost. El peso promedio de cada cama va entre los 250 y 280 kilogramos, por 

lo que es necesaria la utilización de montacargas para el transporte hasta el 

cuarto de producción (Fernández, 2005).  

 

Si bien, actualmente el cultivo del champiñón se realiza de manera híbrida, 

utilizando los mejores procedimientos de cada sistema, guardando cada 

productor como secreto de fabricación sus modificaciones. 

 

     1.2.2 Cultivo del champiñón 
 

El cultivo y explotación de A. bisporus comprende varías fases, tal y como 

se muestra resumidamente en la Figura-I.5. 

 

Figura I.5 Fases del proceso de producción de A. bisporus (champiñón). 
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- Obtención de micelio (semilla) 

 

Para llevar a cabo la producción de champiñones lo primero que 

necesitamos es tener el micelio apropiado. Por ello el primer paso lo constituye 

la obtención de micelio puro. Una vez logrado el cultivo puro del hongo, se le 

replica en semillas esterilizadas (generalmente sorgo o trigo) (Khanna, 2003). 

Brevemente, los granos se hierven durante unos veinte minutos (1 Kg en 1,5 L 

de agua), se escurren y mezclan con CaCO3 y yeso (3,5 g y 13 g 

respectivamente por cada Kg de grano cocido), se ponen en frascos de 1 ó 2 L y 

se esterilizan en autoclave (121 ºC, 20 min). Una vez fríos, en cabina de flujo 

laminar, se inoculan estérilmente con micelio puro y se incuban a unos 25 ºC 

hasta que todo el contenido del frasco se ha invadido por el mismo. Para 

mantener los granos separados se agitan con frecuencia los frascos (diariamente, 

p. ej.). El micelio así crecido o semilla se puede mantener a 4 ºC, durante 1 ó 2 

meses.  

 

- Preparación del compost 

  

 Una vez que se dispone de la semilla, es necesario disponer de un medio de 

cultivo adecuado, el compost. La obtención de este sustrato o medio adecuado 

es una de las fases más críticas en la producción de champiñón. 

Tradicionalmente se prepara a partir de paja de trigo y estiércol de caballo, pero 

se pueden usar también otros residuos, generalmente, agroindustriales 

(Colmenares-Cruz y col., 2017). Debido al bajo contenido en N de estos 

sustratos lignocelulósicos, se agrega un suplemento rico en N con el fin de 

alcanzar unos niveles del 2 al 2,5% de nitrógeno. Además como la paja de trigo, 

y otros medios lignocelulósicos, son deficientes en potasio (K) se añade KCl o 

K2SO4. Para mejorar la textura final del compost y evitar la compactación se 
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añade yeso que contribuye a mantener el pH (6,5 - 8,0) (Beyer, 2017). 

 

 El objetivo del compostado o compostaje es la transformación selectiva 

de un sustrato no específico en uno altamente selectivo conveniente para la 

proliferación o desarrollo de A. bisporus y otros agáricos. El proceso se divide 

en dos fases:  

  

 La Fase-I del compostaje tiene lugar al aire libre, o bajo un 

techo/cobertizo para protegerlo de la lluvia, en largas pilas de aproximadamente 

un metro de alto y dos de ancho. Durante esta fase que dura entre 7 y 10 días, se 

produce la termogénesis microbiana alcanzando una temperatura interna de 70 - 

80 ºC. Las condiciones aeróbicas se mantienen volteando el compost a 

intervalos regulares. La importancia de esta primera fase es lograr que el 

sustrato sea inadecuado para el crecimiento de mohos que podrían afectar a la 

producción del champiñón (Beyer, 2017). La cantidad de agua añadida debe ser 

tal que humedezca el material en compostaje, pero que no escurra líquido al 

tomarlo en la mano (Toovey, 1987).  

  

 La Fase-II del compostaje ocurre dentro de un recinto techado. El 

compost es colocado en cajones, en capas de 15 a 20 cm de altura, y se apilan 

dejando huecos entre ellos para permitir el paso y liberación de los gases. 

Durante esta fase continúa la actividad microbiana, alcanzándose temperaturas 

de 50 - 60 ºC, con una adecuada ventilación. Esta fase dura de 3 a 7 días, y 

durante ella se producen nutrientes por la actividad microbiana, especialmente 

proteínas, y se eliminan los restos de amonio y/o aminas producidos durante la 

primera fase (Beyer, 2017). Durante el compostado se pasteuriza el interior del 

compost matando esporas fúngicas, ácaros, insectos, y nematodos. La 
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temperatura del compost en la segunda fase no debe pasar de los 60 ºC (Toovey, 

1987).  

 

- Siembra del inóculo (inoculación) 

  

 Una vez disponible la semilla y preparado el compost, el siguiente paso es 

la siembra o inoculación del mismo. Para ello una vez crecido el micelio sobre 

granos esterilizados, éstos se mezclan con el compost (1 Kg de semilla/100 Kg 

de compost) (Beyer, 2017) y se dejan desarrollar, como seguidamente 

describiremos. 

 

- Producción 

  

 Durante el primer periodo o periodo de crecimiento invasivo el micelio del 

inóculo invade el compost, la temperatura de las cámaras de cultivo se 

mantienen a 21 - 28 ºC. Cuando el micelio coloniza todo el sustrato, tras unos 10 

- 12 días, éste se cubre con una capa delgada de turba (tierra de cobertura) sin 

esterilizar mezclada con tiza (pH 7 - 8) para evitar la desecación (Beyer, 2017) y 

la temperatura ambiente se reduce a 18 ºC. Cuando aparecen los primeros 

botones de A. bisporus, se baja a 15 ºC. La humedad del ambiente se mantiene 

por encima del 70% (Toovey, 1987). Las bacterias de la turba liberan iones 

ferrosos esenciales para el desarrollo de los basidiomicetos (Beyer, 2017).  

Durante el periodo de crecimiento/desarrollo del micelio se requiere una buena 

aireación de la cámara de cultivo (de 1 a 2 veces por día), pero tras la adición de 

la tierra de cobertura (turba) la aireación ha de ser mucho mayor (de 2 a 3 veces 

por hora), para evitar la concentración de CO2, ya que una concentración de CO2 

del 1% provoca la deformación de los champiñones (Toovey, 1987). Para que la 

aireación sea eficiente, el aire ha de pasar sobre las bateas de cultivo a una 
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velocidad de 100 - 250 mm3/min. 

  

 Además el micelio que está creciendo produce metabolitos volátiles tales 

como etanol, aldehído acético, acetato de etilo y dióxido de carbono (Beyer, 

2017). Para mantener la humedad se riega con frecuencia mediante un rociado 

de niebla sin empapar la tierra de cobertura. 

  

 Los primeros basidiomas o cuerpos fructíferos se recogen a los 15 - 25 días 

después de la adición de la tierra de cobertura. La producción depende de 

numerosos factores y oscila de 5 a 8 Kg por m2 y la conversión biológica es del 

orden de 50 Kg de champiñones frescos por 100 Kg de paja seca 

(Colmenares-Cruz y col., 2017). El periodo de cosecha es de unas seis 

semanas, al final del cual se vacían las bandejas o bateas y el compost usado 

(compost agotado) se desecha destruyéndose o utilizándose como abono en el 

campo (Toovey, 1987). Sin embargo, actualmente este subproducto ha 

despertado un gran interés entre los investigadores, ya que constituye, 

potencialmente, una importante fuente para la obtención de biofertilizantes y 

enzimas hidrolíticas (celulasas, hemicelulasas, lacasas, etc.) (Schimpf y Schulz, 

2016). 

 

 Esquemáticamente el cultivo y producción de champiñón podemos 

resumirlo en la siguiente Tabla. 
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Tabla I.2 Condiciones ambientales de las cámaras de cultivo del champiñón. 

 

Fase del 

cultivo 
Duración Temperatura Humedad Ventilación 

Desarrollo del 

micelio 
10 - 12 días 21 – 24 ºC 70 – 85 % Escasa 

Cobertura 15 - 25 días 18 ºC 70 – 85 % Media 

1ª Floración  13 – 15 ºC 70 – 85 % Intensa 

2ª Floración  13 – 15 ºC 70 – 85 % Intensa 

3ª Floración  13 – 15 ºC 70 – 85 % Intensa 

 

- Cosecha 

 

Para la cosecha del champiñón se tienen en cuenta varios aspectos, tales 

como la madurez, la calidad y el tamaño, ya que estos tres aspectos son de una 

gran importancia para el consumidor. El champiñón se cosecha bien 

manualmente o mecánicamente mediante el uso de rodillos de espuma que no 

dañen el sombrero. Una vez separados del compost se corta la parte del tallo 

próxima a la raíz, procurando que esté lo más limpio posible (Sánchez y Royse, 

2001). 

 

- Manejo Post-Cosecha 

 

Una vez cosechados los champiñones se mantienen en cadena de frío 

(refrigeración de 2 - 4 ˚C) hasta ser derivados para su consumo en fresco o 

procesados a conserva (García y Muñoz, 2002). Esta fase, debido a la labilidad 

del producto, no suele prolongarse en el tiempo más de dos días. Y actualmente, 
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el alargamiento de la vida media del champiñón fresco, es otra línea de gran 

interés en este campo, por el gran beneficio económico que podría aportar. 

 

 

1.3 Interés Económico del cultivo de hongos comestibles 

 

El cultivo de champiñón en España comenzó a principio de los años 

cincuenta de forma artesanal, en cuevas y bodegas en la Rioja. Aunque 

actualmente se cultiva prácticamente en toda España, su producción se 

concentra en dos grandes zonas, donde se produce más del 80% de la 

producción nacional, La Rioja y La Manchuela (Castilla-La Mancha) 

(Información suministrada por Grupo Riberebro). 

 

  

Figura I.6 Producción de Hongos y Setas comestibles a nivel mundial. 

(Adaptado de datos FAOSTAT, 2016). 

 



P á g i n a | 31 

I n t r o d u c c i ó n 
 

  

El consumo de hongos y setas comestibles en la última década ha ido en 

aumento, todo esto debido a nuevos hábitos alimenticios cada vez más 

saludables y naturales, se prevé que para los próximos años siga esta tendencia. 

 

Los datos obtenidos de la FAO nos indican que la producción de hongos y 

setas comestibles a nivel mundial en el año 2016 fue de 10.790.859 Tm. De 

estos el mayor productor es Asia con un 76% de producción seguido por Europa 

que produce el 18%, América con un 5%, Oceanía y África con menos del 1%. 

 

 

Figura I.7 Producción de Hongos y setas comestibles por continentes en el 

2016. (Adaptado de datos FAOSTAT, 2016). 

 

De la producción total de Europa el 9% corresponde a la producción de 

hongos y setas comestibles en España siendo en el 2016 de 197.010 Tm  

 



P á g i n a | 32 

I n t r o d u c c i ó n 
 

 

 

Figura I.8 Producción de hongos y setas comestibles en Europa en el 2016. 

(Adaptado de datos FAOSTAT, 2016). 

 

 

 

Figura I.9 Producción de hongos y setas comestibles en España. (Adaptado de 

datos FAOSTAT, 2016). 
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De igual manera se puede observar que en los últimos años la producción 

de hongos y setas comestibles ha aumentado en un 68.73% aproximadamente 

(FAO, 2018a; FAO, 2018b). 

 

En España el máximo productor y líder en cuanto al champiñón es La 

Rioja. Esta posee 215 hectáreas del total de 497 hectáreas que son dedicadas al 

cultivo del champiñón (Ministerio de Agricultura, 2014). 

 

A nivel mundial los hongos comestibles se comercializan en diversas 

formas, pero el mercado de hongos comestibles basado en su consumo nos lleva 

a dos formas principales de comercialización. 

 

 

1.3.1 Consumo en Fresco 
 

Los hongos y setas comestibles en fresco son muy apreciados por el 

consumidor debido a su agradable sabor y valor culinario-alimenticio, pero 

tienen como desventaja que su vida útil o vida media es muy corta una vez 

cosechado, lo que no permite que sean exportados a lugares que se encuentran a 

larga distancia, limitando así su consumo a puntos cercanos y al consumo 

interno (Burton y Noble, 1993). A. bisporus puede llegar a conservarse en 

refrigeración (2 - 4 ˚C) hasta 13 días empleando películas plásticas de 

polietileno y otros recubrimientos comestibles a base de alginatos, permitiendo 

de esta manera alargar su periodo de vida útil, y por lo tanto aumenta su vida 

comercial (Beelman y col., 1989; Burlo y col., 2004). Los champiñones al 

mantenerse en cadena de frío reducen la actividad microbiana responsable 

principal de su deterioro y la pérdida de calidad (Aguirre y col., 2008). Tanto el 
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pH como la humedad relativa y el tiempo transcurrido desde su recolección 

influyen en la estabilidad del alimento (De Pradena, 1996).  

 

En España la producción de hongos y setas comestibles en fresco en el año 

2016  fue de 147.757 Tm, lo que corresponde al 75% de la producción total de 

setas y hongos comestibles (197.010 Tm), teniendo previsto que estas cifras 

aumenten para los próximos años (Roncero, 2015). De las 147.757 Tm de 

hongos y setas comestibles producidas en el 2016 y destinadas al consumo en 

fresco, el 70 - 90% corresponde a A. bisporus (champiñón) (Royse, 2007). 

 

 El champiñón fresco se comercializa en dos formas: champiñones enteros y 

champiñones laminados (ver Figura-I.10). 

 

 
 

Figura I.10 A) Champiñones enteros, B) Champiñones laminados. 

 

En la elaboración del champiñón en fresco se generan principalmente dos 

subproducto: los tallos de champiñón y los champiñones no comercializables 

(defectuosos, abiertos, etc.), y el compost agotado.  
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1.3.2 Consumo en Conserva 
 

El champiñón es un producto altamente perecedero, su deterioro comienza 

inmediatamente después de su cosecha (Kotwaliwale y col., 2007), lo cual es 

causado por una reacción de pardeamiento siendo la principal responsable la 

enzima polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1) (Devece y col., 1999). Es por ello que 

las industrias alimenticias para extender su periodo de vida útil utilizan procesos 

tecnológicos como la elaboración de conservas, para ello los hongos son 

llevados a un tratamiento térmico con la finalidad de inactivar ciertas enzimas, 

eliminar microorganismos y otros componentes antinutricionales no deseables 

(Toth y col., 1981). 

  

En 1790 Nicolas Appert logró mantener la calidad de los alimentos durante 

largos periodos de tiempo tras su tratamiento con calor húmedo y conservación 

en latas con bajo contenido de aire, dando paso de esta manera a un nuevo 

método de conservación, que permitió colocar una barrera entre el champiñón y 

los factores de degradación, aumentando su período de vida útil (Vedder, 1978). 

La Comercialización actual del champiñón en conserva responde a la alta 

demanda de productos listos para ser usados, que permitan una mayor 

comodidad y a la vez contengan un gran valor añadido. 

 

El método del champiñón en conserva consiste en envasar los champiñones 

en un recipiente de hojalata, para luego proceder a su cerrado hermético y a la 

vez a su esterilización con el objetivo de eliminar todos los microorganismos 

que se encuentran presentes. Todo ello con el fin de mantener el producto lo más 

adecuadamente posible hasta que este sea consumido (Anonimo, 2004). 
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En lo referente a la producción de champiñón en conserva el escaldado es la 

parte principal ya que tiene por objeto reducir el pardeamiento enzimático 

mediante tratamiento térmico, inducir la contracción del champiñón para que no 

se produzca esto durante la esterilización, y lograr que el producto sea flexible 

para favorecer el llenado (Biekman y col., 1997).  

 

En España, en 2016, el 25% de la producción total de hongos y setas 

comestibles (197.010 Tm) fue destinado a la conserva, es decir, 

aproximadamente 49.253 Tm (Roncero, 2015). 

 

 

Figura I.11 Principales formas de Consumo de Hongos comestibles en España 

en el 2016. 

 

La elaboración de champiñones en conserva genera una importante cantidad 

de subproducto, el líquido de escaldado (LE). 
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1.4 Generación de subproductos en la industria del 
champiñón 

 

La producción de hongos y setas comestibles en España, destinadas al 

consumo en fresco o en forma de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la 

producción mundial (Royse y col., 2017).  

 

Esta producción, como se muestra esquemáticamente en la Figura-I.12, 

genera tres tipos de subproductos: i) el compost agotado, ii) residuos de 

champiñón (tallos y champiñones no comercializables) y iii) el líquido de 

escaldado. 

 

Figura I.12 Esquema general de la producción de Agaricus bisporus 

(Champiñón): Productos y subproductos. 
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Cada semana se generan unas 50.000 toneladas de residuos de champiñón 

en Europa, representando un importante desafío medioambiental por parte de 

las industrias del champiñón. Por lo que darle una utilización práctica al uso de 

estos subproductos, además de solucionar un problema medioambiental, 

contribuiría a la valorización de los mismos obteniendo a partir de ello 

productos bioactivos beneficiosos para la salud y/o de uso industrial 

(Buruleanu y col., 2018). 

 

Se consideran como residuos de champiñón a tallos y champiñones no 

comercializables, debido a que se encuentran defectuosos, muy abiertos o 

dañados. Actualmente, este subproducto no se utiliza o mal utiliza como 

alimento animal o abono para el campo. Sin embargo, debido a su composición 

(ricos en proteínas, hidratos de carbono, y metabolitos beneficiosos para la 

salud), podrían ser materia prima para la obtención de diversos productos de alto 

valor añadido, potencialmente utilizables en la industria químico-farmacéutica, 

alimentaría, cosmética, biotecnológica o en la moderna agronomía (Uzun, 2004; 

Polat y col., 2009). 

 

Por esta razón los residuos de champiñón (tallos y champiñones no 

comercializables) son de un gran interés, ya que de esta manera podrían 

generar beneficios económicos y medioambientales (Sánchez, 2010). Con este 

fin, se está investigando la elaboración de diferentes productos de alto valor 

añadido, tales como antimicrobianos, bioplásticos, complementos alimenticios, 

nutracéuticos, etc., a partir de estos residuos de champiñón (Buruleanu y col., 

2018). 
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1.5 Los subproductos de champiñón como fuente de productos 
de alto valor añadido. 
 

Se le denomina alimento funcional a aquel que es capaz de proporcionar 

beneficios para la salud independiente del contenido nutricional requerido, es 

decir que contiene ingredientes que han sido probados y testeados anteriormente 

que permiten la mejora de la salud humana, ya que permiten reducir el riesgo de 

contraer enfermedades y tener una mejor salud. Dichos alimentos pueden ser 

alimentos en su estado natural o alimentos que han sido suplementados con 

otros componentes para aportar en la salud física o mental del consumidor 

(Hicks y Moreau, 2001). 

 

La búsqueda de sustancias o métodos que permitan aumentar o potenciar al 

sistema inmunológico induciendo resistencia y sin causar efectos secundarios al 

organismo ha hecho que los subproductos de hongos y setas comestibles pasen a 

ser de gran importancia para las industrias ya que debido a su composición 

pueden ser utilizados como fuente de alimentos funcionales, además de lograr 

de esta forma abaratar los costos de producción y darle un valor agregado a lo 

que antes era considerado como residuo. 

 

A partir de los subproductos provenientes de hongos y setas comestibles se 

obtuvieron extractos acuosos que contienen Ergotioneina que es un antioxidante 

muy potente que puede ser utilizado en el tratamiento de enfermedades 

relacionadas con el estrés oxidativo y que puede inhibir enfermedades 

autoinmunes de tipo reumáticas, artritis, etc. 

 

La Ergotioneina al ser incorporado en alimentos, se convierte en un 

suplemento alimenticio. Además sin mencionar que la Ergotioneina al ser 
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añadido a un alimento permite que este se conserve durante mucho más tiempo, 

actuando como conservante natural (Cremades y col., 2015). 

 

El extracto acuoso de Agaricus bisporus además de estar constituido por 

compuestos antioxidantes contiene compuestos antimicrobianos, que inhiben el 

crecimiento de bacterias como Staphyllococcus aureus y Escherichia coli, 

incluso contiene otros compuestos con propiedades antivirales logrando de esta 

manera ser muy apreciado por la industria farmacéutica (Santoyo y col., 2009; 

Eo y col., 2000). 

 

El extracto acuoso de Agaricus bisporus obtenido mediante proceso 

enzimático al ser probado en células hepáticas permitió comprobar que suprimia 

la acumulación de lípidos y triglicéridos en dichas células (Rojas y col., 2018). 

 

El extracto obtenido a partir de Agaricus bisporus enriquecidos con selenio, 

podría ayudar al tratamiento de enfermedades ocasionadas por las bajas 

concentraciones de selenio, como el envejecimiento, y enfermedades 

neurodegenerativas, cardiovasculares, e inmunológicas. Este producto 

enriquecido podría ser incorporado en alimento sólido o líquido, ya que no 

alteraría sus propiedades organolépticas (Cremades y col., 2012).  

 

Agaricus bisporus al ser expuesto a la luz UV y bajo determinadas 

condiciones produce una mayor cantidad de viatmina D2 en relación a la ingesta 

diaria, lo que podría mejorar el estado de personas con deficiencia de vitamina 

D (Roberts y col., 2008; Koyyalamudi y col., 2009; Koyyalamudi y col., 

2011). 
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Agaricus bisporus al ser una fuente rica en quitina es decir rico en fibra 

insoluble o fibra dietética es considerado como alimento prebiótico al igual que 

los yogures debido a que provocan el mismo efecto, los compuestos prebióticos 

son aquellos compuestos no digeribles que estimulan el crecimiento y/o 

actividad de algunos microorganismos probióticos que se encuentran en el 

intestino (Gonzaga y col., 2005; Kim y col., 2005; Zheng y col., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

        

OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  

 



 O b j e t i v o s  

P á g i n a | 44 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo General 

 

El principal objetivo del presente trabajo ha sido diseñar procesos 

biotecnológicos destinados a la producción y obtención de compuestos de 

interés para la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética, agronómica y 

biotecnológica, a partir de subproductos de la industria del champiñón, como vía 

de revalorización de estos subproductos y reducir la contaminación 

medioambiental. 

 

Mediante el presente estudio se pretende valorizar los componentes presentes en 

los subproductos de la industria del champiñón, tanto los generados en la 

preparación de champiñones para el consumo en fresco (tallos y champiñones 

no comercializables) como los generados en la preparación de champiñones en 

conserva (tallos y líquido de escaldado). 

2.2 Objetivos Específicos 

 

5. Preparación y caracterización de diferentes hidrolizados de las proteínas 

presentes en los subproductos del champiñón. 

 

6. Diseño general de procesos biotecnológicos encaminados a la 

revalorización de sub-productos derivados de la industria agroalimentaria. 

 

7. Preparación de hidrolizados proteicos de la harina de tallos de champiñón. 
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8. Caracterización de los hidrolizados proteicos. 

- Caracterización electroforética 

- Caracterización cromatografica 

- Composición aminoacídica 

 

7. Estudio de las actividades biológicas  

 Actividad Antioxidante (Industria Nutracéutica) 

 Actividad Antidiabética (Industria Nutracéutica) 

 Inhibición de la actividad  tirosinasa (Industria Alimentaria) 

 

8. Aplicaciones 

- En la industria agronomíca (como biofertilizante), 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1 Aparatos, Materiales y Reactivos 

 
3.1.1 Aparatos 
 

Todos los aparatos utilizados en esta investigación han sido detallados en la 

Tabla-M&M.1. 

 
Tabla M&M.1 Aparatos. 

Nombre Casa Comercial 

Agitador Magnetico (Snaker) 
ARE Heating magnetic stirrer, 

Singapore 

Agitador Vortex (Mezclador vórtex) Fisherbrand, Madrid-España 

Analizador de Aminoácidos 

(Analizador de aminoácidos de mesa 

Biochrom 30+) 

Biochrom, Cambridge-Reino Unido 

Analizador de Imágenes 

Quimioluminiscencia (Equipo 

Imager 600) (Amersham Imager 600) 

GE Healthcare, España 

Autoclave 75 L (Presoclave II 80) JP Selecta, Barcelona-España 

Balanza de Precisión (Balanza de 

precisión modelo BD BC 200) 
Denver Instrument, NY-USA 

Balanza Analítica (Balanza Analítica 

modelo BC BC 100) 
Denver Instrument, NY-USA 

Baño de Agua  

(Baño Termostático Analógico 5 L) 
Nahita, La Rioja-España 

Barra de Agitación (Microbarra 

agitadora magnética de PTFE) 
Fisher scientific, Madrid-España 

Campana de Flujo Laminar 

(Cabina de flujo laminar modelo mini 

H) 

Telstar, Madrid-España 

Campana de Gases 

(Ductless Fume Hood CRUMA 870) 
CRUMA, Barcelona-España 
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Centrífuga (Eppendorf centrifuges) Eppendorf, Madrid-España 

Centrífuga Diferencial (Avanti J-26 

X ) (JLA-10500, JLA-8100) 
Beckman Coulter, Nyon-Switzerland 

Congelador (-40 ˚C, -80 ˚C) 
New Brunswick Scientific, Fisher 

scientific, Madrid-España 

Cubeta de Electroforesis (Celda de 

electrophoresis Criterion) 
Bio-Rad, California-USA 

Desecador de Vidrio (Desecador de 

vidrio pyrex con tapa y disco de 

porcelana, diámetro 100 mm y 

capacidad 1 L) 

QuercusLab, España 

Equipo de Osmosis Inversa Sistema 

de Filtración de Líquidos Escala 

Laboratorio (Triple System) 

MMS, Madrid-España 

Espectrofotómetro (Ultrospec 

2100pro UV/Visible) 
GE Healthcare, España 

Espectrometro (FT/IR–460 

Spectrometer) 
Nirvis, Madrid-España 

Estufa Secado Estático (Desecador 

de vidrio pyrex con tapa y disco de 

porcelana, diámetro 100 mm y 

capacidad 1 L) 

Indelab, España 

Estufa de Secado con Aire Forzado 

(Estufa de aire forzado modelo UF 

260) 

Memmert, Schwabach-Alemania 

Extractor de Grasa (Soxhlet) 

(Extractor ser 148/3) 
Labolan, Navarra-España 

Frigorifico (Frigorifico LKUv 1610) Liebherr, España 

Fuente de Alimentación 

(Electrophoresis power supply EPS 

500/400) 

Pharmacia, LabTrader Inc., 

California-USA 

HPLC (HPLC de columna 

SuperdexTM) 
Jasco, Madrid-España 

KjeltecTM 840 (KjeltecTM 840 

equipado con digestor y destilador.) 
Foss Iberica S.A., Barcelona 

Liofilizador (Cryodos -80 ˚C) Telstar, Madrid-España 

Lupa Binocular C-PS 

(Estereomicroscopio) 
Nikon, Huesca-España 

Molino de Fresado (Molino de 

Fresado SM 100) 
Retsch SM 100, Alemania 
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Microscopio (Microscopio ZEISS 

Modelo Axioskop 40) 
Zeiss, Alemania 

Mufla de Incineración (Modelo 

Termocontroller ST) 
Nannetti, Faenza-Italia 

pHmetro (pH-meter BasiC20) Crison, Barcelona-España 

Pipetas Automáticas (Pipeta 

volumen variable labmate pro) 

HTL Lab Solutions, Marszawa-

Polonia 

Reactor (Reactor Biostat A) 
Sartorious Stedium, Goettingen-

Alemania 

Rotavapor (Rotavapor R-200) Büchi, Barcelona-España 

 

 

3.1.2 Materiales 
 

Todos los Materiales utilizados en esta investigación se han detallado en la 

Tabla-M&M.2. 
 

Tabla M&M.2 Materiales. 

Nombre Casa Comercial 

Botellas de Vidrio de diferentes 

volúmenes (Frasco de laboratorio de 

vidrio transparente con tapón de rosca) 

Fisher Scientific, Madrid-España 

Bureta 

(Bureta con recto NS de grifo, clase B, 

volumen 10 mL) 

DURAN, Main-Alemania 

Pinza de Bureta (Cole-Parmer™ 08021-

34) 
Fisher Scientific, Madrid-España 

Cápsulas de Porcelana 

(Haldenwanger™) 
Fisher Scientific, Madrid-España 

Crisol 

(Crisol de porcelana  forma media) 
QuercusLab, España 

Cubetas de Poliestireno (Cubetas de 

poliestireno para espectrofotometría 

visible 2 y 3 mL) 

Deltalab, Barcelona-España 
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Cubetas de Electroforesis (Cubetas 

MultiSUB Midi , 10 x 7cm & 10 x 10cm 

UV tray, 2 x 16 sample combs) 

Cleaver Scientific LTD, 

Warwickshire-Reino Unido 

 

Embudos (Brand™ Embudo de vidrio de 

borosilicato) 
Fisher Scientific, Madrid-España 

Matraces Erlenmeyers de Vidrio de 

diferentes Volúmenes (Policarbonato 

cuello estrecho Nalgene) 

Fisher Scientific, Madrid-España 

Matraces Erlenmeyers de Vidrio de 2 L 

(Policarbonato boca  ancha) 
DURAN, Main-Alemania 

Espátula (Espátula cuchara plana, 

longitud 120 mm, SPSS-120-005) 
Labbox, Barcelona-España 

Gradillas de Eppendorf (Bastidores 

Labcon 96-Place Storage System 2500-

229-000) 

Labcon, California-USA 

Gradillas para tubos Falcon (Gradilla 

rectangular para tubos Falcon, chapa 

acero inoxidable AISI 304, 24(8 x 3)) 

I.C.T, S.L. 

Instrumentación Científica 

Técnica, S.L., San Sebastian-

España 

Guantes de Nitrilo (Guantes para 

examinación sin polvo, Ref. 4020NP 

calidad estándar) 

Deltalab, Barcelona-España 

Microtubos de 1,5 y 2 mL (np Safelock-

Cap microcentrifuge tube PP, 1,5/2 mL, 

attached cap, boil-proof, transparent, 

graduated) 

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-

Alemania 

 

Papel Filtro Convencional (Papel de 

filtro, hojas de 50 x 50 cm, tamaño de poro 

± 30-40 micras) 

Deltalab, Barcelona-España 

Parafilm M (Laboratory Film) Bemis, Wisconsin-USA 

Pipeta P10/P100/ P1000  

(PIPETMAN Neo® 1-10 μL / 10-100 μL / 

100-1000 μL) 

GILSON®, Wisconsin-USA 

 

Pipeta Serológica (Pipeta serológica de 

5/10/25 mL, poliestireno transparente con 

escala impresa positiva y negativa, 

envasadas de forma estéril unitaria)  

SARSTEDT, Nümbrecht-Alemania 

Piseta (Frasco lavador 1000 mL) 
ENDO Plasticware, TecnyLab, 

Valencia-España 
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Probetas de Vidrio de diferentes 

Volúmenes (Probeta graduada base 

hexagonal, clase a, glassco) 

Labbox, Barcelona-España 

Probetas de Plástico de diferentes 

Volúmenes 

(Probeta graduada PP, 1000 mL ENDO) 

TecnyLab, Valencia-España 

Puntas de Pipeta Automática (Pipette 

Tips) 

Thermo Fisher Scientific, Madrid-

España 

Puntas de Pipeta P10/P100/P1000 (Filter 

Tip PP natural 0,5–10 μL/10-100 μL/100-

1000 μL, short, graduated 96 tips/rack, 

Gilson type, premium surface, 

RNase/DNase/DNA/pyrogenfree, sterile 

RCE/IVD) 

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-

Alemania 

 

Placa de Petri (Petri dish 60x15 mm with 

cams) 
SARSTEDT, Nümbrecht-Alemania 

Tamiz (Tamiz 355 µm) Fisher Scientific, Madrid-España 

Termómetro (Termómetro amarillo -

10/150 ˚C) 
QuercusLab, España 

Tripode (Soporte Universal) QuercusLab, España 

Tubo de Ensayo PE (Resistente al calor 

12 mL) 
Labbox, Barcelona-España 

Tubo de Ensayo (Vidrio Pyrex de 15 mL) Laboquimia 

Tubos Falcon de 15 y 50 mL (Centrifuge 

tube PP with screw cap PE, 15/50 mL, 

Ø17x120 mm, conical bottom, tube 

transparent, cap) 

Nerbe plus, Winsen (Luhe)-

Alemania 

 

Vasos de Precipitados de diferentes 

Volúmenes (Duran™ Vaso de 

precipitados de vidrio de perfil bajo con 

boquilla) 

Fisher Scientific, Madrid-España 
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3.1.3 Reactivos 

 

 Todos los reactivos utilizados en este trabajo han sido reactivos de calidad 

analítica, adquiridos de las siguientes casas comerciales: Sigma-Aldrich, 

Healthcare-Merck, Panreac, Biorad, Thermo Fisher Scientific, que se detallan en 

la Tabla-M&M.3 

 

Tabla M&M.3 Reactivos utilizados. 

Reactivo Casa comercial 

Acarbosa ≥95% Sigma-Aldrich, España 

Acetato de Sodio Trihidratado 

(C2H3NaO2.3H2O) 
Merck, Darmstadt-Alemania 

Ácido Acético (CH3-COOH) Sigma-Aldrich, España 

Ácido Ascórbico C6H8O6 Sigma-Aldrich, España 

Ácido Citrico (C6H8O7) Sigma-Aldrich, España 

Ácido Clorhídrico (HCl) Panreac, Barcelona-España 

Ácido Fosfórico (H3PO4) Sigma-Aldrich, España 

Ácido 3,5-Dinitrosalicilico (C7H4N2O7) Sigma-Aldrich, España 

Ácido Linoleico ≥99% (C18H32O2) Sigma-Aldrich, España 

Ácido Sulfurico conc. (H2SO4) Sigma-Aldrich, España 

Acrilamida (C3H5NO) Bio-Rad, California-USA 

APS (Persulfato Amonico)((NH4)2S2O8) Merck, Darmstadt-Alemania 

Azul de Bromofenol (C19H10Br4O5S) Sigma-Aldrich, España 

Bisacrilamida (C7H10N2O2) Bio-Rad, California-USA 

Bromuro de Potasio (KBr) Sigma-Aldrich, España 

BSA (Seroalbúmina bovina) 
Thermo Fisher Scientific, Madrid-

España 

Carbonato de Sodio (Na2CO3) Sigma-Aldrich, España 

Cloruro de Hierro (II) Tetrahidratado 

(FeCl2.4H2O) 
Merck, Darmstadt-Alemania 
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Cloruro de Hierro (III) (FeCl3) Merck, Darmstadt-Alemania 

Cloruro de Potasio (KCl) Panreac, Barcelona-España 

Cloruro de Sodio (NaCl) Panreac, Barcelona-España 

Cloruro Trifenil Tetrazolio Sigma-Aldrich, España 

Coomasie Plus - the better Bradford assay 

reagent 

Thermo Fisher Scientific, Madrid-

España 

Coomassie G-250 Bio-Rad, California-USA 

EDTA (Ácido etilendiaminotetraacético) 

(C10H16N2O8) 
Sigma-Aldrich, España 

Etanol (C2H5OH) Panreac, Barcelona-España 

Fenol (C6H5OH) Sigma-Aldrich, España 

Fosfato Di Sódico (Na2HPO4) Panreac, Barcelona-España 

Glicerol (C3H8O3) Panreac, Barcelona-España 

Glicina (C2H5NO2) Sigma-Aldrich, España 

Glucosa (C6H1206) Sigma-Aldrich, España 

Glutatión (C10H17N3O6S) Sigma-Aldrich, España 

Hexano (C6H14) Labbox, Barcelona-España 

Hidróxido de Potasio (KOH) Sigma-Aldrich, España 

Hidróxido de Sodio (NaOH) Panreac, Barcelona-España 

Hipoclorito de Sodio (NaClO) Panreac, Barcelona-España 

L-Histidina (C6H9N3O2) Sigma-Aldrich, España 

L-DOPA (Levodopa) (3,4-Dihidroxi-L-

fenilalanina) 
Sigma-Aldrich, España 

Metanol (CH3OH) Panreac, Barcelona-España 

Molibdato Sódico en PO4H3  Merck, Darmstadt-Alemania 

Ninhidrina (C9H6O4) Sigma-Aldrich, España 

Potasio y Sodio Tartrato Tetrahidratado 

(C4H4KNaO6.4H2O) 
Sigma-Aldrich, España 

SDS (NaC12H25SO4) Sigma-Aldrich, España 

Serva Blue G Dye Sigma-Aldrich, España 
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Sodium Hydro/Oxid Buffer 2, pH 4.25 Biochrom 

Sodium Hydrolysate Buffer 1, pH 3.20 Biochrom 

Sodium Hydrolysate Buffer 5, pH 6.45 Biochrom 

Sodium Regeneration Buffer 6 Biochrom 

Sodium Loading Buffer, pH 2.20 Biochrom 

Tiocianato de Amonio (NH₄SCN) Merck, Darmstadt-Alemania 

TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazine) 

(C18H12N6) 
Sigma-Aldrich, España 

Tripsina  Sigma-Aldrich, España 

Tris (NH2C(CH2OH)3) Sigma-Aldrich, España 

Tris/HCl (NH2C(CH2OH)3 . HCl) Sigma-Aldrich, España 

Tungstato Sódico (Na2WO4) Merck, Darmstadt-Alemania 

Yoduro de Potasio (KI) Merck, Darmstadt-Alemania 

β-Mercaptoetanol (C2H6OS) Panreac, Barcelona-España 

2,2′-Azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-

sulfonato) (C18H24N6O6S4) 
Sigma-Aldrich, España 

2,2-Difenil-1-picrilhidrazilohidrato Sigma-Aldrich, España 

α-amilasa Sigma-Aldrich, España 

p-Nitrofenil-α-D-glucopiranosa 

(C12H15NO8) 
Sigma-Aldrich, España 

 

3.2 Material de Partida: Subproductos 

 

En este trabajo se han utilizado como materia prima residuos o 

subproductos de champiñón (Agaricus bisporus) provenientes de la industria de 

hongos comestibles, proporcionado por el Grupo Riberebro (Haro, La Rioja). Se 

han considerado como residuos a los tallos y champiñones defectuosos que no 

pueden ser comercializados, generados durante la preparación del champiñón 
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para el consumo en fresco y el destinado a conservas, así como el líquido de 

escaldado (LE) generado en la preparación de conservas de champiñón.  

 

Figura M&M.1 a) Tallos y champiñones defectuosos, b) LE. 

 

3.2.1 Estabilización del material de partida 
 

Teniendo en cuenta el alto contenido de agua y la abundancia de nutrientes, 

tanto de los tallos de champiñón como los champiñones no comercializables y 

del LE se hace necesario un tratamiento previo, con el fin de estabilizarlos y 

evitar su deterioro. En el caso de los tallos esto se ha realizado mediante el 

secado, y en el caso del LE mediante una reducción del volumen por 

concentración al vacío o por osmosis inversa. 

 

 Secado y molienda de TCH 
 

Una vez obtenido los residuos del champiñón (tallos y champiñones 

defectuosos o no comercializables), estos se han lavado con abundante agua fría, 

eliminando de esta manera restos de compost y tierra presentes. Teniendo en 



M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s  

P á g i n a | 57 

 

 
 

cuenta el contenido de agua y la abundancia de nutrientes, seguidamente, para 

evitar su deterioro, se procedió a su secado en una estufa con ventilación forzada 

a 50 ˚C (Figura-M&M.2a). Posteriormente el producto seco se molió en un 

molino de pistón equipado con una malla de 0,5 mm (Fresado: Retsch SM 100) 

(Figura-M&M.2b), y luego tamizado en un tamiz de 355 µm para obtener un 

polvo mas fino. Al producto resultante se le denominó harina de tallos de 

champiñón (HTCH). 

 

Figura M&M.2 a) Estufa de secado estático y con flujo de aire caliente, b) 

Molino. 

 

 Concentración del LE 
 

El LE al tener una baja concentración de compuestos solubles y ocupar un 

volumen grande, es necesario reducir su volumen. Para ello se ha procedido a su 
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concentración. La concentración se ha llevado a cabo de dos maneras: i) por 

concentración al vacío en rotavapor y ii) por osmosis inversa, hasta alcanzar una 

concentración de unas 10 veces. Al producto obtenido se le ha denominado 

“líquido de escaldado concentrado 10 veces” (LE10X).  

 

i) Concentración en Rotavapor 
 

El LE se ha concentrado unas 10 veces mediante concentración al vacío en 

un Rotavapor (Büchi, Suiza) (Figura-M&M.3), a una temperatura de 65-70 ˚C, y 

un vacío de 30-40 kPa. Una vez concentrado el LE, y al que hemos denominado 

LE10XRV, se ha almacenado a 4 ˚C o a -20 ˚C, según se fuera a utilizar en un 

periodo corto de tiempo (15 días a un mes) o un tiempo más largo, 

respectivamente. 

 

Figura M&M.3 Rotavapor (Büchi, Suiza). 
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ii) Concentración por osmosis inversa 
 

El LE se ha concentrado unas 10 veces mediante osmosis inversa, 

utilizando para ello un equipo MMS (Figura-M&M.4), que consiste de las 

siguientes partes: módulo de filtración, equipado con una membrana (AFC99, 

PCI Membrane, France), bomba de alimentación de tipo trilobular, 

controladores de presión y temperatura, sistemas de recirculación y recogida de 

filtrado y concentrado. Los experimentos se realizaron a una presión de 25-30 

bar y a 25±1 ˚C de temperatura, de acuerdo con las condiciones sugeridas por el 

fabricante. El producto así obtenido se ha denominado LE10XOI, y se ha 

almacenado a 4 ˚C o a -20 ˚C, según se fuera a utilizar en un periodo corto de 

tiempo (15 días a un mes) o un tiempo más largo, respectivamente. La limpieza 

y mantenimiento de las membranas se ha llevado a cabo de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante. 

 

Figura M&M.4 Equipo de osmosis inversa (OI). 
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3.2.2 Caracterización química del material de partida 
 

 Humedad-Peso seco 
  

La humedad se ha determinado gravimétricamente de acuerdo con el 

procedimiento estándar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Brevemente, se pesa una 

cápsula vacía, se añade 2 g de muestra y se coloca en la estufa a secar a 100 ˚C 

durante 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se saca la muestra de la 

estufa y se pone a enfriar en un desecador. Se pesa la muestra seca y se calcula 

el contenido de humedad mediante la siguiente fórmula: 

% 𝑑𝑒 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =  
(𝑃𝑖 − 𝑃𝑓)

𝑃𝑖
𝑥 100 

 

 En donde: Pi es el peso inicial y Pf es el peso final 

 

La diferencia entre el peso inicial (Pi) menos la humedad nos da el peso 

seco. 

 

 Cenizas 
 

El contenido en cenizas se ha determinado gravimétricamente de acuerdo 

con el procedimiento estándar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Brevemente, se 

tara el crisol a peso constante, se dejan en la mufla por 15-30 min a temperatura 

entre 550-600 ˚C. Dejar enfriar el crisol en un desecador durante 15-20 min, y 

pesar el crisol. Colocar 2 g de muestra en el crisol e incinerar la muestra en la 

mufla durante 8 horas a temperatura entre 550-600 ˚C, posteriormente se coloca 

en un desecador hasta que se enfríe y finalmente se pesa el crisol con las 

cenizas.  
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El contenido en cenizas se calculó mediante la siguiente fórmula: 

 

% 𝑑𝑒 𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎 =  
Peso de Cenizas

Peso de la muestra
 x 100 

 

 

 Hidratos de Carbono totales 
 

El contenido en hidratos de carbono totales se determinó mediante el 

método colorimétrico de Dubois, usando un reactivo de ácido sulfúrico-fenol 

(Dubois y col., 1956). Brevemente, los carbohidratos totales fueron medidos 

partiendo de 0,5 g de muestra que se resuspendió en 10 mL de una mezcla 

H2O/fenol (80% v:v)/ácido sulfúrico concentrado (2:1:40). La muestra 

resuspendida se incubó durante 10 min a temperatura ambiente (22-23 ˚C) y se 

calentó lentamente hasta 95 ˚C, manteniendo esta temperatura durante 60 min, 

seguidamente se enfrió lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se 

tomó una muestra, se centrifugó a 6000 x g y se midió la absorbancia a 575 nm 

utilizando un espectrofotómetro Ultrospec 2100pro UV/Visible (GE Healthcare, 

Barcelona, Spain) (Figura-M&M.5). La concentración de hidratos de carbono 

totales se determinó por interpolación en una curva patrón trazada con glucosa 

(Figura-M&M.6).  
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Figura M&M.5 Espectrofotómetro. 

 

 

 

Figura M&M.6 Curva patrón de Glucosa. 
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 Grasa cruda 
 

El contenido en grasa total se determinó por gravimetría tras la extracción 

de la muestra con hexano durante 12 horas en un extractor Soxhlet de acuerdo 

con el procedimiento estándar de la AOAC (A.O.A.C., 1995). Una vez 

terminada la extracción, el solvente se destila y el residuo graso se pesa 

[Clemente y col., 1997]. 

 

 Nitrógeno total 
 

El nitrógeno total (Nt) se determinó mediante el método Kjeldahl de 

acuerdo con el procedimiento establecido por la A.O.A.C. 1995 (A.O.A.C., 

1995), en un equipo automático KjeltecTM 840 (Foss Iberica S.A., Barcelona) 

equipado con digestor y destilador. 

 

 Cuantificación de Proteínas 
 

A partir del Nt 

Las proteínas en muestras sólidas se han calculado multiplicando el valor de 

nitrógeno total por 5,45 (factor corregido para los hongos) (A.O.A.C., 2006; 

Mattila y col., 2002). 

 

La concentración de proteínas solubles en medios acuosos se ha 

determinado por varios métodos: método de Biuret (de 1 a 10 mg/mL) (Sapan y 

col., 1999), método de Lowry (de 0,1 a 1 mg/mL) (Lowry y col., 1951) o 

método de Bradford (de 0,01 a 0,1 mg/mL (Bradford, 1976), según la 

concentración de proteína de las muestras. 

 



                                                        M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s 

P á g i n a | 64 

 

    

Método de Biuret 

 

Materiales y Reactivos 

 Sulfato de cobre (II) pentahidratado 

 Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 

 Yoduro de potasio 

 Hidróxido de Sodio 

 Solucion estándar de proteína de concentración conocida (hasta 10 mg/mL) 

 

Preparación del Reactivo Biuret 

Disolver 1,5 g de sulfato de cobre (II) pentahidratado y 6 g de tartrato de 

sodio y potasio tetrahidratado en 500 mL de agua. Añadir 300 mL 10% (p/v) 

NaOH y llevar hasta un volumen de 1 L con agua. Añadir 1 g de yoduro de 

potasio para inhibir la reducción del cobre. Almacenar en un recipiente de 

plástico en la oscuridad. Desechar si se observa algún precipitado negro o rojizo. 

 

Para la cuantificación de proteínas según este método se agrega 0,5 mL de 

la muestra a 2,5 mL de Reactivo Biuret, se agita y se deja incubar a temperatura 

ambiente durante 30 min. A continuación se lee la absorbancia a 540 nm. La 

concentración de proteína se determina por interpolación sobre una curva patrón 

realizada con albúmina bovina, que cubre el rango de 1 a 10 mg/mL.  
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Figura M&M.7 Curva de Calibración con BSA (Método de Biuret). 

 

Metodo de Lowry 

Este método se ha utilizado para determinar proteínas y péptidos solubles a 

concentraciones moderadas (<1 mg/mL y >0,1 mg/mL). Se determinó según la 

metodología propuesta por Lowry y col. (Lowry y col., 1951), que se basa en 

que ciertos aminoácidos como tirosina, triptófano y cisteína reaccionan en un 

medio-alcalino con ácido fosfotúngstico y ácido molíbdico del reactivo de Folin 

(color amarillo) para dar un complejo incoloro que se puede reducir mediante 
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una reacción lenta con fenol en un complejo de coloración azul detectable por 

espectrofotometría a 750 nm.  

 

Material y Reactivos 

 Lowry A: Na2CO3 al 2,0% en NaOH 0,1N 

 Lowry B: CuSO4 al 1% 

 Lowry C: tartrato sódico al 2% 

 Reactivo de Folin-Ciocalteau: Tungstato sódico y molibdato sódico en 

PO4H3 y HCl. 

 Albúmina: 500 µg/mL 

 Solución D: (20 mL Lowry A, 0,2 mL Lowry B y 0,2 mL Lowry C) 

 

Se colocan 400 µL de la muestra en cada tubo y se añade 2 mL de la 

solución D. Se mezcla y se incuba 15 min a temperatura ambiente. A 

continuación se añade a todos los tubos 200 µL de reactivo de Folin diluido en 

agua destilada 1/2 (v/v). Mezclar y esperar 30 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente se mide a una densidad óptica de 750 nm ajustando el equipo 

con el blanco. 

 

La cantidad de proteínas en la muestra se estimó por interpolación sobre 

una curva estándar de una solución proteica de albúmina sérica bovina (BSA). 

Los resultados se expresaron en mg/mL. 
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Figura M&M.8 Curva de Calibración con BSA (Método de Lowry). 

 

Método de Bradford 

Este método se ha utilizado para determinar la concentración de proteínas 

solubles presentes a baja concentración (<0,1 mg/mL). Este método permite 

cuantificar las proteínas totales de la muestra, en un rango comprendido entre 

0,1 y 0,001 mg/mL. Se fundamenta en la interacción de las proteínas con 

determinados colorantes, por lo que la intensidad del color dependerá de la 

cantidad de proteínas presentes. Se forma un complejo de color azulado con un 

máximo de absorbancia de 595 nm. 
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Reactivos: 

 Serva Blue G Dye 

 BSA (Seroalbúmina bovina) 0,1 mg/mL (100 µg/mL) 

 Etanol 96% 

 Ácido fosfórico 88% 

 

Solución Stock de Bradford:  

 100 mL Etanol 96% 

 200 mL ácido fosfórico 88% 

 350 mg Serva blue G 

 

Reactivo de Bradford:  

 425 mL H2O Destilada 

 15 mL Etanol 96% 

 30 mL ácido fosfórico 88% 

 30 mL Solución Stock de Bradford 

 

Protocolo: 

Se añade 100 µL de muestra con 1 mL de Reactivo de Bradford, se agita y 

se incuba a temperatura ambiente durante 10-20 min. Se mide la absorbancia del 

complejo proteína-Coomassie Blue G-250 a 595 nm inmediatamente y se lee las 

muestras de menor a mayor concentración. A su vez se realiza una curva patrón 

con 1 mg/mL de Albúmina de suero bovino (BSA) y se interpola las 

absorbancias de las muestras para obtener la concentración. 
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Figura M&M.9 Curva de Calibración con BSA (Método Bradford). 

 

 pH 

 

En el caso de la HTCH, para determinar el pH, se resuspendieron 5 g de 

subproducto estabilizado en 10 mL de H2Od, se agitó durante 10 min y se dejó 

decantar durante 1 h. Transcurrido este tiempo se ha medido el pH del 

sobrenadante con un pH-metro equipado con un electrodo de tipo combinado, 

con control de temperatura, a 25 ˚C (pH-meter BasiC20, Crison, Barcelona) En 

el caso del LE, al ser este líquido, el pH se ha medido directamente a 25 ˚C. 
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El análisis del contenido proteico porcentual, en forma de aminoácidos 

libres, oligopéptidos+péptidos y proteínas, se describirá más adelante, cuando se 

desarrolle el apartado correspondiente a cromatografía de filtración molecular. 

Igualmente la determinación de ergosterol y ergotioneina. 

 

 

Figura M&M.10 pH-metro. 

 

 

3.3 Diseño de procesos biotecnólogicos para la valorización 
de la HTCH 
 

El procesamiento de la HTCH se ha llevado a cabo de dos maneras o por 

dos vías, como se muestra esquemáticamente en la Figura-M&M.11. La vía A es 

un proceso basado en un tratamiento térmico previo seguido de un tratamiento 
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enzimático, y la vía B es un proceso basado en un tratamiento enzimático como 

primer paso o etapa seguido de un tratamiento térmico. Ambos procesos se han 

estudiado en la valorización de la HTCH.   

 

 

Figura M&M.11 Diseños Biotecnológicos para la obtención de compuestos de 

interés. 

 

 Tratamiento térmico 
 

El tratamiento térmico se ha llevado a cabo tras la resuspensión en agua de 

la HTCH al 10% p/v, y autoclavado a 121 ˚C durante 30 min con el fin de 

conseguir extraer los compuestos presentes en el sustrato. 

 

 Tratamiento Enzimático 
 

El tratamiento enzimático se ha llevado a cabo utilizando las cuatro 
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proteasas (tres endo-proteasas y una exo-proteasa) que se indican en la Tabla-

M&M.2, bien bajo condiciones simple o secuencial. La HTCH resuspendida en 

agua al 10% (p/v), se calienta a la temperatura óptima de cada proteasa (55-60 

˚C), se ajusta el pH 8,5 y se añade la enzima a una relación enzima/sustrato 

(E/S) de 0,3% (p/v) manteniendo el pH a 8,5 con NaOH 1M durante 2 horas 

hasta su estabilización. 

 

Tabla M&M.4 Enzimas utilizadas en la hidrólisis de la HTCH. 

 

 

Como se observa en la Figura-M&M.11 se ensayaron 2 procesos 

biotecnológicos para determinar cuál de ellos era el más adecuado para la 

obtención de productos de alto valor añadido presentes en la HTCH 

(hidrolizados proteicos, ergotioneina, péptido-glucanos, quitina/nano-quitina).  

 

En el proceso A una vez que los residuos de champiñón han sido secados y 

molidos se obtiene polvo de champiñón (HTCH), al que se le somete a un 

tratamiento térmico, una vez finalizado este tratamiento se separan por 

centrifugación las sustancias solubles (Sobrenadante-1) de las insolubles 

(Precipitado-1). El sobrenadante-1, constituido mayoritariamente por glucanos 

Nombre 

Comercial de 

las Proteasas 

Código   

E.C. 
pH 

Temperatura 

(˚C) 

Microorganismo 

productor  

Alcalase ®  3.4.21.62 6,5-8,5 60 Bacillus licheniformis 

Bioprotease 

LA-450 
3.4.21.99 7,0-11,0 55-60 Bacillus licheniformis 

Papaína 3.4.22.2 5,0-8,0 40-75 Cariaca papaya 

Flavourzyme®  5 50 Aspergillus oryzae 
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solubles, proteínas, glicoproteínas y/o proteoglucanos, oligosacáridos, péptidos 

y aminoácidos libres, se precipita con etanol al 80%, obteniéndose un 

precipitado integrado por glucanos y proteínas. Mientras que el precipitado-1, 

constituido por glucanos insolubles, glicoproteínas y/o proteoglucanos 

insolubles, y quitina se sigue desproteinizando mediante el tratamiento con 

proteasas para obtener un Sobrenadante-2, constituido por péptidos, 

oligopéptidos y aminoácidos libres, y un Precipitado-2 enriquecido en quitina, y 

que constituye una buena materia prima para la obtención de quitina y/o nano-

quitina fúngica. 

 

El proceso B se inicia con un tratamiento enzimático con proteasas dando 

lugar a un Sobrenandante-1, constituido por péptidos, oligopéptidos y 

aminoácidos libres, que constituye un hidrolizado proteíco de potencial 

aplicación en agronomía (biofertilizante) o como nutracéutico o cosmecéutico, y 

un Precipitado-1 enriquecido en glucanos y quitina, que tras una 

desproteinización ligera con NaOH constituya una buena materia prima para la 

obtención de oligosacáridos (Sobrenadante-III) y/o quitina y nano-quitina 

fúngica (precipitado-III). 

 

3.4 Obtención de hidrolizados 

 
Los hidrolizados de las proteínas de la HTCH se ha llevado a cabo de dos 

maneras: i) utilizando una sola proteasa durante 2 horas (hidrólisis simple) y, ii) 

utilizando dos proteasas secuencialmente: una endo-proteasa durante una hora + 

una exo-proteasa durante otra hora (hidrólisis secuencial).  

 

Tanto una como otra se ha llevado a cabo en un reactor tipo Biostat A 
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(Sartorious Stedium, Goettingen, Alemania) equipado con control de pH, 

temperatura y agitación (Figura-M&M.12), siguiendo el procedimiento de pH-

stat (Adler-Nissen, 1986; Rao y col., 2018) con ligeras modificaciones 

(Parrado y col., 1993). 

 

 
Figura M&M.12 Reactor utilizado para la realización de las hidrólisis de las 

proteínas de la HTCH. 

 

 

3.4.1 Hidrólisis Simple 
 

La hidrólisis se realizó bajo condiciones de pH constante 8,5, 55 ˚C, y 10% 

de sustrato (HTCH) (p/v), durante 2 horas hasta alcanzar su estabilización (cese 

del consumo de sosa). Posteriormente se dejó enfriar y se centrifugó a 8.000 x g 
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durante 15 min a temperatura ambiente (22-23 ˚C), obteniéndose un 

sobrenadante claro rico en material proteico (hidrolizado) y precipitado 

constituido por el material insoluble.  

 

Los estudios preliminares de hidrólisis se llevaron a cabo en un sistema 

sencillo de construcción propia cuyo montaje se muestra esquemáticamente en 

la Figura-M&M.13. 

 

 

Figura M&M.13 Sistema de hidrólis de construcción propia 1. Baño de agua 

termostatizado, 2. Medidor/Controlador de pH (pH-metro), 3. 

Medidor/Controlador de temperatura (Termopar), 4. Agitador mecánico, 5. 

Dosificador de NaOH. 

 

La reacción se llevo a cabo a pH 8,5, durante la reacción de hidrólisis se 

rompen los enlaces peptídicos lo que hace que varie su pH teniendo de esta 

manera que adicionarse una base (NaOH 1M) para controlar el pH de la 
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reacción, manteniéndolo constante. La relación de E/S utilizada ha sido de 0,3% 

(Parrado y col., 1993). Una vez terminado el proceso de hidrólisis, el 

hidrolizado se enfrió, se centrifugó a 8.000 x g durante 20 min y el sobrenadante 

(hidrolizado) se guardó a 4 ˚C o a -80 ºC para su posterior análisis. 

 

Las hidrólisis con volúmenes menores a 2 L se llevaron a cabo como se ha 

indicado anteriormente (ver Figura-M&M.13), y para volúmenes mayores se ha 

utilizado un reactor automatizado de 5 L (Biostat A), como se muestra en la 

Figura-M&M.12, operado bajo las mismas condiciones. 

  

Las enzimas utilizadas para realizar las hidrólisis han sido las siguientes 

(Tabla-M&M.4): 

 

Alcalase® 2,4 L FG: Es una endoproteasa bacteriana (Bacillus 

licheniformis) altamente eficaz, desarrollada especialmente para la hidrólisis de 

todo tipo de proteínas cuya presentación es como líquido claro y traslucido, de 

color marrón rojizo, completamente soluble en agua. Tiene una actividad 

declarada de 2,4 Unidades Anson por gramo (UA/g) y cumple con las 

especificaciones de pureza recomendadas para enzimas de grado alimenticio, 

establecidas por la Junta del Comité de expertos de la FAO/OMS JECFA y 

FCC. 

 

 

Flavourzyme® 1000 L: Es un complejo proteasa/peptidasa 

predominantemente con actividad exoproteasa (Merz y col., 2015), de origen 

fúngico, desarrollada para la hidrólisis de proteínas bajo condiciones neutras o 

ligeramente ácidas. La actividad se específica en unidades Leucina 
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aminopeptidasa por gramo (LAPU/g). Una LAPU es la cantidad de enzima que 

hidroliza 1 µmol de L-leucina p-nitroanilida por min. Presenta actividad 

endoproteasa y exoproteasa, es líquida y cumple con las especificaciones de 

pureza recomendadas para enzimas de grado alimenticio, establecidas por la 

Junta del Comité de expertos de la FAO/OMS JECFA y FCC. 

 

Bioproteasa LA-450: es un preparado enzimático líquido purificado, que 

presenta una alta actividad proteolítica. Se obtiene a partir de una cepa 

seleccionada de Bacillus licheniformis y, por sus características de estabilidad y 

resistencia al pH y la temperatura, resulta idónea para procesos de hidrólisis 

enérgicos. Es una enzima de calidad alimentaria. Es un líquido transparente 

color ámbar, presenta una actividad proteolítica óptima entre pH 7 y 11. La 

temperatura máxima de utilización es de 60 ºC, pero se recomienda el procesado 

a 55 ºC para tiempos mayores de 10 min. Su peso específico se encuentra entre 

1,110 - 1,120 g/mL. 

 

Papaína: es una tio-proteasa (thiol proteasa) que tiene la capacidad de 

hidrolizar los enlaces peptídicos formados por aminoácidos aromáticos unidos a 

restos de arginina, lisina o glutamina, preferentemente. Es una enzima 

proteolítica que se obtiene a partir del látex de la fruta verde de la papaya antes 

que comience su maduración. La papaína, se caracteriza por ser un polvo 

amorfo, granuloso de color blanco, grisáceo o parduzco; ligeramente 

higroscópico e insoluble en agua y en la mayoría de solventes orgánicos. Es 

soluble en alcohol etílico y metílico. Su temperatura óptima es de 65 ºC y su 

rango de pH óptimo está entre 5-8. Tiene un punto isoeléctrico de 9,6. El peso 

molecular es 23,4 kDa. 
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3.4.2 Hidrólisis Secuencial 
 

La hidrólisis secuencial consiste en hidrolizar en una primera etapa con una 

cierta enzima durante 1 hora y luego agregarle otro tipo de enzima hasta 

finalizar el proceso que dura 2 horas, todo el proceso se lleva a cabo bajo las 

mismas condiciones y de acuerdo a los parámetros establecidos de pH, 

temperatura, agitación y concentración de Enzima/Sustrato. 

 

 

3.4.3 Determinación del Grado de Hidrólisis 
 

El grado de hidrólisis (Degree of Hydrolysis, DH) se define como el 

porcentaje de enlaces peptídicos rotos durante la reacción enzimática con 

relación a los enlaces que se encontraban presentes inicialmente y se puede 

calcular de acuerdo a la siguiente expresión: 

 

𝐷𝐻 =  
ℎ

ℎ𝑡𝑜𝑡
𝑥 100 

Donde, h es el número de equivalentes de enlaces peptídicos rotos por 

gramo de proteína y htot el número total de equivalentes de enlaces peptídicos 

por gramo en la proteína nativa. Este último se calcula a partir de la 

composición de aminoácidos en la proteína. En concreto, para las proteínas del 

champiñón se establece un valor de 5,45 meqv/g. 

 

Para la determinación del DH se ha empleado el método del pH-stat (Adler-

Nissen, 1986). Esta técnica permite el seguimiento continuo del DH mediante la 

medida de la cantidad de base añadida para mantener constante el pH durante el 

proceso. La ecuación que relaciona ambas variables es: 
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DH =
𝑉𝐵  ×  𝑁𝐵

𝑀𝑃
×

1

𝛼
×

1

ℎ𝑡𝑜𝑡
×  100 

 

Donde, VB es el volumen de base añadida (mL), NB es la normalidad de la 

base, MP es la masa molecular de la proteína (g), htot es el número de enlaces 

peptídicos de la proteína original (meqv/g) y α es el grado de disociación media 

de los grupos amino liberados durante la hidrólisis. 

 

3.5 Análisis electroforético 

 

3.5.1 Electroforesis Unidimensional, PAGE-SDS 
 

El método PAGE-SDS es el más ampliamente utilizado para analizar 

cualitativa y semi-cuantitativamente mezclas de proteínas separándolas en 

función de su tamaño (masa molecular). Este método, mediante la utilización de 

proteínas patrones o estándares, de masa molecular conocida, se puede utilizar 

para determinar la masa molecular relativa (Mr) de las proteínas. El sistema 

utilizado en el presente trabajo ha sido el de Laemmli (Laemmli, 1970), que usa 

glicina en el tampón de corrido, y es capaz de resolver mezclas de proteínas en 

el rango de masa molecular de  ̴ 200,000 daltons a  ̴ 15.000 daltons.  

 

3.5.2 Electroforesis de Péptidos, Tricina –PAGE- SDS 
 

El análisis de los hidrolizados, fundamentalmente constituidos por péptidos 

y oligopéptidos se ha llevado a cabo mediante el procedimiento propuesto por 

Schägger y von Jagow basado en el uso de tricina en el tampón de corrido del 

compartimento superior, donde la glicina se ha reemplazado por tricina 
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(Schägger y Von Jagow, 1987). Este sistema permite la resolución de péptidos 

pequeños, hasta 3.000 - 5.000 Da, lo que lo hace adecuado para el mapeo de 

péptidos por PAGE-SDS. 

 

Brevemente las electroforesis se han corrido en un gel de separación al 10% 

y un gel de empaque al 4%, tampones en el compartimento superior e inferior 

diferentes: tampón buffer inferior (0,2 M Tris-HCl, pH 8,9), tampón buffer 

superior (0,1 M Tris, 0,1 M Tricine, 0,1% (p/v) SDS, pH 8,3 (Schägger y Von 

Jagow, 1987). Una vez preparadas las muestras en el correspondiente mixer o 

tampón de muestra 4X (0,02 M Tris-HCl pH 6,8, 20% β-mercaptoetanol, 4,6% 

SDS, 40% glicerol, 0,01% Azul de Bromofenol, y agua csp.), y cargadas las 

muestras en sus correspondientes pocillos, las electroforesis se han corrido a 

intensidad constante, 30 mA/gel hasta que el bromofenol sale por el frente. 

Terminada la electroforesis y sacado el gel del cassette, las bandas de proteína 

se fijaron en una solución de metanol al 50% y ácido acético al 10% durante 30 

min (para geles de 0,7 mm de espesor) o durante 60 min (para geles de 1,6 mm 

de espesor) antes de teñir con azul de Coomassie Brilliant  Blue G-250 (Serva 

blue G) al 0,025% en  ácido acético al 10% durante 1 a 2 h, según el grosor y la 

composición de los geles o overnight. La destinción de los geles se ha llevado a 

cabo en una solución de ácido acético al 10% durante 2 h con agitación suave. 

La tinción de "fijación" rápida y la de destinción son esenciales en el caso de 

péptidos para evitar su elución del gel. Con el fin de detectar bandas presentes a 

muy baja concentración (no detectables por el azul de Coomassie) los geles se 

han teñido también por plata (GE Healthcare, Barcelona, España). Una vez 

teñidos, los geles se han digitalizado en el sistema de imágenes Gel Doc ™ XR 

+ (Bio-Rad Laboratorios, CA, USA). 
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3.6 Cromatografía de Exclusión 

 

Con el fin de analizar también oligopéptidos (< 1000 Da) y tri-, dipéptidos y 

aminoácidos libres (no detectables por PAGE-SDS, las muestras se han 

analizado también por cromatografía de exclusión molecular o filtración en gel. 

 

La cromatografía de exclusión se ha llevado a cabo en un equipo de HPLC 

(Jasco, Tokio, Japón) equipado con una bomba semipreparativa PU-4086-

Binary Semipreparative Pump (Jasco, Japón), un detector UV/visible UV-4075 

(Jasco, Tokio, Japón) y una columna SuperdexTM Peptide 10/300 GL (GE 

HealthCare, UK).  El volumen de muestra cargado ha sido de 20 µL y la elución 

de las proteínas se ha llevado a cabo con tampón fosfato 100 mM/NaCl 0,25 M 

a un flujo de 0,5 mL/min. 

 

 

Figura M&M.14 HPLC (Jasco, Tokio, Japón) equipado con una bomba 

semipreparativa PU-4086-Binary Semipreparative Pump (Jasco, Japón). 
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3.7 Análisis de Aminoácidos 

 

El análisis de aminoácidos se ha llevado a cabo en el Servicio de 

Microanálisis de la Universidad de Sevilla (CITIUS), una vez hidrolizadas las 

muestras con HCl 6 N, a 121 °C durante 20 horas, siguiendo el procedimiento 

descrito por Stein y More (Stein y Moore, 1973).  

 

La tecnología necesaria para llevar a cabo el análisis cuantitativo de 

aminoácidos fue desarrollada por Stein, Moore y colaboradores en la década de 

los 50. El análisis de aminoácidos consta de cuatro pasos: i) Hidrólisis de la 

proteína (HCl 6N, 110 ºC durante 20-24 horas); ii) Derivatización de los 

aminoácidos con un reactivo químico que permita su detección; iii) Separación 

cromatográfica de los aminoácidos derivatizados; y iv) Interpretación de los 

resultados. 

 

Para el análisis de aminoácidos se ha utilizado el analizador Biochrom 30 

(Biochrom Ltd, UK) (ver Figura-M&M.15) que utiliza la metodología clásica de 

análisis de aminoácidos basada en cromatografía de intercambio iónico y 

derivatización postcolumna con ninhidrina. Tras la separación cromatográfica, 

el derivado ninhidrina-aminoacídico eluido de la columna, conocido como 

púrpura de Ruhemann, se detecta por absorbancia a 570 y 440 nm (Pro). A partir 

del cromatograma resultante es posible establecer la identidad, proporción y 

cantidad de los aminoácidos que conforman la proteína hidrolizada. El límite de 

detección de la técnica es 10 pmol (50 pmol para la prolina). La derivatización 

con ninhidrina presenta la ventaja de ser bastante tolerante frente a la presencia 

de contaminantes en la muestra como pueden ser sales, urea o pequeñas 
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cantidades de detergentes. En la Figura-M&M.16 se muestra esquemáticamente 

la reacción de la ninhidrina con los aminoácidos. 

 

 

Figura M&M.15 Equipo Biochrom/30 utilizado para el análisis de 

aminoácidos, y diagrama del sistema. 
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Figura M&M.16 Reacción de derivatización con ninhidrina. 

 

3.8 Cuantificación de Ergotioneina 

 La Ergotioneina se ha cuantificado por HPLC de acuerdo con el 

procedimiento descrito en Cremades y col. (Cremades y col., 2015). 

 

 

3.9 Actividades biológicas 

Los hidrolizados de la HTCH se han ensayado frente a diferentes 

actividades biológicas: i) actividad antioxidante, ii) actividad antidiabética y iii) 

inhibición de la tirosinasa. 

 

3.9.1 Actividad antioxidante 
 

La actividad antioxidante de los hidrolizados se ha evaluado midiendo la 

actividad secuestradora de los radicales ABTS•+, y DPPH•, así como a través de 

su poder reductor y de la inhibición de la oxidación del ácido linoleico. 
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 Capacidad secuestradora del radical ABTS•+ 

Este método se ha utilizado para medir la capacidad antioxidante de los 

hidrolizados proteicos obtenidos a partir de la HTCH con las diferentes 

proteasas, así como del extracto acuoso. 

 

i) Preparación del radical ABTS•+ a partir de ABTS-H 

La realización de este ensayo, se ha llevado acabo de acuerdo con el método 

de (Rice-Evans y Miller, 1994), generando el radical ABTS•+ (Figura-

M&M.17) a partir de su forma reducida que es la disponible comercialmente 

2,2’-azinobis (3 etil-benzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS-H). Para ello, se han 

disuelto 0,2 g de ABTS-H en 20 mL de agua Milli Q (10 mg/mL). Adicionando 

a continuación y bajo agitación vigorosa 1 g de óxido de manganeso (50 

mg/mL) como agente oxidante. Una vez generado el radical ABTS•+ de color 

verde intenso (5 minutos aprox.), la preparación se filtra obteniendo una 

solución sin trazas de MnO. La absorbancia final de la preparación debe 

alcanzar valores cercanos a la unidad a una longitud de onda de 414 nm. 

 

 

Figura M&M.17 Reacción de oxidación-reducción para la formación del radical 

ABTS•+ y de su forma reducida ABTS-H. 
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ii) Medida de la capacidad antioxidante de los hidrolizados 

La determinación de la capacidad captadora del radical ABTS•+, se ha 

llevado a cabo espectrofotométricamente mezclando en cubetas de 3 mL de 

metacrilato: 100 μL de diferentes concentraciones de hidrolizado (0 - 1 mg/mL) 

con 2,9 mL de la solución de ABTS•+, agitando vigorosamente e incubando a 

temperatura ambiente, en oscuridad, durante 15 min. Posteriormente, se ha 

medido la absorbancia a 414 nm en un espectrofotómetro Ultrospec 2100pro 

UV/Visible (GE Healthcare, Barcelona, Spain). El radical ABTS•+ es estable 

entre 15 y 60 minutos. Las determinaciones se han realizado por triplicado. 

 

La actividad captadora de ABTS•+ se expresa de forma porcentual como la 

cantidad de radical captado por el extracto antioxidante, calculándolo según la 

ecuación: 

 

% ABTS•+= [1 – (Am/Ac)] x 100 

 

Donde: Ac es la absorbancia de la disolución control de ABTS•+ a los 15 

min de incubación; Am = absorbancia de la muestra a los 15 minutos. 

 

Una vez calculado el porcentaje de ABTS•+ captado para cada una de las 

concentraciones de las muestras de hidrolizado utilizadas, se ha representado el 

% de captación frente a la concentración de cada muestra y se ha calculado el 

valor de EC50 para cada muestra. El EC50 se define como la concentración de 

muestra a la que se produce el 50% de captación del radical, por lo que los 

extractos con menor EC50 son mejores antioxidantes. 
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 Capacidad secuestradora del radical DPPH• 

La determinación de la actividad antioxidante de los hidrolizados de HTCH 

se ha evaluado como la capacidad de los mismos para captar radicales libres 

según el método propuesto por (Sanchez-Moreno y col., 1998). Para dicha 

determinación se ha utilizado el radical DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 

hidrato), (Figura-M&M.18) ya que su forma como radical presenta un color 

morado intenso, mientras que su forma reducida tiene un color amarillo. 

 

 

Figura M&M.18 Reacción coloreada del radical DPPH• (color púrpura) en 

presencia de un antioxidante para producir DPPH-H reducido (color amarillo). 

 

De este modo se puede medir la desaparición del radical DPPH•, debida a la 

capacidad de captación de radicales libres de las muestras de hidrolizados, 

mediante la medida de la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. Esta 

determinación se efectúa utilizando distintas concentraciones de hidrolizado, de 

tal manera que permita la construcción de una curva: absorbancia vs 

concentración, donde se refleje el porcentaje de radical DPPH• remanente en 

cada caso. Utilizando la parte lineal de dicha curva se puede establecer por 

interpolación la cantidad de muestra necesaria para producir un 50% de 
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reducción del porcentaje de radical DPPH•, (EC50). 

i) Medida de la capacidad antioxidante de los hidrolizados 

En cubetas desechables de 1 mL de metacrilato, se añaden 100 μL de los 

hidrolizados con concentraciones comprendidas entre (0 y 10 mg/mL), y 900 μL 

de una solución metanólica de DPPH• (76 μM), directamente. Así mismo, se 

prepara un control mediante la adición de 100 μL de agua Milli Q más 900 μL 

de solución metanólica del radical DPPH•. Se agitan vigorosamente y se incuban 

durante 15 min en oscuridad y a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo 

se mide su absorbancia a 517 nm en un espectrofotómetro Ultrospec 2100pro 

UV/Visible (GE Healthcare, Barcelona, Spain), empleándose el metanol como 

blanco. El radical es estable durante un tiempo muy superior a los 15 minutos de 

medida. La determinación se realiza por triplicado. 

 

La actividad captadora de DPPH•+ se ha expresado de forma porcentual 

como la cantidad de radical captado por la muestra antioxidante, calculándolo 

según la ecuación: 

 

% DPPH• = [1 – (Am/Ac)] x 100 

Donde: Ac es la absorbancia de la disolución control de DPPH•+ al cabo de 

15 min de incubación; Am es la absorbancia de la muestra al cabo de 15 minutos. 

 

Una vez calculado el porcentaje de DPPH• captado para cada una de las 

concentraciones de las muestras de hidrolizado utilizadas, se ha representado el 

% de captación frente a la concentración de cada muestra y se ha calculado el 

valor de EC50 para cada muestra. El EC50 se define como la concentración de 

muestra a la que se produce el 50% de captación del radical, por lo que los 

extractos con menor EC50 son mejores antioxidantes. 
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 Actividad quelante de metales 

La actividad quelante de los hidrolizados sobre el ión ferroso (Fe+2) se han 

llevado a cabo mediante una adaptación del método descrito por Kolayli y col. 

(Kolayli y col., 2004; Memarpoor-Yazdi y col., 2013). 

 

Este método se basa en la medida de la absorbancia a 560 nm, a la cual 

absorbe el complejo formado por la ferrocina y el hierro ferroso libre. Si el 

hidrolizado presenta actividad quelante, se reduce la proporción de hierro libre, 

y por tanto del complejo ferroso-ferrocina, con el correspondiente descenso de 

la absorbancia a 560 nm. 

 

Se ha evaluado la capacidad quelante de todos los hidrolizados y del 

extracto acuoso de la HTCH en comparación con acido ascórbico utilizado 

como control positivo. 

 

6. Procedimiento.  

Se mezclaron 0,2 mL de una disolución acuosa de los hidrolizados, 1,2 mL 

de una disolución acuosa de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina a pH 6,8, y 

0,2 mL de una disolución 0,2 mM de FeCl2.4H2O. Los sistemas se agitaron con 

un vortex. Posteriormente, se añadieron 0,4 mL de una disolución 1 mM de 

ferrocina y se midió la absorbancia a 560 nm, después de la incubación a 

temperatura ambiente durante 10 min. 

 

La capacidad quelante se ha evaluado a distintas concentraciones de 

hidrolizados. Para ello se han preparado blancos sustituyendo los hidrolizados 

por agua, así, su absorbancia equivale a una actividad quelatante nula. Para 

eliminar las interferencias del color generado por la formación de complejos 
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hidrolizado-hierro ferroso, también se han preparado blancos formados con los 

hidrolizados y el hierro.  

 

La capacidad quelante se ha expresado como la proporción de hierro ferroso 

ligado al compuesto complejante, y se calculó con la siguiente ecuación:  

 

Capacidad quelatante (%) = [A0(A1-A2)/A0] x 100 

 

Donde A0 es la absorbancia del blanco correspondiente a la muestra sin 

compuesto quelante (hidrolizado), A1 es la absorbancia de la muestra en 

presencia del compuesto quelatante (hidrolizado) y A2 es la absorbancia del 

blanco formado por el compuesto quelatante (hidrolizado) y el hierro ferroso. 

 

 Poder reductor férrico o Ensayo FRAP. 

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mide directamente la 

habilidad de los antioxidantes para reducir el complejo tripiridil-triazina férrico (Fe3+-

TPTZ) al complejo ferroso (Fe2+-TPTZ) a pH ácido (Benzie y Strain, 1996). El 

resultado es un cambio de color, ya que el producto de la reacción muestra un color azul 

que se puede cuantificar espectrofotométricamente a 593 nm, existiendo una relación 

lineal del cromóforo formado con la capacidad reductora total de los antioxidantes 

donadores de electrones. La principal desventaja de este método es que no refleja 

necesariamente la actividad antioxidante, ya que como el método no incluye un sustrato 

oxidable no proporciona información sobre las propiedades de protección de los 

antioxidantes (Frankel y Meyer, 2000). 

 

El poder reductor de los hidrolizados se ha determinado mediante el método 

FRAP, basado en el potencial de los hidrolizados para reducir los iones férricos. Este 

método se basa en la medida del aumento de absorbancia a 593 nm, que se produce 
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cuando el complejo Fe(III)-tripiridiltriacina (TPTZ) se reduce a Fe(II)-TPTZ. El 

complejo Fe(II)-TPTZ presenta un intenso color azul.  

 

Fe3+-C + AOH → Fe2+-C (azul)  (λmáx = 593 nm)  

 

 
Figura M&M.19 Reacción del complejo Fe3+con un antioxidante. 

 

 

 

La capacidad reductora se ha evaluado para todos los hidrolizados y el 

extracto acuoso de la HTCH y del correspondiente control positivo. 

 

 Procedimiento.  

El reactivo FRAP se preparó diariamente mezclando el tampón de acetato 

300 mM a pH 3,6, con una disolución 10 mM de 2,4,6-tripiridil-striazina 

(TPTZ) y con una disolución acuosa 20 mM de cloruro de hierro (III) 

(FeCl3.6H2O), en proporción 10:1:1, v/v/v. El tampón acetato se preparó por la 

mezcla de 3,1 g de acetato sódico trihidratado con 16 mL de ácido acético 

glacial, llevado a un volumen de 1 L con agua. La disolución de TPTZ se 

preparó en 40 mM de ácido clorhídrico.  
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El ensayo se ha llevado a cabo añadiendo 1,5 mL del reactivo FRAP en 

tubos y se incubaron en un baño de agua a 37 °C, durante 10 min. Después se 

añadieron sobre las muestras 150 µL de agua y 50 µL de una disolución acuosa, 

o metanólica, del compuesto fenólico del que se quiere medir la actividad 

reductora. A los 4 min de haber añadido la disolución fenólica, se determinó la 

absorbancia a 593 nm. En el blanco, se sustituyó la disolución fenólica por agua 

o metanol. La capacidad reductora de los fenoles se estudió a varios niveles de 

concentración. La recta de calibrado se construyó con patrones acuosos de 

sulfato del compuesto fenólico, en la medida de su capacidad reductora. Para 

ello se construyó una curva de [Fe2+] vs absorbancia. La actividad reductora se 

expresó como el valor FRAP, que indica la concentración de hierro ferroso 

(µmoles/L) generado en presencia del compuesto fenólico. También se estudió 

la posible influencia de la actividad quelatante utilizando la curva de calibrado 

anteriormente mencionada, en presencia de una elevada concentración de EDTA 

(14,7 µM). 

 

 Inhibición de la oxidación del ácido linoleico o Inhibición 
peroxidación lipídica. 
 
Para determinar la capacidad inhibidora de los hidrolizados sobre la 

peroxidación lipídica, se ha utilizado el método de Alashi y col. (Alashi y col., 

2014), basado en el uso del ácido linoleico como sustrato oxidable. 

 

Las muestras y los controles (GSH y ácido ascórbico, AA) se disolvieron en 

tampón fosfato 0,1 M, pH 7 a una concentración final de 1 mg/mL. 1 mL de una 

disolución 50 mM de ácido linoleico (disuelto en etanol 99,7%) se mezcló con 

1,5 mL de muestra (hidrolizados o controles) y de tampón (blanco), y la mezcla 

se incubó en oscuridad a 6 ºC durante 7 días. El grado de oxidación se evaluó 



M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s  

P á g i n a | 93 

 

 
 

midiendo el valor de ferri-cianato de acuerdo con el método descrito por Hwang 

y col. (Hwang y col., 2016) a intervalos de 24 horas. Brevemente, 100 µL de 

muestra (hidrolizados o controles) incubados con ácido linoleico se añaden a 

tubos de ensayo con 4,7 mL de etanol al 75% (v/v), 0,1 mL de tiocianato 

amónico al 30% (p/v) y 0,1 mL de FeCl2 0,02 M disuelto en HCl 1 M, se agitan 

bien y se incuban a temperatura ambiente durante 3 min, y se lee la absorbancia 

de las muestras (hidrolizados y controles) y del blanco a 500 nm. Un aumento de 

la absorbancia es indicio de oxidación del ácido linoleico. 

 

El grado de inhibición de la oxidación, expresado porcentualmente, se ha 

calculado de acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

Inhibition of linoleic acid (%) = [1 – (Am/Ab)] x 100 

 

Donde Am es la absorbancia de la muestra y Ab es la absorbancia del blanco. 

 

 

3.9.2 Actividad antidiabética 

Para determinar la posible actividad antidiabética de los diferentes 

hidrolizados se ha estudiado la inhibición de las enzimas α-glucosidasa y α-

amilasa in vitro. 

 

 Inhibición de la actividad α-Glucosidasa  

 La inhibición de la actividad α-Glucosidasa por los hidrolizados proteicos 

de la HTCH se ha medido mediante una modificación del método descrito por 

Bellesia y Tagliazucchi (Bellesia y Tagliazucchi, 2014). Brevemente, 0,2 mL 

de una preparación de α-Glucosidasa (0,2 Unidades/mL) se han mezclado con 
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1,3 mL de tampón fosfato 67 mM, pH 6,89, y se han incubado a 30 ºC durante 

30 min. Seguidamente se ha añadido 1 mL de una solución 1 mM de p-

nitrofenil-α-D-glucopiranosa, y se ha incubado a 37 ºC durante 20 min. 

Transcurrido este tiempo la reacción se ha parado añadiendo 3 mL de tampón 

carbonato 0,2 M y una vez bien mezclado, se ha medido la absorbancia de la 

mezcla de reacción a 400 nm. Como control positivo se ha utilizado una 

solución de acarbosa (1 mg/mL). 

 

El grado de inhibición de la actividad α-glucosidasa se ha determinado de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

  

Grado de inhibición (%) = [(Ac–Am)/Ac] × 100, 

 

Donde Ac y Am representan la absorbancia del control (100% de inhibición) 

y absorbancia de la muestra, respectivamente. 

 

 Inhibición de la actividad α-Amilasa  

La inhibición de la actividad α-amilasa por los hidrolizados proteicos de la 

HTCH se ha determinado de acuerdo con el método descrito por Flores y col. 

(Flores y col., 2013). Brevemente, 0,5 mL de muestra se han preincubado con 

0,5 mL de una solución de α-amilasa con una actividad de 1 Unidad/mL 

(preparada en tampón fosfato 67 mM, pH 6,9/NaCl 6,7 mM) durante 10 min a 

25 ºC. Transcurrido este tiempo, se ha añadido 1 mL de reactivo de ácido 

dinitrosalicílico (DNS) para parar la reacción, y los tubos se han introducido en 

un baño de agua hirviendo durante 5 min, seguidamente se ha añadido 10 mL de 

H2Od fría, y se ha medido la absorbancia a 575 nm.  
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El grado de inhibición de la actividad α-amilasa se ha determinado de 

acuerdo con la siguiente ecuación:  

  

Grado de inhibición (%) = [(Ac–Am)/Ac] × 100, 

 

Donde Ac y Am representan la absorbancia del control (100% de inhibición) 

y absorbancia de la muestra, respectivamente. 

 

 

3.9.3 Inhibición de la actividad tirosinasa 
 

La inhibición de la actividad tirosinasa por los hidrolizados proteicos de la 

HTCH se ha determinado de acuerdo con el método descrito por Choudhary y 

col. (Choudhary y col., 2010) con ligeras modificaciones. Brevemente, 30 

unidades de tirosinasa se han preincubado con diferentes concentraciones de 

muestra (hidrolizados y controles) en 1 mL de tampón fosfato 50 mM, pH 6,8, 

durante 10 min a 25 ºC. Seguidamente se han añadido 2,5 mL de L-DOPA (0,2 

mM) y se ha incubado otros 10 min a 37 ˚C, y se ha medido lo más rápidamente 

posible la absorbancia a 475 nm. Como control positivo se ha utilizado una 

solución de ácido ascórbico de 1 mg/mL. 

 

El grado de inhibición de la actividad α-amilasa se ha determinado de 

acuerdo con la siguiente ecuación:  

  

Grado de inhibición (%) = [(Ac–Am)/Ac] × 100, 

 

Donde Ac y Am representan la absorbancia del control (100% de inhibición) 

y absorbancia de la muestra, respectivamente. 
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3.10 Aplicación Agronómica: Evaluación de los Hidrolizados 
de HTCH como Biofertilizantes  
 

Los hidrolizados de la HTCH, debido a su composición, no sólo se 

caracterizan por presentar potencialmente ciertas actividades biológicas de 

interés medico-farmacéutico, cosmético o alimentario, sino que además podrían 

desempeñar un importante papel en la agronomía moderna, sobre todo como 

biofertilizantes. 

 

Con tal fin, se ha procedido a evaluar la actividad como biofertilizante de 

los hidrolizados obtenidos a partir de HTCH, para lo cual estos se han testado 

sobre la germinación y enraizamiento de semillas de pimiento (Capsicum 

annuum) en una primera aproximación. 

 

a) Preparación de las Semillas  

 

Se han utilizado semillas de pimiento (Capsicum annuum) suministradas 

por el Invernadero de la Universidad de Sevilla. 

 

- Desinfección  
 

Para evitar que algún tipo de contaminación pudiera afectar posteriormente 

en el desarrollo de la planta, las semillas se han sometido a un tratamiento 

desinfectante con hipoclorito al 30% como se muestra esquemáticamente en la 

Figura-M&M.20.  
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Figura M&M.20 Proceso de desinfección de Semillas. 

 

 

Brevemente, se colocan las semillas en una malla de tela y se cierra, la 

malla con las semillas se introducen en una solución de hipoclorito (NaOCl) al 

30%, y se mantiene durante 15, 30, 45 y 60 min, agitando suavemente cada 2 o 

3 min. A continuación se preparan 3 botes estériles con agua estéril para el 

lavado de las semillas, sacar la malla que contiene las semillas con una pinza 

estéril e introducir en los botes con agua estéril durante 15 min en cada uno con 

agitación suave constante. Sacar y colocar las semillas en tubos o placas 

estériles.  

 

NOTA. Procurar trabajar con la mayor asepsia posible, y procurar utilizar 

materiales autoclavados (121 ˚C durante 20 min) y desinfectado con etanol al 

70%. 

 

- Viabilidad  

La viabilidad de la semilla se ha evaluado por medio de la prueba de 

Tetrazolio [cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio o simplemente cloruro de 

tetrazolio, (CTT)]. Para ello las semillas de pimiento se sumergieron en una 

solución de CTT al 1% (1 g en 100 mL de buffer fosfato, pH 6,5), durante 24-48 
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horas en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se examinaron en el 

microscopio-estereoscopio (Ossenbach y col., 2007), realizándose 3 réplicas del 

proceso de viabilidad para cada tiempo de incubación (15, 30, 45 y 60). Las 

semillas viables se tiñeron de rojo, debido a la reducción del tetrazolio por la 

actividad respiratoria de las células (ver Figura-M&M.21). Esta prueba está 

aceptada por la International Seed Testing Association (ISTA, 1985). 

 

Figura M&M.21 Oxidación del 2,3,5-trifenil-tetrazolio. 

 

 

b) Siembra y Germinación de las Semillas 
 

Confirmada la viabilidad de las semillas (15 min de tratamiento) se 

procedió a su siembra y al análisis de la germinación. 

 

- Siembra 
 

La siembra se ha llevado a cabo en tubos de ensayo con agar y en macetas 

con tierra o suelo. 
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La siembra en tubos de ensayo se realizó en tubos de 15 mL que contenían 

10 mL de una solución preparada a distintas concentraciones de las muestras a 

ensayar (1%, 5% y 10%) y 1,5 % de agar para solidificar el medio. Una vez 

esterilizado en autoclave a 121 ºC durante 15 min, y enfriado, de manera 

aséptico, se ha procedido a la siembra, una semilla por tubo. Se han ensayado 30 

tubos para cada muestra. 

 

En el caso de la siembra en tierra, se colocaron en recipientes de plástico de 

10 cm de profundidad que contenían orificios en la base para permitir la entrada 

y salida de agua, cuidando de que no exista un exceso de agua. Una vez 

humedecida con agua, se procedió a colocar una semilla por maceta, y a partir 

de ese momento se regaron las macetas con las diferentes muestras y diferentes 

concentraciones (1%, 5% y 10%). Este ensayo se realizó utilizando 5 maceteros 

para cada muestra. 

 

- Condiciones de Germinación 
 

Tanto los tubos como los maceteros se han mantenido a temperatura 

ambiente, realizando los riegos diariamente (10 mL) durante 16, 30 días, para 

los tubos y macetas respectivamente. 

 

c) Evaluacion de la Germinación 
 

Una vez colocada la semilla en cada tubo se observa diariamente su 

germinación, se considera que la semilla ha germinado cuando la radícula 

alcanza una longitud mayor de 3 mm (ISTA, 2005). 
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 Longitud de la Raíz 
 

En el caso de los cultivos en tubos de ensayo, se midió la longitud de la raíz 

con una regla desde la punta hasta el cuello del tallo cada 2 días desde el día 6 

hasta finalizar el ensayo donde mediante el uso de una lupa se verificó el 

número de vellosidades presentes en la raíz, y la longitud se reportó en 

milímetros. 

 

En el caso de los cultivos en maceteros la raíz fue medida al final del 

ensayo. 

 

 Longitud del Tallo 
 

La longitud del tallo de la plántula se midió con una regla desde el cuello 

del tallo hasta donde empieza a salir las hojas cada 2 días después del día 6 en el 

que empezó la germinación, y se reportó en milímetros. 

 

En el caso de los maceteros se ha esperado a que se pueda observar el tallo 

para empezar a medir. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Desde la primera revolución industrial el sistema de producción y consumo 

no ha cambiado, este sistema denominado sistema lineal se basa en la extracción 

de materia prima, la producción de bienes, el consumo y la generación de 

residuos. Como consecuencia de ellos cada vez es mayor el acúmulo de residuos 

que inexorablemente está destruyendo el medioambiente (Pricipato y col., 

2019; Morató, 2017).  

 

Es por ello que actualmente se está intentando cambiar el sistema de 

producción y consumo, adaptándolo al concepto de economía circular, cuyo 

objetivo fundamental es un cambio radical del sistema lineal que se ha venido 

siguiendo. Dichos cambios están enfocados hacia sistemas que sean 

regenerativos desde su diseño, para mantener el valor de los recursos 

(materiales, agua, suelo y energía), de los productos y limitando los insumos de 

materias primas y energía. Evitando, en lo posible, al máximo, de esta forma la 

acumulación de residuos y sus impactos negativos sobre el medioambiente, el 

clima y la salud humana (Pricipato y col., 2019; Morató, 2017). 

 

Es decir, mediante una economía circular no solamente se espera responder 

al desafío global, como es el cambio climático, sino mantener y fortalecer el 

desarrollo socio-económico, creación de trabajo de manera sostenible, sin que 

esto afecte la función de los ecosistemas y preservando a su vez los recursos 

naturales para las generaciones futuras. Todo esto en base a principios de 

diversidad, resiliencia y pensamiento sistémico que requieren de un enfoque 

biotecnológico, integrando ciclos, materiales biológicos y tecnológicos. 
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De esta manera la economía industrial se transforma de un modelo basado 

en la producción a un modelo más inteligente, donde los subproductos 

agroindustriales, en lugar de ser un problema se transforman en una materia 

prima fundamental para la obtención de productos con alto valor añadido, es 

decir, revalorizándose, y logrando así una reducción drástica del impacto 

negativo que estos subproductos pueden tener sobre el medioambiente y la salud 

humana si no son adecuadamente procesados (Morató, 2017). 

 

Por lo que en el presente trabajo nos hemos centrado en la revaloración de 

los subproductos provenientes de la industria de setas y hongos comestibles, 

concretamente del champiñón (Agaricus bisporus) como materia prima 

valorizable para la obtención de productos de alto valor para varias industrias: 

medico-farmacéutica, alimentaria, cosmética, química, agronómica, etc., y 

contribuir a la mejora y protección del medioambiente, a través de un sistema de 

economía circular (ver Figura-R.1).  
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Figura R.1 Economía lineal versus economía circular. 

 

4.1 Descripción general 

 

Tal y como se muestra esquemáticamente en la Figura-R.2, la industria de 

las setas y hongos comestibles en general y la del champiñón en particular, 
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generan tres tipos de subproductos: i) el compost agotado, ii) los tallos y piezas 

no comercializables, y iii) el líquido de escaldado en el caso de las conservas. 

En el presente trabajo nos centraremos en la revalorización de los dos últimos: 

tallos y elementos no comercializables, y líquido de escaldado. 

 

Describamos, brevemente, la generación de estos subproductos. 

 

 

Figura R.2 Generación de subproductos en el cultivo y procesamiento del 

champiñón. 

 

Una vez cultivado el champiñón, la cosecha y procesamiento del champiñón 

para consumo en fresco o para conserva, genera entre el 25 y 30 % de productos 
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de desecho (tallos y champiñones no comercializables) (Cebin et al., 2018). 

Esto supone la generación de una gran cantidad de productos de desecho que si 

no se utilizan adecuadamente pueden provocar importantes problemas 

medioambientales, ya que se trata de una materia orgánica con un alto contenido 

en agua y biomoléculas, fácilmente utilizables por los microorganismos 

(bacterias y hongos) presentes en el medioambiente. Por otro lado, el 

procesamiento del champiñón en forma de conserva, genera una gran cantidad 

de desecho líquido, denominado líquido de escaldado, rico en metabolitos 

solubles: aminoácidos, péptidos, proteínas, azúcares, oligosacáridos, 

polisacáridos, ergotioneina, etc., que habitualmente se vierte a la red de 

desagües.  

 

Tanto los tallos como el líquido de escaldado, debido a su composición 

(ricos en proteínas, hidratos de carbono y metabolitos secundarios) pueden 

constituir unas excelentes fuentes de partida para la obtención de diferentes 

productos potencialmente utilizables en la industria médico-farmacéutica y 

alimentaria como nutracéuticos, en la industria cosmética como nutricosméticos 

o en agronomía como biofertilizantes, e incluso pueden constituir una excelente 

fuente para fines biotecnológicos, tales como fuente de fermentación para la 

producción de quitinasas, o fuente de partida para la obtención de nano-quitina, 

siempre y cuando se desarrollen los procesos adecuados.  

  

Sin embargo, para poder utilizar estos subproductos de una manera efectiva, 

es necesario, en una primera etapa estabilizarlos en una forma fácilmente 

almacenable y segura, ya que raramente se utilizaran de manera inmediata, y 

debido a su naturaleza y composición química, como ya hemos mencionado, son 

fácilmente deteriorables. 
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4.2 Estabilización de subproductos 

 
4.2.1 Estabilización de tallos y champiñones defectuosos 
(Obtención de HTCH) 
 

Los tallos de champiñón y champiñones defectuosos (no comercializables), 

una vez lavados con agua fría abundante para eliminar restos de compost y 

tierra, se han escurrido y se han secado con aire a 80 ºC en una estufa con 

ventilación forzada hasta peso constante, tal y como se ha descrito en el 

correspondiente apartado de M&M. El producto seco se molió en un molino de 

pistón equipado con una malla de 0,5 mm de diámetro. Obteniéndose un polvo 

fino uniforme que hemos denominado harina de tallos de champiñón (HTCH) 

(ver Figura-R.3B) a la que hemos almacenado en bolsas de plástico 

herméticamente cerradas, a 18 - 20 ºC en almacén, permaneciendo de esta 

manera estable al menos durante un año. 

 

 
 

Figura R.3 A) Tallos y residuos de champiñones frescos, B) Harina de tallos y 

residuos de champiñón (HTCH). 
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4.2.2 Estabilización del líquido de escaldado (LE10X) 
 

El líquido de escaldado es un líquido ligeramente amarillento en el que se 

encuentran disueltas una gran variedad de compuestos solubles (aminoácidos, 

péptidos, azúcares, proteínas solubles, polisacáridos solubles, nucleótidos, etc.) 

y que representa un gran volumen, del orden de los 10.000 litros al día para una 

planta de tamaño pequeño/medio, y que habitualmente se vierte directamente a 

la red o a balsas para depuración. Debido al elevado volumen, para poder 

almacenarlo es necesario reducir su volumen, lo que se logra mediante su 

concentración al vacío y a temperatura entre 65-70 ˚C, o mejor aún mediante 

osmosis inversa para evitar, en lo posible, la formación de productos de 

Amadori. Una vez concentrado el líquido de escaldado unas 10 veces (LE10X) 

este toma un ligero aspecto de sirope marrón-claro (Figura-R.4), donde los 

componentes están concentrados y es fácilmente almacenable a 4 ˚C, en cámara 

fría, durante al menos 3 meses. 

 

 

Figura R.4 A): Líquido de escaldado (LE), B): Líquido de escaldado 

concentrado 10 veces en RotaVapor (LE10XRV), C): Líquido de escaldado 

concentrado 10 veces por ósmosis inversa (LE10XOI). 



P á g i n a | 111 

   R e s u l t a d o s   y   D i s c u s i o n e s  
  

  

4.3 Composición básica de los subproductos estabilizados 
 
 

4.3.1 Composición básica de la HTCH 
 

En la Tabla-R.1 se muestra la composición básica de las HTCH de tres 

orígenes distintos, procedente de tres plantas de producción: Autol (La Rioja), 

Hellin (La Manchuela) y Los Palacios (Sevilla). La caracterización de las HTCH 

se ha llevado a cabo mediante la determinación de los siguientes parámetros: 

humedad, materia orgánica (MO), hidratos de carbono totales, grasa bruta, 

nitrógeno total (Nt), proteína (Nt x 5,45), polifenoles, etc., y pH.  

 

 

Tabla R.1 Composición básica de las HTCH procedentes de tres orígenes 

distintos: Autol (La Rioja), Hellin (La Manchuela) y Los Palacios (Sevilla). 

 

 HTCH  

(AUTOL) 

(%) 

HTCH 

(HELLIN) 

(%) 

HTCH  

(LOS 

PALACIOS) 

(%) 

HUMEDAD& 7,3± 1,2 7,4±0,9 7,5±1,4 

PESO SECO* 92,7±1,2 92,6±0,9 92,5±1,4 

CENIZAS* 8,8±2,3 8,9±1,9 9,1±2,1 

MO* 91,2±2,3 91,1±1,9 90,9±2,1 

GRASA* 3,2±0,4 3,0±0,5 3,4±0,3 

Nt
* 5,2±0,3 5,1±0,4 5,3±0,2 

PROTEÍNA& 28,6±1,7$ 28,1±1,4$ 29,2±1,5$ 

HC+OTROS& 59,4±5,1 60,0±4,8 58,3±5,3 

ERGOSTEROL (mg/g, 

p.s.) * 
4,1±0,3 3,8±0,3 3,7±0,4 

ERGOTIONEINA* 0.22±0.08 0.24±0.06 0,21±0.08 

pH* 6,9±0,3 6,8±0,4 6,7±0,3 
&Datos calculados; *Datos experimentales; $factor 5,45. 
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Analicemos con algo más de detalle estos datos: 

 

Una vez secados y molidos los tallos de champiñón se obtiene una harina de 

color marrón-claro (ver Figura-R.3B), con un contenido de humedad entre el 

7,3±1,2% y el 7,5±1,4%, y peso seco entre el 92,5±1,4% y el 92,7±1,2%; 

correspondiendo entre el 8,8±2,3% y el 9,1±2,1% (p.s.) a cenizas, y entre el 

90,9±2,1% y el 91,2±2,3% (p.s.) a materia orgánica. Con un contenido en grasa 

entre el 3,0±0,5% y el 3,4±0,3% (p.s.), en proteína entre el 28,1±1,4% y el 

29,2±1,5% (p.s.), y en hidratos de carbono más otros entre el 58,3±5,1% y el 

60,0±4,8% (p.s.) (ver Tabla-R.1). Si bien, no se observan diferencias 

estadísticamente significativas entre los valores encontrados para las tres HTCH 

de diferentes orígenes geográficos. Probablemente a que los compost y tierras de 

cobertura utilizados industrialmente sean muy parecidos, a pesar de que los dos 

primeros han sido suministrados por el Grupo Riberebro (Haro, La Rioja) y el 

tercero por una empresa local de la provincia de Sevilla. 

  

Como se puede observar el componente mayoritario de las tres HTCH 

analizadas son los hidratos de carbono (58,3±5,3 a 60,0±4,8), seguido del 

contenido en proteínas (28,1±1,4 a 29,2±1,5). Ambos componentes representan 

del orden del 86 al 89% de la materia orgánica.  

 

En relación con los hidratos de carbono, la mayor parte de ellos son 

glucanos y quitina. En cuanto a las proteínas, estas se encuentran la mayor parte 

unidas a los hidratos de carbono, fundamentalmente a nivel de membranas y 

pared celular, con lo que su digestibilidad, y por tanto su valor nutritivo en 

principio es más bien baja. Sin embargo, el desarrollo de procedimientos que 
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faciliten su solubilidad favorecerán su bioaccesibilidad y por tanto su 

biodisponibilidad, incrementando así su valor nutricional y funcional.  

 

En cuanto al contenido de metabolitos con interés médico-farmacéutico o 

nutricional, debido a su beneficio sobre la salud, el contenido en ergosterol 

oscila entre 3,7±0,3 y 4,1±0,4 mg/g, p.s., encontrados en las muestras de Los 

Palacios (Sevilla) y Autol (La Rioja), respectivamente; si bien, estadísticamente 

estos valores no son significativos. Mientras que el contenido en ergotioneina, 

antioxidante natural de gran interés tanto en la industria alimentaria como 

médico-farmacéutica y cosmética, el mayor contenido, 0,24±0,06 mg/g, p.s., se 

ha encontrado en las muestras procedentes de Hellin (La Manchuela, Castilla-La 

Mancha) y el menor 0,21±0,08 mg/g, p.s. en las muestras de Los Palacios 

(Sevilla), si bien, también en este caso las diferencias no son estadísticamente 

significativas. Lo que pone de manifiesto que las tres HTCH tienen 

prácticamente la misma composición, y que para la obtención de cualquiera de 

los dos metabolitos (ergosterol o ergotioneina) pueden utilizarse sin que por ello 

se altere significativamente el rendimiento del proceso. 

 

 

4.3.2 Composición básica del LE10X 
 

 

En la Tabla-R.2 se muestran los resultados obtenidos para la composición 

básica de dos LE10X procedentes de dos plantas diferentes: Autol (La Rioja) y 

Hellin (La Manchuela), ya que la planta de los Palacios (Sevilla) no fabrica 

conservas. 
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Tabla R.2 Composición básica del LE10X procedente de dos plantas 

diferentes. 

 LE10X (Autol) 

(%) 

LE10X (Hellin) 

(%) 

Humedad 91,0±2,1 92,2±2,5 

Peso seco 9,0±2,1 7,8±2,5 

Cenizas (% p.s.) 13,5±1,3 14,1±1,2 

Materia orgánica (% p.s.) 86,5±1,3 85,9±1,2 

HC (% p.s.) 54,5±3,4 53,8±4,4 

Grasa (% p.s.) n.d n.d 

Nt (% p.s.) 4,8±0,3 4,9±0,4 

Proteína (Nt x 6,24) 30,0±2,9 30,6±4,1 

Aminoácidos libres (%)* 18,4±0,9 19,8±1,7 

Oligopéptidos + Péptidos (%)* 63,7±3,2 64,6±3,8 

Proteínas (%)*  17,9±1,6 15,6±2,8 

Ergotioneina (mg/g, p.s.) 1,3±0,1 1,2±0,2 

Otros (% p.s.) 1,1±0,2 1,5±0,3 

* % del contenido proteico. 

 

Una vez concentrado el líquido de escaldado 10 veces, se obtiene un líquido 

amarillo-marrón (ver Figura-R.4B), que hemos denominado LE10X, con un 

contenido de humedad (agua) entre el 91,0±2,1% y el 92,2±2,5%, y peso seco 

entre el 7,8±2,5% y el 9,0±2,1%; correspondiendo entre el 13,5±1,3% y el 

14,1±1,2% (p.s.) a cenizas, y entre el 85,9±1,2% y el 86,5±1,3% (p.s.) a materia 

orgánica; con un contenido en hidratos de carbono del orden del 54% 

(53,8±3,4% y 54,5±3,4%) (p.s.), fundamentalmente constituido por productos 

solubles como azúcares, oligosacárido, y sacáridos solubles (glucanos). El 

contenido proteico es del orden del 30% (30,0±2,9% y 30,6±4,1%) (p.s.), 

constituido fundamentalmente por aminoácidos libres (18,4±0,9 y 19,8±1,7), 
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oligopéptidos + péptidos, <5 kDa (63,7±3,2 y 64,6±3,8) y proteínas solubles >5 

kDa (15,6±1,6 y 17,9±2,8) (ver Figura-R.5 y Tabla-R.2).  

 

Figura R.5 Cromatograma del LE10X obtenido por cromatografía de exclusión 

en una columna Superdex™Peptide 10/300 GL. 

 

Teniendo en cuenta la composición de cada uno de estos subproductos 

(HTCH y LE10X), estos pueden utilizarse como materia prima de partida para la 

obtención de diversos productos de alto valor añadido, como se muestra 

esquemáticamente en la Figura-R.6. 
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Figura R.6 Productos de interés industrial que se podrían obtener de: a) Tallos y 

champiñones no comercializables, b) Líquido de escaldado. 

 

Así, la HTCH puede utilizarse para la obtención de hidrolizados proteicos, 

péptido-glucanos, quitina y nano-quitina, ergotioneina, ergosterol (precursor de 

la vitamina-D2), fibra e incluso como sustrato rico en quitina y glucanos para la 

producción de hidrolasas (quitinasas, glucanasas y proteasas). Por su parte el 

LE10X es una buena materia prima de partida para la obtención de aminoácidos 

libres y péptidos, así como de ergotioneina, potencialmente utilizable como 

biofertilizante y/o nutracéutica. 

 

 

4.4 Diseño de procesos biotecnológicos para la valorización 
de subproductos de la industria de los hongos y setas 
comestibles: Aplicación al champiñón 
 

Como hemos descrito más arriba, el procesamiento del champiñón genera 

dos subproductos importantes la HTCH y el LE, ambos susceptibles de 

valorización si se desarrollan los procedimientos adecuados. 
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4.4.1 Valorización de la HTCH 
 

La valorización de este subproducto pasa necesariamente por el desarrollo 

de procesos biotecnológicos eficientes. En la Figura-M&M.11 de Materiales y 

Métodos se muestran esquemáticamente un abordaje biotecnológico, basado en 

el uso de enzimas, para la obtención de productos de alto valor añadido de 

interés industrial, tales como hidrolizados proteicos, quitina-nanoquitina, 

ergotioneina, péptido-glucanos, o ergosterol (pre-vitamina-D2), etc. 

 

En el presente trabajo nos hemos centrado en la obtención de los 

siguientes productos: 

 

- Hidrolizados ricos en aminoácidos, oligopéptidos y péptidos 

potencialmente utilizables como biofertilizantes en agronomía, o como 

nutracéuticos en alimentación o en cosmética. 

- Péptidos-glucanos para su utilización como nutracéuticos en el tratamiento 

y prevención de enfermedades inmuno-deficientes. 

- Quitina y nano-quitina fúngica para su utilización como materia prima 

para la preparación de quitino-oligosacáridos altamente demandados en la 

agronomía moderna (biocontrol), así como en el desarrollo de nuevos 

materiales. 

 

Dependiendo del producto final a obtener, el proceso se desarrollará bien 

por la vía A) o B). La vía B) es la más eficiente para la obtención de 

hidrolizados proteicos, mientras que la vía A) es la más adecuada para la 

obtención de péptido-glucanos, siendo indistinta la vía a seguir para la obtención 

de ergotioneina o quitina/nano-quitina fúngica. 
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4.4.1.1 Obtención de hidrolizados proteicos a partir de la 
HTCH 
 

Teniendo en cuenta que según la composición de la HTCH, este 

subproducto tiene un contenido en proteínas del 28,1±1,4 al 29,2±1,5 (ver 

Tabla-R.1), constituye una excelente materia prima para la obtención de 

hidrolizados proteicos. Lo que favorecerá la bioaccesibilidad y biodisponibilidad 

de este material proteico, que mayoritariamente, en la HTCH, está unido 

covalentemente a hidratos de carbono, formando proteoglucanos (García-

Mendoza, 2000). Por lo que, si se utiliza sin hidrolizar, no es fácilmente 

utilizables por las plantas, cuando se aplica como biofertilizante, o por las 

células epiteliales o intestinales si se utiliza en cosmética o como nutracéutico, 

respectivamente. Por lo que procedimos al desarrollo de procesos hidrolíticos 

encaminados a la solubilización máxima del material proteico de la HTCH, con 

el fin de utilizarlo en algunas de las aplicaciones citadas más arriba. 

 

Los hidrolizados proteicos de la HTCH se han obtenido utilizando el 

proceso que se detalla de manera esquemática en la Figura-R.7, variante B) del 

proceso descrito en la Figura-M&M.11 del correspondiente apartado de 

Materiales y Métodos.  

 

Figura R.7 Proceso Biotecnológico desarrollado para la obtención de 

compuestos de interés. 
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Como podemos observar el paso fundamental de este procedimiento es el 

tratamiento con proteasas, encaminado a la desproteinización de la HTCH. Este 

tratamiento enzimático genera un sobrenadante o hidrolizado proteico y un 

precipitado o material insoluble-I. El hidrolizado proteico, como más adelante 

discutiremos, está integrado por aminoácidos, oligopéptidos, péptidos y 

proteínas solubles, así como también por otras moléculas solubles como 

azúcares, oligosacáridos y polisacáridos, además del antioxidante ergotioneina, 

mientras que el material insoluble-I está integrado, fundamentalmente, por 

glucanos, quitina, mananos y proteínas covalentemente unidas a algunos de 

estos polisacáridos. 

 

La decisión por la variante B se tomó tras el análisis de las cantidades de 

producto recuperadas en forma soluble e insoluble, que se recogen en la Tabla-

R.3. Estos datos muestran que la cantidad de producto soluble recuperado por la 

variante A es del 34,3±0,4% mientras que por la variante B se recupera el 

41,3±1,1%, diferencia que podría sugerirnos que no es lo significativamente 

importante como para justificar el uso de una etapa enzimática, que 

generalmente es un proceso caro, debido al coste de las enzimas. Sin embargo si 

nos fijamos en la cantidad de producto proteico recuperado, el producto 

recuperado por la variante A contiene un 23,6±0,2% de material proteico 

mientras que el obtenido por la variante B contiene el 36,8±1,5%. Diferencia 

significativamente mayor, y que como más adelante discutiremos, en base a sus 

posibles aplicaciones sí justificaría sobradamente el uso de enzimas, proteasas 

en concreto, para esta etapa o fase del proceso de valorización de la HTCH.



 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla R.3 Balance de masas para la vía A) y B) del proceso biotecnológico utilizado para la recuperación de 

material hidrosoluble de la HTCH. 

 

  

HTCH (g) Precip-I (g) % Insoluble % Soluble 
Sobren. 

(g, p.s.) 
Sobren. (mL) 

Proteína 

(mg/mL) 

Proteína 

(g) 
Proteína (%) 

Vía A) 36,2 23,9 66,02209945 33,9779006 12,3 330 8,8 2,904 23,6097561 

  36,3 23,7 65,2892562 34,7107438 12,6 340 8,7 2,958 23,47619048 

  35,8 23,5 65,6424581 34,3575419 12,3 325 9 2,925 23,7804878 

Media±DS 36,1±0,3 23,7±0,2 65,6±0,4 34,3±0,4 12,4±0,2 331,7±7,6 8,8±0,2 2,9±0,1 23,6±0,2 

                    

Vía B) 36,5 21,2 58,08219178 41,9178082 15,3 370 14,7 5,439 35,54901961 

  35,8 20,8 58,10055866 41,8994413 15 350 15,6 5,46 36,4 

  36,2 21,7 59,94475138 40,0552486 14,5 362 15,4 5,5748 38,44689655 

Media±DS 36,2±0,4 21,2±0,4 58,7±1,1 41,3±1,1 14,9±0,4 360,7±10,1 15,2±0,5 5,5±0,1 36,8±1,5 



R e s u l t a d o s   y   D i s c u s i o n e s  

P á g i n a | 121 

  

  

a) Hidrólisis enzimáticas 
 

La hidrólisis de proteínas puede llevarse a cabo mediante métodos químicos 

(utilizando ácidos fuertes concentrados, generalmente HCL 6M ó H2SO4 3M y a 

temperaturas altas >75 ºC), y enzimáticos (utilizando proteasas, a pHs y 

temperaturas cuasi-fisiológicas). La hidrólisis enzimática tiene ventajas sobre la 

hidrólisis química, ya que durante la hidrólisis ácida determinados aminoácidos 

son completamente destruidos (triptofano), y otros son degradados 

significativamente (cisteina, metionina, serina, etc.) (Zumwalt y col., 1987), 

mientras que en la hidrólisis enzimática estas pérdidas no tienen lugar, 

manteniéndose prácticamente constante o inalterado el contenido aminoacídico 

de la muestra. 

 

En el presente trabajo se han utilizado cuatro proteasas: tres endo-proteasas 

(Alcalase®, Papaína y Bioprotease LA-450) y una exoproteasa 

(Flavourzyme®), comercialmente disponibles (ver Tabla-R.4). 

 

Tabla R.4 Enzimas utilizadas en la hidrólisis de la HTCH. 

Nombre Comercial 

de las Proteasas 

Código   

E.C. 

Microorganismo 

productor  

Alcalase®  3.4.21.62 Bacillus licheniformis 

Bioprotease LA-450 3.4.21.99 Bacillus licheniformis 

Papaína 3.4.22.2 Cariaca papaya 

Flavourzyme®  Aspergillus oryzae 

 

En la Figura-R.8 se muestran las curvas de hidrólisis de la HTCH con las 

cuatro proteasas. Como se observa el grado de hidrólisis aumenta 
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significativamente con el transcurso del tiempo hasta llegar a las 2 horas donde, 

a partir de este tiempo, se mantiene estable. Es por este motivo que se eligió este 

tiempo como tiempo de hidrólisis para la generación de los correspondientes 

hidrolizados de la HTCH. 

  

 

Figura R.8 Hidrólisis enzimática de la HTCH con las proteasas: Alcalase®, 

Flavourzyme®, Bioprotease LA-450 y Papaína. 

 

 

Como podemos observar las hidrólisis más eficientes, es decir, la que 

conducen a un mayor grado de hidrólisis o cantidad de enlaces peptídicos rotos, 

se logra con la Bioprotease LA-450 y la Alcalase®, 6,65±0,6 y 6,21±0,9, 

respectivamente, y los grados más bajos se alcanzan con la Papaína y la 

Flavourzyme®: 2,88±0,2 y 4,01±0,3, respectivamente.  Si bien, el grado de 

hidrólisis es el parámetro que determina la eficiencia de un proceso de hidrólisis 

enzimática con proteasas, al ser un parámetro teórico, no es directamente 

medible, no es un parámetro idóneo para seguir el proceso hidrolítico desde un 
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punto de vista práctico. Sin embargo, el consumo de NaOH, que está 

directamente relacionado con el grado de hidrólisis (Adler-Nissen, 1986) sí es 

un parámetro medible, fácil de obtener y útil para el seguimiento del proceso de 

hidrólisis. 

 

Los grados de hidrólisis alcanzados no son lo altos que cabría esperar para 

un sustrato con una concentración de proteína del orden del 30% como es la 

HTCH. Sin embargo, teniendo en cuenta que una parte importante de las 

proteínas de la HTCH son proteínas de membrana, en las que estas están unidas 

covalentemente a algún componente membranal, fundamentalmente glucanos o 

quitina (García-Mendoza, 2000), esto dificulta estéricamente una degradación 

o fraccionamiento completo de la cadena polipeptídica quedando siempre un 

fragmento unido al polisacárido u otra posible molécula.   

 

En la Tabla-R.5 se recoge el balance de masas, referido al peso seco, del 

material insoluble (precipitado) y material soluble (sobrenadante), recuperado 

tras la hidrólisis enzimática con las cuatro proteasas ensayadas: Alcalase®, 

Bioprotease LA-450, Papaína y Flavourzyme®. 

 

Tabla R.5 Balance de masas, referido al peso seco recuperado en el precipitado 

y en el sobrenadante, tras la hidrólisis enzimática simple de la HTCH. 

 

ENZIMA 
HTCH 

(g) 

Precipitado 

(g) 

Sobrenadante 

(g) 

Rendimiento 

(%) 

Proteína           

(%) 

Alcalase®  30 16,2±1,3 12,5±0,9 41,7±3.0 76,3±3,1 

Bioprotease 

LA-450 
30 13,8±1,0 13,9±1,1 46,3±3,6 

77,2±2,7 

Papaína 30 19,3±2,2 8,0±0,7 26,3±2,3 49,4±2,0 

Flavourzyme® 30 20,1±1,7 6,9±0,5 23,0±1,7 41,3±1,6 
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Como puede observarse, las endoenzimas, procedentes de Bacillus 

licheniformis: Alcalase® y Bioprotease LA-450, son las que mayor cantidad de 

producto solubilizan, 41,7±3.0% y 46,3±3,6%, respectivamente, mientras que la 

Papaína, enzima de origen vegetal, Cariaca papaya, y la Flavourzyme®, mezcla 

predominante de exoproteasas bacterianas, presentan un rendimiento 

solubilizador más bajo, 26,3±2,3% y 23,0±1,7%, respectivamente.   

 

Con el fin de incrementar, en lo posible, el grado de hidrólisis, y por 

tanto, probablemente, la cantidad de material solubilizado se procedió a la 

realización de hidrólisis secuenciales, utilizando primero una endoproteasa y 

seguidamente una exoproteasa. Las hidrólisis secuenciales realizadas han sido 

las siguientes dos combinaciones: “Alcalase® + Flavourzyme®” y “Bioprotease 

LA-450 + Flavourzyme®”. En la Figura-R.9 se muestra el perfil de ambas 

hidrólisis secuenciales.  
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Figura R.9 Hidrólisis enzimática secuencial vs hidrólisis enzimática simple: A) 

Alcalase® vs “Alcalase® + Flavourzyme®” y B) Bioprotease LA-450 vs 

“Bioprotease LA-450 + Flavourzyme®”. 

 

Como puede observarse en el caso de la hidrólisis secuencial en ambos 

casos se obtiene un mayor grado de hidrólisis. 8,53±0,3 en el caso del par: 

“Alcalase® + Flavourzyme®” y 8,15±0,4 en el caso del par “Bioprotease LA-

450 + Flavourzyme®”. Es decir en ambos casos se alcanza prácticamente el 

mismo grado de hidrólisis ya que la diferencia entre uno y otro no es 

estadísticamente significativa. Por lo que cualquiera de las dos combinaciones 

sería efectiva, si la calidad del nuevo hidrolizado justificara el incremento de 

coste que conlleva el uso de dos enzimas. 

 

El incremento en el grado de hidrólisis podríamos atribuirlo a que tras la 

primera hora de hidrólisis (endoproteasas) la cantidad de sustrato disponible es 

mucho mayor, ya que al ser los componentes de la Flavourzyme® 

mayoritariamente exoproteasas (amino-peptidasas) (Merz y col., 2015) los 

puntos de ataque (hidrólisis) son mayores que cuando actúa la endoproteasa, ya 
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que a este nivel la mayoría de los puntos de corte o hidrólisis ya han sido rotos. 

 

Tabla R.6 Balance de masas, referido al peso seco recuperado en el precipitado 

y en el sobrenadante, tras la hidrólisis enzimática secuencial de la HTCH. 

 

ENZIMA 
HTCH 

(g) 

Precipitado 

(g) 

Sobrenadante 

(g) 

Rendimiento 

 (%) 

Proteína 

(%) 

Alcalase® + 

Flavourzyme® 
30 12,9±2,1 15,8±1,3 52,7±4,3 79,6±2,9 

Bioprotease LA-450 

+ Flavourzyme® 
30 13,6±1,0 15,4±1,1 51,3±3,6 81,4±3,3 

 

 

b) Caracterización de los Hidrolizados 
 

Una vez obtenidos los hidrolizados estos se han caracterizado desde el 

punto de vista de su composición química, y en cuanto a la distribución 

molecular de sus componentes proteicos mediante análisis electroforético 

(PAGE-SDS) y cromatográfico (cromatografía de exclusión molecular), así 

como a determinadas propiedades y/o funcionalidades: actividad bioestimulante, 

actividad antioxidante, actividad antimicrobiana y actividad antivírica. 

 

 Caracterización básica 
 

La caracterización básica se ha llevado a cabo mediante el análisis del 

contenido en cenizas, materia orgánica, materia proteica, hidratos de carbono, 

grasa y otros, tal y como se muestra en la Tabla-R.7. 



  

  

 

 

Tabla R.7 Composición básica de los hidrolizados proteicos de la HTCH (HPTCHX) en comparación con el 

extracto acuoso de la HTCH (HTCHH2O). 

 

 
Peso seco 

(%) 

Cenizas 

(%) p.s. 

Materia Orgánica 

(%) p.s. 

Proteínastotales 

(%) p.s. 

Carbohidratostotales 

(%) p.s. 

Otros 

(%) p.s. 

HTCHH2O 8,8±0,4 7,6±0,3 92,4±0,3 25,7±1,7 67,1±4,3 7,2±0,8 

HPTCHA 41,7±3,0 9,2±0,6 90,8±0,6 61,3±3,9 32,5±3,8 6,2±0,5 

HPTCHLA450 46,3±3,6 9,4±0,3 90,6±0,3 51,9±4,8 41,1±4,1 7,0±0,6 

HPTCHP 26,3±2,3 8,9±0,9 91,1±0,9 32,8±3,0 58,1±3,2 9,1±1,3 

HPTCHF 23,0±1,7 9,1±0,8 90,9±0,8 38,8±2,1 54,4±4,4 6,8±0,4 

HPTCHA+F 52,7±4,3 9,6±0,7 90,4±0,7 52,4±4,2 40,4±3,2 7,2±0,5 

HPTCHLA450+F 51,3±3,6 9,3±0,6 90,7±0,6 48,9±3,7 44,2±3,7 6,9±0,5 

 

HPTCHH2O: Extracto acuoso HTCH; HPTCHA: Hidrolizado Proteico Alcalase®; HPTCHLA450: Hidrolizado Proteico Bioproteasa LA-

450; HPTCHF: Hidrolizado Proteico Flavourzyme®; HPTCHP: Hidrolizado Proteico Papaína; HPTCHA+F: Hidrolizado Proteico 

Alcalasa+Flavourzyme; HPTCHLA450+F: Hidrolizado Proteico Bioproteasa LA-450 + Flavourzyme. 
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 Caracterización electroforética 
 

Con el fin de obtener información sobre el tamaño de los péptidos presentes 

en los hidrolizados se ha llevado a cabo un estudio electroforético utilizando en 

primera estancia geles de PAGE-SDS, no observándose banda alguna al teñirlo 

con azul de Coomassie (Resultados no mostrados). Teniendo en cuenta que la 

modificación de este procedimiento sustituyendo el tris por tricina en el tampón 

de corrido permite una separación más eficiente de péptidos de bajo peso 

molecular (Schäger y von Jagow, 1987), se separaron mediante este 

procedimiento los distintos hidrolizados. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Figura-R.10. 

 

 
Figura R.10 Gel de electroforesis en geles para péptidos, (según Schäger) de los 

diferentes hidrolizados proteicos y del extracto acuoso de la HTCH. 

  (M: marcadores de peso molecular; 1: HTCHH2O; 2: HPTCHA; 3: HPTCHP; 4: 

HPTCHLA450; 5: HPTCHF; 6: HPTCHA+F; 7: HPTCHLA450+F). 

 

 

Como podemos observar en el extracto acuoso de la HTCH (carril-1) no se 

observan proteínas de masa molecular apreciable, entre 201 y 6 kDa, dado que 

la gran mayoría de las proteínas están unidas covalentemente a alguna otra 
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biomolécula (fundamentalmente polisacáridos), y posiblemente, la pequeña 

cantidad, de proteínas solubles, sea tan baja que no se pueden detectar con la 

tinción de azul de Coomassie (del orden de 0,5 µg por banda). La tinción con 

plata, tinción unas diez veces más sensible, tampoco permite detectar proteínas 

de tamaño grande (resultados no mostrados). Sin embargo, ¿cómo podemos 

explicar el valor de contenido proteico de 25,7±1,7 % del extracto acuoso de 

HTCH?  Esto podría explicarse porque en el extracto acuoso únicamente se 

encuentren aminoácidos libres, oligopéptidos (di-, tri-, tetra-péptidos, etc.) y 

péptidos de masa molecular <6 kDa, que durante la electroforesis han salido 

fuera del gel y por tanto no se pueden teñir y detectar. 

 

Sin embargo, en el carril 2 (hidrolizado de HTCH con Alcalase®) se 

observa claramente una banda de unos 30 kDa, probablemente debido a la 

liberación y solubilización de un fragmento proteico de ese tamaño, así mismo 

se observa una banda intensa, de unos 5 kDa, que corre con el frente de la 

electroforesis, probablemente correspondiente a péptidos de este orden de 

tamaño. 

 

Análogamente, en el carril 3 (hidrolizado de HTCH con Papaína) se 

observan claramente 2 bandas, una de 27 kDa y otra de 20 kDa, 

correspondientes a fragmentos proteicos liberados y solubilizados por la 

Papaína. En este caso también se observa una banda intensa, de unos 5 kDa, que 

corre con el frente de la electroforesis, y probablemente corresponda a péptidos 

de este orden de tamaño. 

 

En el caso del carril 4 (hidrolizado de HTCH con Bioproteasa LA-450) se 

logran distinguir tres bandas de 29 kDa ,20 kDa y 10 kDa que corresponderían a 
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fragmentos de proteínas con este peso molecular, de la misma manera se 

observa la banda intensa que corre con el frente de la electroforesis y que podría 

estar constituida por péptidos del orden de los 5 kDa. 

 

El hidrolizado de HTCH con Flavourzyme® se ha analizado en el carril 5, 

donde se observa tenuemente dos bandas, una banda de 41 kDa, y una de 27 

kDa y otra banda intensa de 17 kDa que correspondería a péptidos de ese 

tamaño, además de la banda de los 5 kDa que corre con el frente. 

 

En el carril 6 (hidrolizado de HTCH con Alcalase®+Flavourzyme®) se 

observa una banda de 30 kDa que aparece también en el carril 2 lo que significa 

que tanto en el carril 2 como en el carril 6 existe la presencia de la misma 

proteína. En este caso la banda, de 5 kDa, que corre con el frente, es más tenue, 

probablemente a que los péptidos de este tamaño hayan sido degradados por la 

actividad exoproteasa de la Flavourzyme® generándose oligopéptidos y 

aminoácidos libres que salen fuera del gel durante la electroforesis.  

 

Por ultimo en el carril 7 (hidrolizado de HTCH con Bioproteasa LA-

450+Flavourzyme®) a pesar de haber cargado la misma concentración de 

muestra que en los anteriores carriles no es visible ninguna banda de proteína, 

podría deberse a que la muestra no presenta proteínas en el rango de recorrido 

del gel. 
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 Caracterización cromatográfica (Cromatografía de 
Exclusión) 

 
 

Con el fin de obtener información más detallada sobre la distribución del 

tamaño de las proteínas, péptidos, oligopéptidos y aminoácidos presentes en los 

hidrolizados, se procedió a su estudio por cromatografía de exclusión molecular 

en una columna SuperdexTMpeptide 10/300 GL, que tiene un rango de 

resolución de 7000 a 100 kDa. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura-R.11 y Figura-R.13, correspondientes a los cromatogramas obtenidos a 

215 nm y 280 nm, respectivamente. El análisis del perfil de fraccionamiento por 

exclusión a 215 nm nos permitiría identificar una mayor cantidad de di y 

tripeptidos, además de oligopéptidos. 

 

Los perfiles se han separado en áreas de acuerdo al peso molecular para lograr 

identificar el porcentaje de proteínas encontradas en este rango. 

 

Todas las proteínas encontradas con un tamaño menor a 0,2 kDa pueden o 

podrían ser utilizadas como antioxidante. 
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Figura R.11 Caracterización de los hidrolizados enzimáticos por Cromatografía 

de Exclusión (215 nm). 

 

 

En la Figura-R.11 se muestra el perfil cromatografico, a 215 nm, para cada 

uno de los hidrolizados y para el extracto acuoso, dividido en tres grandes zonas 

o áreas: >5 kDa, <5 kDa y >0,2 kDa, y <0,2 kDa. La zona “>5 kDa”, constituida 

por proteínas y péptidos mayores de 5 kDa; la zona “<5 kDa y >0,2 kDa”, 

constituida por péptidos y oligopéptidos menores de 5 kDa, y mayores de 0,2 

kDa, y la zona “<0,2 kDa” constituida por dipéptidos y aminoácidos libres. Los 

perfiles cromatográficos individuales se muestran en anexos Figura-A.1 y 

Figura-A.2.  

 

En la Tabla-R.8 y Figura-R.12, se muestra la contribución porcentual de 

cada zona o área, respecto del total, para cada hidrolizado y el extracto acuoso. 

Como se puede observar, el mayor porcentaje de aminoácidos libres se 

encuentran en el extracto acuoso de HTCH (59,16%), lo que no es de sorprender 
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ya que la mayor parte de las proteínas en la HTCH están unidas a polisacáridos. 

En relación con los HPTCH, los mayores porcentajes de dipéptidos y 

aminoácidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos mediante 

hidrólisis secuencial con Alcalase®+Flavourzyme® y 

Bioproteasa+Flavourzyme®, 44,57% - 41,12% respectivamente, lo que podría 

atribuirse a las exoproteasas presentes en la Flavourzyme®.                     

 

Tabla R.8 Contribución porcentual para cada una de las zonas seleccionadas en 

los cromatogramas (215 nm). 

 

 

 
Figura R.12 Porcentaje de proteína hidrolizada en cada muestra (Cromatografía 

de Exclusión *215 nm). 

215 nm 
>5kDa                 

(%) 

<5kDa->0,2kDa 

(%) 

<0,2kDa          

(%) 

HTCHH2O 10,64   30,19 59,16  

HPTCHA 14,7 43,96 41,33 

HPTCHLA450 15,56 46,96 37,47 

HPTCHP 29,02 37,98 32,98 

HPTCHF 25,86 37,09 37,03 

HPTCHA+F 13,42 42 44,57 

HPTCHLA450+F 15,28 43,58 41,12 
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En la Figura-R.13 se muestra el perfil cromatográfico, a 280 nm, para cada 

uno de los hidrolizados y para el extracto acuoso, dividido en tres grandes zonas 

o áreas: >5 kDa, <5 kDa y >0,2 kDa, y <0,2 kDa. La zona “>5 kDa”, constituida 

por proteínas y péptidos mayores de 5 kDa; la zona “<5 kDa y > 0,2 kDa”, 

constituida por péptidos y oligopéptidos menores de 5 kDa, y mayores de 0,2 

kDa, y la zona “<0,2 kDa” constituida por dipéptidos y aminoácidos libres.  

 

 

Figura R.13 Caracterización de los hidrolizados enzimáticos por Cromatografía 

de Exclusión (280 nm). 

 

 

En la Tabla-R.9 y Figura-R.14, se muestra la contribución porcentual de 

cada zona o área, respecto del total, para cada hidrolizado y el extracto acuoso. 

Como se puede observar, en este caso el mayor porcentaje de aminoácidos libres 

se encuentran en el extracto acuoso de HTCH (63,12%), lo que no es de 

sorprender ya que la mayor parte de las proteínas en la HTCH están unidas a 

polisacáridos. En relación con los HPTCH, los mayores porcentajes de 
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dipéptidos y aminoácidos libres se encuentran para los hidrolizados obtenidos 

mediante hidrólisis secuencial con Alcalase®+Flavourzyme® y 

Bioproteasa+Flavourzyme®, 42,13% - 37,94% respectivamente, lo que podría 

atribuirse a las exoproteasas presentes en la Flavourzyme®. 

 

Tabla R.9 Contribución porcentual para cada una de las zonas seleccionadas en 

los cromatogramas (280 nm). 

 

280 nm 
>5kDa                 

(%) 

<5kDa->0,2kDa 

(%) 

<0,2kDa          

(%) 

HTCHH2O 6,68 30,19 63,12 

HPTCHA 23,71 38,35 37,92 

HPTCHLA450 25,13 38,88 35,98 

HPTCHP 24,58 38,58 36,83 

HPTCHF 19,05 38,92 42,02 

HPTCHA+F 20,97 36,89 42,13 

HPTCHLA450+F 23,75 38,3 37,94 

 

 

 
Figura R.14 Porcentaje de proteína hidrolizada en cada muestra (Cromatografía 

de Exclusión *280 nm). 
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 Composición aminoacídica de los HPTCH 
 
Cada vez hay más información de que la composición aminoacídica, 

conjuntamente con la estructura y su hidrofobicidad, influye marcadamente en 

las actividades biológicas de los péptidos, fundamentalmente las antioxidantes 

(Sarmadi y Ismail, 2010; Zhao y col., 2012). Por ello antes de pasar a estudiar 

diversas actividades biológicas, potencialmente presentes en los HPTCH hemos 

estudiado la composición aminoacídica de los diferentes hidrolizados obtenidos 

en el presente estudio. 

 

En la Tabla-R.10 se muestra la composición aminoacídica de los diferentes 

HPTCH y del HTCHH2O. Como se puede observar los HPTCH se caracterizan 

por su alto contenido en Asx y Glx, lo que se refleja en el alto valor para los 

aminoácidos con carga negativa (AAsCN), además de Ala, Leu y Lys. Los 

aminoácidos con carga positiva (AAsCP) le confieren a los péptidos su actividad 

antioxidante, debido a la abundancia de electrones que pueden donarse para 

secuestrar los radicales libres (He y col., 2013). 

 

La Cys es aminoácido limitante tanto en el HTCHH2O como en los diferentes 

HPTCH, no pasando su contenido de 2,17±0,07 mg/g de proteína, es decir con 

un contenido del orden del 0,2%, mientras que el otro aminoácido azufrado, la 

Met, se encuentra en cantidades ligeramente mayores: 4,63±0,22 y 4,23±0,87 

mg/g de proteína en HPTCHLA450  y HPTCHLA450+F, respectivamente, valores 

relativamente bajos, pero comparables a los encontrados en algunos hidrolizados 

de proteínas vegetales, como por ejemplo en los hidrolizados de proteínas de 

colza (He y col., 2013). La Met tiene la capacidad de donar el hidrógeno de su 

grupo sulfuro, por lo que se considera como un buen secuestrador de radicales. 
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En cuanto a los aminoácidos aromáticos (AAA) con un contenido de 63,92 a 

72,01 mg/g proteína en HPTCHLA450+F y HPTCHA, respectivamente, presenta 

valores del orden del 0,7%, que constituye valores semejantes a los encontrados 

en otros hidrolizados de fuentes proteicas vegetales diferentes. Los AAA 

podrían contribuir a mejorar la capacidad secuestradora de radicales a través de 

la donación de protones para la estabilización de radicales con deficiencia 

electrónica, mientras que mantienen su propia estabilidad a través de efectos 

resonantes en su estructura (Sarmadi y Ismail, 2010).  

 

Todos los HPTCH presentan un mayor contenido en aminoácidos 

hidrofóbicos (AAH) que el HTCHH2O (p < 0,05), contenido que supera el 37%. 

El alto contenido en AAH en los hidrolizados viene dado por sus contenidos en 

Ala, Leu, Ile y Val, fundamentalmente. Los AAH mejoran la solubilidad de los 

péptidos en medios lipídicos, aumentando su interacción con los radicales libres, 

y/o favoreciendo la entrada en órganos diana mediante asociaciones 

hidrofóbicas, lo que ha sido descrito para varios hidrolizados de proteínas 

alimentarias (Alashi y col., 2014; Najafian y Babji, 2014). 

 

La presencia de prácticamente todos los aminoácidos esenciales (AAEs) en 

los HPTCH en cantidades equivalentes a las recomendadas por los estándares de 

la FAO/HWO (FAO y WHO, 1991), muestra/indican su buena calidad 

nutritiva, además de sus propiedades antioxidantes. Desde este punto de vista los 

mejores hidrolizados son: el HPTCHLA450 y el HPTCHF, con un contenido de 

383,18 y 377,59 mg/g de proteína, respectivamente. 

 

 

 En la Figura-R.15 se muestra en un gráfico de barras el contenido en 

aminoácidos hidrofóbicos (AAH), aminoácidos con carga positiva (AAsCP), 
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aminoácidos con carga negativa (AAsCN), aminoácidos aromáticos (AAA) y 

aminoácidos esenciales (AAEs) para cada uno de los HPTCH, mientras que en 

la Figura-R.16 se presenta en contenido aislado de cada uno de los grupos 

aminoacídicos en cada HPTCH. Como podemos ver los HPTCH se caracterizan 

por un contenido relativamente alto de AAH, AAEs y AAsCP, y un bajo 

contenido en AAA.  

 

 De particular interés es el contenido alto en AAH, fundamentalmente 

aminoácidos ramificados (Leu, Ile y Valina) y el bajo contenido en AAA, hace 

que estos hidrolizados presenten una razón de Fischer ([AAH]/[AAA]) alta, lo 

que los hace idóneos para su uso en el tratamiento de enfermedades hepáticas, 

fundamentalmente la encefalopatía hepática (Casco-Lorence, 2010). 

 

 

Figura R.15 Contenido en aminoácidos hidrofóbicos (AAH), aminoácidos con 

carga positiva (AAsCP), aminoácidos con carga negativa (AAsCN), 

aminoácidos aromáticos (AAA) y aminoácidos esenciales (AAEs) para cada uno 

de los HPTCH.  



  

  

 

Tabla R.10 Composición aminoacídica de la HTCHH2O y de los diferentes HPTCH (mg/g proteína).  

 
HTCHH2O HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F 

Ala 80,37±1,29 81,70±0,12 82,54±0,17 88,03±0,11 83,04±0,10 85,43±0,18 86,37±0,27 

Arg 46,89±2,07 50,85±0,26 51,62±0,24 52,60±0,23 55,73±0,17 57,83±0,15 55,94±0,14 

Asx 73,32±2,12 79,75±0,18 78,84±0,11 79,41±0,19 81,08±0,11 84,77±0,14 85,19±0,18 

Cys 1,34±0,07 1,94±0,09 2,14±0,07 2,17±0,07 2,06±0,07 2,08±0,07 1,45±0,07 

Glx 175,35±5,16 192,20±14,52 187,97±13,47 179,02±11,31 189,70±0,49 190,34±20,23 189,42±16,34 

Gly 45,05±1,08 47,32±1,02 48,23±2,34 46,89±1,87 49,15±3,01 44,78±0,94 43,87±1,03 

His 22,69±0,76 24,10±0,98 23,89±0,75 23,12±0,91 25,01±1,33 20,89±0,96 21,19±0,89 

Ile 33,97±1,06 37,38±0,28 39,53±1,02 34,82±2,12 38,33±1,73 33,17±1,17 34,56±0,94 

Leu 106,56±3,11 110,62±3,24 112,43±4,54 107,93±7,62 115,13±3,42 107,89±6,53 107,34±5,41 

Lys 36,94±0,61 33,86±0,95 31,76±0,88 35,17±1,24 30,01±1,93 34,56±1,12 36,12±1,27 

Met 3,37±0,17 3,68±0,19 4,63±0,22 3,62±0,72 3,91±0,17 4,02±0,76 4,23±0,87 

Phe 33,55±0,07 38,34±1,76 38,45±1,78 36,12±1,97 39,75±2,06 35,17±2,11 33,17±1,76 

Pro 39,03±0,66 43,81±1,59 45,89±2,05 35,3±2,03 43,17±3,22 36,89±1,85 35,97±0,69 

Ser 40,29±0,67 43,62±1,74 44,23±1,45 41,62±2,72 47,03±2,12 44,89±0,78 45,23±1,03 

Thr 45,53±0,77 43,81±1,56 47,34±0,98 44,62±1,81 45,22±0,56 42,18±0,63 41,89±1,23 

Trp* 7,86±0,54 8,31±0,94 8,02±1,01 8,03±0,44 7,32±0,89 8,56±0,92 7,84±0,45 

Tyr 20,42±0,93 25,36±1,17 24,17±2,18 23,45±1,03 23,34±1,13 23,17±0,87 22,91±0,32 

Val 73,82±2.08 74,34±1,87 77,13±2,45 72,29±1,05 72,91±1,85 76,17±0,86 77,45±0,96 

        
AAH 360 380 387 374 384 374 374 

AAsCP 106,52 108,81 107,27 110,89 110,75 113,28 113,25 

AAsCN 248,67 271,95 266,81 258,43 270,78 275,11 274,61 

AAA 61,83 72,01 70,64 67,6 70,41 66,9 63,92 

AAEs 364,29 374,44 383,18 365,72 377,59 362,61 363,79 
*Determinado por hidrólisis alcalina 

AAH: Aminoácidos hidrofóbicos (Ala, Val, Ile, Leu, Tyr, Phe, Trp, Mets) 

AAsCP: Aminoácidos con carga positiva (Arg, Lys, His) 

AAsCN: Aminoácidos con carga negativa (Asx+Glx; Asx = Glu + Gln; Gln = Glu + Gln) 

AAA: Aminoácidos aromáticos (Tyr, Phe, Trp) 

AAEs: Aminoácidos esenciales (Trp, Thr, Val, Lys, Leu, Met, His, Phe, Ile
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Figura R.16 Contenido individual de cada uno de los grupos aminoacídicos en 

los HPTCH. 

 

De los resultados expuestos en la Figura-R.16 se observa que los mayores 

contenidos en AAH se obtienen en HPTCHLA450, mientras que la mayor 

concentración de AAsCP y AAsCN se obtienen en HPTCHA+F, el mayor 

contenido de AAA se obtiene en HPTCHA y el mayor contenido de AAEs se 

encuentra en HPTCHLA450. 
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4.5 Estudios de potenciales actividades biológicas en los 
HPTCH 
 
 Entre las principales actividades biológicas o bioactividades descritas para 

hidrolizados de proteínas, tanto animales como vegetales, cabe resaltar la 

actividad antioxidante, así como la actividad antidiabética, antimicrobiana, etc. 

 

4.5.1 Actividad antioxidante 
 

La actividad antioxidante de los HPTCH y del HTCHH2O se han evaluado 

midiendo la actividad secuestradora de los radicales ABTS•+, y DPPH•, así como 

a través de su poder reductor y de la inhibición de la oxidación del ácido 

linoleico. 

 

4.5.1.1 Capacidad secuestradora del radical ABTS•+  
 

La capacidad secuestradora del radical ABTS•+, expresada como EC50, por 

los diferentes HPTCH y el HTCHH2O se muestran en la Tabla-R.11.   

 

Tabla R.11 Capacidad secuestradora del radical ABTS•+ por los diferentes 

HPTCH. 

 

Muestra 
EC50 

(mg/mL) 

HTCHH2O 0,44±0,08 

HPTCHA 0,16±0,03 

HPTCHLA450 0,18±0,06 

HPTCHP 0,31±0,05 

HPTCHF 0,13±0,02 

HPTCHA+F 0,15±0,05 

HPTCHLA450+F 0,14±0,04 

GSH(control +) 0,07±0,01 

Ac. Ascórbico (control +) 0,10±0,02 
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Figura R.17 Capacidad secuestradora del radical ABTS•+ por los diferentes 

HPTCH. 

 

Estos resultados muestran que todos los HPTCH presentan una mayor 

capacidad secuestradora del radical ABTS•+ que el HTCHH2O. Si bien, estos 

resultados muestran que la hidrólisis incrementa el poder secuestrador del 

radical ABTS•+, ninguno de los hidrolizados obtenidos presenta mayor actividad 

que los controles positivos utilizados (GSH y ácido ascórbico: 0,07±0,01 y 

0,10±0,02, respectivamente). 

 

  Estos resultados también muestran que la capacidad secuestradora del 

radical ABTS•+ por los HPTCH depende del tipo de proteasa utilizado para la 

obtención de los hidrolizados en las hidrólisis simples, obteniéndose la mayor 

capacidad secuestradora (menor EC50) cuando se utiliza la exoproteasa 

Flavourzyme® (EC50 = 0,13±0,02 mg/mL), y cuando se utiliza en combinación 

de las endoproteasas Alcalase® y Bioproteasa L450 (0,15±0,05 y 0,14±0,04, 

respectivamente), no observándose diferencias estadísticamente significativas 

para ninguna de las dos combinaciones estudiadas.  
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Estos resultados están de acuerdo con estudios previos de otros autores que 

también encuentran que hidrolizados proteicos constituidos mayoritariamente 

por péptidos y oligopéptidos de bajo peso molecular (<1 kDa) tienden a 

presentar las mayores capacidades de secuestramiento del radical ABTS•+  

(Wang y col., 2014). En nuestro caso esta situación es la que se alcanza cuando 

la hidrólisis se lleva a cabo con Flavourzyme® en hidrólisis simple, que 

realmente es una mezcla de endo- y exoproteasas, con una alta prevalencia de la 

actividad endoproteásica frente a la exoproteásica, comúnmente aceptada (Merz 

y col., 2015). 

 

Por ello sería razonable sugerir que los diferentes hidrolizados contienen 

péptidos y/o aminoácidos capaces de donar electrones que estabilizarían al 

radical ABTS•+ interrumpiendo la reacción radicalaria en cadena. El grado de 

capacidad secuestradora del radical ABTS•+ de los péptidos y/o aminoácidos 

depende de la especificidad de la proteasa utilizada en la hidrólisis y del tamaño 

(peso molecular) de los péptidos así como de su composición y conformación 

(Ahn y col., 2014).  

 

 

4.5.1.2 Capacidad secuestradora del radical DPPH•  
 

La capacidad secuestradora del radical DPPH•, expresada como EC50, por 

los diferentes HPTCH y el HTCHH2O se muestran en la Tabla-R.12.   
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Tabla R.12 Capacidad secuestradora del radical DPPH• por los diferentes 

HPTCH. 

 

Muestra 
EC50 

(mg/mL) 

HTCHH2O 1,07±0,12 

HPTCHA 0,48±0,05 

HPTCHLA450 0,51±0,03 

HPTCHP 0,85±0,05 

HPTCHF 0,33±0,02 

HPTCHA+F 0,47±0,05 

HPTCHLA450+F 0,44±0,06 

GSH (control +) 0,12±0,03 

Ac. Ascórbico (control +) 0,22±0,03 

 

 

 
Figura R.18 Capacidad secuestradora del radical DPPH• por los diferentes 

HPTCH. 

 

 

El análisis de estos resultados muestran que la capacidad secuestradora del 

radical DPPH• es en todos casos mayor para los HPTCH que para el HTCHH2O. 

Aunque estos resultados muestran que la hidrólisis favorece el incremento del 
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poder secuestrador del radical DPPH•, ninguno de los hidrolizados presenta 

mayor actividad que los controles positivos utilizados (GSH y ácido ascórbico: 

0,12±0,03 y 0,22±0,03, respectivamente). 

 

 Estos resultados, al igual que para el radical ABTS•+, también muestran 

que la capacidad secuestradora del radical DPPH• de los HPTCH depende del 

tipo de proteasa utilizado en las hidrólisis simples, obteniéndose la mayor 

capacidad secuestradora (menor EC50) en el caso de utilizar la exoproteasa 

Flavourzyme® (EC50 = 0,33±0,02 mg/mL). En el caso de las hidrólisis 

secuenciales, al igual que anteriormente, no se observan diferencias 

estadísticamente significativas para ninguna de las dos combinaciones de 

endoproteasa + exoproteasa estudiadas, obteniéndose valor de EC50, 0,47±0,05 y 

0,44±0,06 g/mL para HPTCHA+F y HPTCHLA450+F, muy similares al obtenido 

para la hidrólisis simple con la endoproteasa.  

 

En este caso también, nuestros resultados están de acuerdo con estudios 

previos de otros autores que encuentran que hidrolizados proteicos constituidos 

mayoritariamente por péptidos y oligopéptidos de bajo peso molecular (<1 kDa) 

tienden a presentar las mayores capacidades de secuestramiento del radical 

DPPH• (Arise y col., 2016; He y col., 2013). En nuestro caso esta situación es la 

que se alcanza cuando la hidrólisis se lleva a cabo con Flavourzyme® en 

hidrólisis simple, que realmente es una mezcla de endo- y exoproteasas, con una 

alta prevalencia de la actividad endoproteásica frente a la exoproteásica, 

comúnmente aceptada (Merz y col., 2015). 

 

Sería razonable sugerir que los diferentes hidrolizados contienen péptidos 

y/o aminoácidos capaces de donar electrones que estabilizarían al radical DPPH• 
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interrumpiendo la reacción radicalaria en cadena. El grado de capacidad 

secuestradora de radical DPPH• de los péptidos y/o aminoácidos depende de la 

especificidad de la proteasa utilizada en la hidrólisis y del tamaño (peso 

molecular) de los péptidos así como de su composición y conformación (Girgih 

y col., 2011; Jin y col., 2016).  

 

 

4.5.1.3 Actividad quelante de metales 
 

En la Tabla-R.13 se muestra la actividad quelante frente al ion Fe2+ de los 

diferentes HPTCH y del HTCHH2O y en comparación con el EDTA (control 

positivo).  

 

Tabla R.13 Capacidad quelante de los diferentes HPTCH. 

Muestra 
EC50 

(mg/mL) 

HTCHH2O 0,83±0,15 

HPTCHA 1,05±0,32 

HPTCHLA450 1,02±0,22 

HPTCHP 2,91±0,37 

HPTCHF 2,52±0,28 

HPTCHA+F 1,41±0,18 

HPTCHLA450+F 1,26±0,21 

EDTA (control +) 0,05±0,01 

 

Estos resultados muestran que todos los HPTCH presentan una actividad 

quelante del ión Fe2+ relativamente baja, mostrando valores de EC50 

significativamente mayores que el control positivo (EDTA, 0.05±0.01 mg/mL), 

e incluso mayores que el obtenido con el HTCHH2O, 0,83±0,15 mg/mL. 
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Figura R.19 Capacidad quelante de los diferentes HPTCH. 

 

  

 Esto podría ser debido a la ausencia o relativa baja presencia de 

macropéptidos en los hidrolizados, que serían los responsables mayoritarios de 

esta actividad, así como a un bajo contenido en péptidos con carga negativa. 

 

Los hidrolizados HPTCHA y HPTCHLA450 presentan las mayores 

actividades quelantes (EC50 = 1,05±0,32 y 1,02±0,22 mg/mL, respectivamente) 

en comparación con los otros hidrolizados (HPTCHP y HPTCHF) que presentan 

valores de EC50= 2,91±0,37 y 2,52±0,28 mg/mL, respectivamente. El uso de una 

segunda proteasa, hidrólisis secuencial, no mejora la capacidad quelante, e 

incluso la empeora ligeramente. Esto sugiere que la pre-hidrólisis de las 

proteínas de la harina de tallos de champiñón con Alcalase® y Bioproteasa LA-

450 previa al tratamiento con Flavourzyme® conduce a la obtención de péptidos 

de peso molecular relativamente altos con una mejor capacidad quelante, que 

cuando se utilizan las dos proteasas en forma secuencial, que conduce a la 

reducción del contenido de estos péptidos de mayor peso molecular y por tanto 
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disminuyendo la actividad quelante.  

 

 Las actividades descritas en este estudio para los diferentes HPTCH con 

valores de EC50 de 1.02±0,22 a 2.91±0,37 mg/mL son mejores que los descritos 

para otros hidrolizados proteicos de proteínas vegetales y animales, con las 

mismas o similares proteasas, para los que se han reportado valores de EC50 > 5 

mg/mL (He y col., 2013).  

 

 Se ha sugerido que la mayor actividad quelante de los macropéptidos o 

péptidos de relativamente alto peso molecular podría ser debido a un efecto 

sinérgico entre sus aminoácidos integrantes, favoreciendo estadísticamente la 

presencia de aminoácidos con carga negativa a pHs fisiológicos (Asp y Glu) (He 

y col., 2013; Shi y col., 2014).  

 

Sin embargo, los valores obtenidos para los HPTCH comparados con el 

valor obtenido para el EDTA (control positivo), 0,01 mg/mL, todos son 

significativamente inferiores. El GSH no muestra actividad quelante medible. 

 

 A partir de estos resultados podríamos concluir que aunque la actividad 

quelante no sea extraordinariamente alta, los hidrolizados con mayor contenido 

en péptidos de peso molecular relativamente alto, así como el HTCHH2O, 

podrían ser buenos candidatos para la prevención de la oxidación lípidica en 

alimentos mediante su capacidad quelante de iones metálicos pro-oxidativos, 

además de reducir el daño de los componentes celulares que resulta de la 

oxidación catalizada por iones metálicos in vivo. 
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4.5.1.4 Poder reductor férrico (Ferric reducing activity 
power: FRAP) 
 

En la Tabla-R.14 se muestra la reducción de la actividad férrica (FRAP) a 

tres concentraciones distintas: 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL), de los diferentes HPTCH y 

del HTCHH2O frente a un control positivo (GSH, 0,1 mg/mL) 

 

 

Tabla R.14 Poder reductor férrico (FRAP) de los diferentes HPTCH (a tres 

concentraciones: 0,1, 0,2 y 0.3 mg/mL) y del control positivo, GSH a 0,1 

mg/mL. 

 

Muestra (0,1 mg/mL) Absorbancia a 700 nm 

HTCHH2O 0,077 

HPTCHA 0,113 

HPTCHLA450 0,120 

HPTCHP 0,106 

HPTCHF 0,143 

HPTCHA+F 0,103 

HPTCHLA450+F 0,111 

GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra (0,2 mg/mL) Absorbancia a 700 nm 

HTCHH2O 1,035 

HPTCHA 1,932 

HPTCHLA450 2,143 

HPTCHP 1,546 

HPTCHF 2,131 

HPTCHA+F 1,732 

HPTCHLA450+F 1,879 

GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227 
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Muestra (0,3 mg/mL) Absorbancia a 700 nm 

HTCHH2O 1,369 

HPTCHA 2,543 

HPTCHLA450 2,678 

HPTCHP 2,233 

HPTCHF 3,107 

HPTCHA+F 2,917 

HPTCHLA450+F 3,087 

GSH (control +, 0,1 mg/mL) 2,227 
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Figura R.20 Poder reductor férrico (FRAP) de los diferentes HPTCH (a tres 

concentraciones: 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL) y del control positivo, GSH a 0,1 

mg/mL. 

 

Como puede observarse de los resultados expuestos en la Tabla-R.14, todos 

los HPTCH muestran una actividad FRAP concentración dependiente, 

aumentando esta a medida que aumenta la concentración del hidrolizado. 
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El HPTCHF es el hidrolizado que muestra el mayor valor FRAP: 0,143, 

2,131 y 3,107 UAbsorbancia, a 0,1, 0,2 y 0,3 mg/mL, respectivamente. 

 

El uso secuencial de dos proteasas no mejora significativamente (p < 0,05) 

el valor de FRAP obtenido por hidrólisis simple. Esto implica que la pre-

hidrólisis con una exoproteasa (Alcalase® o Bioprotease LA-450) no mejora el 

valor de FRAP obtenido tras la hidrólisis con Flavourzyme®. 

 

Los mejores valores de FRAP se han obtenido a una concentración de 0,3 

mg/mL para HPTCHF y HPTCHLA450, 3,107 y 2,678 UAbsorbancia, 

respectivamente, que son valores más altos que los obtenidos para hidrolizados 

de hemoproteínas (0,31 UAbsorbancia) con proteasas similares (Tang y col., 2009). 

 

4.5.1.5 Inhibicion de la oxidación del ácido linoleico 

(Inhibición peroxidación lipídica) 

 

En la Tabla-R.15 se muestran los resultados obtenidos para la inhibición de 

la peroxidación del ácido linoleico por los controles positivos: GSH y ácido 

ascórbico (AA) y los diferentes HPTCH y el HTCHH2O.  

 



  

  

 

 

 

Tabla R.15 Resultados obtenidos para la inhibición de la peroxidación del ácido linoleico. 

 

 

  

Dias Control - GSH AA HTCHH2O HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F 

0 0,085 0,080 0,055 0,081 0,070 0,075 0,080 0,077 0,077 0,084 

1 0,219 0,079 0,058 0,108 0,104 0,098 0,094 0,083 0,79 0,087 

2 0,387 0,081 0,060 0,153 0,143 0,132 0,098 0,091 0,095 0,101 

3 1,256 0,193 0,053 0,143 0,137 0,131 0,147 0,094 0,118 0,121 

4 0,709 0,429 0,044 0,188 0,172 0,181 0,106 0,101 0,139 0,145 

5 0,512 0,173 0,035 0,397 0,381 0,369 0,321 0,248 0,210 0,234 

6 0,398 0,096 0,032 0,252 0,234 0,221 0,178 0,225 0,278 0,280 

7 0,352 0,091 0,040 0,287 0,185 0,190 0,190 0,222 0,256 0,264 
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En la Figura-R.21 se muestra la evolución de la reacción sin inhibidor 

(control-). Como puede observarse la reacción muestra un incremento de la 

absorbancia (oxidación) durante los primeros días, alcanzando el máximo 1,256 

UAbsorbancia el día 3, seguidamente se observa un rápido descenso a lo largo del 

resto de días de experimentación. El incremento de absorbancia durante los tres 

primeros días es muestra de una rápida auto-oxidación del ácido linoleico en 

ausencia de inhibidor. Y el rápido descenso de absorbancia tras alcanzar el 

máximo de absorbancia se ha atribuido a la descomposición de los productos de 

oxidación primaria, fundamentalmente de los hidroperóxidos, además de que el 

agotamiento del ácido linoleico limita por sí mismo la producción de productos 

de oxidación a medida que avanza el tiempo de incubación (Chen y col., 2007). 

 

 

Figura R.21 Auto-oxidación del ácido linoleico en ausencia de inhibidor 

(control -) y en presencia de inhibidores de la auto-oxidación.  
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Como se puede observar de los datos expuestos en la Tabla-R.15, la 

protección de la auto-oxidación del ácido linoleico por el control positivo (ácido 

ascórbico, AA) es prácticamente completa como lo demuestra la baja 

absorbancia de las muestras a lo largo del tiempo de incubación, 7 días (ver 

Figura-R.21). 

 

El otro control positivo utilizado, el GSH, muestra una mayor eficiencia que 

los HPTCH durante los dos primeros días de incubación, como se refleja en el 

bajo valor de absorbancia. Sin embargo, esta actividad parece perderse 

transcurrido los dos primeros días como muestra el incremento claro de la 

absorbancia, lo que es indicativo de una rápida auto-oxidación del ácido 

linoleico. La disminución de la capacidad del GSH para sostener la inhibición de 

la oxidación lipídica, en el sistema utilizado, durante un largo tiempo podría ser 

debido al hecho de que una vez oxidado el GSH a GSSG a través de la 

formación de un puente disulfuro, la regeneración del GSH no es posible a 

medida que progresa el tiempo de incubación (Ajibola y col., 2011). 

 

En cuanto a los HPTCH todos muestran una clara inhibición de la auto-

oxidación del ácido linoleico, y además, aunque ligeramente menor que la del 

AA (control +), esta es más prolongada en el tiempo que la observada para el 

control +, siendo claramente efectiva durante 4 días; no siendo hasta el día 5 

cuando se observa un incremento en la oxidación, es decir, cuando se pierde la 

actividad protectora. Si bien, esta pérdida no es igual para todos los HPTCH 

como se muestra en la Tabla-R.16 donde se indica el tanto por ciento de 

inhibición, respecto a la reacción sin inhibidor (control -), para los HPTCH y el 

extracto acuoso (HTCHH2O) en comparación con los controles + (GSH y AA). 
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Tabla R.16 Inhibición porcentual de la peroxidación lipídica (ácido linoleico) 

por parte de los HPTCH y HTCHH2O. 

 

 

Muestra 

Inhibición (%) 

Día 3 Día 5 

HTCHH2O 88,61 22,5 

HPTCHA 89,1 26,6 

HPTCHLA450 89,6 27,9 

HPTCHP 92,5 51,6 

HPTCHF 88,3 37,3 

HPTCHA+F 90,6 59,0 

HPTCHLA450+F 90,4 54,3 

GSH  84,6 66,2 

AA 95,8 93,2 

 

 

Como podemos observar los HPTCH han perdido parte de su efecto 

protector, pero reteniendo en algunos casos un poder inhibidor >50% respecto 

del control negativo; aunque bastante más bajo o pobre que los alcanzados con 

los controles positivos (GSH y/o AA). 

 

Los HPTCH al quinto día presenta actividades inhibidoras que van desde el 

26,6% al 59,0%, observadas para el HPTCHA, y el HPTCHA+F respectivamente, 

pero estos valores son inferiores a los observados para hidrolizados de proteínas 

de canola (42-82%) (Alashi y col., 2014), aunque mayores que los encontrados 

para hidrolizados de proteínas de pescado (15-53%), bajo condiciones y tiempos 

de incubación similares (Bougatef y col., 2010).  

 

El comportamiento diferencial de los distintos hidrolizados frente a la 

inhibición de la peroxidación lipídica sugiere diferencias en la composición de 

éstos, y la pérdida en la capacidad de protección contra la oxidación de los 

lípidos podría deberse al agotamiento de los electrones libres a medida que 
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avanza el período de reacción. Esto parece estar indicando que los hidrolizados 

podrían reaccionar con los radicales libres, particularmente los radicales 

peroxilos, que son los propagadores primarios de la auto-oxidación de los 

lípidos, terminando así la reacción en cadena. Por lo tanto, estos hidrolizados 

podrían encontrar aplicación en la industria alimentaria como antioxidantes 

naturales para prevenir la auto-oxidación de grasas en sistemas alimentarios 

ricos en lípidos. Así mismo podrían utilizarse como nutracéuticos para potenciar 

la protección de los componentes celulares preveniendo la oxidación lipídica en 

el sistema corporal sobre todos en estados de estrés oxidativo. 

 

 

4.5.2 Actividad antidiabética 
 

Las principales enzimas implicadas en la degradación de los carbohidratos 

en el tracto gastrointestinal son la α-glucosidasa y la α-amilasa intestinales. Por 

lo tanto, la inhibición de estas dos hidrolasas puede reducir eficazmente la 

absorción de glucosa e inhibiendo el aumento de la concentración de glucosa 

sanguínea postprandial (Oboh y col., 2010).  

Actualmente uno de los métodos más efectivos para el tratamiento de la 

diabetes consiste en la inhibición la α-glucosidasa y la α-amilasa intestinal. 

 

Como se muestra en la Figura-R.22, todos los HPTCH muestran una ligera 

actividad inhibidora de las dos hidrolasas, de manera dosis dependiente, al 

menos en el rango de 0,2 a 2,0 mg/mL. No observándose diferencias 

estadísticamente significativas entre los distintos HPTCH y el HTCHH2O. Si 

bien, estas inhibiciones son significativamente muy inferiores a la observada 

para el control positivo (Acarbosa). Por lo que se puede concluir que los 
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HPTCH no presentan ventaja alguna a la hora de intentar reducir los niveles 

postprandiales de glucosa. Nuestros resultados son contrarios a los reportados 

por otros autores que sí encuentran una inhibición apreciable de estas hidrolasas 

utilizando hidrolizados de otros hongos comestibles (Mudgila y col., 2013; 

Harnedya y col., 2018). A este respecto cabe indicar que estos autores utilizan 

hongos enriquecidos en selenio, por lo que la mejora de la actividad 

antidiabética de los hidrolizados de las proteínas de hongos enriquecidos en 

selenio podría atribuirse a la incorporación de selenio en los péptidos integrantes 

de los hidrolizados y a posibles cambios conformacionales de estos inducidos 

por el selenio, que favorecería la interacción con la α-glucosidasa y la α-amilasa 

limitando su acción (Chen y col., 2016). 

 

Figura R.22 a) Inhibición de la actividad α-glucosidasa, b) Inhibición de la 

actividad α-amilasa del Extracto acuoso y los HPTCH.



  

  

 

Tabla R.17 Inhibición de la actividad α-glucosidasa por los hidrolizados de la HTCH (HPTCH). 

mg/mL HTCHH20 HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F Acarbose 

0,2 6,4 9 10 8 11 9 10 86 

0,5 9 15 17 11 15 16 15,5 93 

1 14,1 21 23,3 17 23 24 23,6 96 

1,5 17 28 29 25 29 31 30,6 98 

2 21 33,1 35 31 34 34 35 99 

 

 

Tabla R.18 Inhibición de la actividad α-amilasa por los hidrolizados de la HTCH (HPTCH). 

mg/mL HTCHH20 HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F Acarbose 

0,2 7,3 5,9 7 6,4 6 5,1 7,8 94 

0,5 11,9 16 15,4 14 12 10,8 12,3 96 

1 12,6 19 20,1 17,3 14,3 12,9 14,7 97 

1,5 14,2 21 20,2 19,6 16,1 15,6 16,2 99 

2 15 24,2 23,9 21 19,8 18,7 18,9 99 
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4.5.3 Inhibición de la actividad tirosinasa 
 

La tirosinasa (monofenol monooxigenasa, EC 1.14.18.1) es una enzima que 

cataliza la oxidación de fenoles (como la tirosina) y está extendida en plantas y 

animales. Esta enzima es una enzima cuprífera presente en tejidos de plantas y 

animales que cataliza la producción de melanina y otros pigmentos de la tirosina 

por oxidación, como el ennegrecimiento de una patata pelada o cortada expuesta 

al aire, o la aparición de manchas marrones en el champiñón al ser golpeado o 

dañado. En los organismos vivos es una enzima clave en el control de la síntesis 

de melanina. La actividad tirosinasa está estrechamente relacionada con algunos 

procesos fisiológicos importantes, y una sobreexpresión anormal de esta enzima 

puede conducir a la aparición de enfermedades pigmentarias en animales y en 

humano, como pecas, melanomas malignos, manchas de la edad y melasma 

(Souza y col., 2012). 

 

La inhibición de la actividad tirosinasa podría reducir la síntesis de dopa-

quinona a partir del L-DOPA, reduciendo de esta manera la síntesis de melanina 

y la deposición anormal de melanina, logrando así la eliminación de pecas y el 

blanqueamiento. 

 

En la Figura-R.23 se muestra la inhibición de la actividad tirosinasa por los 

diferentes HPTCH, el HTCHH2O y un control positivo (ácido ascórbico). Todos 

los HPTCH inhiben claramente la actividad tirosinasa de una manera dosis 

dependiente, dentro del rango 0,5-3,0 mg/mL. Esta inhibición es mayor, 

estadísticamente significativa p<0,05, que la presentada por el HTCHH2O, pero 

claramente menor que el control positivo. A pesar de ello, a concentraciones del 

orden de 1,5 g/mL y mayores la inhibición es del orden del 40%.   



  

  

 

 

 

 

Tabla R.19 Inhibición de la actividad Tirosinasa del Extracto acuoso y los HPTCH. 

 

 

  HTCHH20 HPTCHA HPTCHLA450 HPTCHP HPTCHF HPTCHA+F HPTCHLA450+F 
Acido Ascórbico 

Control + 

 0, 5 

mg/mL 
8,9 11,2 11,9 10,8 6,4 11,9 12,3 94,2 

1 mg/mL 9,2 17,5 18,3 14,6 11,8 18,8 19,9 96,1 

1,5 mg/mL 11,6 22,5 24,8 19,3 15,3 23,9 24,7 97,3 

 2 mg/mL 14,4 25,6 27,3 23,6 20,1 26,4 30,2 99,2 

 3 mg/mL 21,6 35,7 40,7 30,1 24,8 37,8 41,9 99,4 

 



R e s u l t a d o s   y   D i s c u s i o n e s  

P á g i n a | 162 

 

 

 

 

Figura R.23 a) Inhibición de la actividad Tirosinasa del Extracto acuoso y 

los HPTCH. 

 

La inhibición de la tirosinasa por los HPTCH podría atribuirse a la 

quelación de los iónes de cobre en el centro activo de la enzima (Sánchez-

Ferrer y col., 1995) a través de interacciones electrostáticas con restos 

aminoacídicos de AAsCN. 

 

Los HPTCH, debido a las actividades biológicas descritas serían claramente 

aplicables como nutracéuticas o complementos nutricionales en el tratamiento 

de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, y en la industria alimentaria 

en la prevención de la oxidación de los alimentos evitando su deterioro y/o 

pardeamiento, estos hidrolizados, debido a su composición, también podrían 

encontrar aplicación en la agronomía moderna como biofertilizantes. 
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4.6 Aplicación como Biofertilizante 

 

El uso de los biofertilizantes constituye una nueva alternativa del empleo de 

fertilizantes en el sector agrícola. Su finalidad es conseguir una mayor 

productividad y calidad de los productos, además de contribuir a la 

sostenibilidad de actividad productiva y al mantenimiento del ecosistema, todo 

esto debido a que en muchos casos ciertos vegetales, legumbres, hortalizas, etc., 

pueden verse amenazadas por enfermedades virales o factores ecológicos 

adversos al cultivo, ocasionando grandes pérdidas económicas (Sadhukhan y 

col., 2018). 

 

Los biofertilizantes son productos obtenidos con técnicas respetuosas con el 

medioambiente, a partir de sustratos o subproductos enriquecidos que 

favorezcan el desarrollo de las plantas evitando así el uso de fertilizantes 

químicos que son muy costosos y causan daño al medioambiente (Dahiya y col., 

2018).  

 

Debido al importante contenido en aminoácidos, oligopéptidos y péptidos 

encontrados en los HPTCH, nos planteamos la utilización de estos como 

bioestimulante (biofertilizante), ya que potencialmente, debido a la presencia de 

estos componentes podrían ser beneficiosos para el desarrollo de las plantas. Por 

ello procedimos a ensayar la actividad de los HPTCH sobre la germinación y 

enraizamiento de semillas de pimiento (Capsicum annuum). 

 

Para evaluar si los productos obtenidos (HTCHH20 Y HPTCH) pueden 

utilizarse como biofertilizantes, se realizaron ensayos de germinación con 
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semillas de pimiento (Capsicum annuum), en tubos con agar. Los tubos fueron 

tratados con diferentes concentraciones (1X, 5X y 10X) de HTCHH20 y HPTCH, 

como se describe en el correspondiente apartado de M&M.  

 

4.6.1 Uso de HTCHH2O y HPTCH como biofertilizantes. 
 

 Evaluación de la viabilidad de las semillas 
 

La prueba de tretazolio nos permitió identificar la viabilidad de las semillas, 

al observar la reacción que ocurre en las células vivas, ya que estas liberan 

hidrógeno debido a la actividad de la deshidrogenasa durante el proceso de 

respiración (Kauth y col., 2011; Ossenbach y col., 2007). Teniendo como 

resultado que, tras un tratamiento durante 15 o 30 min, el 98% de semillas de los 

lotes ensayados son viables y no muestran contaminación, lo que indica que si 

existe algún problema en la germinación no sería por parte de la semilla sino 

más bien por falta de nutrientes u otros factores. Tratamientos más largos sí 

muestran una ligera pérdida de viabilidad de las semillas (65 -71%). Por lo que 

se eligío como tiempo de tratamiento 15 min. 

 

-  Germinación de las Semillas con HTCHH2O y HPTCHs 
  

Los ensayos se realizaron, en tubos de agar, utilizando 30 semillas de cada 

muestra (HTCHH2O y HPTCH) por ensayo. Una vez desinfectadas las semillas, 

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado de materiales y métodos, se 

sembraron en tubos con agar que contenían cada uno de los productos 

(HTCHH2O y HPTCH), y se determinó el porcentaje de germinación, que al 

finalizar el ensayo fue del 97% (Figura-R.24.). 
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Figura R.24 Porcentaje de germinación del ensayo con HTCHH2O y HPTCH. 

 

El tiempo estimado para la germinación en este ensayo fue hasta el sexto 

día donde se observó que la mayoría de las semillas de cada muestra llegaron a 

germinar. Como se muestra en la Figura-R.25, en los tubos de agar con HPTCH 

entre el 83,3 y el 96,7% de semillas germinaron hasta el sexto día, incluso en 

algunas se observa ya la presencia de un pequeño tallo, como es el caso de los 

HTCHH20, los HPTCHLA450, HPTCHLA450+F y HPTCHLA450+F, mientras que en el 

caso de los tubos con HTCHH2O únicamente el 66,7% de los tubos han 

germinado al sexto día. 

 

Al finalizar el ensayo obtuvimos plántulas que se desarrollaron de forma 

normal diferenciándose unas de otras por la longitud de la raíz y del tallo. Como 

se observa en la Figura-R.26b en el caso de las plantas tratadas con HTCHH20 

presentan raíces y tallos más largos que las plantas control (tratadas con H2O, 

Figura-R.26a), además de presentar raíces más gruesa y con abundante 

vellosidades. Además, al 1% se observa mayor longitud de la raíz y del tallo que 

para el tratamiento al 5%. De igual manera se puede observar que la raíz posee 

mayor grosor y a la vez presenta un gran número de vellosidades, lo que estaría 
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indicando que la adición de este producto favorece el desarrollo de la planta, al 

menos al enraizamiento y al desarrollo del tallo.  

   

 

Figura R.25 Número de semillas que germinaron al sexto día. 

(Las barras color cafes representan el numero de semillas que han germinado al sexto dia y las 

barras de color verde corresponden al numero de semillas germinadas con presencia de un 

pequeño tallo.) 

 

En el caso de los HPTCH, obtenidos por hidrólisis simple, se han obtenido 

resultados semejantes a los descritos más arriba, habiéndose obtenido los 

mejores resultados para el HPTCHF al 1%, si bien al compararlos con los 

obtenidos para el HTCHH20 al 1%, éste presenta una raíz ligeramente más fina y 

la longitud tanto de la raíz como del tallo también son ligeramente más cortas, 

aunque con más vellosidades y ramificaciones radicularias Figura-R.26c. 

 

En los ensayos con los HPTCH obtenidos por hidrólisis secuencial, una 

endoproteasa seguido de una exoproteasa, se puede observar que las plántulas 

poseen una menor longitud tanto en HPTCHA+F al 1% como al 5%, pero en 
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ambos casos tanto la raíz como el tallo son más fuertes ya que presentan un 

grosor considerable, y en el caso del HPTCHA+F al 5% se observa un mayor 

número de vellosidades que al 1% (Figura R.26d), aunque menor que en el caso 

de los HPTCH obtenidos por hidrólisis simple. 
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Figura R.26 Raíces, tallos y vellosidades de plántulas crecidas en los diferentes 

ensayos al finalizar del mismo. 
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Estos resultados, iniciales, parecen estar apuntando que aunque tanto el 

HTCHH2O como los HPTCH favorecen al enraizamiento y al desarrollo de la 

plántula, en comparación con las plántulas tratadas con agua (control). Si bien, 

el tratamiento con el HTCHH2O favorece el desarrollo de las raíces, el 

tratamiento con los HPTCHs favorece el engrosamiento de las raíces y el 

desarrollo de vellosidades, estando favorecido el desarrollo de vellosidades en 

las plántulas crecidas en medios tratados con HPTCH obtenidos por hidrólisis 

simple (predominio de péptidos y oligopéptidos), mientras que el tratamiento 

con HPTCHs obtenidos por hidrólisis secuencial (predominio de aminoácidos 

libres, dipéptidos y tripéptidos) parece favorecer el engrosamiento. 

 

Así pues, podríamos concluir que el HTCHH2O presenta importantes 

propiedades para su uso como biofertilizante, un uso racional indicaría que 

probablemente diferentes mezclas entre el HTCHH2O y los HPTCHs y entre 

HPTCH simples y secuenciales, así como un uso temporal diferenciado 

(enraizamiento, desarrollo, floración, etc.) podría conducir a mejores resultados. 

 

 

4.6.2 Uso del LE como biofertilizante (Valorización del LE) 
 

 El LE, subproducto generado en el procesamiento del champiñón para 

conservas, debido al procedimiento de obtención cabía esperar que tuviera una 

composición semejante a la del extracto acuoso de la HTCH (HTCHH2O) y por 

tanto también podría utilizarse como biofertilizante. Por ello procedimos a 

repetir el estudio de enraizamiento y germinación con este subproducto en tubos 

de agar. 
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-  Germinación de las Semillas con LE 
 

En la Figura R.27 se muestra el porcentaje de semillas germinadas, que 

representó el 94%, valor muy semejante al obtenido con el HTCHH2O y los 

HPTCH. 

 

Figura R.27 Porcentaje de germinación en el ensayo con LE. 

 

En este ensayo todas las semillas brotaron al sexto día, como se observa en 

la Figura R.28, y como en los casos del LE1X al 5% y del LE10X al 1 y 5% se 

observa la presencia del tallo. 

 

Figura R.28 Tiempo necesario para la germinación y desarrollo de la planta en 

el día seis. (Las barras color cafes representan el numero de semillas que han germinado al 

sexto dia y las barras de color verde corresponden al numero de semillas germinadas con 

presencia de un pequeño tallo.) 
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Los ensayos de germinación se llevaron a cabo durante 18 días donde ya se 

logró obtener plántulas con un tamaño adecuado. 

 

En este ensayo los mejores resultados se obtuvieron del LE1X preparado al 

5 y al 10% obteniendo una raíz con gran número de vellosidades y de mayor 

tamaño, al igual que el tallo. En el caso del LE las concentraciones elevadas y el 

exceso de este sustrato provoca que la raíz se atrofie e impida el desarrollo 

normal de la planta como se puede observar en la Figura-R.29 (LE10X 10%). 

 

Una vez realizados estos ensayos de germinación se puede concluir que el 

LE al igual que los hidrolizados de la HTCH pueden ser utilizados como 

biofertilizantes. Pero al hacer la comparación entre estos dos, observamos que el 

LE preparado a concentraciones entre 5 y 10% es la mejor opción debido a que 

requiere de menos procesos y por lo tanto el costo es menor. Luego, teniendo en 

cuenta que estamos trabajando con un subproducto, esta sería una buena manera 

para su valorización, produciendo un producto de alto valor añadido, y 

contribuyendo al mantenimiento del medioambiente.  
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Figura R.29 Plántulas obtenidas al finalizar el ensayo con LE preparados a 

distintas concentraciones. 

 

 

Con el fin de obtener más información y analizar su comportamiento en 

suelo, pasamos al estudio en macetas con tierra, que una vez sembradas con las 

semillas, una por maceta, fueron regadas con cada uno de los preparados de LE 

anteriormente ensayados. 

 

El ensayo se llevó a cabo durante 30 días, lograndose obtener plántulas con 

desarrollo de hojas. Al finalizar el ensayo se obtuvo un 45% de semillas que 

llegaron a germinar formando plántulas desarrolladas. Como se puede observar 

en la Figura-R.30 en cuanto al número de semillas ensayadas que fueron 5 en 

cada caso, solamente germinó en el blanco y en el LE10X 1% 1 semilla durante 

este periodo, y en el caso del LE1X 5% llegaron a germinar 4 de 5. 
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Figura R.30 Ensayo de germinación de semillas de pimiento tratadas con LE, a 

distintas concentraciones, en tierra en el día 30. 

 

 

Como se puede observar en la Figura-R.31 al analizar las plántulas 

obtenidas al finalizar el ensayo, las plántulas crecidas en tierra suplementada 

con LE a diferentes concentraciones muestran claramente un mayor desarrollo, 

tanto a nivel de raíz como de tallo e incluso folia. Estos resultados también 

muestran que los mejores resultados se logran cuando las plántulas son tratadas 

con LE1X al 5%, ya que es donde muestran un mayor desarrollo.en cuanto a la 

raíz y al tallo sin presentar ningún tipo de anomalía. Esto desde un punto de 

vista práctico es de un gran interés ya que no precisa de tratamieno alguno de 

concentración, lo que abarata el procedimiento. Si bien un cierto grado de 

concentración sí sería necesario ya que de esta manera se conserva mejor y 

ocuparía menos sitio, lo que para su almacenaje es fundamental; y a la hora de 

usarlo simplemente habría que diluirlo. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R.31 Plántulas obtenidas en el día 30 al finalizar el ensayo mediante el tratamiento con LE a distintas 

concentraciones. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 Se han diseñado dos procesos biotecnológicos, basados en el uso de 

enzimas, encaminados a la valorización de subproductos derivados de la 

industria agroalimentaria. Logrando obtener un proceso eficiente y 

rentable que permite la obtención de productos de alto valor añadido. 

 Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos 

provenientes de los subproductos del champiñón con actividades 

biológicas y funcionales aplicables tanto como nutraceuticals como en la 

industria alimentaria como preservantes. 

 Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la 

harina de tallos de champiñón con actividad antioxidante, potencialmente 

utilizables en el tratamiento y prevención de enfermedades crónicas que 

cursan con estrés oxidativo. 

 Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la 

harina de tallos de champiñón con una actividad antidiabética media, 

potencialmente utilizable en la prevención de la diabetes. 

 Se han preparado y caracterizado diferentes hidrolizados proteicos de la 

harina de tallos de champiñón con actividad antitirosinasa, potencialmente 

utilizables en el retardo del deterioro por oxidación del champiñón y otros 

alimentos, lo que favorece el alargamiento de la vida media del producto. 

 Se ha estudiado la aplicación de diferentes hidrolizados proteicos de la harina de 

tallos de champiñón como biofertilizante, constatando su efectividad tanto en el 

enraizamiento como en el desarrollo del tallo y folial. 
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 ANEXOS 
 
Anexo 1: CH1 
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Anexo 2: CH3 
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Anexo 3: 

TINCION CON PLATA COMPATIBLE CON MS 

 

Recomendamos preparar 250 ml de cada solución utilizando reactivos de alta calidad, libre de 

queratinas y contaminantes. Utilizar guantes y recipientes limpios. 

 

1- FIJACION 

50% metanol, 5% ácido acético durante 15 minutos. 

 

2-SENSIBILIZACION 

30 % metanol, 7 % acetato de sodio, 0,02 % tiosulfato de sodio durante 5 minutos. 

 

3-TEÑIDO 

0,1 % nitrato de plata durante 20 minutos 

 

4-LAVADOS 

3 lavados de 1 minuto con agua miliQ. 

 

5-REVELADO 

2 % carbonato de sodio, 0,05 % formalina (formaldehído al 35%). Agitar 20-30 segundos (se 

pone amarilla la solución) y cambiar por solución fresca. Repetir hasta lograr el grado de 

tinción deseado.  

 

6-FINALIZACION 

1,5 % EDTA en agua miliQ o se puede utilizar una solución 5 % ácido acético en agua. 

 

7-LAVADOS 

3 lavados de 1 minuto con agua miliQ 
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Anexo 4: 
Composición de los geles discontinuos de poliacrilamida. 

 

1. Gel de Separación o corrido 12% 

 

Acrilamida 30% 6 mL 

Bis-acrilamida 1% 2,37 mL 

Tampón de Separación 4X (pH 8,8) 3,81 mL 

H2O 2,82 mL 

TEMED 30 µL 

APS (Persulfato amónico 50% p/v) 30 µL 

Volumen final 15 mL 

 

 

2. Gel de concentración o empaque 5% 

 

Solución A (Acrilamida 30%-

Bisacrilamida 1%) 
1,67 mL 

Solución C (Tampón de empaque 4x pH 

6,8 ) 
1 mL 

H2O 7,33 mL 

TEMED 25 µL 

APS (Persulfato amónico 50% p/v) 40 µL 

Volumen final 10 mL 
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Anexo 5: PAGE-SDS 

 

 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE ACRLAMIDA   

EN TRIS-GLICINA 

 

SOLUCIONES 

 

Soluciones stock 

 

1. Tris-HCl 100 mM (pH 6,8): 

Tris                                           1,211 g 

H2O                                               80 mL 

Ajustar el pH a 6,8 

H2O csp                                     100 mL 

 

2. SDS 10% (p/v): 

SDS                                              10 g 

H2O csp                                      100 mL 

 

3. Azul de Bromofenol 0,5% (p/v): 

Azul de Bromofenol                   0,25 g 

H2O                                               50 mL 

 

Soluciones de trabajo 

 

1. Acrilamida 30% (p/v):  

Acrilamida                                    30 g 

H2O                                            100 mL 

 

2. Bis-acrilamida 1% (p/v): 

Bis-acrilamida                              0,5 g 

H2O                                               50 mL 

 

3. Running buffer 4X: 

1,5M Tris-HCl (pH 8,8)                 36 g 

H2O                                             150 mL 

Ajustar pH 8,8                         

0,4% SDS                                       8 mL de SDS al 10% 

Revisar pH 

H2O csp                                      200 mL  
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4. Solución A (Solución stock de acrilamida, T= 30%, C= 2,7%) 

Acrilamida                                  29,2 g 

Bis-acrilamida                              0,8 g 

H2O csp                                      100 mL 

 

Durante la preparación de esta solución trabajar siempre con guantes y en 

campana. (Acrilamida es Neurotóxica) 

 

5. Stacking buffer 4X (Solución C): 

0,5M Tris-HCl (pH 6,8)               6,05 g 

H2O                                               50 mL 

Ajustar pH 6,8 

0,4% SDS                                       4 mL de SDS al 10% 

Revisar pH 

H2O csp                                       100 mL 

 

6. Tampón de electroforesis 1X: 

Tris-HCl 25mM                               3 g 

Glicina 190mM                       14,258 g 

SDS 0,1%                                     10 mL de SDS al 10% 

H2O                                             900 mL 

Ajustar pH a 8,4 con HCl gota a gota 

H2O csp                                      100 mL 

Estable a temperatura ambiente varias semanas. Preferible preparar cada 

semana. 

 

7. Tampón de muestra 4X (de carga, de disociación, Mixer): 

0,02M Tris-HCl pH 6,8                   2 mL de Tris-HCl 100mM 

20% β-mercaptoetanol                   2 mL 

4,6% SDS                                  0,46 g 

40% glicerol                                    4 mL de glicerol al 99% 

0,01% azul de Bromofenol           0,3 mL de AdB al 0,5% (p/v) 

H2O csp                                         10 mL 

Hacer alícuotas y guardar a -20 ˚C    
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Anexo 6: XIII EUCHIS & VIII SIAQ 

 
PREPARATION OF FUNGAL CHITIN FROM AGROINDUSTRIAL BY-

PRODUCTS: APLICATION TO EDIBLE MUSHROOMS (Agaricus bisporus) BY-

PRODUCTS. 

 

Alberto Renato Inca Torres, Anabell Del Rocío Urbina Salazar, Gonzalo Falcón 

García, Pilar Carbonero Aguilar, and Juan Bautista Palomas. 

 

Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Farmacia, Universidad 

de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain. 

 

The use of chitin-oligosaccharides for use as potential elicitors requires abundant chitin 

rich materials, readily available and cheap (1). For this purpose, the production of enriched 

chitin fractions from by-products of the edible mushroom processing industry are of great 

interest if appropriated procedures were developed (2).  

  

Traditional methods for the commercial preparation of chitin involve alternate 

hydrochloric acid and alkali treatment, followed by a bleaching stage with chemical 

reagents to obtain a colorless product. These processes are highly contaminant. Therefore, 

the developments of environmental friendly processes are of high interest. In this work we 

report on preliminary results obtained with an enzymatic procedure, environmental 

friendly, based on the use on proteases and glucanases that lead to fungal chitin fraction 

with a chitin concentration > 80±2%.  

 

References 

 
(1). Gianfranco Romanazzi, Simona Marianna Sanzani, Yang Bi, Shiping Tian, Porfirio Gutiérrez Martínez, Noam Alkan, 
(2016). Induced resistance to control postharvest decay of fruit and vegetables. Postharvest Biology and 

Technology, 122, 82-94 
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Anexo 7: IV Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia      

 

“In vitro” study of mushroom ergothioneine enriched aqueous extracts (M-ERG-

EAE) against oxygen activated substances. 

 

Alberto Renato Inca-Torres1,2, Anabell Del Rocío Urbina-Salazar1,2, Gonzalo Falcón-

García1, Olga Cremades de Molina1, and Juan Bautista1. 

 
1 Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor 

7 García González 2, 41012 - Sevilla, Spain, jdbaut@us.es; 2 Escuela Superior 

Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Panamericana Sur km 9 1 1/2, 

EC060155 - Riobamba, Ecuador, jannethjara@hotmail.com. 

 

Ergothioneine (ERG), 2-mercapto-L-histidine betaine, is a dietary component 

acting as antioxidant and cytoprotectant. ERG scavenges hydrogen peroxide (H2O2), 

superoxide anion (•O2
−), singlet oxygen (1O2), lipid peroxides, hydroxyl radical (•OH) and 

nitric oxide (NO) derivatives (1). ERG exhibits potential applications as a food additive 

and as an antioxidant for the treatment and/or prevention of oxidative stress related 

diseases (2).  

 

Commercial ERG are mainly synthetic, however natural ERG is preferred by consumers. 

In this work we present a natural product enriched in natural ERG in the form of extract, 

M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus bisporus) using enzymes and 

membrane technology (MAE) (3). This product can be incorporated in solid or liquid foods 

or used as a component of cosmetic creams such as sunscreen creams. 

 

“In vitro” studies show that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenged the superoxide 

anion radical (•O2
-) and singlet oxygen (1O2), preventing the formation of the high 

dangerous radical •OH and preventing the damage in biomolecules, mainly proteins, 

nucleic acids and lipids. 

 

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenged •O2
- 

and 1O2, reducing the formation of the high dangerous radical •OH mainly in presence of 

transition metals such as Fe2+ and Cu+.  

 

References: 

 
(1) Servillo L., D’Onofrio N., Casale R., Cautela D., Giovane A., Castaldo D., Balestrieria M.L. (2017). Ergothioneine 
products derived by superoxide oxidation in endothelial cells exposed to high-glucose. Free Radical Biology and Medicine, 

108:8–18. 

(2) Halliwell B., Cheah I.K., Drum C.L. (2016). Ergothioneine, an adaptive antioxidant for the protection of injured tissues? 
A hypothesis, Biochem. Biophys. Res. Commun. 470:245–250. 

(3) Cremades O., Diaz-Herrero M.M., Carbonero-Aguilar P, Gutierrez-Gil J.F., Fontiveros E., Bautista J. (2015). White 

button mushroom ergothioneine aqueous extracts obtained by the application of enzymes and membrane technology. Food 
Bioscience, 10:42 – 47. 
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Anexo 8: III JORNADAS DOCTORALES DE FARMACIA 

 
REVALORIZACION DE LOS SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA DE 

HONGOS Y SETAS COMESTIBLES. Aplicación a la obtención del antioxidante 

natural Ergotioneina y de Biofertilizantes ricos en aminoácidos y oligopéptidos. 

Alberto Renato Inca-Torres 

Departamento de Bioquímica y Biología Molecular 

 

Introducción 

 

La producción de setas comestible en España, destinadas al consumo en fresco o en forma 

de conservas, representa entre el 7 y el 8% de la producción mundial, estimada para el año 

2017 en 10.317.092 Tm (1). Este gran volumen de producto genera entre el 25 y el 30% de 

sub-productos, constituido fundamentalmente por tallos y setas no comercializables, que o 

no se usan o mal usan. Sin embargo, debido a su composición, podrían ser materia prima 

para la obtención de diversos productos de alto valor añadido, utilizables en la industria 

químico-farmacéutica, alimentaría, cosmética o en la moderna agronomía.  Este sub-

producto es rico en proteínas (23-32%, p.s.), carbohidratos (65-72%, p.s.) y en diversas 

sustancias beneficiosas para la salud (ergotioneina, ergosterol –precursor de la vitamina-

D2- (2,3). 

Para este fin, en el presente trabajo se describe un proceso biotecnológico basado en el uso 

de enzimas para la obtención de: i) hidrolizados proteicos potencialmente utilizables en 

agronomía y en cosmética; ii) productos nutracéuticos enriquecidos en ergotioneina 

(antioxidante), potencialmente utilizables en la industria médico-farmacéutica y cosmética; 

iii) nano-quitina utilizable en la industria químico-farmacéutica. 

 

Objetivos 

 

1. Diseño de procesos biotecnológicos para la producción y obtención de compuestos de 

interés industrial, médico-farmacéutico, cosmético y agronómico a partir de subproductos 

de la industria de hongos y setas comestibles. 2. Obtención de hidrolizados proteicos 

potencialmente utilizables en agronomía y en cosmética. 3. Obtención de productos 

nutracéuticos enriquecidos en ergotioneina (antioxidante). 4. Obtención de nano-quitina. 

 

Material y Métodos 

 

Preparación de harina de tallos de champiñón (HTCH): Secado en túnel de aire 

caliente (50ºC) y molienda en un molino de cuchillas, con un tamiz de 0,5 mm. 

Preparación de extractos brutos: Los extractos brutos se han preparado mediante 

hidrólisis enzimáticas en un PH-stat con control de pH, temperatura y agitación, utilizando 

una relación E/S de 0,3%. Los diferentes extractos enriquecidos en un compuesto en 

particular se han llevado a cabo mediante fraccionamiento por ultrafiltración o 

cromatográficos en batch. Técnicas analíticas: La composición de los distintos extractos y 

producto se ha llevado a cabo por los procedimientos clásicos de la AOAC. La 
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ergotioneina se ha determinado por HPLC, el ergosterol por HPCL-MS, el aminograma se 

ha obtenido en un autoanalizador (Beckmann, USA), etc.  

 

Resultados y Discusión 

 

La HTCH al 10% resuspendida en tampón fosfato pH 8,5 se ha hidrolizado en un pH-stat 

con cuatro proteasas: Alcalasa, Neutrasa, Papaína, L-450, obteniéndose los 

correspondientes hidrolizados, que debido a su composición aminoacídica y peptídica 

constituye un producto utilizable como biofertilizante, que favorece tanto el desarrollo 

radicular como de las vellosidades de las mismas. Los mejores resultados se han obtenido 

con la proteasa L-450. 

El enriquecimiento de los hidrolizados proteicos y del extracto acuoso en ergotioneina 

proporciona un producto (nutracéutico) potencialmente aplicable en el tratamiento de 

diversas patologías y en cosmética. 
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Anexo 9: 

 

 Innovation in Pharmacy: 
 Advances and Perspectives.  

  

1st Global Congress of Pharmacy Faculties. September 24-28th, Salamanca, Spain 

2018 

Preparation of Nanochitin from Crawfish (Procambarus clarkii) by-products. 

 

Alberto Renato INCA-TORRESa,b*, Anabell del Rocío URBINA-SALAZARa,b,  and Juan 

BAUTISTAa. 
a Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor 

García González nº2, 41012 Sevilla, Spain, jdbaut@us.es 
b Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Panamericana Sur km 

1 1/2, Riobamba, Ecuador,  jannethjara@hotmail.com 

Abstract: 

 Nanochitin fibers (NChC) were prepared from crawfish chitin (Procambarus 

clakii) by-products. Raw chitin has been obtained by two different processes: Process A 

consists of a first deproteinization with a protease treatments, followed by a 

demineralization in situ by lactic acid fermentation (1) and a second deproteinization by 

alkaline treatment; Process B consists of acid demineralization step, followed by an 

enzymatic treatment with proteases and a final alkaline treatment. The concentration of 

raw crab chitin obtained from Process-A and -B determined as N-acetyl-glucosamine is 85 

± 1.8% and 83 ± 2.3%, being a chitin of good quality, similar to that commercially 

available for food and medical uses. Subsequently, the preparation of chitin nanofibers 

were carried out disintegrating the chitin aggregates by a milling process. After a treatment 

cycle with a wet-type grinder, the chitin suspension formed a gel; disintegration was 

achieved due to a high surface-to-volume ratio. Obtaining highly uniform chitin fibers with 

a width of approximately 10 nm which still maintained their original chemical and 

crystalline structures (2,3). The obtained product can be used for industrial applications in 

pharmacy, cosmetic, agriculture and wastewater treatments. 
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Anexo 10: XIII EUCHIS & VIII SIAQ 

 
Production of chitinases by submerged fermentation in media formulated with 

colloidal chitin of fungi. 

 

Anabell Del Rocío Urbina Salazar, Alberto Renato Inca Torres, Pilar Carbonero 

Aguilar, Gonzalo Falcón García and Juan D. Bautista. 

 

Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facultad de Farmacia, Universidad 

de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain. 

 

ABSTRACT 

Production of chitinases is essential for obtaining chitin-oligosaccharides with potential 

use as elicitors in biocontrol (1). Chitinase production by Bacillus licheniformis grown in 

different culture medium formulated with powder chitin (pCH), colloidal chitin (cCH and 

fungal chitin (fCH) as the main carbon source was studied. The growth of this 

microorganism produced higher chitinase activity in a medium formulated with fungal 

(Agaricus bisporus) chitin (fCH) than in the other culture media (2). Bacillus licheniformis 

shows the highest chitinase productivity after 8 days of growth with a productivity of 81.25 

mU/L/day. Chitinase production, under these conditions, was studied by electrophoretic 

methods, in which two bands with molecular mass around 90 and 74 kDa are detected. 

These results show that the culture of B. licheniformis in a medium formulated with fCH, a 

cheap and abundant fermentation medium, could be a good procedure for the regular 

production of glycosidases, particularly chitinases at practical and/or industrial scale. 

 

References 

 

(1) N.N. Nawani, B.P. Kapadnis (2005) Optimization of chitinase production using statistics based experimental designs 

Process Biochemistry, Volume 40, Issue 2, Pages 651-660. 

(2) Shailesh R. Waghmare, Jai S. Ghosh. (2010) Chitobiose production by using a novel thermostable chitinase from Bacillus 

licheniformis strain JS isolated from a mushroombed. Carbohydrate Research Volume 345, Issue 18, Pages 2630-2635. 

 

 

 

 

 

 

 



A n e x o s  

P á g i n a | 209 

   

v 

Anexo 11: IV Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia      

 

 
Mushroom ergothioneine enriched aqueous extracts (M-ERG-EAE) suppress TNF-α 

and MMP-1 expression in UV-irradiated human dermal fibroblasts. 

Anabell del Rocío Urbina-Salazar1,2, Alberto Renato Inca-Torres1,2, Pilar Carbonero 

Aguilar1, Olga Cremades de Molina1, Juan Bautista1. 
1 Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor 

7 García González 2, 41012 - Sevilla, Spain, jdbaut@us.es; 2 Escuela Superior 

Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Panamericana Sur km 9 1 1/2, 

EC060155 - Riobamba, Ecuador, jannethjara@hotmail.com. 

 

Ergothioneine (ERG), is a dietary antioxidant that scavenges hydrogen peroxide 

(H2O2), superoxide anion (•O2
−), singlet oxygen (1O2), hydroxyl radical (•OH) and nitric 

oxide (NO) derivatives [1]. ERG exhibits potential applications as a food additive and as 

an antioxidant for the treatment and/or prevention of oxidative stress related diseases [2]. 

Natural ERG is preferred by consumers rather than the synthetic. 

 

 In this work we study the nature of the antioxidant activity and investigate the 

effect of M-ERG-EAE, a natural product enriched in natural ERG in the form of extract, 

M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus bisporus) [3], on UV-

induced cellular response.  

 

In cultured fibroblasts, M-ERG-EAE suppressed TNF-α upregulation by UV-B 

radiation. In addition, in fibroblasts exposed to UV-A, M-ERG-EAE suppressed the 

expression of matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) protein by nearly 50% and reduced 

MMP-1 mRNA expression. 

 

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenges 

reactive oxygen species generated by both type-I and type-II photosensitizacion and 

suppressed both TNF-α expression and MMP-1 at their translational level. M-ERG-EAE 

may reduce skin antiaging effects after UV irradiation by the scavenging of •O2
- and 1O2, 

and reducing signals for protease and inflammatory activity.  
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Anexo 12: 

 Innovation in Pharmacy: 
 Advances and Perspectives.  
   

1st Global Congress of Pharmacy Faculties. September 24-28th, Salamanca, Spain 

2018 

Preparation of Fungal-Nano chitin crystals: Aplication to Mushroom (Agaricus 

bisporus) by-products. 

Anabell del Rocío URBINA-SALAZARa,b*, Alberto Renato INCA-TORRESa,b,  and Juan 

BAUTISTAa. 

 
a Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Universidad de Sevilla, C/ Profesor García González nº2, 

41012 Sevilla, Spain, jdbaut@us.es  
b Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad de Ciencias, Panamericana Sur km 1 1/2, Riobamba, 

Ecuador,  jannethjara@hotmail.com 

Abstract: 

 Chitin is a crystalline polysaccharide of high molecular weight, found in 

crustacean shells, insect cuticles and in yeast, green algae and cell walls of fungi. It occurs 

as a highly-organized micro- and nano-fibril structure [1]. Transformation of micro-fibrils 

in nano-crystals can be achieved dissolving the amorphous regions followed by acidic 

breaking [2,3]. Functionalized fungal-chitin nanocristals (FChNC) can be used in the 

medical-pharmaceutical and food industry do to it antifungal activity [4]. 

 

In this work we report on FChNC preparation using fungal chitin (Agaricus 

bisporus) as raw material, obtained by a sequential process based on the use of proteases, 

glucanases [5]. The concentration of raw fungal chitin obtained by this process, determined 

as N-acetyl-glucosamine, is 83 ±1.8%, being a chitin of good quality, similar to that 

commercially available for food and medical uses. Preparation of fungal nano-chitin fibres 

(FNChF) was obtained disintegrating chitin aggregates in a wet-type grinder, generating 

chitin gel-suspension. Disintegration was achieved due to a high surface-to-volume ratio. 

Obtained uniform chitin fibers with a width of approximately 10 nm which still maintained 

their original chemical and crystalline structures [6]. These fibrils form highly crystalline 

regions and disordered (amorphous) regions that can be turned in nanocrystals via top-

down methods such as acid hydrolyses by dissolving the amorphous regions [2,3]. 

Functionalization of FNChC allows it uses in different composites with medico-

pharmaceutical and food uses. 
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Anexo 13: XIII EUCHIS & VIII SIAQ 

 
USE OF CRAYFISH (Procambarus clarkii) CHITIN AS CARBON SOURCE FOR 

THE PRODUCTION OF CHITINASES BY SUBMERGED FERMENTATION 

 

Pilar Carbonero Aguilar, Gonzalo Falcón García, Anabell Urbina Salazar, Alberto 

Inca Torres and Juan Bautista 

 

 There is an increasing interest in chitinases for it uses in biocontrol and control of 

plagues, so as for the production of chitino-oligosaccharides (elicitors) (1). But an effective 

practical uses required a viable production of this enzymes. For that purpose it is necessary 

to have an abundant, easily acquired, seasonally independent and cheap fermentation 

media, obtained by environmentally friendly processes. Such a fermentation media can be 

obtained from crayfish (Procambarus clarkii) sub-products by treatment with enzymatic 

and chemical procedures which originate chitin enriched fraction. These chitin enriched 

fraction can be used as carbon sources and as an inductor for chitinases production by 

fermentation procedures, using defined media culture (Mesia-I, -II, -III and –IV) 

inoculated with a genetically modified Bacillus licheniformis (2). 

 

 Production of chitinase was studied in the theses medias: Media-I: Coloidal Chitin 

(positive control); Media-II: P. clarkii-Chitin (65.3±2,7 %); Media-III: P. clarkii-Chitin 

(78±3,2 %) and Media-IV: P. clarkii-Chitin (23.1±1.03. %). Our results show that the 

production of chitinase activity is higher than that observed with colloidal chitin (prepared 

from commercial chitin, and used as positive control). Chitinase productivity after 7 days 

of growth was of 73.25 mU/L/day. Secretion of chitinase to culture medium was studied 

by electrophoretic methods, and two bands with molecular mass around 91 and 75 kDa 

were detected. These results show that the growth of B. licheniformis in a medium 

formulated with P. clarrkii-Chitin, could be a good procedure for the regular production of 

chitinases. 
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Anexo 14: XIII EUCHIS & VIII SIAQ 
 

Production of Crawfish (Procambarus clarkii) enriched fractions by enzymatic 

procedures for fermentation uses and chitin-oligosaccharides. 

 

Falcón-García G., Carbonero-Aguilar P., Inca-Torres A.R., Urbina-Salazar A.R., 

and Bautista J. 
 

Currently, chitin, chitosan, and their derivatives are widely used in chemistry, 

medicine, pharmacy, cosmetics, food technology, water treatment, etc. [1,2].  

 

A prerequisite to increase the use of chitin is the development of environmental 

friendly manufacturing processes, or the development of profitable processes to recover 

chitin and other products such as proteins, protein-hydrolyzates and pigments, if 

crustacean-processing waste products are used as starting material [3]. Traditional methods 

for the commercial preparation of chitin from crustacean shell (exoskeleton) involve 

alternate hydrochloric acid and alkali treatment stages to remove calcium carbonate and 

proteins, respectively, followed by a bleaching stage with chemical reagents to obtain a 

colourless product. These processes are highly contaminant [2].  

 

Therefore, the development of environmental friendly processes is of high interest. 

 The in-situ production of lactic acid at low cost from agroindustrial by-products, 

and protease treatment could contribute to the development of this type of processes for the 

recovery of chitin.  

 

In this work, we report on the in-situ production of lactic acid using crayfish meal 

supplemented with brewer’s grains soluble as fermentation media, for the demineralization 

of crayfish exoskeleton followed by protease treatment as deproteinization step. 
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Chitin and chitosan as natural flocculants for beer clarification Journal of Food Engineering 166 (2015), 80–85 
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OBTAINING A SOIL BIOSTIMULANT FROM SEWAGE SLUDGE: EFFECT ON 

SOIL BIOCHEMISTRY 

 

Bruno RODRIGUEZ-MORGADO* (bromo@us.es); Pablo CABALLERO JIMENEZ; 

Alberto Renato INCA TORRES; Anabell URBINA SALAZAR; Juan PARRADO 

RUBIO*, Dept. Biochemistry and Molecular Biology, University of Seville, Spain; Manuel 

TEJADA MORAL, Dept. Crystallography, Mineralogy and Agricultural Chemistry, 

University of Seville, Spain  

 

Sewage sludge is a byproduct of wastewater treatment plants. These sludges present a 

serious problem because current management consists mainly in composting, a process 

that requires large amounts of space and time, resulting in a final product with low added-

value. In order to promote a more dynamic use of sewage sludge while increasing their 

added-value, we implemented a fermentative technology using Bacillus licheniformis, a 

microorganism widely used in industry, that excreted different hydrolytic enzymes, which 

together with the Bacillus itself have a great potential in soil applications. We studied both 

the production of various enzymes associated with geochemical cycles, such as proteases, 

cellulases, lipases, etc., and the total production of extracellular proteins by proteomic 

analysis thereof. Finally, we have applied these fermented products as edafic 

biostimulants, evaluating its effect on the biochemical properties of soil, mainly in 

enzymatic activities related to microbiota, such as dehydrogenase, phosphatase and 

glucosidase. 
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