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RESUMEN

En busqueda de nuevos conocimientos acerca de metabolitos producidos por los hongos y su
relacion con la actividad antioxidante, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
antioxidante de micelio, primordio y cuerpo fructifero del hongo Pleurotus ostreatus
desarrollados en paja de trigo. Se evalud el contenido de polifenoles totales y flavonoides, asi
como, el poder antioxidante reductor de hierro (FRAP), actividad quelante de iones metalicos,
poder reductor y actividad reductora de DPPH y ABTS. Estas pruebas se llevaron a cabo con
extractos a partir del hongo en sus distintas fases de crecimiento (deshidratadas y frescas), con
solventes de diferente polaridad (agua y metanol) y diferente temperatura (temperatura
ambiente y ebullicion). Los resultados para polifenoles totales obtenidos en esta investigacion
mostraron que el mejor extracto fue el metandlico de primordio fresco obtenido por ebullicidn,
seguido del extracto acuoso del cuerpo fructifero, obtenido a temperatura ambiente, con 12.06
+0.02 y 11.36 = 0.04 mg EAG/qg, respectivamente. Para el caso de los flavonoides, en general,
representaron un porcentaje muy bajo del contenido total de polifenoles, los valores oscilaron
entre 0.011 £+ 0.001 y 1.04 £+ 0.01 mg EQ/g. En lo que respecta a los diferentes métodos de
actividad antioxidante: en el método de FRAP, los mejores extractos fueron el metandlico de
primordio y el acuoso del cuerpo fructifero, ambos obtenidos por ebullicion y de muestras
frescas, con 166.5 + 0.10 y 113.9 + 0.24 uM de FeSO,/qg, respectivamente. En general, para la
prueba de FRAP los extractos de muestras frescas fueron mayores con respecto a las muestras
deshidratadas, con valores entre 4.87 + 0.05 y 166.50 + 0.10 uM de FeSO,/g. En la prueba de
actividad quelante de iones metalicos todos los extractos presentaron actividad. Los mejores
extractos de esta prueba fueron el metandlico de micelio y el acuoso del cuerpo fructifero,
ambos obtenidos por ebullicion y de muestras deshidratadas, con un valor de ECso = 13.17 +
0.13y 25.53 + 0.80 mg EAGI/L, respectivamente. El valor de ECsg representa la concentracion
de la muestra requerida para un efecto quelante del 50 %. Con respecto a las pruebas del poder
reductor, todas las muestras fueron dependientes de la concentracion. En esta prueba, el mejor
extracto fue el acuoso del cuerpo fructifero, obtenido por ebullicién, sequido del metandlico
de micelio, obtenido a temperatura ambiente, (ambos de muestras deshidratadas) con una
absorbancia de 0.701 £+ 0.034 y 0.645 + 0.009, respectivamente, a una concentracion de 100
mg EAG/L. Por ultimo, la actividad reductora de los radicales DPPH y ABTS fue



correlacionada positivamente con la concentracion del extracto. Los mejores extractos de la
actividad reductora de DPPH y ABTS fueron los metandlicos de muestras deshidratadas,
obtenidos a temperatura ambiente, del cuerpo fructifero y primordio (ECso = 26.99 + 0.47 y
22.89 + 0.37 mg EAG/L), respectivamente. El valor de ECsq representa la concentracion de la
muestra requerida para neutralizar el 50 % de los radicales libres. En cuanto al andlisis de la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de los mejores extractos, se
encontrd la presencia del &cido metiltartronico (TR 20.185), al que se le atribuye una parte de
la actividad antioxidante presentada en los extractos. Se puede concluir que la actividad
antioxidante se debe parcialmente a los polifenoles en conjunto con la presencia de diferentes
moléculas o sustancias presentes en los extractos. Asimismo, no se encontré un patron de
comportamiento entre las fases de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus, los polifenoles

totales y la actividad antioxidante.



ABSTRACT

In search of new knowledge about the metabolites produced by fungi and their relation with
antioxidant activity, the objective of this research was to evaluate the antioxidant activity of
mycelium, primordium and fruiting body of the fungus Pleurotus ostreatus developed on
wheat straw. Total polyphenols and flavonoids, as well as ferric reducing antioxidant power
(FRAP), metal ions chelating activity, reducing power assay and scavenging activity of DPPH
and ABTS radicals were evaluated. These tests were carried out with extracts elaborated with
fungus in different growth phases and in both, dry and fresh, using solvents with different
polarity (water and methanol) and different temperature (room temperature and boiling). The
results for total polyphenols obtained in this research showed that the best extract was the
metanolic of fresh primordium obtained by boiling, followed by the aqueous extract of the
fruiting body obtained at room temperature, with 12.06 £ 0.02 y 11.36 + 0.04 mg GAE/qg,
respectively. In the case of flavonoids, in general, they represented a very small percentage of
the total polyphenols content, the values ranged from 0.011 £ 0.001 to 1.04 + 0.01 mg EQ/g.
In the case of the different methods of antioxidant activity: in the FRAP method, the best
extracts were the methanolic of primordium and the aqueous of the fruiting body, both
obtained by boiling and fresh samples, with 166.5 + 0.10 and 113.9 + 0.24 uM de FeSO./g,
respectively. In general, for the FRAP test the fresh sample extracts were higher with respect
to the dry samples, with values between 4.87 + 0.05 and 166.50 + 0.10 uM FeSO4/g. In the
metal ion chelating activity test all extracts showed activity. The best extracts of this test were
methanolic of mycelium and the aqueous of the fruiting body, both obtained by boiling and
dry samples, with ECso = 13.17 + 0.13 and 25.53 + 0.80 mg GAE/L, respectively. The ECs
value represents the sample concentration required for a 50 % chelating effect. In the reducing
power tests, all samples were concentration dependent. In this test, the best extract was the
aqueous of the fruiting body obtained by boiling, followed by the methanolic of mycelium
obtained at room temperature (both from dry samples), with absorbance of 0.701 + 0.034 and
0.645 + 0.009, respectively, at 100 mg GAE/L. It was observed that the DPPH and ABTS
radical scavenging activities were positively correlated to the concentration of the extract. The

best extracts were methanolic of dried samples obtained at room temperature, of fruiting body



and primordium with ECso = 26.99 + 0.47 and 22.89 + 0.37 mg GAEI/L, respectively. The
ECso value represents the concentration of the sample required to neutralize 50 % of the free
radicals. The GC Mass analysis of the best extracts revealed the presence of methyltartronic
acid (TR 20.185), which is attributed a part of the antioxidant activity. The results suggested
that antioxidant activity could be due to polyphenols, but mainly by different molecules or
substances present in the extracts. A pattern of behavior between the growth phases of the

Pleurotus ostreatus fungus, total polyphenols and antioxidant activity was not found.
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1. INTRODUCCION

1.1 Radicales libres

Desde el punto de vista quimico, un radical libre es una molécula o fragmento de molécula
gue posee uno 0 mas electrones desapareados y en capacidad de aparearse en el orbital mas
externo (Morales y col. 2009; Okoro 2012; Kalita y col. 2013). Desde el molecular, los
radicales libres son pequefias moléculas difusibles producidas en la cadena respiratoria
mitocondrial, en la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal, en los
cloroplastos y en las reacciones de oxidacién, por lo que producen dafio celular (Venereo
2002).

Los radicales libres recorren el organismo o cualquier otro sistema con el fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica, con el robo de un electron de las moléculas
estables. Cuando el radical libre roba el electron que necesita para aparear su electron libre,
la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en otro radical libre, por quedar
con un electron desapareado (Morales y col. 2009).

Los radicales libres se generan por medio de reacciones bioguimicas de 6xido
reduccion, generalmente a partir de oxigeno en los organismos vivos. Dichas reacciones,
nominadas como redox, se producen por el metabolismo normal de las células, por los
fagocitos, en una reaccién inflamatoria y se relacionan con la generacidén de especies
reactivas al oxigeno (ERO) (Morales y col. 2009). Estas ERO centran su reactividad en un
atomo de oxigeno. Ahora bien, las especies cuya reactividad se centra en atomos del
nitrogeno se denominan especies reactivas del nitrogeno (ERN) (Valko y col. 2007).

Las ERO y ERN son las responsables de generar diversas patologias humanas. Las
especies reactivas incluyen no solo a los radicales libres, sino también a compuestos no
radicales que puedan participar en la formacion de los mismos (tabla 1) (Morales y col.
2009).



Tabla 1. Diferentes especies reactivas del oxigeno y nitrégeno. Se presentan los
radicales més reactivos y sus pro-radicales o moléculas precursoras

Principales especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

Radical libre Pro-radical
Superoéxido (0;7) Peroxido de hidrégeno (H,0,)
Radical hidroxilo (OH") Acido hipocloroso (HOCI)
Radical peroxilo (R-O,") Acido hipobromoso (HOB)
Radical alcoxilo (RO") Ozono (O3
Hidroperoxilo(HO,") Oxigeno singulete (*O,)

Oxido nitrico (NO")
Dioxido de nitrogeno (NO%)

(Morales y col. 2009)

1.2 Estrés y dafio oxidativo

El estrés oxidativo es un desbalance en el que hay un aumento de oxidantes o una
disminucion de antioxidantes, en comparacion con la situacién establecida como normal
(Morales y col. 2009). El estrés oxidativo puede ser provocado por factores endégenos
(como las especies reactivas al oxigeno) y factores exdgenos (fumar, radiacion ionizante,
contaminacion, solventes organicos, pesticidas, entre otros). Conforme pasa el tiempo, el
estrés oxidativo es capaz de atacar acidos nucleicos, proteinas, enzimas y otras moléculas
pequefias, causandoles la pérdida de su estructura y funcion (Martinez 2005; Limon-
Pacheco y Gonsebatt 2009; Adebayo y col. 2012).

1.3 Antioxidantes

Los radicales libres y ERO se producen constantemente en el cuerpo humano durante los
procesos metabolicos. Por ello, la célula ha desarrollado un sistema complejo de defensa
que limita la exposicion de estos agentes que reciben el nombre de antioxidantes (Morales
y col. 2009).

Un antioxidante, generalmente, es una sustancia que impide las reacciones de
oxidacion o inhibe reacciones promovidas por el oxigeno o peréxidos. Muchas de estas se
usan para conservar los productos (por ejemplo, grasas, aceites, productos alimenticios y
jabones) y para retardar la rancidez (Huang y col. 2005). Desde el punto de vista quimico,
un antioxidante evita o retrasa la oxidacion de otra sustancia. Esta reaccion se realiza
mediante la reduccion del agente oxidante, para ello los antioxidantes deben tener una
estructura quimica que permita la donacion de hidrogeniones o la deslocalizacion de

electrones (Halliwell y col. 1995; Vit y col. 2008; Niki 2010). Los antioxidantes son
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fuertes agentes reductores debido a las propiedades de Oxido reduccidén de sus grupos
hidroxilo y las relaciones estructurales entre diferentes partes de su estructura quimica
(Morales y col. 2009).

1.3.1 Clasificacion de antioxidantes
Los antioxidantes pueden ser clasificados, en general, por su mecanismo de accién en

primarios, secundarios (Casimir 2008) y terciarios (Velazquez y col. 2004; Morales y col.
2009). Algunos antioxidantes exhiben mas de un mecanismo de actividad y son
frecuentemente referidos con el nombre de antioxidantes con funcion multiple (Casimir
2008).
-Antioxidantes primarios. Estos antioxidantes son Ilamados también rompedores de
cadenas. Son aceptores de radicales libres que retrasan o inhiben la iniciacién del paso a la
autoxidacion (Veldzquez y col. 2004; Casimir 2008; Morales y col. 2009). La iniciacién de
la autoxidacion ocurre cuando una molécula de hidrogeno a-metilénico es abstraida de un
lipido insaturado para formar un lipido (alquilo) radical (R) (ecuacion 1).
RH —Re + He (Ecuacion 1)
Este lipido altamente reactivo puede reaccionar con oxigeno para formar un radical peroxi
(ROO¢) en la reaccion de propagacion (ecuacion 2).
Re + 0O, -RO0O- + He (Ecuacion 2)
Durante la propagacién, los radicales peroxi reaccionan con un lipido para formar un
hidroperdxido y un nuevo radical lipidico inestable (ecuacion 3).
ROO-+ + RH -ROOH + Re (Ecuacion 3)
Este radical lipidico reaccionard con un oxigeno para producir otro radical peroxi,
resultando un ciclo (ecuacion 4).
Re + 0O, — ROO- + He (Ecuacion 4)
Los hidroperoxidos son inestables y se pueden degradar para producir radicales que
ademas pueden acelerar la reaccion de propagacion (ecuaciones 5y 6).
ROOH — RO« + OH* (Ecuacion 5)
RO« +RH — ROH +Re (Ecuacion 6)
La degradacion de hidroperoxido conduce a olores y sabores indeseables y se asocia con la
rancidez en etapas posteriores de oxidacion. Los antioxidantes primarios reaccionan con
los lipidos y radicales peroxi y los convierten en mas estables. Los antioxidantes primarios

donan atomos de hidrogeno a los radicales lipidicos y producen derivados lipidicos y
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radicales antioxidantes (A¢) mas estables y menos disponibles para promover ain mas la
autoxidacién. Asimismo, hay més afinidad de los antioxidantes primarios, donadores de
hidrogeno, por radicales peroxi que por los lipidos. Por lo tanto, los antioxidantes
primarios eliminan a los radicales libres peroxi y oxi, formados durante la propagacion
(ecuaciones 2 y 4) y derivacion (ecuaciones 5 y 6) de autoxidacion. Ademas, los
antioxidantes primarios, también, interactian directamente con radicales lipidicos

(ecuacion 9).

ROO-* + AH — ROOH + A- (Ecuacion 7)
RO+ + AH —-ROH + A- (Ecuacidn 8)
Re+AH — RH + Ae (Ecuacién 9)

El radical antioxidante producido por la donacion de hidrégeno presenta muy baja
reactividad con los lipidos. Esta baja reactividad reduce la tasa de propagacién, desde la
reaccion del radical antioxidante con oxigeno o lipidos. El radical antioxidante se estabiliza
por deslocalizacion de un electron impar alrededor de un anillo fendlico para formar
hibridos estables. Los radicales antioxidantes, también, participan en las reacciones de
terminacion con peroxi (ecuacién 10), oxi (ecuacién 11) y otros radicales antioxidantes
(ecuacion 12). Finalmente, la formacién de dimeros (dimerizacion), prominente en grasas y

aceites, indican reacciones de terminacion de los radicales fenolicos antioxidantes.

ROOs + As -ROOA (Ecuacion 10).
RO« + As - ROA (Ecuacion 11).
A+ A — AA (Ecuacion 12).

(Casimir 2008)
-Antioxidantes secundarios. También Ilamados preventivos o tipo 2. Estos antioxidantes
bajan la velocidad de oxidacion por diferentes acciones, pero no convierten los radicales
libres en productos estables. Los antioxidantes secundarios, también de acuerdo con su
estructura quimica, quelan metales proxidantes y los desactivan. Asimismo, reponen
hidrogeno a los antioxidantes primarios, descomponen hidroperdxidos a especies no
radicalarias, desactivan el oxigeno singulete, absorben radiacion ultravioleta y actian como
eliminadores de oxigeno (Casimir 2008).
a) Queladores
Metales pesados con dos o tres estados de valencia (Fe, Cu, Mn, Cr, Ni, V, Zny Al)

promueven la oxidacion, estos actlan como catalizadores de radicales libres. Esta
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b)

transicion de metales activa redox transfiere electrones durante cambios en estados
de oxidacion. Asi, se han propuesto dos mecanismos de oxidacion por metales. El
primero, los metales interactian con hidroperéxidos o actlan directamente con
moléculas lipidicas (ecuacion 13). El segundo, los metales promocionan la
oxidacion por la interaccion directa con lipidos insaturados y en consecuencia
disminuye la energia de activacion de la iniciacion del paso de autocatélisis
(Casimir 2008).
MOD* 4 RH — M™ + H" + Re (Ecuacion 13)

Se sabe que los metales interactian con hidroperdxidos y promueven la oxidacion.
Por otra parte, las formas de un complejo metal-hidroperéxido se descomponen
para producir radicales libres (ecuaciones 14 y 15). Los metales mejoran la tasa de
descomposicion de hidroperdxidos y la generacion de radicales libres. Son posibles
dos reacciones metal-hidroperdxido (Casimir 2008).

M®D*+ ROOH — M™ + H* + ROO- (Ecuacion 14)

M"™ + ROOH — M(™™ + OH" + RO» (Ecuacion 15)
Eliminadores de oxigeno y agentes reductores
El &cido ascérbico, ascorbil palmitato, acido eritérbico, eritorbato de sodio y
sulfitos previenen la oxidacion por la eliminacion de oxigeno la donacion de
atomos de hidrégeno (agentes reductores) (Casimir 2008).
Eliminadores del oxigeno singulete
El oxigeno singulete es una molécula con alta energia. Es responsable de la
fotoxidacion de grasas insaturadas y la generacion subsecuente de hidroperdxidos.
Los eliminadores del oxigeno singulete (por ejemplo los carotenoides, B-carotenos,
licopenos y luteina) agotan el exceso de energia y disipan la energia en forma de
calor (Casimir 2008).

-Antioxidantes terciarios. Reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres. Entre
estos antioxidantes se encuentran las enzimas reparadoras del acido desoxirribonucleico
(ADN) (endonucleasas y exonucleasas) y la metionina sulféxido reductasa (Velazquez y
col. 2004; Morales y col. 2009).

En la clasificacion de antioxidantes, tambien, se maneja la clasificacion basada

segun su origen y caracteristicas bioquimicas (tabla 2), ya que los seres humanos han

desarrollado sistemas altamente complejos de antioxidantes que trabajan sinérgicamente en
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combinacidn con otros para proteger las células contra los dafios causados por los radicales

libres (Rahman 2007).

Tabla 2. Clasificacion de los antioxidantes, segun su origen

Origen Accidn Tipo
Exdgenos -Neutraliza el oxigeno singulete
Vitamina E -Captura radicales libres hidroxilo
Vitamina C -Captura O; Secundarios

[-carotenos
Flavonoides, licopenos

-Neutraliza perdxidos

Enddgenos enzimaticos
Superoéxido dimutasa (SOD)

-Regeneran la forma oxidada de la
vitamina E

Catalasa (Cat) -Neutraliza el oxigeno singulete Primarios
Glutation peroxidasa (GPx)
No enzimaticos -Cofactor
Glutation -Cobre, sodio, manganeso
Coenzima Q -Hierro
Acido tidctico -Selenio Primarios y

-Barreras fisioldgicas que enfrenta
el oxigeno a su paso desde el aire
hasta las células

-Transportadores de materiales
(transferrina y ceruplasmina)

secundarios

1.4 Compuestos polifenolicos

Morales y col. 2009

Los polifenoles poseen en su estructura al menos un anillo aromatico al que esta unido uno

0 mas grupos hidroxilo (figura 1). Existen alrededor de 8000 compuestos polifendlicos

identificados y la mayoria de estos poseen una estructura de tres anillos, dos aromaticos (A

y B) y uno heterociclo oxigenado (C) (Mercado-Mercado y col. 2013). Generalmente, los

compuestos polifendlicos se clasifican en acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos,

cumarinas y taninos (figura 2) (Liu 2004). Los polifenoles son metabolitos secundarios

producidos en las plantas, frutos y vegetales, que proporcionan funciones esenciales en el

crecimiento de las plantas. Asimismo, actdan en el mecanismo de defensa en contra de

patdgenos, parasitos, depredadores, ademas de contribuir en el color de las plantas (Liu

2004).

HO

HO

Figura 1. Compuesto polifendélico simple (catecol) (Mercado-Mercado y col. 2013)




Fitoquimicos

Carotenoides Fenolicos Alcaloides Compuestos Compuestos
nitrogenados organoazufrados
a-caroteno
-caroteno « . i ) ) (i
P ’ Acidos Flavonoides || Estilbenos || Cumarinas || Taninos Isotiocianatos
B-criptoxantina s Indoles
Luteina fendlicos .
_ Alilicos azufrados
Zeaxantina
Licopeno
Acidos Acidos Flavonoles Flavonas Flavanoles Flavononas | | Antocianidinas Isoflavonoides
hidroxibenzoico || hidroxicinamicos (Catequinas)
Galico p-cumarico Quercetina Apigenina Catequina Eriodictiol Cianidina Genisteina
Protocatecuico Caféico Kaempferol Crisina Epicatequina Hesperidina Pelargonidina Daidzeina
Vanilico Ferulico Myricetina Luteolina Epigalocatequina || Naringenina Delfinidina Gliciteina
Siringico Sinépico Galangina Galato de Peonidina Formononetina
Fisetina epicatequina Malvidina
Galato de

epigalocatequina

Figura 2. Clasificacion de fitoquimicos (Liu 2004)




Con respecto a los compuestos polifendlicos en la dieta, estos pueden proveer
beneficios a la salud y asociarse con la disminucion de enfermedades crénicas (Liu 2004).
Esto se fundamenta en su capacidad para secuestrar radicales libres (antioxidante) y
justificar sus acciones vasodilatadores, vasoprotectoras, antitrombaticas, antilipémicas,
antiaterosclerdticas, antinflamatorias y antiapoptdticas. Sin embargo, el potencial funcional
de los compuestos polifendlicos esta supeditado al consumo de ellos (Lui 2004; Mercado-
Mercado y col. 2013).

Para que un polifenol se defina como antioxidante debe satisfacer dos condiciones:
primera cuando esté presente en bajas concentraciones relativas al sustrato a oxidar debe
detener, retardar o prevenir la autoxidacion, es decir, ser mediador de la oxidacién causada
por radicales libres. La segunda, el radical formado como resultado debe ser estable y no

participar en las reacciones en cadena de oxidacion (Rice-Evans y col. 1996).

1.4.1 Flavonoides
Los flavonoides son potentes antioxidantes, pertenecientes al grupo de los polifenoles. Los

flavonoides se consideran nutrimentos esenciales ya que son imposibles de sintetizar en el
cuerpo humano (Morales y col. 2009). Recientemente, los flavonoides, presentes en
diversas plantas principalmente en las hojas, han adquirido un considerable interés debido a
sus efectos benéficos en la salud humana. La capacidad de los flavonoides para actuar
como antioxidantes depende de su estructura molecular. La posicion de los grupos
hidroxilos y otras caracteristicas en su estructura quimica son significativas para neutralizar
los radicales libres y la actividad antioxidante. Asi, los flavonoides pueden neutralizar los
radicales peroxilo, ser eficaces inhibidores de la peroxidacion lipidica y ser quelantes de los
metales redox-activos (Rahman 2007; Kalita y col. 2013).

La estructura quimica basica de los flavonoides consta de dos anillos bencénicos
unidos a través de una cadena de tres atomos de carbono heterociclico (figura 3). La
oxidacion de la estructura da lugar a distintas familias de flavonoides (flavonas, flavonoles,
flavanonas, catequinas o flavanoles, antocianos e isoflavonas). Las modificaciones
quimicas que pueden sufrir los compuestos de cada familia dan lugar a los mas de cinco mil

compuestos identificados. La funcion de los flavonoides en los vegetales es antioxidante,



xenobiotico, protector de depredadores y atrayente para la polinizacién (Morales y col.
2009).

N

ANILLO

Figura 3. Estructura basica de los flavonoides (Morales y col. 2009)

1.5 Actividad antioxidante

Por definicién, la actividad antioxidante es la capacidad de un compuesto de inhibir la
degradacion oxidativa (Roginsky y Lissi 2005). En métodos de determinacion de actividad
antioxidante in vitro de un compuesto, mezcla o alimento, la actividad antioxidante se
determina frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical, en donde la pérdida de
color de un radical ocurre de forma proporcional con la concentracion de la muestra a
evaluar. No obstante, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizada in vitro
muestran tan solo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo
(Kuskoski y col. 2005).

Los antioxidantes naturales se consideran multifuncionales y su actividad depende
de varios factores como la multiplicidad y heterogeneidad del extracto, condiciones
experimentales y principales mecanismos de reaccion. En general, la eficacia de un
antioxidante se basa en los fendmenos interfaciales y la distribucion de los componentes de
las fases hidrofilicas y lipofilicas (Gioti y col. 2009). Las propiedades antioxidantes de los
extractos no pueden ser evaluados por un solo método debido a la complejidad de los
compuestos (Gioti y col. 2009). La medicion de la actividad antioxidante en un ensayo
individual refleja solo la reactividad quimica bajo ciertas condiciones de la prueba, por lo
que es inapropiado generalizar los datos de un método de medicién en particular como
indicador de la actividad antioxidante total (Huang y col. 2005). Por lo que un profundo
ensayo antioxidante de extractos debe implicar varios métodos de actividad (Gioti y col.
2009).



Los métodos para determinar la capacidad antioxidante se puede dividir en dos

categorias. La primera se basa en la reaccion de transferencia de 4tomos de hidrégeno

(HAT). La segunda transfiere un solo electron (ET). EI método HAT usa un compuesto

generador de radicales libres, un indicador molecular oxidable y un antioxidante. Mientras

que el ET involucra una reaccion redox con el oxidante como un indicador del final de la

reaccion (Huang y col. 2005). Se enlistan a continuacion algunos de los métodos para la

evaluacion de la actividad antioxidante.

Métodos in vitro

Método de inhibicion de consumo de oxigeno (IUO) (Huang y col. 2005).

Inhibicion de autoxidacion lipidica (Huang y col. 2005).

Capacidad de absorbencia del radical oxigeno (ORAC) (Huang y col. 2005).

Método de blanqueamiento de crocina (Huang y col. 2005).

Parametro total de atrapamiento de radicales por antioxidantes (Huang y col. 2005).
Fenoles totales por el reactivo de Folin-Ciocalteu (Huang y col. 2005).

Capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (TEAC) (Huang y col. 2005).
Potencial antioxidante total con Cu(ll) (Huang y col. 2005).

Capacidad de reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Huang y
col. 2005).

Capacidad de reduccion del radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfénico) (ABTS) (Re y col. 1999).

Poder reductor (Yeny Chen 1995).

Sustancias reactivas del &cido 2-tiobarbitirco (TBARS) (Kamal-Eldin y Pokorny
2005).

Métodos in vivo

Evaluacidn del efecto citotoxico (Freshney 1992).
Absorcidn de rojo neutro (NRU) (Nadhlala 2010).

Evaluacién de oxidacion de lipidos in vivo (el Haffidi y Bafios 1997).
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1.5.1 Determinacion de polifenoles

La reaccion entre los polifenoles y el reactivo de Folin Ciocalteu se realiza bajo
condiciones bésicas (pH 10). Se sabe que la disociacion de protones fendlicos permite la
formacion de un anion fenolato, que es capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu.
Como resultado de la reaccion, se forma un complejo azul entre el fenolato y el reactivo,
independientemente de la estructura del compuesto fendlico (figura 4). En esta reaccion, el
molibdeno es facil de reducir y, asimismo, se genera la reaccion de transferencia de
electrones entre los reductores y Mo (V1) (Huang y col. 2005).

HO\\ A O
o)

e \\n// \\,/',.- -{‘».‘

OH O + PMoW,Op — Complejo fosfato

Azul/Mo (V)
Polifenol amarillo Azul =765 nm
+e
Mo (VI) + Compuesto fenélico — 5 Mo(v)

Figura 4. Reaccién de los compuestos polifenélicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu

1.5.2 Determinacion de flavonoides

Los flavonoides se determinaron por un método colorimétrico en el que la formacién de
complejos acidos estables se forma con el grupo ceto C-4 o bien con los grupos hidroxilo
de C-3 o C-5 de los flavonoides con cloruro de aluminio. En esta reaccién los grupos
hidroxilo son relevados por desplazamiento batocrémico causado por la reaccién con
cloruro de aluminio (figura 5) (Kalita y col. 2013).
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« ACl, —

Rutina (amarilio) complejo flavonoide-aluminio

color rojo A=510nm

Figura 5. Reaccion de un flavonoide (rutina) con tricloruro de aluminio

1.5.3 Poder antioxidante reductor de hierro
La prueba del poder antioxidante reductor de hierro (FRAP) esta basada en la capacidad

reductora (transferencia de un electron desde la molécula antioxidante a la oxidante), es
decir, determina la capacidad de reduccion férrica que tiene una muestra (figura 6). A pH
bajo y en presencia de un reductor (antioxidante) el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) con Fe (I11) se reduce a la forma ferrosa Fe (I1). Esta reaccion genera un
intenso color azul con una absorcion maxima a 595 nm, que permite ser cuantificado
espectrofotométricamente por interpolacion en una recta de calibrado de un patrén.
Asimismo, se mide el incremento de absorbancia a los 10 minutos de comenzar la reaccion
(Benzie y Strain 1996).

. N N N A
.#o(ni)N + antioxidant _ “F q"-)N N
N"N‘ N == 4l NN \ »..N,x_'
N X B e
N A | ) .N.I. oy
F63+_TPTZ + AOX > Fez+-TPTZ

complejo azul intenso (595 nm)

Figura 6. Reaccion de la reduccién del complejo de tripiridiltriazina (TPTZ) con Fe (111) y
un antioxidante
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1.5.4 Actividad quelante

El Fe®* forma un complejo con tres moléculas de ferrozina de color pdrpura que presenta
una absorbancia a 562 nm. En presencia del antioxidante el Fe’* puede quelarse y la
intensidad de color parpura del complejo con ferrozina disminuye y es proporcional a la

concentracion del antioxidante en la muestra de interées (figura 7) (Xie y col. 2008).

0

HO-S._ P
ol I N o

3 MYNYONT o+ Fe* > Fe(ll)Fz;
> A= N

o N

HO-§° ——
8 Complejo purpura
Ferrozina A=562nm

Figura 7. Formacion del complejo colorido del ion Fe®* con ferrozina

1.5.5 Poder reductor

El poder reductor es dependiente de la concentracion. Cuando el ferricianuro de potasio o
hexacianoferrato de potasio reacciona con el cloruro férrico en presencia de un antioxidante
se obtiene como producto ferrocianuro de potasio y cloruro ferroso. La presencia de
reductores origina la conversion del complejo Fe3+/ferricianuro a la forma ferrosa
(complejo azul de prusia), en este método (Kalita y col. 2013). EI complejo colorido se
absorbe a una longitud de onda de 700 nm (figura 8).

N
K+ w T|
N==¢c. | - 3+r a2t
“pedr K +Antioxidante —* KFe™[Fe” (CN)e]
R
“1 s S
N
N Ferrocianuro de potasio y Fe*

Ferricianuro de potasio y Fe™* Complejo azul de prusia (700 nm)

Figura 8. Formacion del complejo colorido de ferrocianuro de potasio y Fe?*
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1.5.6 Reduccion del radical DPPH

El radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es reducido por los antioxidantes. EI color del
radical DPPH cambia de color violeta a amarillo después de la reduccion, el radical puede
ser cuantificado a 517 nm por el decremento de la absorbancia. El grado de decoloracién
indica el potencial reductor de la muestra sobre los radicales libres, por la habilidad de la

donacion de hidrogenos (figura 9) (Kalita y col. 2013).

O,N NO, O,N NO,

Agente antioxidante

NO, NO,
DPPH DPPH
Violeta Amarillo

Figura 9. Reduccion del radical DPPH por antioxidantes

1.5.7 Reduccion del radical ABTS

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS). El radical cationico obtenido es un compuesto de
color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcién en el UV-visible a 734 nm. Es
un radical artificial que no mimetiza bien la situacién in vivo, termodindmicamente puede
ser reducido por compuestos que tengan un potencial redox menor que el del ABTS
(0.68V) por ejemplo diversos compuestos fenodlicos. El final de la reaccion lo marca el
antioxidante empleado, generalmente se emplean tiempos cortos. Una de las ventajas de
este ensayo es la realizacion de pruebas en muestras hidrosolubles y liposolubles, con el
disolvente apropiado en cada caso (figura 10) (Prior y col. 2005).
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Figura 10. Formacién del radical ABTS y su reaccion en presencia de un antioxidante

1.6 Pleurotus ostreatus

Pleurotus es un hongo saprofito o parasito débil, descomponedor de madera. Este tipo de
hongo crece abundantemente sobre aliso, balso y arce (Stamets y Chilton 1983). La palabra
Pleurotus (del griego pleuro) significa formado lateralmente o en posicion lateral,
refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo y ostreatus (del latin ostrea) significa
en forma de ostra, refiriéndose a la apariencia (Stamets y Chilton 1983). Pleurotus
pertenece a la clase de los basidiomicetos, comprende a los hongos superiores, cuya
principal caracteristica es la presencia de basidios sobre los cuales se producen las

basidioesporas (Kirk y col. 2001; Rojas 2013). Entre las numerosas especies existentes de
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Pleurotus, las mas conocidas son ostreatus, sajor-caju, florida, cornucopiae, eryngii, tuber
regium, pulmonaris y djamour (Mendaza y Diaz 1981, Alexopoulos y Mims 1996, Pardo
1995).

A Pleurotus ostreatus se le denomina champifion ostra (Ciappini y col. 2004),
girgolas, orellanas u hongo ostra (Suarez y Nieto 2013) oreja, hongo oreja, oreja de
cazahuate o izote, oreja de judas, pero los cultivadores de hongos y en los mercados, en
México, lo nombran seta (Guzméan 1977; Michel y col. 2010). La especie P. ostreatus
ocupa el segundo lugar dentro de la clasificacion de los hongos maés cultivados, a nivel
mundial (Sanchez 2010; Suéarez y Nieto 2013).

Asimismo, a Pleurotus ostreatus se considera un hongo cosmopolita, es decir, se
encuentra en la mayoria de los paises. Crece de forma cespitosa sobre troncos, ramas o
arboles muertos (Sierra-Fernandez 2002; Gaitan-Hernandez y col. 2004). Este hongo
presenta crecimiento micelial rapido, una sobresaliente capacidad de colonizacién saprofita,
técnica de cultivo sencillo y econémico (Breene 1990). El género Pleurotus comprende
especies, comunmente, de color blanco, amarillento, rosado, a veces grisaceo o de color
oscuro, segun la intensidad de la luz (Guinberteau 1990). Pleurotus ostreatus crece en
climas templados, a una temperatura éptima de crecimiento de 25 °C. Otras especies de
Pleurotus crecen en climas semitropicales en temperaturas entre 15 y 28 °C (Breene 1990).

Las cepas de Pleurotus ostreatus estan disponibles en almacenamientos privadas y
comerciales. The American Type Culture Collection (ATCC) facilita la venta de cepas a
poblacion educacional y de investigacion. ATCC tiene cultivos de reserva de cepas salvajes
y domesticadas (Stamets y Chilton 1983).

En general, Pleurotus muestra una sombrilla o pileo y un pie o estipite. Se
identifican laminillas en la cara inferior de la sombrilla abierta (himenio). Las laminillas
son longitudinalmente decurrentes sobre la base del estipite. El pileo, donde se encuentran
las laminillas, es exceéntrico cuando crece en superficies verticales y central cuando crece en
camas. La superficie del pileo se caracteriza por una consistencia lisa y brillante. En tiempo
humedo se vuelve ligeramente viscosa. Las esporas son de color blanco, crema o lila
palido, de forma cilindrica y lisas (Guinberteau 1990; Cohen y col. 2002).

La forma de Pleurotus depende de la edad, primero es abombada y finalmente

puede llegar a ser plana, de embudo, de pétalo de flor o de ostra (Cardona 2001; Sierra-
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Fernandez 2002). Las hifas establecen gradualmente una asociacion esférica de micelio de
uno a dos milimetros (nddulos iniciales o secundarios), de esta forma se crean pequefios
cuerpos que dan origen a los primordios y al crecer a los cuerpos fructiferos (Herrera y
Ulloa 1998; Kiles y Liu 2000). Su tamarfio, regularmente, es de 4 a 13 cm de diametro,
aunque ocasionalmente puede presentar tamafios mayores de acuerdo con las condiciones
de fructificacion (Cardona 2001).

En los hongos macroscépicos existen dos fases de crecimiento (figura 11), la fase
vegetativa o micelial y la fase reproductiva, en la cual se desarrollan los cuerpos fructiferos.
El crecimiento vegetativo esta en contacto directo con el sustrato (Sanchez 1998). La fase
vegetativa es filamentosa, constituida por un conjunto de hifas que se denomina micelio. El
micelio desempefia la funcion de adquirir y distribuir los nutrimentos, asimismo, crear y
formar la estructura de soporte para el desarrollo de los cuerpos fructiferos (Herrera y col.
1998).

Sombrero o pileo —:/6'
/ &
» \,'/ ‘"\.
/ NG

Cuerpo fructifero
(fase reproductiva)

<«— Laminillas
! 0 himenio

Pie o estipite
3 T <— Sustrato
\‘,
Hifa —» 1
— -~ A Micelio  (fase
A, vegetativa)

Apice de la hifa —

Figura 11. Fase vegetativa y reproductiva de Pleurotus (Sanchez 1998)
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1.6.1 Ciclo de vida de Pleurotus
En los basidiomicetes existen dos modelos sexuales, el homotalismo y el heterotalismo. En

el homotalismo los hongos son autocompatibles, es decir, la union sexual puede efectuarse
entre elementos de un mismo micelio. En el heterotalismo son necesarios dos micelios para
su reproduccion, con lo que se asegura que las células diploides (basidios) produzcan
progenie meidtica recombinante (basidiosporas).

El género Pleurotus estd incluido dentro del ualtimo modelo, en el que las
basidiosporas con un nucleo germinan y dan origen al micelio primario monocariotico (A).
Posteriormente, dos micelios primarios compatibles se fusionan (plasmogamia) (B). Con la
fusién de los dos micelios primarios, se forma el micelio secundario dicaridtico y se hacen
presentes las fibulas (C). A partir del micelio secundario se forma el cuerpo fructifero y la
fusion nuclear (cariogamia), ocurre en los basidios encontrados en las laminillas del cuerpo
fructifero (D). Finalmente, durante la meiosis se da origen a cuatro basidiosporas
uninucleadas, estas son expulsadas al medio ambiente. Las basidiosporas son capaces de
germinar y producir micelio monocariético, esto reinicia el ciclo de vida del hongo (figura
12). La condicién monocariética y dicaridtica del micelio se puede distinguir por la
presencia de fibulas (estructuras especializadas que permiten la distribucion de los nucleos
en las células hijas) en el dicarion y su ausencia en el monocarién (Koltin y col.1972;
Ramirez y col. 2000).

En el ciclo de vida del hongo, el cuerpo fructifero aparece brevemente. Durante el
poco tiempo de fructificacion, el micelio se encuentra en un estado de crecimiento rapido,
obtiene nutrientes y forma densas masas similares a las esferas (primordio), que

eventualmente agrandan la estructura del hongo (Stamets y Chilton 1983).
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Figura 12. Ciclo de vida del hongo (Stamets y Chilton 1983)

1.6.2 Produccion de metabolitos

Los hongos producen una amplia gama de metabolitos. La mayoria de estos son requeridos
por el hongo para su crecimiento y metabolismo (metabolitos primarios). También, los
hongos producen compuestos que no se consideran esenciales para su crecimiento
(metabolitos secundarios) (Wainwright 1992).
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Los metabolitos secundarios se producen cuando el hongo ya no crece o se
encuentra en una fase estacionaria. Dentro de estos se incluyen un sinnimero de
compuestos decisivos para la medicina, por ejemplo, los antibidticos. Alternativamente, los
metabolitos fungicos pueden clasificarse en metabolitos generales (producidos por una
diversidad de organismos) y metabolitos especializados (producidos por un nimero
restringido de organismos). Entre los principales usos biotecnoldgicos de la produccién de
metabolitos secundarios de hongos estd la produccion de acidos organicos, por
fermentacion. Dentro de los acidos organicos producidos por los hongos destacan el acido

citrico, gluconico, itacénico y galico (Wainwright 1992).

1.6.3 Contenido nutricional de Pleurotus ostreatus
Los hongos se han considerado como el alimento ideal, debido a su contenido de nutrientes

para humanos y animales (Sanchez y Diaz-Godinez 2004). Los factores que han inducido al
hombre para apreciar el valor nutricional son su consistencia carnosa, facil digestion y
exquisito sabor. Los hongos aportan pocas calorias, en términos relativos, que sacia
enseguida, y por ello su preferencia en la alimentacion moderna (Sanchez y Mata 2012).

La especie Pleurotus ostreatus es una excelente fuente de proteina, debido a que
contiene cerca del 40 % de amino&cidos esenciales. Entre estos se pueden mencionar la
isoleucina, leucina, lisina, metionina, valina (L6pez-Rodriguez y col. 2008), cistina y acido
aspartico (Jayakumar y col. 2009). El contenido de proteina en peso seco se ha reportado
hasta en un 30 %, el de carbohidratos hasta un 57 % vy el contenido de lipidos,
principalmente insaturados, es de hasta el 5 % (Breene 1990; Shah y col. 2004). El
contenido de humedad en los hongos oscila entre el 80 y 90 % (Stamets y Chilton 1983;
Cortés y col. 2007). Esa proteina contenida en los hongos es digestible de un 70 a 80 %
(Sanchez y Mata 2012). En la tabla 3 se muestra la composicién quimica proximal del
hongo Pleurotus ostreatus ATCC 32783.

Pleurotus ostreatus, también, constituye una fuente rica de vitaminas y minerales.
En cuanto a las primeras, tenemos la vitamina D, acido ascorbico (C), tocoferol (E), tiamina
(B1), riboflavina (B2), acido nicotinico (B3), cido pantoténico (B5), piridoxina (B6), acido
folico (B9), cobalamina (B12) y provitaminas como ergosterol y carotenos (Cardona 2001;
Jeena y col. 2014). En lo que respecta a los minerales, se identifican el fésforo, sodio,

20



magnesio, calcio, hierro, manganeso, zinc y cobre (Sales-Campos y col. 2009). Cabe
destacar que la composicion quimica de los hongos dependera de la edad y la especie. Esta
variabilidad se ocasiona por las diferencias en el contenido de humedad, temperatura y la

presencia de nutrientes en el sustrato sobre el que se desarrollan (Cardona 2001).

Tabla 3. Composicion quimica proximal de la harina integral de P. ostreatus ATCC 32783

Componente Base humeda Base seca
g en 100g g en 100g

Humedad 2.62 0
Proteina cruda 32.43 33.30 £ 0.51
Extracto etéreo 4.38 45+0.36
Cenizas 6.36 6.53+0.11
Extracto libre de nitr6geno 42.63 43.78+1.19
Fibra cruda 11.58 11.89*

*Qbtenido por diferencia con el resto de los componentes (Gutiérrez-Hernandez 2016)

1.6.4 Propiedades medicinales de Pleurotus ostreatus
La especie Pleurotus ostreatus se encuentra en la lista de las 37 especies de hongos que se
utilizan en la medicina tradicional de Mesodmerica y México (Guzman 1994). En general,
los hongos producen una amplia gama de productos naturales que abarca desde
componentes con actividad antioxidante, antitumoral e inmunoldgicamente activos hasta
agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirales, citostaticos, enzimaticos, reguladores de
crecimiento, entre otras caracteristicas (Suarez y Nieto 2013; Diaz-Godinez 2016).
Especificamente, a Pleurotus ostreatus se le atribuyen efectos médicos benéficos
como las actividades anticancer, inmunomoduladores, antivirales, antibioticos anti-
inflamatorios, hipocolesterolémico, antitumoral, antitromboético y actividad antioxidante
(Sarangi y col. 2006; Gregori y col. 2007). Los efectos médicos atribuidos a los hongos se
debe principalmente a compuestos funcionales, por ejemplo la quitina (polimero estructural
de la célula) y los beta glucanos (homo y hetero-glucanos con enlaces glucosidicos) se
consideran responsables de ciertas propiedades medicinales. Los beta glucanos estan
presentes en la fraccion de fibra dietética de los hongos, en particular, en la fraccion

insoluble (Ciappini y col. 2004).
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Las moléculas bioactivas presentes en los hongos incluyen a los polisacaridos,
proteoglicanos y polifenoles. Los compuestos polifendlicos —también presentes en los
hongos— se consideran excelentes antioxidantes, debido a la capacidad de recoleccion de
radicales libres (de Brujin y col. 2008). Los polifenoles encontrados en los hongos
dependen de diferentes factores, por ejemplo técnicas de cultivo, sustrato donde se
desarrollan, condiciones climaticas extremas, de crecimiento, edad, procesamiento y
contaminacion. Estas condiciones hacen que los hongos presentes en diversas regiones
varien en su composicion y se altere su metabolismo, esto genera una amplia diversidad de

compuestos quimicos (Zuluaga Vega y col. 2007; Barros y col. 2009).

2. ANTECEDENTES
Diferentes investigaciones han mostrado la actividad antioxidante, conferida por

metabolitos secundarios, del micelio (obtenido por fermentaciones liquidas) de distintas
especies de hongos. Reyes y col. (2008) cultivaron en un medio de cultivo liquido los
hongos Beltraniella japonica, B. portoricensis, Beltraniopsis sp., Gliomastix murorum y
MR45 para evaluar la actividad antioxidante del micelio y los extractos fungicos filtrados,
ademas, realizaron un analisis por cromatografia de gases—espectrometria de masas (CG—
EM). Utilizaron los medios de cultivo Czapeck-Dox enriquecido con extracto de levadura
(CDL) y caldo de papa dextrosa (CPD) para el crecimiento del hongo. La fermentacion se
mantuvo a 25 °C con fotoperiodo de luz/oscuridad de 12/12 horas, con una velocidad de
agitacion de 150 rpm, durante 20 dias. A los EFF y extractos elaborados con micelio
liofilizado y acetato de etilo se les evalud la actividad reductora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y actividad antimicrobiana. Los resultados mostraron una alta
capacidad antioxidante en los EFF de B. japonica, G. murorum y MR45, en los medios
CPD y CDL. Los extractos realizados con micelio no presentaron actividad antioxidante.
Finalmente, el perfil bioldgico y la cromatografia de gases—espectrometria de masas (CG—
EM) de los extractos activos confirmaron la versatilidad metabdlica de los hongos, a ser
susceptibles de manipulacion para la produccién de metabolitos utiles en farmacia y
agricultura.

Asimismo, se han realizado investigaciones en las que reportan ademas de la

actividad antioxidante, el contenido de polifenoles y flavonoides totales de hongos
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comestibles crecidos en fermentacion en medio liquido. Barros y col. (2008) reportaron la
evaluacion antioxidante del micelio de Leucopaxillus giganteus (hongo comestible),
obtenido de fermentaciones en medio liquido, con diferentes fuentes de carbono: glucosa,
sacarosa, fructosa y manitol. De extractos metanolicos de micelio evaluaron polifenoles,
flavonoides y actividad antioxidante (por actividad reductora del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), poder reductor y el sistema modelo del linoleato de B-caroteno).
(Este hongo se distingue porque ha sido empleado por la industria quimica para la
extraccion de antibidticos). Los resultados mostraron que, durante el tiempo de
fermentacion (60 dias), la concentracion de compuestos antioxidantes aumenté como una
respuesta al estrés oxidativo y a la produccion de radicales libres. Asimismo, la mejor
fermentacion en medio liquido fue la realizada con glucosa, como fuente de carbono. Esta
fermentacion presenté mayor contenido de polifenoles (1.9 £ 0.55 mg equivalentes de acido
galico/g de extracto), flavonoides (12.7 £ 1.09 mg equivalentes de catequina por gramo de
extracto) y valores bajos de ECs, de la prueba de DPPH (3.2 + 0.155 mg/mL de extracto),
[-caroteno (0.7 £ 0.126 mg /mL de extracto) y, finalmente, poder reductor (absorbancia de
0.8 = 0.133). El valor de ECsg representa la concentracion de la muestra requerida para
neutralizar el 50 % de los radicales libres.

Arboleda y Mejia (2010) realizaron otra investigacion en la que decidieron evaluar
la influencia del pH e inductores en el medio de cultivo: cobre y aserrin de guadua
(Angustifolia kunth) para la produccion de enzima lacasa y la actividad antioxidante. Ellos
trabajaron con el micelio del hongo Ganoderma sp. El micelio se obtuvo de una
fermentacion en medio liquido (150 rpm, 30 °C, por 30 dias). Realizaron extractos
metanolicos de micelio seco. A los extractos se les evalud polifenoles totales y actividad
reductora de los radicales DPPH y ABTS (acido 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico). Resultados para la actividad antioxidante, el mayor porcentaje de inhibicion del
radical ABTS (86 %) se observo a pH 4, sin adicion de cobre y con un porcentaje de aserrin
de 1.50; y el mayor porcentaje de inhibicion del radical DPPH (57 %) se observé a pH 6,
sin adicién de cobre ni aserrin de guadua.

Por su parte, Vamanu y col. (2011) evaluaron la actividad antimicrobiana y
antioxidante del micelio de dos cepas de Pleurotus (EVFB1 y EVFB4). El micelio se

obtuvo de fermentaciones en medio liquido (150 rpm, por 10 dias). La fuente de carbono
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utilizada para la cepa EVFB1 fue glucosa al 10 % y para EVFB4 fue lactosa al 15 %. La
biomasa se liofiliz6 y, posteriormente, se realizaron extractos con etanol y metanol. A los
extractos se les realizaron pruebas de polifenoles totales, actividad reductora del radical
DPPH y poder reductor. Los resultados mostraron que los extractos etanélicos de ambas
cepas obtuvieron un 10 % maés de actividad antioxidante en comparacion con los extractos
metanolicos. La cantidad de polifenoles obtenidos fue diferente, sin importar el solvente
usado. Sin embargo, la cepa EVFB1 fue 29 % mas eficiente, con un maximo de 68.6 mg
EAGI/g. Para el caso del poder reductor, los extractos etanélicos de ambas cepas fueron los
mas eficientes (absorbancia de 2 y 2.2). La conclusion que obtuvieron fue que los extractos
etandlicos de ambas cepas presentan la mayor cantidad de compuestos antioxidantes. Asi el
uso de dichos extractos podrian tener un efecto benéfico en contra de los radicales libres.

Otra investigacion realizada para evaluar actividad antioxidante de micelio
(obtenido por fermentacién liquida), pero ademas del cuerpo fructifero de un mismo hongo
la realiz6 Jeena y col. (2014). Ellos investigaron el potencial antioxidante, polifenoles y
flavonoides de extractos metandlicos de micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus sajor-
caju (Fr.) Singer, Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) P Kumm y Pleurotus sapidus (Schulzer
y Kalchbr.) Sacc. El micelio se obtuvo de una fermentacioén en medio liquido (120 rpm, 25
°C de 10 a 12 dias) y los cuerpos fructiferos se cosecharon en su etapa madura. Los
resultados mostraron mayor actividad antioxidante (P. sajor-caju 88.9 % a 10 mg/mL) y
poder reductor (1.98 a 10 mg/mL) en los cuerpos fructiferos. Mientras que el micelio
presentd mayor actividad quelante a 10 mg/mL (P. sapidus 99 %). Pleurotus sajor-caju
obtuvo mayor potencial antioxidante en comparacion con las otras dos especies. Asimismo,
este ultimo presentd mayor contenido de polifenoles y flavonoides 1.53 mg EAG/g y 1.88
mg equivalentes catequina/g, respectivamente. Concluyen que las especies de Pleurotus
podrian ser usadas como fuente natural de antioxidantes para suplementos alimenticios.

Las distintas investigaciones que se han presentado, hasta este punto, solo muestran
evaluacion de la actividad antioxidante de micelio obtenido por fermentaciones en medio
liquido. A continuacion, se muestra mas informacién del contenido de polifenoles,
flavonoides y actividad antioxidante de extractos (elaborados con disolventes con diferente

polaridad) de cuerpos fructiferos de diversos generos y especies de hongos.
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Jeng-Leun y col. (2002) evaluaron las propiedades antioxidantes y polifenoles
totales de extractos metandlicos de hongos comerciales, disponibles en Taiwan, llamados
Ganoderma lucidum, Ganoderma lucidum antler, Ganoderma tsugae y Coriolus versicolor.
En los resultados se muestra una excelente actividad antioxidante a 6 mg/mL para G.
lucidum, G. lucidum antler y G. tsugae, 2.30-6.41 % de peroxidacion lipidica. A 4 mg/mL
se obtuvo mayor poder reductor por parte del hongo G. tsugae (2.38), seguido de G.
lucidum antler (2.28), G. lucidum (1.62) y C. versicolor (0.79). A 0.64 mg/mL, el efecto
neutralizador del radical DPPH fue de 67.6-74.4 % para Ganoderma y 24.6 % para C.
versicolor. Para la prueba neutralizadora del radical peroxi, G. lucidum y G. lucidum antler
a 16 mg/mL presentaron 51.2 y 52.6 % de inhibicion. En la prueba de efecto quelante del
ion metalico, a concentracion de 2.4 mg/mL, el hongo G. lucidum antler fue el mejor con
67.7 %, seguido de G. lucidum (55.5 %), G. tsugae (44.8 %), y C. versicolor (13.2 %). En
el caso del contenido de polifenoles totales fue mayor en G. lucidum antler y G. tsugae, con
55.96 + 0.58 y 51.28 + 0.51 mg EAG/g de muestra. Estos dos ultimos hongos presentaron
los mejores resultados de su investigacion.

En el norte de México (estado de Chihuahua) se analizaron los fenoles totales y la
capacidad antioxidante de tres hongos silvestres (Agaricus sp., Boletus sp. y Macrolepiota
sp.) y dos comerciales (Agaricus bisporus cepa blanca y Portabella: Agaricus bisporus cepa
café). La concentracién de fenoles totales y actividad antioxidante (poder antioxidante
reductor de hierro, FRAP) se determinaron a partir de extractos con metanol al 80 %. Los
hongos silvestres presentaron valores mas altos en fenoles totales y actividad antioxidante,
frente a hongos comerciales. Las caracteristicas de los hongos silvestres hacen que puedan
ser considerados como complemento de la dieta, ya que puedan presentar beneficios para la
salud (Alvarez-Parrilla y col. 2007).

Barros y col. (2007) evaluaron la actividad antioxidante de extractos metandlicos de
tres especies de hongos silvestres comestibles portugueses: Leucopaxillus giganteus,
Sarcodon imbricatus y Agaricus arvensis. A los extractos se les realizo la prueba reductora
del radical DPPH, poder reductor, inhibicion de la hemdlisis de los eritrocitos y actividad
antioxidante mediante el sistema de modelo de linoleato de B-caroteno y polifenoles totales.
Los resultados mostraron otros antioxidantes en los tres hongos portugueses y las

cantidades se encontraron en bajas cantidades, acido ascorbico, B-caroteno y licopeno. Por
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otra parte, el mayor componente antioxidante de los extractos de Leucopaxillus giganteus,
Sarcodon imbricatus y Agaricus arvensis fueron los fenoles totales, con 6.29 + 0.20, 3.76 +
0.11 y 2.83 + 0.09 mg de EAG/g de extracto, respectivamente. Leucopaxillus giganteus
presento el mayor contenido de polifenoles y el menor valor de ECsy en todas las pruebas
realizadas (DPPH 1.44 mg/mL de extracto, poder reductor 1.71 mg/mL, inhibicion de la
hemdlisis de los eritrocitos 1.80 mg/mL vy actividad antioxidante mediante el sistema de
modelo de linoleato de B-caroteno 2 mg/mL).

Pornariya y Kanok-Orn (2009) evaluaron los hongos Pleurotus ostreatus y
Pleurotus sajor-caju, obtenidos de una granja local de Tailandia. Los extractos acuosos y
etandlicos al 95 % se obtuvieron con hongos secos. A los extractos se les determind
polifenoles totales, actividad reductora del radical DPPH y FRAP. Los resultados de los
extractos acuosos presentaron un alto contenido de polifenoles totales y alta actividad
antioxidante en ambos hongos. Para los polifenoles totales en extractos acuosos y
etandlicos, se obtuvo 4247 + 227 y 3093 + 1.92 mg EAG/g de muestra seca,
respectivamente, en Pleurotus ostreatus. Para Pleurotus sajor-caju se obtuvo 39.98 + 1.88
y 29.30 = 1.60 mg EAG/g de muestra seca, respectivamente. En las pruebas de DPPH y
FRAP, Pleurotus ostreatus presentd mayor inhibicion del radical con 83 %, del extracto
acuoso y mayor poder antioxidante reductor de hierro con 4.38 mmol Fe®*/L, ambos a 20
mg/mL de extracto, respectivamente.

En el caso de Hip y col. (2009) reportaron el rendimiento de sustancias fendlicas
extraidas de solventes con diferente polaridad (metanol, etanol, acetona, agua y hexano).
Utilizaron cuatro especies de hongos (Pleurotus sp., Hygrocybe conica, Schizophyllum
commune y Lentinus ciliatus) y uno cultivado (Pleurotus ostreatus). Los extractos se
realizaron con los hongos secos a diferentes tiempos (60, 150, 240 330 y 420 min) y
temperaturas (25, 30, 40, 50, y 60 °C). A los extractos se les evalud polifenoles,
flavonoides y taninos condensados. Los resultados mostraron que el extracto acuoso fue el
mejor para la extraccion de compuestos fenolicos. Asimismo, el extracto acuoso de
Pleurotus sp. mostrd la mayor cuantificacion de polifenoles totales, seguido de flavonoides
y taninos condensados 901.75 + 2.27 mg EAG/100g, 184.80 + 1.47 y 224.75 + 6.47 mg
equivalentes catequina/100g, respectivamente.
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Hung y Nhi (2012) evaluaron polifenoles totales libres y ligados, actividad
antioxidante y valor nutricional de cinco hongos de Vietnam (Pleurotus ostreatus,
Volvariella volvacea, Lentinula edodes, Auricularia polytricha y Ganoderma lucidum). Los
extractos se realizaron con etanol al 80 % e hidrdlisis alcalina. En los resultados, los hongos
V. volvécea y G. lucidum presentaron el mayor contenido de polifenoles totales libres y
ligados con 4122.7 y 670.9 ug EAG/g de muestra seca, respectivamente. Estos mismos
hongos obtuvieron el mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH con 82.9 y 7.5 %,
respectivamente. Por ultimo, los hongos V. volvacea y L. edodes se consideraron un fuente
de proteina, presentaron un rango de 26.3- 36.5 %, en peso fresco.

En el afio 2013, Gan y col. analizaron polifenoles totales, flavonoides y la actividad
antioxidante de Agaricus bisporus blanco (obtenido de un centro comercial de Selangor,
Malasia) y Agaricus brasiliensis (obtenido de un local de medicina china). Para esta
investigacién realizaron dos tipos de extractos: el primero fue con etanol al 60 % y el
segundo con agua. Los resultados mostraron que Agaricus bisporus blanco tuvo mayor
contenido de polifenoles en el extracto acuoso (21.47 + 0.48 mg EAG/g de peso seco)
mientras que Agaricus brasiliensis tuvo mayor cuantificacion de polifenoles en el extracto
etandlico (12.50 £ 0.22 mg EAG/g de seco de extracto). En el contenido de flavonoides
totales Agaricus brasiliensis tuvo mayor contenido que Agaricus bisporus con 5.36 + 0.20
y 3.37 £ 0.17 mg eqgivalentes quercetina/g seco de extracto para el extracto etanolico y
acuoso, respectivamente. En la actividad antioxidante por el método del poder antioxidante
reductor de hierro (FRAP), Agaricus brasiliensis presentdé mayor actividad antioxidante
total que Agaricus bisporus en el extracto etandlico y de forma opuesta en el extracto
acuoso (107.24 + 2.19 y 186.72 + 2.84 umol equivalentes Fe**/g de peso seco de extracto).
En la prueba reductora del radical DPPH, Agaricus brasiliensis presentd valores de ECs
menores, 1.67 + 0.21 y 3.80 £ 0.72 mg/mL para el extracto etandlico y acuoso,
respectivamente. Finalmente, la actividad antioxidante presentada en el extracto etanolico
se debio a la presencia de polifenoles.

En el mismo afio (2013), Menaga y col. reportaron la actividad antioxidante de un
extracto metandlico de Pleurotus florida. El extracto fue hecho con el aparato de Soxhlet.
Evaluaron actividad reductora del radical DPPH, poder reductor, radical superoxido, radical

hidroxilo y actividad queladora de metales. A concentracion de 100 pg/mL, el resultado
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para la prueba de DPPH fue de 78 % de inhibicion del radical. El valor de ICsy para la
misma prueba fue de 50 pg/mL. El extracto manifestd significante poder reductor con
0.911 de absorbancia. A una concentracion maxima del extracto metandlico de 1000 pg/mL
mostrd inhibicion del éxido nitrico y radical superoxido con 81.8 y 65 %, respectivamente.
También, presentd efecto quelante e inhibicion del radical peroxi con 64 y 59 %,
respectivamente. Concluyeron que el extracto metandlico present6 actividad antioxidante
significativa y el hongo podria ser un alimento accesible con antioxidantes naturales.

Otras investigaciones, ademas de evaluar la actividad antioxidante por algunos
métodos, también han reportado compuestos antioxidantes encontrados en los diferentes
extractos evaluados. Por ejemplo, Guzman y col. (2009) evaluaron un extracto etanolico del
hongo comestible Pleurotus djamor. Al extracto etanolico se le realizd un analisis quimico
mediante cromatografia de gases de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas.
Este andlisis permitio identificar 13 compuestos esteroidales, los que se reportaron por
primera vez en esta especie. Al extracto también le fue evaluada la actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH y ABTS, encontrando valores ICsode 115.5 y 29.37 pg/mL de
extracto. Los datos obtenidos por estos autores sugieren que Pleurotus djamor puede ser
usado como una sustancia antioxidante natural.

De igual manera, Zuluaga y col. (2007) evaluaron el extracto etandlico del hongo
Ganoderma lucidum por analisis de cromatografia de gases de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas. Se identificaron 14 compuestos. En los resultados de los
extractos, encontraron compuestos no reportados en la bibliografia. Por lo tanto se
propusieron como compuestos quimicos novedosos. También, evaluaron la actividad
antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS, encontrando valores de ECso de 48.7 ppm
y 15.5 ppm en el subextracto de acetato de etilo y 80.7 ppm y 19.2 ppm en el subextracto de
diclorometano, respectivamente. Estos extractos se obtuvieron por las diferentes fracciones
realizadas del extracto metanolico.

Yee y col. (2008) seleccionaron cinco especies de hongos comestibles (Pleurotus
sp., Hygrocybe sp., Hygrophorus sp., Schizophyllum commune, y Polyporus tenuiculust)
para determinar la composicion proximal, vitaminas (retinol, a-tocoferol, y-tocoferol,
tiamina, rivoflavina y &cido ascorbico), minerales, actividad antioxidante y fenoles totales.

Los extractos se realizaron con dos diferentes disolventes, éter de petrdleo y metanol,
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manteniéndose en agitacion por 24 h a temperatura ambiente. Los resultados mostraron que
el hongo Hygrocybe sp. presentd el mayor contenido de fenoles totales en el extracto de
éter de petroleo y metandlico con 28.23 y 42.21 mg EAG/g de extracto, respectivamente.
Para la actividad reductora del radical DPPH, el extracto de éter de petréleo del hongo
Pleurotus sp. fue el mejor con 83.04 % de inhibicién del radical (a 20 mg/mL de extracto).
En el efecto quelante del ién metélico, Hygrophorus sp. obtuvo el mayor efecto quelante
con 67.39 % e Hygrocybe sp. con 92 % del extracto de éter de petréleo y metanolico (a 20
mg/mL de extracto), respectivamente. Asimismo, los extractos de hongos no presentaron un
alto contenido de a-tocoferol, tiamina y &cido ascérbico excepto Pleurotus sp. Como
conclusién, mencionaron que los compuestos encontrados en los extractos de hongos
podrian ser usados como una fuente natural de antioxidantes para suplementacion de
alimentos.

Barros y col. (2008) determinaron la actividad antioxidante de cinco hongos del
género Agaricus sp. por ensayos quimicos, bioquimicos y electroquimicos. Los hongos se
liofilizaron y, posteriormente, se realizaron extractos metandlicos (obtenidos a 25 °C a 150
rpm por 24 h). En los ensayos quimicos se evalu6 poder reductor y actividad reductora de
DPPH. Para los ensayos bioguimicos se evalu6 la capacidad de inhibicién de peroxidacion
lipidica. Los resultados mostraron que Agaricus silvaticus tuvo los valores méas bajos de
ECso para la actividad reductora del radical DPPH, poder reductor, inhibicion de
blanqueamiento de [-caroteno, inhibicion de hemolisis e inhibicion de peroxidacion
lipidica TBARS con 5.37 + 0.06, 2.08 + 0.05, 3.72 + 0.21, 22.15 + 0.31 y17.79 = 0.10
mg/mL de extracto, respectivamente. Asimismo, Agaricus silvaticus presentd mayor
contenido de polifenoles totales y flavonoides con 8.95 + 0.30 mg EAG/g de extracto y
3.88 + 0.04 mg equivalentes catequina/g de extracto, respectivamente. Agaricus silvaticus,
Agaricus romagnesii y Agaricus silvicola presentaron la misma cantidad de acido ascérbico
(0.04 £ 0.00 mg de &cido ascorbico/g de extracto). Por otra parte, Agaricus arvensis
presentd mayor contenido de B-caroteno y licopeno con 8.52 + 0.38 y 4.70 +0.25 pg de
carotenoides/g de extracto.

Barros y col. (2009) realizaron un andlisis de compuestos fendlicos en 16 hongos
comestibles de Portugal (Agaricus arvensis, Agaricus bisporus, Agaricus silvicola,

Agaricus romagnesii, Cantharellus cibarius, Hypholoma fasciculare, Lactarius deliciosus,
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Lactarius piperatus, Leucopaxillus giganteus, Lepista nuda, Lycoperdon molle,
Lycoperdon perlatum, Macrolepiota procera, Sarcodon imbricatus, Ramaria botrytis,
Tricholoma acerbum). El anélisis se realizd por cromatografia liquida de alto rendimiento
acoplada a detector de matriz de fotodiodos y espectrémetro de masas (HPLC-DAD-
ESI/MS). Estos autores no encontraron flavonoides pero si diversos acidos fendlicos
Ilamados protocatecuico, p-hidroxibenzoico, p-cumarico y dos isémeros del acido vanilico
(tabla 4). También, evaluaron la cuantificacion de polifenoles totales y actividad
antioxidante, por el método de reducciédn del radical DPPH, en donde se obtuvieron rangos
de 1.75-20.32 mg EAG/g de extracto y ECsy = 0.66-20.24 mg/ml de extracto,
respectivamente.

Tabla 4. Acidos fenélicos de hongos comestibles

Compuesto Hongo Referencia

Acido protocatecuico Lepista nuda
Ramaria botrytis

Acido p-hidroxibenzoico | Agaricus arvensis
Agaricus bisporus
Agaricus silvicola
Agaricus romagnesii
Lactarius deliciosus
Lepista nuda
Lycoperdon molle
Sarcodon imbricatus Barros y col. (2009)
Ramaria botrytis
Tricholoma acerbum

Isbmeros  del  &cido | Lycoperdon molle (TR:40.5y 44.1 min)
Tricholoma acerbum (TR: 40.5y 44.1

vanilico ;
min)

Acido p-cumarico Agaricus arvensis
Agaricus silvicola
Lepista nuda

Otra investigacion fue realizada por Shirmila y Radhamany (2012) en la que
trabajaron con el hongo bioluminiscente Omphalotus nidiformis con el fin de promover la
sustentabilidad del mismo. Evaluaron polifenoles totales, flavonoides totales, actividad
reductora del radical DPPH, cromatografia de capa fina para componentes antioxidantes y

30




ensayo de Dot-blot de un extracto metandlico (elaborado en el aparato de Soxhlet). El
analisis fitoquimico preliminar mostr6 la presencia de compuestos activos: fenoles,
flavonoides, alcaloides, terpenoides y saponinas. El contenido de polifenoles totales fue de
1.901 + 0.011 mg EAG/g de extracto. El contenido total de flavonoides se estimo6 en 0.29
mg de equivalentes quercetina/g de extracto seco. El ensayo de Dot-blot y la cromatografia
indicaron la presencia de compuestos antioxidantes. La actividad reductora del radical
DPPH present6é un ICsp = 450 pg/mL de extracto. Concluyeron que el hongo Omphalotus

nidiformis contiene metabolitos secundarios con alta actividad antioxidante.
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3. JUSTIFICACION
En la actualidad, el estudio de los componentes bioactivos de los hongos comestibles se ha

incrementado a nivel mundial. Se han realizado muchos esfuerzos para extraer, identificar y
evaluar los efectos de compuestos bioactivos de hongos, in vivo o in vitro. Por esta razén, la
busqueda y caracterizacién de compuestos bioactivos con actividad antioxidante de otras
especies de hongos es trascendental. Por ello, el uso potencial del hongo Pleurotus
ostreatus (ATCC 32783) seria una opcién valiosa, en la investigacion cientifica de la
biotecnologia, para la produccién de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante.
Estas propiedades que se buscan en Pleurotus ostreatus resultarian dutiles,
particularmente para reconocerlo como nueva fuente de antioxidantes naturales. Por lo
anterior, esta investigacion consistié en evaluar los compuestos polifendlicos y la actividad
antioxidante del hongo Pleurotus ostreatus ATCC 32783 en sus distintas fases de

crecimiento (micelio, primordio y cuerpo fructifero) y aportar conocimiento relevante.

4. HIPOTESIS
El nivel de actividad antioxidante que presente el hongo Pleurotus ostreatus, en fresco y

deshidratado, dependera de la etapa de crecimiento en la que se encuentre el hongo asi

como el tipo de solvente y temperatura utilizados.
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5. OBJETIVOS
Evaluar la actividad antioxidante del hongo Pleurotus ostreatus en sus distintas fases de

crecimiento desarrollado en paja de trigo

5.1 Objetivos particulares

1.

Realizar extractos con disolventes y el hongo Pleurotus ostreatus en sus distintas
fases de crecimiento.

Evaluar polifenoles totales y flavonoides de los extractos del hongo Pleurotus
ostreatus en sus distintas fases de crecimiento.

Evaluar la actividad antioxidante, por distintos métodos, de los extractos del hongo
Pleurotus ostreatus en sus distintas fases de crecimiento.

Realizar una caracterizacion de compuestos fendlicos por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas de los mejores extractos.
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6. MATERIALES Y METODOS

En esta investigacion el organismo de estudio fue el hongo Pleurotus ostreatus en sus

distintas fases de crecimiento (micelio, primordio y cuerpo fructifero). Las fases de

crecimiento fueron utilizadas en deshidratado y fresco para la elaboracién de extractos, a

temperatura ambiente y ebullicion, con solventes de diferente polaridad. A los extractos

obtenidos se les determinaron polifenoles y flavonoides totales asi como la evaluacion de la

actividad antioxidante. Finalmente, a los mejores extractos se les realiz6 un analisis por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (figura 13).

| Pleurotus ostreatus ATCC 32783 |

v %
Micelio Primordio Cuerpo fructifero

| [

\2 N
| Deshidratado |
v Vi
Extraccion a temperatura ambiente Agua Extraccion por ebullicion
[
Metanol

\]

Cromatografia de
gases acoplada a

Determinacion de polifenoles totales

espectrometria de |
masas

Determinacion de flavonoides

Evaluacion de actividad antioxidante | <

Poder antioxidante reductor del fierro (FRAP)

<

Actividad quelante de Fe?*

<

Poder reductor del ion Fe?*

| <

Reduccioén del radical DPPH

B3

Reduccion del radical ABTS

| <

Figura 13. Estrategia experimental para la determinacion de polifenoles y flavonoides
totales y la evaluacion de la actividad antioxidante del hongo Pleurotus ostreatus
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6.1 Organismo de estudio

En esta investigacion se utilizo la cepa Pleurotus ostreatus ATCC 32783 (American Type
Culture Collection, Manassas, EUA). EIl in6culo de Pleurotus ostreatus se desarroll6 en
cajas Petri sobre agar extracto de malta, a una temperatura de 28 °C durante siete dias,

almacenandose a 4 °C y resembrandose cada mes (para mantener la cepa activa).

6.2 Condiciones de cultivo

Una vez invadida la caja Petri por el crecimiento del micelio de Pleurotus ostreatus, 10
pellets de micelio (tomados de la periferia de la colonia) de 4 mm de didmetro se
inocularon en granos de trigo (500 g), previamente hidratado y esterilizado. Posteriormente,
el trigo ya inoculado se incub6 a 28 °C, para la obtencion de la semilla.

Al obtener la semilla, esta fue inoculada en paja de trigo, previamente pasteurizada (5 kg a
70 % de humedad) en una bolsa de plastico e incubada en un cuarto oscuro a una
temperatura de 25 °C por 15 dias, aproximadamente. Enseguida, la bolsa de paja invadida
por el micelio fue expuesta a luz/oscuridad a 21 °C por 8 dias. Durante este proceso, se
obtuvo el hongo en sus diferentes fases de crecimiento, el micelio (crecido en la paja de
trigo), los primordios y cuerpos fructiferos.

6.3 Obtencion de los extractos
Para la realizacién de los extractos se utilizo el hongo Pleurotus ostreatus en sus distintas
etapas de crecimiento de dos maneras, en fresco y deshidratado. EI hongo en sus distintas
etapas de crecimiento obtenido en fresco se macerd, con un mortero, y se procedié a la
elaboracion del extracto. En el caso del hongo en sus distintas etapas de crecimiento
deshidratado, éste llevd un proceso de deshidratacién en un horno a 58 °C por 24 h.
Posteriormente, se realizé una molienda y finalmente un tamizado, con una abertura de
malla de 420 micrones (malla No. 40, MONTINOX 10165). La harina obtenida del hongo
en sus distintas fases de crecimiento se almaceno a 4 °C hasta su utilizacion. Aunque en
esta investigacion se utilizé el hongo en fresco y deshidratado, los resultados se reportaron
en base seca considerandose el 90 % de humedad del hongo fresco.

Todos los extractos se realizaron con la metodologia propuesta por Miliauskas y col.
(2004), con 0.5 g de muestra y 10 mL de disolvente. Los extractos se realizaron con

diferentes temperaturas, a temperatura ambiente (TA) y por ebullicion (E). Los extractos
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obtenidos a temperatura ambiente se realizaron con dos disolventes, agua y metanol. En
estos extractos, la mezcla (muestra + disolvente) se mantuvo en agitacion por 30 minutos.
Los extractos obtenidos por ebullicion se realizaron con dos disolventes, agua y
metanol. En el caso de la extraccion acuosa, se calentd el agua hasta su ebullicion y se
agrego la muestra; la mezcla se dejé en ebullicion por 5 minutos. Para el caso de la
extraccion con metanol, se llevdé a cabo con el equipo Soxhlet (AOAC 2000). El
sobrenadante se recuperd por centrifugacion para el caso de los extractos acuosos. Para los
extractos realizados con metanol, los sobrenadantes se recuperaron con un rotavapor. El
residuo obtenido se solubilizd en dimetilsulfoxido al 5 %. Todos los extractos obtenidos se

almacenaron a 4 °C para su posterior utilizacion.

6.4 Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se determin6 de acuerdo con el método descrito por
Singleton y col. (1999). Brevemente, se mezclaron 500 pL de extracto con 4.5 mL de agua
destilada, 200 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, 500 pL de solucion saturada de carbonato de
sodio (Na;CO3) y 4.3 mL de agua destilada. La mezcla se incubé 1 h en oscuridad a
temperatura ambiente y su absorbancia se midi6 a 765 nm. Se realiz6 una curva de
calibracion con acido galico de 25-200 mg/L (apéndice A). El contenido de polifenoles
totales se reporté en miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de muestra
deshidratada (mg EAG/g).

6.5 Determinacion de flavonoides

El contenido de flavonoides se determiné de acuerdo con el método descrito por Chia-Chi y
col. (2002). Brevemente, se mezclaron 500 pL de extracto con 1.5 mL de etanol al 95 %,
100 pL de cloruro de aluminio al 10 %, 100 pL de acetato de potasio al 1 M y 2.8 mL de
agua destilada. La mezcla se incub6 por 30 min en oscuridad a temperatura ambiente y su
absorbancia se midio a 415 nm. Se realizo una curva de calibracion con quercetina de 0-10
mg/100 mL (apéndice B). El contenido de flavonoides se reportdé en miligramos

equivalentes de quercetina por gramo de muestra deshidratada (mg EQ/Q).
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6.6 Poder antioxidante reductor de hierro

La prueba de poder antioxidante reductor de hierro (FRAP) se determind de acuerdo con el
método realizado por Sudha y col. (2012). El reactivo FRAP se realiz6 con 2.5 mL de 10
mM de TPTZ (2,4,6 tripiridil-s triazina) en 40 mM de HCI, 2.5 mL de FeCl3-6H,0 a 10
mM y 25 mL de buffer de acetatos a 0.3 M (pH 3.6). El reactivo FRAP se prepard
diariamente y se mantuvo a 37 °C. La mezcla de reaccion se realizd con 900 pL del
reactivo FRAP, 90 uL de agua destilada y 30 L de extracto. La mezcla se incubo a 37 °C
por 10 min en bafio maria. Al final de la incubacion se ley6 su absorbancia a 593 nm. Se
realiz6 una curva de calibracion con sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H,0) de 100-
1800 uM (apéndice C). Los datos se reportaron en micromoles de sulfato de hierro por
gramo de muestra deshidratada (UM de FeSO./g).

6.7 Actividad quelante de iones metélicos

La actividad quelante de iones metalicos se realizd de acuerdo con el método descrito
previamente por Zhengjun y col. (2008). Se mezclaron 1 mL de extracto con 50 pL de
FeCl, al 2 mM/L, 1.85 mL de agua destilada y 100 pL de ferrozina al 5 mM/L. La mezcla
de reaccion se agitd vigorosamente y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 min.
Finalmente, se leyd su absorbancia a 562 nm. El efecto quelante se calculé con la siguiente

ecuacion:
% EfeCtO quelante = [(Acontro| - Amuestra) /Acontr0|] X 100

Acontro= Absorbancia del control negativo.

Amuestra= Absorbancia de la muestra después de 10 min.

La actividad quelante se reporté en valores de ECsy con unidades de mg EAG/L. Los
valores de ECs, se calcularon a partir del grafico que representa la concentracion de la
muestra requerida para un efecto quelante del 50 %. El valor de ECsg se usa frecuentemente
para expresar la cantidad o concentracion de extracto necesario para neutralizar el 50 % de
radicales libres. El valor de ECs, es inversamente proporcional a la actividad quelante del

extracto (Seow-Mun y col. 2012).
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6.8 Poder reductor

El poder reductor se realizd de acuerdo con el método descrito por Seow-Mun y col.
(2012). Se mezclaron 50 pL de extracto con 200 pL de buffer de fosfatos (0.02 M a pH
6.6), 200 pL de hexacianoferrato de potasio [KsFe(CN)g] al 1 %. Esta mezcla se agito y se
incub6 a bafio maria por 20 min a 50 °C. Después, se le agregaron 250 pL de acido
tricloroacético al 10 % y se centrifugd esta nueva mezcla a 3000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente. Del sobrenadante recuperado de dicha mezcla, se tomaron 500 pL y
se agregaron 500 pL de agua desionizada y 100 pL de cloruro férrico (FeCls) al 0.1 %.
Finalmente, se agitd y se ley6 su absorbancia a 700 nm. Los resultados se reportaron por la
absorbancia obtenida a las concentraciones de 100 y 500 mg EAG/L para las muestras en
deshidratado y frescas, respectivamente. Las diversas concentraciones utilizadas de los
extractos se graficaron vs. las absorbancias obtenidas para indicar que son dependientes de

la concentracion.

6.9 Actividad reductora del radical DPPH

La prueba antioxidante con el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) se realizé de
acuerdo con Moraes-de-Souza y col. (2008). Se mezclaron 500 pL de extracto, 3 mL de
metanol y 300 pL del radical DPPH (este a 0.5 mM preparado con metanol). La mezcla se
incubd por 45 min en oscuridad a temperatura ambiente. Al final de la incubacion se leyd

su absorbancia a 517 nm. El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente ecuacion:
% de inibicion = [(Acontrol — Amuestra) / Acontrot] X 100

Acontroi= Absorbancia del control negativo.

Amuestra= Absorbancia de la muestra después de 45 min.

6.10 Actividad reductora del radical ABTS

La prueba antioxidante con el radical ABTS se realizd de acuerdo con Re y col. (1999) con
algunas modificaciones. El radical libre ABTS se obtuvo tras la reaccion del ABTS (&cido
2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico) (7mM) con persulfato de potasio (2.45
mM concentracion final). Para la formacion del radical, se mantuvo de 12 a 16 horas a
temperatura ambiente (25 °C) en la oscuridad. Una vez formado el radical ABTS™, este se

diluyo en agua hasta obtener una absorbancia comprendida entre 0.700 (£ 0.2) a 734 nm.
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La mezcla de reaccion se realizé con 70 puL de muestra y 3 mL del radical ABTS. Esta
mezcla se incubo en oscuridad a temperatura ambiente por 6 min y se ley6 su absorbancia a
734 nm. La disminucion de la coloracion se expresé como el porcentaje de inhibicion del

radical ABTS™. El porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente ecuacion:
% de inibicion = [(Acontrol — Amuestra) / Acontrol] X 100

Acontroi= Absorbancia del control negativo a tiempo cero.

Anmuestra= Absorbancia de la muestra después de 6 min.

La actividad reductora de los radicales DPPH y ABTS se report6 en valores de ECs
con unidades de mg EAG/L. Los valores de ECsy se calcularon a partir del grafico que
representa la concentracion de la muestra requerida para neutralizar el 50 % de los radicales
libres DPPH y ABTS. El valor de ECsy se usa frecuentemente para expresar la cantidad o

concentracion del extracto necesario para neutralizar el 50 % de radicales libres.

6.11 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los mejores extractos se analizaron por cromatografia de gases (Agilent Technologies,
7890A GC System), equipado con una columna (Agilent DB-WAX, 30 m x 320 um x 0.25
pum), acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5975C V2-MSD with
Triple-Axis Detector) con muestreo automatico e inyector (G4513A). El cromatégrafo se
programo a una temperatura de 60 °C por 5 min, posteriormente a 11 °C/min hasta 250 °C.
Para el gas de arrastre se utiliz6 He con 99.9995 % de pureza. El flujo de la columna se

mantuvo en 1.2926 mL/min.

6.12 Anélisis estadistico

Todos los analisis se corrieron por triplicado y los resultados se promediaron. Los datos se
analizaron con el software Sigma Stat. Los valores de la actividad antioxidante de los
extractos se evaluaron por ANOVA de una via y la prueba de Tukey. Los valores de P

inferiores a 0.050 se consideraron estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Organismo de estudio

En la realizacion de esta investigacion, se obtuvo el hongo Pleurotus ostreatus ATCC
32783 en sus distintas etapas de crecimiento. El micelio se obtuvo del dia 15 al 18 después
de la inoculacién en paja de trigo (figura 14). Posteriormente, los primordios (figura 15) y

cuerpos fructiferos (figura 16) se recolectaron del dia 18 al 20 y del 25-30, respectivamente.

Figura 16. Cuerpo fructifero del hongo Pleurotus ostreatus
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7.2 Determinacion de polifenoles totales

En general, la determinacion de polifenoles de los extractos acuosos y metandlicos,
obtenidos a temperatura ambiente y ebullicion, del hongo deshidratado mostr6é que la fase
del cuerpo fructifero (CF Po83) presentd mayor contenido de polifenoles, seguido por el
primordio (P Po83) vy, finalmente, el micelio (M Po83) (figura 17). En el caso de los
extractos acuosos, obtenidos a temperatura ambiente de muestras deshidratadas, los mejores
extractos fueron el CF Po83 y P Po83 con 11.36 + 0.04 y 8.94 + 0.03 mg EAG/qg,
respectivamente. Los extractos acuosos obtenidos por ebullicion mostraron un contenido
similar, 4 mg EAG/g, estos extractos no mostraron una diferencia significativa (los
resultados se muestran en el apéndice C). Para el caso de los extractos metandlicos de
muestras deshidratadas, obtenidos a temperatura ambiente y ebullicion, se obtuvieron
valores entre 0.62 £ 0.01 y 2.39 + 0.02 EAG/g. Estos valores no fueron superados por los
extractos acuosos, obtenidos a temperatura ambiente y ebullicion, de muestras
deshidratadas.

Los extractos acuosos obtenidos a temperatura ambiente de muestras en fresco
presentaron valores similares de 4-5 mg EAG/g. En los extractos acuosos obtenidos por
ebullicion, el mejor extracto fue el CF Po83 con 9.92 + 0.05 mg EAG/g. Asimismo, para
los extractos metandlicos de muestras frescas, el mejor extracto fue P Po83 con 12.06 +
0.02 mg EAG/qg, obtenido por ebullicion (figura 18). Este ultimo valor supera todos los
obtenidos por los extractos acuosos y metanélicos de muestras deshidratadas y frescas. Los
valores de los resultados obtenidos de la determinacion de polifenoles totales se muestran
en los apéndices C y D.

Song y Leo (2008) reportaron polifenoles totales de extractos acuosos obtenidos con
agua caliente y el hongo Ganoderma lucidum y A. brasiliensis, recolectados de distintas
localidades. Para el hongo Ganoderma lucidum reportaron un rango de 0.128 a 2.78 mg
EAG/mL y para A. brasiliensis 0.512 y 0.0853 mg EAG/mL. Los valores reportados fueron
bajos en comparacion con los obtenidos en esta investigacion, con el mismo tratamiento y
reportado en las mismas unidades. Yim y col. (2009) reportaron valores de polifenoles
totales de extractos acuosos de los hongos Pleurotus sp. y Pleurotus ostreatus, con 9.01 y
7.23 mg EAG/g, respectivamente. Ambos valores fueron bajos con los reportados en esta

investigacion, por el extracto acuoso del cuerpo fructifero fresco obtenido por ebullicion
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(9.92 £ 0.05 mg EAG/g) y el extracto acuoso del cuerpo fructifero obtenido a temperatura
ambiente (11.36 mg EAG/g). También, los valores reportados en los extractos metanolicos
de Pleurotus sp. (5.06 mg EAG/g) y Pleurotus ostreatus (6.03 mg EAG/g) fueron menores
con los valores reportados en esta investigacion de extractos metanolicos de P Po83 y CF
Po83, ambos obtenidos por ebullicion, 12.06 £ 0.02 y 7.1 £ 0.02, respectivamente.

Por su parte, Nuran y col. (2012) reportaron 32.21 mg EAG/g de un extracto
metanolico de Pleurotus eryngii. Este valor fue superior a los valores reportados en los
extractos metandlicos de esta investigacion. En otro estudio realizado en 2013 por Beltran y
col. se reportd el contenido de polifenoles totales de un extracto acuoso del hongo
Pleurotus ostreatus comercial con 7.98 mg EAG/g de muestra deshidratada. Este valor es
menor comparado con el extracto acuoso obtenido a temperatura ambiente obtenido en esta
investigacion, con 11.36 + 0.04 mg EAG/g.

Zuluaga y col. (2007) sugieren que la diferencia reportada de los valores obtenidos
del contenido de polifenoles totales en las diferentes especies de hongos es debido a su
biogénesis. La razdn que mencionan es porque esta condicionada principalmente por el tipo
de nutrientes propios del sustrato donde se desarrollan y de las condiciones climaticas que
los rodean, haciendo que se altere su metabolismo, generando una amplia diversidad de
compuestos quimicos. Los resultados se han reportado en equivalentes de un compuesto
estandar en particular (por ejemplo catequina, &cido galico), asimismo, con unidades
diferentes y estos aspectos hacen de los resultados obtenidos por diferentes autores dificiles

de comparar.
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Figura 18. Polifenoles totales de hongos frescos

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF Po83 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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7.3 Determinacion de flavonoides

La determinacion de flavonoides de todos los extractos de esta investigacion fue reportada
con valores bajos. Los valores obtenidos estuvieron dentro del rango de 0.011 + 0.001 a
1.04 + 0.008 mg EQ/g (figuras 19 y 20). Especificamente, el extracto acuoso, obtenido a
temperatura ambiente, del CF Po83 y P Po83 frescos reportaron cero (figura 20). El
contenido mas alto en flavonoides corresponde al extracto de M Po83 fresco obtenido a
temperatura ambiente. El contenido de flavonoides representd un pequefio porcentaje del
contenido total de polifenoles reportados en esta investigacion. Estos valores comparados
con los obtenidos por otros autores reportaron lo siguiente: Arbaayah y Umi (2013)
reportaron un alto contenido de flavonoides de un extracto metandlico de varias especies de
Pleurotus. Los valores que presentaron se encontraron dentro del rango 1.40-29.80 mg
EQ/qg, estos valores superan completamente los obtenidos en esta investigacion. Jan-Ying y
col. (2011) reportaron flavonoides de extractos etandlicos, en agua fria y caliente de dos
cepas de Grifola frondosa, con 0.11 y 3.05; 1.19 y 0.76; 1.09 y 0.52 mg EQ/g de muestra
seca, respectivamente. En general, los valores obtenidos por Jan-Ying y col. se encuentran
dentro del rango obtenido en esta investigacion con excepcién del extracto etandlico con
valor de 3.05 mg EQ/g, este ultimo supera a los valores obtenidos en esta investigacion.
Sudha y col. (2012) reportaron el contenido de flavonoides de un extracto en acetato de
etilo, metanol y agua de Pleurotus eous. Los valores obtenidos se reportaron de 6.38 a 7.79
mg catequina/g de extracto. Por su parte, Gil-Ramirez y col. (2016) realizaron una extensa
investigacion en la que, primero encontraron cerca de 136 trabajos de investigacion en los
que se menciona la presencia de flavonoides en hongos (de diferentes especies). Segundo,
después de un trabajo de investigacion realizado por ellos, reportaron que los hongos no
contienen flavonoides. Ellos sugieren que los flavonoides pueden ser encontrados en las
hifas del hongo debido a la facilidad de absorber nutrientes y compuestos encontrados en el
sustrato donde los hongos crecen o bien se encuentren cercanos a una planta en la que se
forme una micorriza. Algunas plantas secretan flavonoides para regular la simbiosis entre
planta-microbio, con esto define la tolerancia de las especies al crecimiento en sus raices.
Los flavonoides son compuestos antifingicos, porque las plantas las producen para su
proteccion contra infecciones fungicas. Ademas, existe la posibilidad de que los

flavonoides afecten negativamente el crecimiento del hongo. Asimismo, Barros y col.
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(2009) coinciden con Gil-Ramirez y col. (2016) al no encontrar flavonoides en 16 hongos
portugueses, después de un andlisis en cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a
detector de matriz de fotodiodos y espectrometro de masas (HPLC-DAD-ESI/MS). Ellos
sugieren que al no encontrar flavonoides en hongos no se deberia considerar un resultado
sorpresivo, debido a que solo las plantas poseen la habilidad de producir flavonoides y no
los animales ni los hongos. Los valores de los resultados obtenidos de flavonoides totales se

muestran en los apéndices E y F.
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Figura 20. Flavonoides de hongos frescos

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF Po83 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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7.4 Poder antioxidante reductor de hierro

La actividad antioxidante medida por el método de FRAP se observo en todos los extractos
acuosos y metandlicos (figura 21 y 22). En general, los valores de la actividad antioxidante
de los extractos elaborados con el hongo en sus distintas fases de crecimiento en fresco
presentaron valores mas altos en comparacion con los deshidratados. En los extractos
elaborados con el hongo en sus distintas fases de crecimiento deshidratadas, el mejor
extracto fue el acuoso del CF Po83 (obtenido por ebullicién), con 33 + 0.20 uM FeSo4/g,
seguido del metandlico del CF Po83 (obtenido a temperatura ambiente), con 24.53 + 1.2
UM FeSos/g. El resto de los extractos acuosos y metanodlicos del hongo dehidratado,
obtenidos a temperatura ambiente y ebullicion, presentaron un rango entre 3.56 + 0.13 y
17.60 £ 1 uM de FeSo./g.

Para los valores de actividad antioxidante presentada por los extractos elaborados
con el hongo en sus distintas fases de crecimiento en fresco, con valores obtenidos de 166.5
+0.10y 113.9 + 0.24 uM de FeSo./g, el extracto metandlico de P Po83 y el acuoso del CF
Po83, ambos obtenidos por ebullicion, fueron los mejores extractos para esta prueba. El
resto de los extractos acuosos y metandlicos del hongo fresco, obtenidos a temperatura
ambiente y ebullicién, presentaron un rango entre 4.87 + 0.05 y 66.90 + 0.34 uM de
FeSo4/g. Los valores de todos los resultados obtenidos de la prueba de poder antioxidante
reductor de hierro se muestran en los apéndices G y H.

Los valores obtenidos en esta investigacion fueron bajos comparados con lo
reportado por Keles y col. (2011) con 11600 y 2385.71 uM de FeSO,/g de extractos
metandlicos de Pleurotus ostreatus y Pleurotus dryinus, respectivamente. De forma
contraria, la actividad antioxidante reportada del extracto metandlico del hongo Hydnum
repandum fue de 145.50 uM de FeSO./g, este Gltimo valor es menor al reportado en esta
investigacion por el P Po83 con 166.50 + 0.10 uM de FeSO./g. Lo y Cheung (2005), Choi y
col. (2006) y Ferreira y col. (2007) sugieren que los resultados obtenidos por la prueba de
poder antioxidante reductor de hierro (FRAP) se debe a los polifenoles encontrados en los

extractos de los hongos.
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Figura 22. Poder antioxidante reductor de hierro de hongos frescos

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF Po83 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicién
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7.5 Actividad quelante de iones metalicos

La actividad quelante de los extractos de Pleurotus ostreatus y sus distintas fases de
crecimiento se determind por el comportamiento ascendente del porcentaje de quelacion del
metal con respecto a la concentracion de la muestra. En general, todos los extractos
presentaron actividad quelante de iones metalicos (figuras 23 y 24). Los mejores extractos
obtenidos con el hongo y sus distintas fases de crecimiento deshidratadas fueron el extracto
metanolico de M Po83 y el CF Po83, ambos obtenidos por ebullicidn, con un valor de ECs
= 13.17 + 0.13 y 25.53 = 0.80 mg EAGIL, respectivamente. Los extractos restantes de
muestras deshidratadas presentaron valores de ECsy mayores, desde 51.76 £ 1.20 hasta
1932.06 = 0.95 mg EAGIL (figura 23).

Con respecto a la actividad quelante de extractos obtenidos del hongo y sus distintas
fases de crecimiento frescas, el extracto acuoso del CF Po83 obtenido por ebullicién fue el
mejor con un valor de ECspde 42.40 £ 0.72 mg EAG/L. Los extractos restantes de muestras
frescas presentaron valores de ECsy mayores, desde 171.40 £ 0.70 hasta 501.80 mg EAG/L
(figura 24). Los valores de los resultados obtenidos de la actividad quelante se muestran en
los apéndices 1y J.

Chye y col. (2008) reportaron la actividad quelante de extractos de éter de petroleo
y metanol (obtenidos a temperatura ambiente) de los hongos Pleurotus sp. y P. florida. Los
extractos de éter de petréleo mostraron valores de ECsy = 16.26 y 400 mg EAG/mL vy los
metanolicos ECsp = 2.01 y 260 mg EAG/mL para Pleurotus sp. y P. florida,
respectivamente. El extracto metandlico de M Po83 deshidratado (obtenido por ebullicion)
mostré mayor actividad quelante (ECso = 13.17 + 0.13) que los extractos de éter de petrdleo
de Pleurotus sp. y P. florida. El extracto metandlico de P. florida present6 un valor de ECsg
mayor comparado con los extractos acuosos (obtenidos por ebullicion) de cuerpos
fructiferos frescos y deshidratados de esta investigacion (ECso = 25.53 + 0.80 y 42.4 + 0.72
mg EAGI/L). De forma contraria, el extracto metandlico de Pleurotus sp. presentd un valor
de ECso menor que los obtenidos por esta investigacion (los datos de comparacion fueron

recalculados de los datos originales del autor).
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Por su parte, Nuran y col. (2012) reportaron actividad quelante de extractos
metandlicos del hongo Pleurotus eryngii deshidratado, colectado de tres diferentes regiones
de Tunceli, provincia de Turquia (ECso = 470.23, 218.31 y 292.99 mg EAG/mL para la
region de Ovacik, Pulumur y centro de la ciudad). Los resultados anteriores comparados
con los obtenidos en esta investigacion, muestran que el valor obtenido de la primera region
(Ovacik) fue mayor que la reportada por el extracto acuoso obtenido a temperatura
ambiente y ebullicion del CF Po83 fresco, con un valor de ECsp 412.60 £ 0.95 y 42.40 +
0.72 mg EAGIL, el extracto metandlico obtenido a temperatura ambiente del CF Po83
fresco (171.40 £ 0.70 mg EAGI/L) y el extracto acuoso obtenido por ebullicion del CF Po83
deshidratado (25.53 + 0.80 mg EAG/L). El valor de ECs, obtenido de la segunda y tercera
region (Pulumur y centro de la ciudad) fue, nuevamente, mayor en comparacion con los
extractos acuosos (obtenido por ebullicion) del CF Po83 deshidratado y fresco, con valores
de EC50=25.53 £ 0.80 y 42.40 + 0.72 mg EAGI/L.
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Figura 23. Actividad quelante de iones metalicos de hongos deshidratados

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF Po83 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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Figura 24. Actividad quelante de iones metalicos de hongos frescos

7.6 Poder reductor
El poder reductor de todas las muestras fue dependiente de la concentracién (figuras 25, 26,
27 y 28), con excepcion del extracto acuoso obtenido a temperatura ambiente de M Po83.
Para la determinacién del poder reductor del i6n Fe*, se ajustaron diferentes
concentraciones de los diferentes extractos (mg EAG/L) para el seguimiento de la
reduccion del ion Fe?*. En general, los extractos de las muestras deshidratadas mostraron
mayor poder reductor que los extractos de las muestras frescas. Asimismo, los extractos
acuosos mostraron mayor poder reductor en comparacién con los extractos metandlicos. En
el caso de los extractos de muestras deshidratadas, el mejor extracto con poder reductor fue
el extracto acuoso obtenido por ebullicién del CF Po83 con un valor de 0.701 + 0.034 y el
extracto metandlico obtenido a temperatura ambiente de M Po83 con 0.645 + 0.009, ambos
a una concentracion de 100 mg EAG/L (figuras 25y 26).

Para los extractos de muestras frescas, los mejores extractos fueron el acuoso del CF
Po83 obtenido por ebullicion con un valor de 0.439 + 0.010 (figura 27) y los metandlicos
del P Po83 y CF Po83 ambos obtenidos por ebullicion con valores de 0.269 + 0.003 y 0.251
+ 0.005, respectivamente (figura 28), ambos a concentracion de 500 mg EAG/L. Los
valores de las absorbancias obtenidas de la prueba de poder reductor se muestran en los

apéndices Ky L.

50



Los resultados obtenidos por diferentes autores se han reportado en diferentes
unidades y concentraciones. Estos aspectos hacen de los resultados dificiles de comparar;
sin embargo, se presentan algunos resultados obtenidos por distintos investigadores.

Arbaayah y Umi (2013) reportaron el poder reductor de un extracto etandlico de
Pleurotus djamor var. djamor con una absorbancia de 0.874 a 10 mg de muestra/L, a esta
especie de Pleurotus le sigue Pleurotus djamor var. roseus (0.771), Schizophyllum
commune (0.568), Pleurotus pulmonarius (0.429) y finalmente Pleurotus ostreatus (0.397).
El poder reductor que presentaron los diferentes extractos reportados por estos autores
sugieren que puede ser debido a la habilidad de la donacién de hidrogenos que presentan
los compuestos fenolicos (Shimada y col. 1992; Okoro 2012; Arbaayah y Umi 2013). Asi,
la prueba de poder reductor puede indicar el potencial antioxidante de los compuestos
evaluados (Meir y col. 1995).

Sudha y col. (2012) reportaron una absorbancia de 0.673 del extracto acuoso del
cuerpo fructifero de Pleurotus eous, a 2 mg de muestra seca/mL. Asimismo, Jeng-Leun y
col. (2002) reportaron el poder reductor extractos metandlicos, obtenidos en frio, de los
hongos Ganoderma lucidum (Ling-chih), Ganoderma tsugae (Sung-shan-ling-chih) vy
Coriolus versicolor (Yun-chih). A 4 mg de muestra/mL, se obtuvieron absorbancias de 2.38
para Ganoderma tsugae, seguido de Ganoderma lucidum con 1.62 y Coriolus versicolor
con 0.790. Finalmente, Barros y col. (2007) evaluaron el poder reductor de los extractos
metanolicos obtenidos por ebullicion de los hongos Leucopaxillus giganteus, Sarcodon
imbricatus y Agaricus arvensis. A 5 mg/mL los extractos metanélicos presentaron una

absorbancia de 0.670, 0.730 y 1.47, respectivamente.
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Figura 26. Poder reductor de extractos metanolicos de hongos deshidratados

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
CF P083 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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Figura 28. Poder reductor de extractos metandlicos de hongos frescos
M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF P083 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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7.7 Actividad reductora del radical DPPH

La reduccion del radical de DPPH fue positivamente relacionada con la concentracion del
extracto. En general, los extractos de muestras deshidratadas mostraron mayor actividad
reductora del radical DPPH. En esta prueba se observo que los valores de ECsy de los
extractos metandlicos fueron mejores que en los extractos acuosos, en muestras frescas y
deshidratadas. Para los extractos obtenidos con muestras deshidratadas, los mejores
extractos fueron los metandlicos de CF Po83 y P Po83 obtenidos a temperatura ambiente
con valores de ECsp = 26.99 + 0.47 y 30.89 + 1.83 mg EAG/L (figura 29). Los extractos
acuosos y metanolicos restantes de muestras deshidratadas, también, presentaron actividad
reductora del radical DPPH sin embargo sus valores de ECs, fueron elevados, desde 36.18
+ 1.48 hasta 775.93 £1.28 mg EAGI/L.

Para el caso de los extractos obtenidos con muestras frescas, los mejores extractos fueron
los metandlicos, ambos obtenidos por ebullicion, del CF Po83 y M Po83 con valores de
ECso = 185.30 + 0.99 y 189.70 + 1.11 mg EAG/L (figura 30). Los extractos acuosos y
metanolicos restantes de muestras frescas, también, presentaron actividad reductora del
radical DPPH sin embargo sus valores de ECs fueron elevados, desde 241.20 + 0.95 hasta
10808 + 0.16 mg EAG/L. Los valores de los resultados obtenidos de la actividad reductora
del radical DPPH se muestran en los apéndices M y N.

Keles y col. (2011) reportaron actividad reductora del radical DPPH de un extracto
metanolico de Agaricus bisporus, Pleurotus dryinus, Boletus edulis y Pleurotus ostreatus
con valores de ECsp = de 78.43, 58.06, 38.31 y 29.66 mg EAG/mL. Estos valores fueron
mas altos comparados con los obtenidos en esta investigacion del extracto metandlico
obtenido a temperatura ambiente del CF Po83 deshidratado (ECso = 26.99 mg EAG/L).

Shirmila y Radhamany (2013), también, reportaron la actividad reductora del
radical DPPH de un extracto metandlico de Macrolepiota mastoidea, obtenido con el
equipo Soxhlet, con un valor de ECsy de 20.35 mg EAG/mL. Los valores de ECsg
reportados por Shirmila y Radhamany (2013) y Keles y col. (2011) fueron recalculados de

los valores originales reportados en las investigaciones.
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Figura 30. Actividad reductora del radical DPPH de hongos frescos

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
CF P083 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783
TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicion
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7.8 Actividad reductora del radical ABTS

La actividad reductora del radical ABTS fue positivamente correlacionada con la
concentracion del extracto. En los resultados obtenidos en esta investigacion, las muestras
deshidratadas mostraron mayor actividad reductora del radical ABTS en comparacion con
las muestras frescas. En general, los extractos metandlicos de hongos deshidratados
presentaron mayor actividad. EI mejor extracto fue el de P Po83 obtenido a temperatura
ambiente con un valor de ECso = 22.89 + 0.37 mg EAG/L (figura 31). Con respecto a los
extractos acuosos y metanolicos obtenidos de muestras frescas, los valores de ECsy fueron
elevados en comparacién con las muestras deshidratadas. Sin embargo, el extracto con
mayor actividad reductora del radical ABTS fue el metandlico de P Po83 con un valor de
ECs0=230.30 mg EAG/L (figura 32).

Shirmila y Radhamany (2013) reportaron la actividad reductora del radical ABTS
de un extracto metanolico de Macrolepiota mastoidea con un valor de ECsp = 9.9 mg
EAG/mL (el valor de ECsg se recalculd del valor original reportado por los autores). El
valor reportado por estos autores presentd baja actividad reductora en comparacion con el
extracto metanolico obtenido, en esta investigacion, a temperatura ambiente y ebullicion
del CF Po83 deshidratado con valores de ECsp = 217.24 + 1.31 y 76.63 + 0.07 mg EAGIL,
respectivamente. Finalmente, Guzman y col. (2009) reportaron la actividad reductora del
radical ABTS de un extracto metanolico obtenido a temperatura ambiente del hongo
Pleurotus djamor (ECso = 0.0293 mg de muestra/mL). Distintos autores han reportados sus
resultados con distintas unidades lo que hace de los resultados dificiles de comparar. Los
valores de los resultados obtenidos de la actividad reductora del radical ABTS se muestran

en los apéndices O y P.
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Figura 32. Actividad reductora del radical ABTS de hongos frescos

M Po83 = Micelio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

P Po83 = Primordio de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

CF P083 = Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus ATCC 32783

TA=extracto obtenido a temperatura ambiente, E=extracto obtenido por ebullicién
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7.9 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas revel en algunas muestras
principalmente del extracto acuoso y metandlico del CF Po83 deshidratado la presencia del
acido metiltartronico (TR 20.185) (figuras 33 y 34). Los sinonimos del &cido
metiltartronico son &cido malico, &cido isomalico, &cido 2,2-dihidroxi-3-oxobutanoico,
acido 2-metiltartronico, acido 2 hidroxi-2-metilpropanodioico, 2 hidroxi-2-metilmalonato,
acido hidroxymetilpropanodioico. Los resultados obtenidos de la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas se muestran en la tabla 5. A la presencia de este &cido
en los extractos se le puede atribuir una parte de la actividad antioxidante.

Se sabe que el acido mélico tiene un efecto retardador de la degradacion oxidativa
de los lipidos. En los usos alimentarios se utiliza en la estabilizacién de aceites y grasas
comestibles (aceite de soja, linoleato de metilo en un sistema acuoso y aceite de oliva) y en
los no alimentarios en barnices y sustancias selladoras entre otros. También protege el
sabor de huevos duros, actia como antioxidante, estabilizador y desoxigenante en
recipientes cerrados (Maestro-Duran y Borja-Padilla 1993). Los acidos organicos, como el
acido malico, tartarico y citrico, entre otros, juegan un rol determinante en mantener la
calidad de frutas y vegetales y las caracteristicas organolépticas; asimismo, tienen un rol
protector en contra de varias enfermedades debido a la actividad antioxidante que
presentan, estos son capaces de quelar metales o deslocalizar la carga electronica de los
radicales libres (Camara y col. 1994; Seabra y col. 2006). La naturaleza y concentracion de
estos compuestos son importantes en el sabor de los hongos (Valent&o y col. 2005; Ribeiro
y col. 2006)

Barros y col. (2013) realiz6 una investigacion con 48 especies de hongos al noreste
de Portugal a los que les analizd el perfil de &cidos contenidos. En los resultados
encontraron el acido malico en la mayoria de las especies de hongos, el hongo Sarcodon
imbricatus presentd el mayor contenido de este acido con 240.65 mg/g en peso seco.
Finalmente, sugieren que las altas cantidades de acidos organicos presentes en las distintas

especies de hongos podrian estar relacionado con la actividad antioxidante.
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Por otro lado, en hongos como Amanita caesarea, Boletus edulis, Gyroporus
castaneus, Lactarius deliciosus, Suillus collinitus y Xerocomus chrysenteron se ha
detectado un perfil compuesto de al menos cinco &cidos organicos: &cido citrico,
cetoglutarico, malico, succinico y fumarico. Asimismo, se sabe que estos acidos organicos
pueden tener un rol protector en contra de distintas enfermedades debido a su actividad
antioxidante (Valentao y col. 2005). Por su parte, Petrovi¢ y col. (2015) reportaron el perfil
de acidos organicos de los hongos Agrocybe aegerita (Brig.). El &cido organico mas
abundante fue el &cido maélico (1.82 g/100 g), seguido del &cido citrico (0.88 ¢g/100 @),
acido fumaérico (0.26 g/100 g) y &cido oxalico (0.09 g/100 g). En el afio 2016, Kouassi y
col. reportaron la presencia de &cidos organicos en hongos ectomicorrizicos (Lactarius
subsericatus, Cantharellus platyphyllus y Amanita rubescens). Entre los &cidos se
encontraron acido oxalico, ascorbico, fumarico, citrico, malico y succinico. El acido malico
fue detectado en L. subsericatus y A. rubescens con 2156.70 = 17.09 y 976.70 + 04.04
mg/kg en peso seco. Este &cido se sabe que contribuye al sabor agridulce de frutas, es
utilizado como aditivo en alimentos y se ha reportado también en el hongo silvestre
Macrolepiota procera.

Se pueden encontrar diferencias entre los distintos resultados reportados de acidos
organicos por distintos autores. Esto se puede deber a numerosos factores como las
diferentes metodologias, condiciones de extraccion, cepas, afio de coleccidn y localizacién

de las cepas utilizadas (Manzi y col. 2004).

Tabla 5. Compuesto encontrado en extractos de hongos por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas

Extracto Nuam. Tiempo de % Compuesto
de pico retencion total encontrado
(min)

Acuoso del cuerpo fructifero
deshidratado, obtenido a 16 20.185 37.94
temperatura ambiente

Acido
metiltartrénico

Metanolico del cuerpo fructifero
deshidratado, obtenido a 16 20.185 7.79
temperatura ambiente

Acido
metiltartrénico
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Figura 33. Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del
extracto acuoso del cuerpo fructifero deshidratado, obtenido a temperatura ambiente
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Figura 34. Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del

extracto metanolico del cuerpo fructifero deshidratado, obtenido a temperatura ambiente

Cabe destacar que durante la realizacion de esta investigacion también se realizaron

extractos (obtenidos solo a temperatura ambiente, debido a la toxicidad que pueden

presentar los disolventes al calentarlos) del hongo en sus distintas fases de crecimiento en

fresco y deshidratado con los disolventes diclorometano y hexano. A los extractos, tambi

én

se les realizé determinacion de polifenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante por

los métodos de FRAP, poder reductor, actividad quelante y actividad reductora de |

radicales DPPH y ABTS. Sin embargo, dada la baja polaridad de estos disolventes no

0s

Se

presentaron compuestos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante por ningin método

utilizado en esta investigacion. Nuestro estudio coincide con lo reportado por Hip y col.

(2009) en no encontrar polifenoles totales y flavonoides en extractos obtenidos con hexano,

de distintas especies de hongos.
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7.10 Pleurotus ostreatus ATCC 32783 comparado con hongos comerciales

Durante la realizacién de esta investigacion se utilizaron los cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus, asi como Agaricus bisporus blanco (champifién) y Agaricus bisporus
café (portobello) de cepas comerciales (obtenidas de un supermercado). Los extractos
realizados con estos hongos solo se utilizaron para fines de comparacion con el hongo
Pleurotus ostreatus ATCC 32783 analizadas por todos los métodos y tratamientos
utilizados en esta investigacion. La comparacion se realizd con los mejores extractos de
hongos en cada prueba realizada.

En la determinacion de polifenoles totales de los extractos acuosos de muestras
deshidratadas, obtenidos a temperatura ambiente, el extracto del CF Po83 fue mejor por
5.85y 6.91 veces mas que el extracto de Pleurotus ostreatus comercial y Agaricus bisporus
café, respectivamente. De forma contraria, el extracto acuoso de muestras deshidratadas de
Agaricus bisporus blanco fue mejor por 0.7 veces mas que el extracto del CF Po83. Los
valores obtenidos por los extractos acuosos y metandlicos restantes de Pleurotus ostreatus,
Agaricus bisporus blanco y café no superaron el valor obtenido por el extracto acuoso,
obtenido a temperatura ambiente del CF Po83. Para la determinacion de polifenoles en
extractos de muestras frescas, los extractos acuosos y metandlicos (obtenidos a temperatura
ambiente y ebullicion) del CF Po83 superaron los valores obtenidos de los extractos de
Pleurotus ostreatus comercial. De forma contraria, Agaricus bisporus blanco superd por
30.15 veces mas el extracto metandlico (obtenido por ebullicidén) de Pleurotus ostreatus en
la fase de primordio.

Para la determinacion de flavonoides de extractos con muestras deshidratadas, el
extracto acuoso (obtenido por ebullicion) de Agaricus bisporus blanco y café superaron por
68 y 18 veces mas, respectivamente, al mejor extracto M Po83 encontrado en el mismo
tratamiento. Los valores obtenidos de los extractos acuosos y metandlicos restantes no
logran superar el extracto acuoso de M Po83 (obtenido por ebullicion). En los extractos
obtenidos de las muestras frescas, el extracto acuoso de M Po83, obtenido a temperatura
ambiente, superd a los hongos Agaricus bisporus blanco y café por 0.21 y 0.40 veces mas
en el mismo tratamiento, respectivamente. Los valores obtenidos de los extractos acuosos y
metanolicos restantes no logran superar el extracto acuoso de M Po83 (obtenido a

temperatura ambiente).
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En la prueba realizada del poder antioxidante reductor de hierro, los valores de los
extractos acuosos, obtenidos por ebullicion, de los hongos Pleurotus ostreatus, Agaricus
bisporus blanco y café superaron al extracto del CF Po83 por 9.6, 54.8 y 70.13 veces mas,
respectivamente, bajo el mismo tratamiento. Los extractos ya mencionados fueron los
mejores de muestras deshidratadas. En el caso de los extractos elaborados con muestras en
fresco, el extracto acuoso, obtenido a temperatura ambiente, de Agaricus bisporus blanco
superd con 3.63 y 56.23 veces mas al extracto metanolico de P Po83 y el acuoso del CF
Po83 (ambos obtenidos por ebullicién).

Para la prueba de actividad quelante de iones metalicos, los mejores extractos
obtenidos con muestra deshidratada fueron el extracto metanélico de M Po83 y el acuoso
del CF Po83, ambos obtenidos por ebullicion. Estos extractos superan los obtenidos por los
extractos de la cepa de Pleurotus ostreatus comercial. De forma contraria, el extracto
acuoso del hongo Agaricus bisporus café super6é con 3.31 y 15.68 veces mas al extracto
metandlico de M Po83 y el acuoso del CF Po83, respectivamente. Con respecto a los
extractos obtenidos con muestras en fresco, el extracto acuoso del CF Po83 (obtenido a
temperatura ambiente) super6 por 86.57, 298.47 y 543.66 veces mas al extracto acuoso de
Pleurotus ostreatus comercial (obtenido por ebullicion), el extracto metanolico de Agaricus
bisporus blanco y el extracto acuoso de Agaricus bisporus café (obtenido a temperatura
ambiente), respectivamente.

En la prueba de poder reductor de muestras deshidratadas, el extracto acuoso
obtenido por ebullicion superd en el mismo tratamiento a los extractos de Pleurotus
ostreatus, Agaricus bisporus blanco y café con 0.86, 0.84 y 0.295 veces mas,
respectivamente. Para los extractos de muestras frescas, el extracto acuoso obtenido del CF
Po83 superd el extracto acuoso de Agaricus bisporus café (ambos obtenidos por ebullicidn)
con 0.287 veces mas. De forma contraria, el extracto acuoso obtenido del CF Po83 fue
superado por el extracto metandlico de Pleurotus ostreatus y Agaricus bisporus blanco con
0.83 y 0.067 veces mas.

Para la actividad reductora del radical DPPH de los extractos obtenidos con
muestras deshidratadas, el extracto metandlico de Agaricus bisporus blanco y el acuoso de
Agaricus bisporus café (ambos obtenidos por ebullicion) superaron al extracto metandlico

(obtenido a temperatura ambiente) del CF Po83 con 13 y 2.82 veces mas. De forma
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contraria el extracto metandlico del CF Po83 superd al extracto acuoso de Pleurotus
ostreatus (obtenido por ebullicion) con 17.33 veces mas. Para el caso de los extractos
obtenidos con muestras frescas, el extracto metanolico de Agaricus bisporus blanco
(obtenido por ebullicion) super6 al extracto del CF Po83 del mismo tratamiento con 49.46
veces mas. De forma contraria el extracto del CF Po83 fue mejor 81.64 y 94.52 veces que
el extracto acuoso de Agaricus bisporus café y metandlico de Pleurotus ostreatus (ambos
obtenidos a temperatura ambiente, respectivamente.

Finalmente, en la actividad reductora del radical ABTS de muestras deshidratadas,
el extracto metandlico de P Po83 (obtenido a temperatura ambiente) supero a los extractos
acuosos de Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus café y el metandlico de Agaricus
bisporus blanco (todos obtenidos por ebullicién) con 82.34, 83.67 y 58.38 veces mas,
respectivamente. En los extractos elaborados con muestras frescas, el extracto metanolico
de P Po83 (obtenido a temperatura ambiente) super6 a los extractos acuosos de Pleurotus
ostreatus, Agaricus bisporus café y el metandlico de Agaricus bisporus blanco (todos

obtenidos por ebullicion) con 148.07, 977.11 y 257.96 veces mas, respectivamente.
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8. CONCLUSIONES

En general, todos los extractos acuosos y metanolicos presentaron compuestos
fendlicos.

El contenido de flavonoides representdé un minimo porcentaje del contenido de
polifenoles totales.

La actividad antioxidante de las fases de crecimiento de Pleurotus ostreatus
obtenida por los diferentes métodos de evaluacién sugiere que no se debe a los
polifenoles. La actividad antioxidante podria ser el resultado de la presencia de
diferentes moléculas o sustancias no determinadas en esta investigacion que,
también, estan presentes en los extractos.

La presencia del &cido metiltartronico en el hongo Pleurotus ostreatus podria
contribuir a la actividad antioxidante.

Se sugiere que la actividad antioxidante reportada no depende de las fases de
crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus ATCC 32783. Bien podria ser por el tipo
de extraccidn, disolvente utilizado y la solubilidad de los compuestos encontrados
en el hongo.

No se encontré un patrén de comportamiento entre la actividad antioxidante y las

etapas de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus ATCC 32783.
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9. RECOMENDACIONES
e Purificar compuestos encontrados en los extractos como polisacaridos y proteinas

que estén confiriendo actividad antioxidante.

e Realizar pruebas de actividad antimicrobiana con los extractos, acuosos Yy

metanolicos.
e Utilizar distintas metodologias para la extraccion de compuestos antioxidantes.

e Evaluar la actividad enzimatica de peroxidasa, superdxido dimutasa y catalasa.
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11. APENDICES

Apéndice A

Curva estandar en equivalentes de acido galico para la cuantificacion de polifenoles
totales
En la tabla 6 se muestran las concentraciones de acido galico utilizadas y las absorbancias

(obtenidas a 725 nm) obtenidas para la elaboracién de la curva estandar. Asimismo, en la
figura 37 se muestra la curva de acido galico (mg/L) vs. absorbancia a 725 nm. De la recta
obtenida se obtuvo la ecuacién para la determinacion de polifenoles en equivalentes de
acido galico.
Tabla 6. Concentraciones de acido galico y absorbancias obtenidas para la curva estandar
de acido galico

Acido galico  Absorbancia

[mg/L] (725 nm)
25 0.103 + 0.0007
50 0.224 £ 0.0021
100 0.483 + 0.0361
150 0.706 £ 0.0014

200 0.947 + 0.0085

0.9

0.8

0.7 L 4
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0.4 :
03

0.2 *

0.1 E-3
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Figura 35. Curva estandar de acido galico

77



Apéndice B

Curva estandar de quercetina para la cuantificacion de flavonoides
En la tabla 7 se muestran las concentraciones de quercetina y las absorbancias obtenidas (a

415 nm) obtenidas para la elaboracién de la curva estandar. Asimismo, en la figura 38 se
muestra la curva de quercetina (mg/100 mL) vs. absorbancia a 415 nm. De la recta obtenida

se obtuvo la ecuacion para la determinacion de flavonoides en equivalentes de quercetina.

Tabla 7. Concentraciones de quercetina y absorbancias obtenidas para la curva estandar de
quercetina

Quercetina  Absorbancia
[mg/100mL] (415 nm)

2 0.078 + 0.0007
4 0.229 £ 0.0311
6 0.363 + 0.0382
8 0.513 + 0.0049
10 0.629 + 0.0332
0.7
0.6 /’.
g 0.5 il
5 0.4 ,'//‘
'; 03 /’//./
: -
£ % S y =0.0655x- 0.0254
2 0l P R*=0.9944
: 0 Q_//
0 4 6 8 10

Concentracion de quercetina [mg/100 mL]

Figura 36. Curva estandar de quercetina

78



Apéndice C

Tabla 8. Polifenoles totales de hongos deshidratados

Fase de

Disolvente Tratamiento crecimiento mg EAG/g
Temperatura M Po83 165+ 0.03:

ambiente P Po83 8.94 £0.03
A CF Po83 11.36 £ 0.04°
gua M P083 409+ 023
Ebullicion P Po83 4.22 +0.20°

CF Po83 4.65 + 0.26°

Temperatura M Po83 0.99+ 0.0lz

Metanol ambiente P Po83 1.42 +£0.03
CF Po83 2.39 +0.02°

M Po83 0.62 +£0.01°

Ebullicion P Po83 1.24 £0.02°

CF Po83 1.58 + 0.04°

Apéndice D

Tabla 9. Polifenoles totales de hongos frescos

Fase de

Disolvente Tratamiento crecimiento mg EAG/g
Temperatura M Po83 5.09 + 0.01;
ambiente P Po83 4.16 +0.02
Agua CF P083 5.05+0°
M Po83 8.64 +0.01°
Ebullicién P Po83 4.21+0.01°
CF Po83 9.92 + 0.05°
Temperatura M Po83 21+ 0.01;‘
Metanol ambiente P Po83 6.8 £0.02
CF P083 4.90 +0.02°
M Po83 1.52+0a
Ebullicion P P0o83 12.06 + 0.02°
CF Po83 7.1 +£0.02°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)
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Apéndice E

Tabla 10. Flavonoides de hongos deshidratados

Disolvente Tratamiento Fqse.de mg EQ/g
crecimiento
Temperatura M P083 0.120 + 0.016‘b
ambiente P Po83 0.068 + 0.001b
A CF Po83 0.069 + 0.003"°
gua M Po83 0.192 + 0.01°
Ebullicion P P0o83 0.143 £ 0.01°
CF Po83 0.131+0.01°
Temperatura M Po83 0.026 + 0'0021
Metanol ambiente P Po83 0.025 + 0.001%
CF Po83 0.049 + 0.004°
M P083 0.011 + 0.001°
Ebullicion P Po83 0.020 + 0.003"
CF Po83 0.024 + 0.002"¢
Apéndice F
Tabla 11. Flavonoides de hongos frescos
Disolvente Tratamiento Fqse_de mg EQ/g
crecimiento
Temperatura M Po83 1.04 + (3).01a
ambiente P P83 NDb
Agua CF Po83 ND"¢
M P083 0.140 + 0.01*
Ebullicién P P083 0.085 £ 0.01°
CF Po83 0.100 + 0.05°
Temperatura M Po83 0.055 + 0.015‘b
Metanol i P Po83 0.200 + 0.003
ambiente c
CF P083 0.110 + 0.001
M Po83 0.077 + 0.001°
Ebullicion P Po83 0.734 +0.002"
CF Po83 0.260 + 0.002°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)
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Apéndice G

Tabla 12. Poder antioxidante reductor de hierro de hongos deshidratados

Disolvente Tratamiento Fqse.de UM de FeSo4/g
crecimiento
Temperatura M Po83 14.79 + 1.6(3:‘
Ambiente P P083 6.86 + 0.38
A CF Po83 9.70 £ 0.57°
gua M Po83 9.47 % 1.60°
Ebullicién P P083 17.60 +1°
CF Po83 33+0.20°
Temperatura M Po83 4.22 + 0.802
Metanol ambiente P Po83 8.97 £0.25
CF Po83 2453 +1.2°
M Po83 3.56 +0.13°
Ebullicién P P083 6.52 + 0.58"
CF Po83 11.95 + 0.23°
Apéndice H

Tabla 13. Poder antioxidante reductor de hierro de hongos frescos

Disolvente Tratamiento crggi:igg to UM de FeSo4/g
Temperatura M P083 23+ 0.125‘b
ambiente P Po83 4.87 +0.05
CF P0o83 19.70 + 0.15°
Agua M P83 66.40 £ 0.69°
Ebullicién P Po83 22.70 + 0.19°
CF P0o83 113.90 + 0.24°
Temperatura M P083 14.80 + 0.012
Metanol ambiente P Po83 4570 £ 0.15
CF Po83 66.90 + 0.34°
M P083 9.29 +0.04°
Ebullicion P Po83 166.50 + 0.10°
CF P0o83 65.30 + 0.42°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)



Apéndice |

Tabla 14.Actividad quelante de iones metalicos de hongos deshidratados

. . Fase de
Disolvente Tratamiento crecimiento mg EAG/L
Temperatura M Po83 54.10 + 1'101
ambiente P Po83 192.43+1.25
A CF Po83 485.27 + 0.63°
gua M P083 71.79 + 1.05°
Ebullicién P P083 51.76 + 1.20°
CF P0o83 25.53 + 0.80°
Temperatura M Po83 479.02 + 0.95;l
Metanol ambiente P Po83 327.96 + 0.59
CF P083 544.2 +0.23°
M Po83 13.17 +0.13°
Ebullicion P Po83 1932.06 + 0.95°
CF P0o83 680.37 + 0.60°
Apéndice J

Tabla 15. Actividad quelante de iones metalicos de hongos frescos

Disolvente Tratamiento Fqse_de mg EAG/L
crecimiento
Temperatura M Po83 167.70 + 0.64:
ambiente P Po83 300.80 + 0.60
Agua CF Po83 412.60 +0.95°
g M Po83 389.90 £ 0.61°
Ebullicién P P083 205.20 + 0.72"
CF Po83 42.40 +£0.72°
Temperatura M Po83 361 +0.37° i
Metanol ambiente P Po83 241.80 + 0.50
CF Po83 171.40 +0.70°
M Po83 344.20 +0.74°
Ebullicién P Po83 399.70 + 1.63"
CF Po83 501.80 + 0.78°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)

82



Apéndice K

Tabla 16. Poder reductor de hongos deshidratados

. . Fase de

Disolvente Tratamiento crecimiento 100 mg EAG/L
Temperatura M Po83 0.229 + 0.0022

ambiente P Po83 0.102 + 0.005
Adua CF Po83 0.040 + 0.008°
g M P083 0.478 £ 0.015°
Ebullicion P Po83 0.581 + 0.020"
CF Po83 0.701 +£ 0.034°
Temperatura M Po83 0.645 + 0.009:

Metanol ambiente P Po83 0.405 + 0.008
CF Po83 0.514 £ 0.011°
M Po83 0.437 + 0.005

Ebullicién P Po83 0.381 + 0.005"

CF Po83 0.529 + 0.009°

Apéndice L

Tabla 17. Poder reductor de hongos frescos

Disolvente Tratamiento Fqse_de 500 mg EAG/L
crecimiento
Temperatura M Po83 ND* b
ambiente P Po83 0.069 £ 0.011
Adua CF Po83 0.267 + 0.010°
g M Po83 0.219 £ 0.002°
Ebullicion P Po83 0.109 + 0.018"
CF Po83 0.439 + 0.010°
Temperatura M Po83 0.114 + 0.008:
Metanol . P Po83 0.186 + 0.009
ambiente c
CF Po83 0.236 £ 0.017
M Po83 0.210 + 0.023*
Ebullicion P Po83 0.269 + 0.003%"
CF Po83 0.251 + 0.005*¢

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)



Apéndice M

Tabla 18. Actividad reductora del radical DPPH de hongos deshidratados

Disolvente Tratamiento crngsmeiglito mg EAG/L
Temperatura M P083 53.57 + 1.26ﬁb
mbiente P Po83 523.17 +0.75
CF Po83 775.93 + 1.28°
Agua M P83 185.41 % 0.80°
Ebullicién P P083 43.32 + 0.94°
CF Po83 36.86 + 1.84°
Temperatura M P083 47.35 + 1.032

Metanol ambiente P Po83 30.89 +1.83
CF Po83 26.99 + 0.47°
M P083 36.18 + 1.48°
Ebullicién P Po83 45.64 + 1.16°

CF Po83 66 + 0.24°

Apeéndice N

Tabla 19. Actividad reductora del radical DPPH de hongos frescos

Disolvente Tratamiento creF;?gigﬁto mg EAG/L
Temperatura M P083 10808 + 0.161
ambiente P P083 685.40 + 1.05
CF Po83 436.80 + 0.16°
Agua M P83 389.30 = 1.19°
Ebullicién P Po83 474 +1.59°
CF Po83 244.40 + 0.70°
Temperatura M P083 283.70 + 0.802
Metanol ambiente P Po83 241.20 £ 0.95
CF Po83 264.70 + 1.23°
M P083 189.70 + 1.11°
Ebullicién P P083 291.70 +0.35"
CF Po83 185.30 + 0.99°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)



Apéndice O

Tabla 20. Actividad reductora del radical ABTS de hongos deshidratados

Disolvente Tratamiento crngsmeiglito mg EAG/L
Temperatura M P083 88.12 + 0'411

Ambiente P P083 375.71+0.76
CF Po83 317.09 + 0.85°
Agua M P83 240.88 % 0.85°
Ebullicién P P083 97.38 + 1.38"
CF Po83 99.95 + 0.82°¢

Temperatura M P083 86.38 + 0.64;‘

Metanol ambiente P Po83 22.89 + 0.37
CF Po83 76.63 + 0.07°

M P083 70.13 +0.32°

Ebullicién P Po83 73.78 £+ 0.70°
CF P083 217.24 +1.31°

Apéndice P

Tabla 21. Actividad reductora del radical ABTS de hongos frescos

Fase de

Disolvente Tratamiento crecimiento mg EAG/L
Temperatura M Po83 2109 + O.OSab
ambiente P Po83 653.50 + 0.33
CF Po83 819.30 +1.53°
Agua M Po83 122530  1.52°
Ebullicion P Po83 817.60 + 0.95"
CF Po83 532.50 + 0.84°
Temperatura M Po83 1167.20 + O.52ba
Metanol ambiente P Po83 230.30 £ 1.63
CF Po83 549.30 + 0.67°
M Po83 1023.40 + 0.14°
Ebullicion P Po83 880.80 + 0.30°
CF Po83 576.30 = 0.58°

La media es seguida de distintas letras que reflejan diferencia significativa (p < 0.05)
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