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RESUMEN

En el Estado de Tlaxcala, especificamente en el volcan La Malinche existe una gran diversidad
de hongos silvestres comestibles, que forma parte de la dieta regional y de la economia de las
comunidades aledafias al volcan. Pocos estudios reportan los beneficios nutracéuticos que los
hongos silvestres comestibles proporcionan al cuerpo humano ya que son ricos en compuestos
que ayudan al adecuado funcionamiento del organismo como los compuestos fendlicos que
presentan actividad antioxidante. La importancia de medir esta actividad es que los
antioxidantes tienen la capacidad de atrapar o estabilizar moléculas conocidas como radicales
libres o especies reactivas de oxigeno, las cuales, en sobreproduccion producen un estrés
oxidativo en las células ocasionando dafio en lipidos, proteinas y &cidos nucleicos. El objetivo
de este trabajo fue determinar los compuestos de los extractos de hongos silvestres comestibles
del volcan La Malinche y su actividad antioxidante. Para ello, se realizé una extraccion por
maceracion utilizando como disolventes metanol y etanol de los hongos Russula delica, Boletus
edulis, Turbinellus floccosus, Amanita rubescens y Pholiota lenta, se hizo un perfil
micoquimico empleando cromatografias en capa fina (TLC) utilizando dos fases moviles;
DCM-MeOH (95:5) y AcOEt, H.0, MeOH, Heptano (16:1:3:2) observadas con luz UV a una
intensidad de onda de 254 nm y 365 nm, aplicamos un revelado colorimétrico con métodos de
deteccion afines a las principales familias de compuestos presentes en los extractos y pruebas
colorimétricas para la cuantificacion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu al 1 N,
polifenoles por el método Folin-Ciocalteu al 2 N y flavonoides por el método etanol/acetato de
potasio. La concentracion necesaria para obtener el IC50 de la actividad antioxidante se obtuvo
por el método DPPH. Se empled una Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HP-LC) para
conocer cuantos compuestos fendlicos aproximadamente se encuentran presentes en cada
extracto. Como resultados se obtuvo que el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo en el
extracto metandlico de P. lenta, en comparacion con los otros extractos.

La TLC fase movil: AcOEt, H20, MeOH, Heptano (16:1:3:2) mostr6 mejor arrastre de
compuestos, se observd la presencia de compuestos de baja, media y alta polaridad en
comparacion con la TLC fase mévil DCM-MeOH (95:5), que solo muestra compuestos de

media y alta polaridad.



Los hongos T. floccosus, A. rubescens y P. lenta en ambos disolventes presentaron mayor
actividad antioxidante en ambas TLC. Sin embargo, la presencia de compuestos resulta mejor
cuando son extraidos con metanol. A mayor concentracion de fenoles totales, flavonoides y
polifenoles se obtuvo en extracto metanolico de B. edulis, la concentracion de flavonoides el
extracto de B. edulis no presentd diferencias en comparacion con el extracto etandlico de T.
floccosus. Todos los extractos presentaron actividad antioxidante, las concentraciones minimas
para inhibir o estabilizar el 50% del radical DPPH se obtuvieron en los extractos metanolicos
de todas las especies de hongos en comparacion con los extractos etanolicos.

El extracto metanolico de B. edulis mostrd el mejor resultado con respecto a la actividad
antioxidante ya que se obtuvo la IC50 a una concentracion de 1152 mg/L de extracto, se puede
sugerir que esta caracteristica esta directamente relacionada con la concentracion de compuestos
fenolicos, ya que dicho extracto en las tres pruebas colorimétricas presenta la mayor
concentracion de fenoles totales, flavonoides y polifenoles.

Con respecto a los cromatogramas, todos los extractos mostraron la presencia de compuestos
pertenecientes al grupo de los fenoles, teniendo al extracto etandlico de B. edulis con la mayor
diversidad de estos compuestos, sin embargo, el extracto metandlico de la misma especie no

difiere en gran cantidad con el extracto etandlico.
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1. INTRODUCCION

El Parque Nacional La Malinche forma parte de los principales cuerpos volcanicos de la
Cordillera Volcéanica Transmexicana. Este se localiza entre los Estados de Tlaxcala y Puebla,
con una extension de 1,326 Km?, entre los paralelos 19° 06" 30™ - 19° 20" 19" latitud norte y los
97055 327 - 98° 09" 55°" de longitud oeste, con intervalo altitudinal que va de 2,300 msnm,
hasta los 4,460 msnm (INEGI, 2006). Los tipos de vegetacion presentes en la montafia son:
bosques de Quercus, bosque de Pinus, bosque mixto de Pinus-Quercus, bosques de Alnus,
bosques de Pinus hartweggi, bosque de Abies, zacatonal de la montafia, ademas de areas
destinadas a la agricultura de temporal y agricultura de riego (Villers y cols. 2006). En la mayor
parte de la superficie del Parque Nacional La Malinche, el suelo es de tipo andosol vitrico, en
las partes mas altas se presenta el litosol y en las partes altas de algunas barrancas o cafiadas se
encuentra regosol (INEGI, 1987). Los bosques con clima templado son el hogar de una gran
diversidad de hongos con un registro de mas de 93 especies Utiles que forman parte de economia

local (Montoya y cols. 20004).

1.1. Caracteristicas generales de los hongos

El reino Fungi se conforma por organismos unicelulares y pluricelulares, que se constituyen por
largas y ramificadas hifas (Fig. 1) que se entrelazan para formar el micelio; estructura vegetativa
de los hongos. Este consta de una masa de citoplasma multinucleado, encerrado dentro de un
sistema de tubos rigidos de didmetro uniforme que surge después de la germinacion de la célula
productora o espora. Dichos tubos se ramifican rapidamente a medida que se van alargando
(Méndez y Monge 2007), si éstos presentan septos se conocen como tabicados o septados y si
carecen de ellos, se conocen como cenociticos (Carrillo 2003). Su pared celular consta
principalmente de polisacaridos como la quitina, complejos de quitina-glicanos y glicoproteinas.
La nutricion de estos organismos es heterdtrofa por absorcion (Méndez y Monge 2007).
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Figura 1. Estructura basica de una hifa septada y cenocitica (Carillo 2003).

Los hongos pueden reproducirse de forma asexual en donde no hay intervencion de gametos
(Sobrado y cols. 2013). Esta consiste en la produccién de nuevos organismos genéticamente
iguales al organismo del que se originan, se pueden dar de cuatro formas; por fragmentacion del
talo o cuerpo del hongo, por divisidn de células somaticas en células hijas, a partir de una célula
somatica “clamidospora” o por formacion de esporas que se producen sobre hifas modificadas
“conidioforos” (Hilje y cols. 1991).

La reproduccion sexual comienza cuando las basidiosporas haploides de distinta polaridad son
liberadas de un basidio maduro en un medio adecuado (Fig. 2), germinan y originan un micelio
primario haploide con células uninucleadas. Una vez que el micelio encuentra otro compatible,
por medio de plasmogamia, se origina una célula de dos nucleos no fisionados, que se seguiran
dividiendo de manera conjugada, para extender al micelio y formar un secundario o dicariotico.

El micelio secundario se desarrolla y forma el cuerpo fructifero llamado basidiocarpo,



constituido por basidios que son estructuras reproductivas con dos nucleos (Sobrado y cols.
2013).

Se le denomina macromiceto a los hongos que producen cuerpos fructiferos, reproductores o
carpéforos mayores de 1 mm de longitud (Guzman y cols. 2009). Para los hongos pertenecientes

al filum Ascomicota estos cuerpos fructiferos se les conoce como ascocarpo 0 ascostroma a
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Figura 2. Ciclo reproductivo de los hongos basidiomicetos (Ramirez-Anguiano 2009).



diferencia de los hongos pertenecientes al filum Basidomycota a los cueles se les conoce como
basidiocarpo o basidioma (Cabarroi y cols. 2012). Los hongos basidiomicetos se caracterizan
por producir esporas (basiodiosporas) externas en células llamadas basidios (Lopez y cols.
2011), son el resultado de la plasmogamia, cariogamia y meiosis. Los Ultimos dos procesos se
realizan en el basidio y en cada uno de ellos se producen cuatro basiodiosporas, la mayoria de
estos hongos producen un micelio septado bien desarrollado (Diaz-Barriga 1992).

Sombrero
Lamina
o Laminilla
Himenio
Anillo o velo
{ § A Pie
Volva P

Micelio

Figura 3. Estructura basica de un hongo basidiomiceto (Modificado de Diaz-Barriga 1992).

Este filum presenta una gran diversidad de formas, colores, ornamentaciones y un aspecto tipico
caracteristico de un hongo (Fig. 3), presentan sombrero, laminas y pie definido, aunque existen
algunos grupos taxonomicos que varian en morfologia ya que, en lugar de presentar laminas en
el himenio, estos presentan tubos, dientes, poros o venas cuya funcion es la produccion de

basidios y basidiosporas (Garcia y cols. 2005).



La diversidad de los hongos va desde su morfologia, al sustrato en el que se desarrollan o el

grupo trofico al que pertenecen.

Por la diversidad de sustratos en los que se pueden desarrollar se encuentran; los hongos
terricolas que viven sobre tierra, siendo propios de taludes y bordes de caminos (Sanchez 2015).
Los humicolas comparten el sustrato con los terricolas, con la diferencia que estos se encargan
de descomponer la materia organica que se encuentra en la superficie del suelo reciclando
nutrientes provenientes de plantas, animales, hongos y microorganismos muertos (Franco y cols.
2005). Los hongos lignicolas crecen sobre troncos o ramas, iniciando la descomposicion de
celulosa y lignina provocando una podredumbre blanca, o bien, una descomposicion solo de
celulosa originando una podredumbre roja (Garcia 2004). Los hongos fimicolas crecen sobre el
excremento de los animales, encargandose de la degradacion y absorcion de nutrientes para
integrarlos al suelo (Calonge 2009). A los hongos que desarrollan su micelio en las inervaciones
de las hojas se les conoce como folicolas y los hongos corticicolas son organismos que
fructifican sobre la madera de arboles vivos en distintas vegetaciones, pueden ser especialistas
o0 generalistas (Moreno y cols. 2010). Los hongos pirofilos estan especialmente adaptados a
desarrollarse sobre sustratos quemados, carboneras, restos de hogueras, o en suelos donde se ha
producido un incendio forestal. También se conocen como hongos carbonicolas y cominmente
son precedidos por hierbas 0 musgos (Eyssartier y cols. 2011). Los hongos praticolas se
desarrollan sobre la hierba o entre los musgos (Franco y cols. 2005).

Por el grupo trofico al que pertenecen, se agrupan en; saprobiontes o saproéfitos, encargados de
descomponer la materia inerte animal o vegetal, como madera en descomposicion, hojarasca,
humus, estiércol y residuos agroindustriales (Alvarez 2006), su principal funcion en el
ecosistema es reciclar y mineralizar los nutrientes (Lépez y cols. 2006). Los hongos parasitos
viven a expensas de otros organismos como plantas, animales y hongos (Mata y cols. 2003). En
el grupo de los simbiontes encontramos dos tipos, los que forman liquenes; estos estan formados
por hongos y algas (Cabrera y Giacobone 2010) y los que forman micorrizas. Estos son

asociaciones entre hongos y plantas (Lépez y cols. 2006).



1.2. Descripcion de las especies de hongos

1.2.1. Russula delica

Pileo: puede llegar a tener un tamafio de 8 a 20 cm de diametro, al principio convexo con una
depresion central, evolucionando rapidamente a embudado.

Cuticula: es de color blanco crema, con tonos y manchas ocre-amarillentas mas evidentes en
ejemplares maduros, es seca fina, mate, dificilmente separable de la carne, lisa de joven y rugosa
de adulta.

Su margen: esta muy enrollado, algo lobulado, es muy frecuente que el pileo esté salpicado con
restos de tierra, hierba y hojas adheridos.

Laminas: son decurrentes, quebradizas, anchas, ventrudas, medianamente apretadas, con
lamélulas. Su color blanco, algo crema, se mancha levemente de ocre al dafiarlas, a veces
segregan unas gotitas transparentes como gotas de agua.

Volva: cilindrico, corto con respecto al sombrero, de 2 a 3 cm de didametro, robusto, quebradizo,
todo el conjunto es de color blanco, manchado de tonos crema en la madurez.

Himenio: compacto, quebradizo, espeso y de color blanco que adopta un tono amarillento con

el tiempo.

Esporada: blanca cremosa
Esporas: ovoides, con una decoracion verrugosa muy delicada, de 8.5*7-9,5 um.
(Cuesta y Jiménez 2016).



Figura 4. Imagen macroscopica de Russula delica (Autoria 2019).

1.2.2. Boletus edulis

Pileo: convexo, semiesférico, con un didmetro de 25 a 30 cm. y un color marrén claro, pardo,
canela, mas oscuro en el centro y frecuentemente difuminado a los bordes, donde llega a ser casi
blanco.

Cuticula: lisa, ligeramente viscosa cuando joven.

Himenio: tubular, los tubos son libres y largos, de 10 a 20 mm, facilmente separables del
contexto e inicialmente blancos tornandose amarillos y posteriormente verdosos con la edad.

Sus poros son circulares del mismo color que los tubos.



Estipite: de 5a 20 cm de largo y 2 a 8 cm de diametro, consistente, robusto, frecuentemente mas
engrosado en la parte media, sobre todo en los ejemplares jovenes.
Superficie: reticulada con una red blanca a ligeramente café clara con la edad.

Contexto: blanco a rojizo debajo de la cuticula, de consistencia esponjosa.

Esporada: amarillo-olivaceo, esporas fusiformes, 14-18 x 5-5 14 um, no amiloides.
Cistidios: fusiformes

Habito de crecimiento: gregario, creciendo en grupos dispersos en bosque de coniferas,

preferiblemente en suelos acidos.
(Ardo-Lopez 2007)

Figura 5. Imagen macroscopica de Boletus edulis (Autoria 2019).



1.2.3. Turbinellus floccosus

Basidioma: de 2-27 cm de longitud y 3.5-12.5 cm de didmetro, naranja claro a naranja rojizo en
algunas zonas, con superficie irregular, rugosa a flocosa con protuberancias rectangulares
anaranjadas oscuras.

Base: cilindrica en estado juvenil a ensanchada con la edad dando una forma de trompeta. El
margen es ligeramente en curvada hacia abajo y con el borde liso cuando joven a irregular con
la edad, la parte interna es rugosa y escamosa con protuberancias.

Laminas: decurrentes, blanco a crema con tonalidades amarillo claro.

Himenio: con apariencia arrugada, con venas, crema a amarillo claro.

Estipite: mide de 2.8 a 3.4 cm de diametro, es de color crema a amarillo claro, con superficie
lisa a irregular.

Contexto crema tornandose ligeramente café con la edad

Esporada: café palido.

Basidiosporas: de 11.0-19 x 5.0-10 um, elipticas a cilindricas, verde amarillentas y superficie
rugosa, tienen un contenido de color verde amarillento brillante y apiculo excéntricos de 1 a 2
pum de longitud.

Habito de crecimiento y distribucion solitaria a gregaria o en pequefios grupos, se desarrolla en
el suelo en zonas de musgo creciendo principalmente cerca a plantulas y arboles jovenes de

oyamel y en bosques de oyamel con pino (Ardo-L6pez 2007).



Figura 6. Imagen macroscopica de Turbinellus floccosus (Autoria 2019).

1.2.4. Amanita rubescens

Pileo: de 5-88 mm de diametro, de globoso a hemisférico aplanado.

Cuticula: lisa, cubierta de escamas membranosa, blanquecina sobre fondo grisaceo con tintes
rojizos, distribuida mas o menos en circulos concéntricos.

Laminas: libres apretadas, blancas, con aristas enteras y con color.

Estipite: de 76-132 * 12-18 mm, central, cilindrico, ligeramente atenuado en el &pice y
engrosado en la base, con bulbo prominente, blanco que se va tifiendo de rojo, especialmente en
la base, anillo membranoso, en falda, blanco, con margen festoneado, con tintes rojizos, volva

floconosa, fugaz, tefiida de rojo.
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Basidios: claviformes, fusiformes, tetraspdricos, sin fibula basal
Basidiosporas: de subglobosas a subcilindricas, predominando elipsoidales, lisas, hialinas,
gutuladas, apiculadas

Queilocistidios claviformes a vesiculosos. Pleurocistidios no observados.

Pileipellis de hifas paralelas, gelatinizada, sin fibulas.

Esferocitos en las escamas del pileo (Merino-Alcantara 2017).

Figura 7. Imagen macroscépica de Amanita rubescens (Autoria 2019).
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1.2.5. Pholiota lenta

Pileo: convexo a deprimido en el centro con los bordes generalmente un poco levantado y con
los margenes revueltos hacia abajo, de 4 a 10 cm de didmetro, con superficie muy viscosa de
color ocréceo claro en el centro y progresivamente decolorado hacia los bordes donde puede
Ilevar en los ejemplares jovenes escamillas restos del velo general.

Laminas: presenta laminas finas y apretadas, escotadas o subdecurrentes por un pequefio diente
al principio cremas o cuero claro y luego se vas poniendo arcillosas a color café con leche por
las esporas.

Volva: cilindrica y relativamente corto, de 3 a 7 cm*1 a 1.5 cm, con una superficie blanca y

pulverulenta en lo alto y finalmente escamosa, con la edad se mancha de ocraceo.

Esporada: en masa marrén rojiza

Cuticula filamentosa: formada por una capa de hifas externa mas o menos paralelas, finas,

fibuladas y muy separadas por gelificacion. Debajo presentan otra capa de hifas entremezcladas
mas gruesas y con paredes fuertemente incrustadas con pigmento marrdn, con algunas hifas
lactiferas marrones dispersos. Las aristas de las ldminas tapizadas de numerosos cistidios
alargados, fusiformes y algo ventrudos, terminando en un largo cuello con extremidades
redondeada y en algunos con exudaciones extremas.

Basidios: cilindricos o progresivamente ensanchados en la extremidad y tertaspéricos.
Esporas: elipsoidales o en forma de alubia, alginas un poco curvadas en el centro, lisas u sin
poro germinativo.

(Asociacion Cultural “Baxauri” Kultur Elkartea. Mikologia. Bajauri.

http://www.fichasmicologicas.com/?micos=1&alf=p&art=754 ).
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Figura 8. Imagen macroscopica de Pholiota lenta (Autoria 2019).

1.3. Conocimiento tradicional de los hongos

Desde épocas prehispanicas, las comunidades étnicas aledafias a regiones boscosas utilizan los
recursos naturales que se encuentran disponibles para su supervivencia (Padilla y cols. 2005),
generando un amplio conocimiento tradicional. Este se define como el conjunto de saberes y
practicas (creencias, leyendas, mitos, proverbios, canciones y otros) generadas, seleccionadas y
acumuladas colectivamente (Ruan-Soto 2005), que incluyen sistemas de clasificacion,
observaciones empiricas del ambiente local, asi como un sistema de manejo del recurso (Reyes
2009), siendo la calidad y cantidad de este conocimiento variante entre los miembros de las
comunidades, dependiendo del género, edad, rango social, entre otros (Ruan-Soto 2005). Este
conocimiento se transmite en el espacio y en el tiempo a través del lenguaje, iniciandose en el
nucleo o unidad familiar y es compartido y reproducido mediante el dialogo directo entre el

individuo, sus padres y abuelos o hijos y nietos (Toledo 2009) convirtiéndose asi, en tradiciones
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y complejos bioculturales (Toledo y Barrera 2008). El uso de los recursos esta estrechamente
relacionado con su abundancia y variabilidad, un ejemplo claro es el aprovechamiento
tradicional de los hongos silvestres, los cuales han formado parte relevante de la cultura de
diferentes grupos indigenas (Zamora y cols. 2000). EI consumo de hongos tiene una tradicién
culinaria muy arraigada (Moreno-Fuentes y Bautista-Nava 2006), siendo el conocimiento
micoldgico tradicional la base para el aprovechamiento de este recurso. En México, diversas
comunidades rurales poseen un profundo conocimiento sobre hongos silvestres, desde el aspecto
bioldgico, ecologico y cultural, asi como sus estructuras morfologicas, lugar y época de
crecimiento, sustratos en donde se desarrollan, tipo de vegetacion propicios para su desarrollo
y forma de uso (Bautista-Nava y cols. 2010). Se han estudiado principalmente desde hace casi
50 afios (Herrera y Guzman 1961), debido a su importancia como alimento basico por sus
propiedades alimenticias superiores a la de muchos productos de origen vegetal (Montoya y
cols. 2004), asi como por sus cualidades medicinales (Guzman 1994), su creciente valor
comercial (Mariaca y cols. 2001) y por construir un recurso del que aun se desconocen
importantes aspectos ecologico de manejo biotecnoldgico (Guzméan 1998). La diversidad de
hongos en México es muy alta, se estima que existen mas de 200,000 especies de hongos, pero
solo el 4% son conocidos, el aprovechamiento de los hongos tiene un valor de uso
(autoconsumo) sobre el valor de cambio (comercializacion) (Guzméan 1998).

En México, este conocimiento tradicional micoldgico se ha desarrollado particularmente en el
area central del pais, vinculado a la rica herencia cultural prehispanica (Montoya y cols. 2008).
Se ha reportado el uso de algunas especies de hogos, con fines terapéuticos, para el tratamiento

de la hipertension y la reduccion del colesterol (Guzmén 1998).

1.4. Importancia medicinal de los hongos

En los paises asiaticos, el uso de hongos con fines terapéuticos lleva mas de mil afios, se han
registrado alrededor de 300 especies utilizadas para este fin (Garibay—Origel y cols. 2007). En
el uso medicinal académico, en la actualidad, estos encabezan los ahora Ilamados medicamentos
de primera generacion, como las penicilinas y cefalosporinas (Reyes-Garcia y cols. 2009). En
estudios clinicos japoneses, se ha descubierto que extractos del hongo Ganoderma sp., producen
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una mejora de calidad de vida como tratamiento para el cancer. Actualmente se estudia una
amplia variedad de hongos, en un esfuerzo por encontrar la cura del V.I.H. (Mata 2003). La
psilocibina, sustancia de algunos hongos alucinégenos, causa relajacion muscular, sensaciones
de tranquilidad y bienestar, por lo que se usa en psiquiatria para tratar algunas patologias y
depresiones fuertes (Cabarroi 2012). En Europa se realizan estudios con especies de hongos
como: Lepista nuda (con propiedades antibacterianas); Trametes versicolor, Ganoderma
applanatum y Schyzophyllum commune, los cuales poseen propiedades anticancerigenas (Mata
2003). En México, algunos hongos silvestres son utilizados como alimento debido a su excelente
valor nutricional que es atribuido por sus propiedades medicinales. Siendo considerados
nutraceUticos ya que tiene la doble funcién de nutrir y aportar determinados compuestos como
antibidticos, antitumorales, hemostaticos, hipoglucémicos, purgantes y antioxidantes (Martinez
y cols. 2001).

1.5. Composicién quimica y valor nutricional

Desde un punto de vista nutricional, la composicion quimica de los hongos se ha vuelto atractiva
debido a que presentan similitudes con el valor nutricional que aportan los huevos, la leche y la
carne (Duntar y cols. 2008), ademas que estos organismos contiene vitaminas (tiamina,
riboflavina, acido ascorbico, ergosterol y niacina), asi como una gran cantidad de aminoacidos
esenciales, proteinas, grasas, cenizas, glucosidos, aceites volatiles, tocoferoles, compuestos
fendlicos, flavonoides, carotenoides, folatos y &cidos organicos entre otros (Patel y Goyal
2012). El valor energético total de los hongos oscila entre 250 y 350 cal/kg en hongos frescos,
es por ello que los hongos se consideran alimentos funcionales ya que proporcionan beneficios
para la salud y son una fuente importante de compuestos biol6gicamente activos ya que brindan
beneficios medicinales utilizados en la prevencion y tratamiento de enfermedades (Rathee y
cols. 2012), como antinflamatorios, antioxidantes, inmunomoduladores, anticancerigenos,
antivirales, antibacterianos, antiflngicos, hepatoprotectores, antineurodegenerativos,
antidiabéticos, antiangiogénicos e hipoglucémicos, entre otros (Xu y Beelman 2015). Estos
compuestos con actividad bioldgica se pueden encontrar en la pared celular de los hongos como

polisacaridos (B-glucanos) y proteinas, 0 como metabolitos secundarios, como los compuestos
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fendlicos, terpenos y esteroides. La concentracion y eficacia de estos compuestos dependera del
tipo de hongo, sustrato, etapa de desarrollo, etc. (Guillamon y cols. 2010).

1.5.1. Polisacéaridos

Estos son los compuestos con actividad bioldgica que mas se han estudiado. Especificamente
los polisacaridos de glucano. Se diferencian por su estructura primaria, tipo de enlace, grado de
ramificacion, peso molecular, solubilidad, etc. Algunos glucanos fungicos son intracelulares
(sirven como material de reserva), otros secreten en el medio y pocos estan presentes en la pared
celular. Con respecto a su solubilidad, estos pueden ser solubles en agua, solubles en alcali o
insolubles (Ruiz-Herrera 2012). Las fracciones insolubles suelen ser componentes estructurales
de la pared celular y reticuladas con otros polisacaridos como la quitina o con proteinas como
las glicoproteinas, los glucanos insolubles corresponden al 50 - 80% y los glucanos solubles
corresponden al 20 -50% de glucanos totales (He y cols. 2012). Los efectos terapéuticos de los
polisacaridos son antioxidantes, antidiabéticos, antinflamatorios, antimicrobianos
anticancerigenos e inmunomoduladores (Elsayed y cols. 2014). Los glucanos bioactivos se han
aislado de cuerpos fructiferos y de micelios producidos mediante fermentacion sumergida (Song
y cols. 2012). También se han identificado polisacaridos como complejos proteicos de
polisacéridos con actividad inmunomoduladores y antitumorales (Fisher y Yang 2002).

CH,OH
H

o. OH
OH H

HO H
H OH

Figura 9. Estructura quimica basica de un polisacarido (Elsayed y cols. 2014).
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1.5.2. Terpenos

Los terpenos o terpenoides constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios de
las plantas y los hongos. De la ruta biosintética de estos compuestos, se obtienen metabolitos
primarios y secundario de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de los hongos.
Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas, carotenoides, ubiquinonas y esteroles.
Suelen ser solubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de isopreno (5 atomos
de C), de esta forma, los terpenos se clasifican por el nUmero de isopreno que contienen. Se
sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido mevalonico, activa en el
citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para formar &cido mevalonico que
reaccionan hasta formar isopentenil disfosfato (IPP), o la ruta de metileritrito fosfato (MEP). El
grupo de los terpenos, como ya se menciond incluye hormonas (giberelinas y acido abscisico),
pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol)
derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y aceites esenciales que proporcionan el
olor y el sabor caracteristico (Avalos-Garcia 2009).

Los terpenos son de los grupos que se encuentran con mayor abundancia en algunos hongos,
estos biocompuestos actian como antiinflamatorios, algunos compuestos inhiben la sintesis del
colesterol (Komoda y cols. 1989), otros contribuyen a la proteccion contra la aterosclerosis
(Morigiwa y cols. 1986). Algunos cumplen la funcion de antioxidantes y otros cumplen la
funcién de antivirales, antibacterianas y/o antifungicas. La funcion y concentracion de los
biocompuestos pertenecientes a la clase de los terpenos dependera de la especie del hongo

(Niedermeyer y cols. 2005).

HiC CHs  HsC H3C

- S o~
OH

CHa

Figura. 10. Estructura quimica bésica de un compuesto terpeno (Avalos-Garcia 2009).
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1.5.3. Péptidos

Los hongos producen principalmente péptidos bioactivos como las lectinas, éstas se unen
especificamente a los carbohidratos de la pared celular de los hongos y tiene la capacidad de
aglutinar células (Liu y cols. 2006). Estos péptidos no tienen actividad enzimatica, pero
presentan actividad antifungica. También producen proteinas bioactivas como las proteinas
inmunomoduladoras fungicas (FIP), son un nuevo grupo de proteinas bioactivas (Ko y cols.
1995), proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP) estas son enzimas que inactivan los
ribosomas al eliminar los residuos de adenosina del ARNr (Chu y cols. 2005), y lacasas que
son enzimas fenol oxidasas ampliamente distribuidas en hongos basidiomicetos y ascomicetos,
Estos hongos usan las lacasas para degradar sustratos lignoceluldsicos, aunque se han aislado

lacasas con actividad antitumoral.

O O CH,

H | H I
HaN CRNACJN CRN £
H 1 H HH |

O
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Figura 11. Estructura quimica basica de un péptido.

1.5.4. Saponinas
Las saponinas son compuestos que se forman cuando una molécula de azucar se condensa con
otra que contiene un grupo hidroxilo, pertenece a los metabolitos vegetales de alto interés.

Pertenecen al grupo de los glicésidos, se pueden encontrar en forma de alcaloides esteroideos,
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glicosidos esteroideos, glicosidos terpenos y glicésidos. Pueden ser terpenoides o alcaloides que
contienen moléculas de azucar en su estructura. Las agliconas son saponinas sin azlcar,
denominadas como sapogeninas. Las propiedades surfactantes o detergentes similares a las del
jabon que tienen las saponinas se deben a la aduccion de un terpenoide hidrofébico y un grupo
hidrofilico, algunas son utilizadas como medicamento en el tratamiento de la insuficiencia

cardiaca congestiva (Cote y cols. 2010).

Saponina triterpenoide Saponina esteroide

Figura 12. Estructura quimica de saponinas.

1.5.5. Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15,000 metabolitos secundarios que tienen en
comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un 4tomo de nitrégeno en
la molécula, y exhiben actividad bioldgica. La mayoria son heterociclicos, aunque algunos son
compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos), se encuentran en plantas vasculares, la mayoria
dicotiledoneas herbaceas. Se sintetizan a partir de la lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos
como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. En humanos, los alcaloides
generan respuestas fisioldgicas y psicologicas, a dosis altas suelen ser toxicos y a dosis bajas
pueden usarse en terapias como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos
(Cote y cols. 2010).
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Figura 15. Estructura quimica basica de un compuesto alcaloide (Cote y cols. 2010).

1.5.6. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos pueden encontrarse distribuidos en vegetales y frutos, se derivan de
la fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina, son metabolitos secundarios de gran
importancia encontrados principalmente en plantas (L6pez 2008). Tienen diferentes
caracteristicas quimicas y actividades metabolicas, se han identificado alrededor de 8000
compuestos diferentes (Shahidi y Nazk 1995).

La actividad sensorial en los alimentos de origen vegetal y procesado, se relaciona con la
presencia de compuestos fendlicos. Nombrados actualmente como compuestos fitoquimicos,
los cuales presentan gran demanda por contribuir de manera positiva en la salud humana
(Clifford 1992). Ademas, los compuestos fenolicos intervienen como antioxidantes naturales en
los alimentos, por lo que, la obtencidn y preparacion de productos con un alto contenido de
estos compuestos supone una reduccion en la utilizacion de aditivos antioxidantes, pudiendo
incluso englobarlos dentro de los llamados alimentos funcionales. Desde un punto de vista
nutricional estd actividad antioxidante presente se asocia con un papel protector en las
enfermedades cardiovasculares y el cancer (Berray cols. 1995). EI comportamiento antioxidante

de los compuestos fendlicos parece estar relacionado con su capacidad de quelar metales,

20



manteniendo, intercambiando o reduciendo su actividad catalitica o reduciéndolos (Decker
1997).

Quimicamente, los fenoles pueden ser definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico
con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales. Las plantas y alimentos
que contienen una amplia variedad de derivados fendlicos incluyendo fenoles simples,
fenilpropanoides, derivados del &cido benzoico, flavonoides, y taninos, estos compuestos
pueden ser pirogalol, miricetina, &cido cafeico, quercetina y catequina, entre otros, dentro de
otras propiedades que se les confieren a los fenoles son la funcion de antibioticos, uso como
pesticidas naturales, agentes protectores de rayos UV y aislantes de una prueba de paredes
celulares (Shahidi y Naczk 2004).

1.5.6.1. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, tienen un ndcleo de benzopireno, como
base molecular compuestos por dos anillos de fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de
pirano (Kuhnau 1976). Son sintetizados a partir de aminoécidos arométicos como la fenilalanina
y la tirosina (Primo 2007). Los atomos de carbono en los anillos C y A se enumerande 2 al 8y
los del anillo B desde 2°al 6° (Kiihnau 1976). Se clasifican en:
e Flavanos: con un grupo -OH en posicién 3 al anillo C (catequina).
e Flavonoles: tienen un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del
anillo C (quercetina).
e Flavonas: poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo C y carecen del grupo
hidroxilo en posicion C3 (dismetina).
e Antocianinas: tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas poseen un doble

enlace entre lo carbonos 3y 4 del anillo C (Letan 1966).

Son pigmentos naturales, generalmente de color amarillo (Primo 2007). Protegen a las plantas
del estrés oxidativo que es generado debido a la exposicién al sol (Martinez y cols. 2014). Para
establecer su capacidad antioxidante, los flavonoides deben presentar una estructura O-dihidroxi

que participa en la deslocalizacion de electrones y proporciona una mayor estabilidad a la forma
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radical, también deben de tener una doble ligadura en conjuncion con la funcién 4-oxo del anillo
C, por altimo, los anillos A 'y C deben tener grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo necesarios
para ejercer el maximo potencial antioxidante (Rice-Evans y cols. 1996). Estos compuestos
pueden unirse a diversos polimeros bioldgicos como las enzimas, transportadores de hormonas,
y ADN; quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe?* Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte

de electrones, y depurar radicales libres (Saskia y cols. 1998).

HO O

OH O
OH

Figura 13. Estructura quimica basica de compuesto flavonoide (Martinez y cols. 2014).

1.5.6.2. Polifenoles

Los polifenoles son compuestos con anillos aromaticos hidroxilados (polihidroxilados), se
derivan de la L-fenilalanina (Petti 2009). Su masa molecular varia entre los 500 a 4000 Da
(Ricco y cols. 2015), estructuralmente son muy similares entre ellos (Alexis Biochemicals
2017), son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, en presencia de soluciones
acuosas 0 alcohdlicas de cloruro férrico, destacan por el intenso color verde, purpura, azul o
negro que presentan, (Lock 1988). Se clasifican en acidos fendlicos (derivados del acido
cindmico y benzoico), alcoholes fendlicos, flavonoides, cumarinas, taninos condensados e
hidrosolubles y lignanos (Naczk 2004; Abbas y cols. 2017).
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Figura 14. Estructura quimica basica de un polifenol (Abbas y cols. 2017).

1.6. Estrés oxidativo

Segun (Yoshukawa 2002), el estrés oxidativo se puede definir como un estado en el que las
cantidades oxidativas superan los sistemas antioxidantes debido a la pérdida del equilibrio entre
ellos. Todas las células contienen sistemas moleculares que son vitales para el funcionamiento
y la supervivencia adecuada. Principalmente en los organismos aerobios es fundamental la
presencia de oxigeno para que se lleven a cabo procesos metabélicos como la transformacion
de los carbohidratos, grasas y proteinas para la produccién normal de energia mediante un
proceso de oxidacion (Fig. 9). Los oxidantes son moléculas derivadas del oxigeno, puede ser un
compuesto quimico que contiene uno 0 mas electrones no apareados en orbitales atdbmicos o
moleculares conocido como radical libre (RL) o moléculas que contiene oxigeno que pueden o
no tener electrones desapareados, pero que son reactivos en los tejidos, conocidos como especies
reactivas de oxigeno (ROS) por sus siglas en inglés, incluyen superdxido (Oz), peroxido de
hidrogeno (H20>) y el radical hidroxilo (OH) (Vincent y Taylor 2006).

Diversos factores pueden ocasionar un desequilibrio entre las moléculas oxidantes y los
antioxidantes, ocasionando una produccién excesiva de RL y ROS. Este desequilibrio permite
que estas moléculas ataquen compuestos quimicos cercanos que llegan a estar involucrados en

reacciones enzimaticas importantes, pueden ser componentes de las paredes celulares o
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logrando ser parte de una molécula de ADN. Si se modifica su estructura quimica, su funcién
en la célula puede perderse y el resultado puede ser senescencia celular o apoptosis (Cederbaum
y cols. 2009). El dafio celular causado por los radicales libres compromete la funcion celular y
causar dafios en los acidos nucleicos, oxidacion en proteinas y peroxidacion en lipidos. Este es
uno de los principales contribuyentes al envejecimiento y las enfermedades degenerativas como
cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas, deterioro del sistema inmunitario,
enfermedades hepaticas, diabetes mellitus, inflamacion, insuficiencia renal, disfuncion cerebral

y estrés, entre otros (Kozarski y cols. 2015).

1.7. Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que a concentraciones relativamente bajas detienen la
oxidacion de otras moléculas mediante la iniciacion de la inhibicién prolongada de reacciones
en cadena oxidativa. Estos antioxidantes acttan principalmente en reacciones de terminacion de
cadenas de radicales libres, impidiendo la oxidacién de lipidos y otras moléculas cediendo
atomos de hidrégeno. Los antioxidantes pueden eliminar o bloquear los radicales libres e inhibir
la peroxidacion lipidica (Rivero y Betancort 2006).

La actividad de los compuestos antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifenolicos y de su estructura quimica (Royse y May 2003). Esta actividad en los
polifenoles es la propiedad de mayor interés, debido a que contienen en su estructura quimica
un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos, los cuales reaccionan a radicales libres. Los
antioxidantes se pueden utilizar para la prevencion del valor nutritivo previniendo el deterioro
oxidativo de lipidos y para propositos medicinales. La mayor parte de la capacidad antioxidante
de los vegetales, plantas u hongos es debida a los polifenoles que poseen caracteristicas bildgicas
extensas y particularmente a su propiedad de quelar metales (Asatiani y cols. 2010). Varios
estudios previos, han establecido que los compuestos fendlicos de las plantas y hongos
incluyendo los flavonoides son antioxidantes potentes con efectos antimutagénicos y

anticariogenicos (Miranda 2003).

24



1.8. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

1.8.1. Técnicas analiticas cualitativas

1.8.1.1. Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) es una técnica
analitica cualitativa rapida y sencilla, que nos permite identificar a grandes rasgos que
compuestos o familia de compuestos se encuentran presentes en un sustrato (Pérez 2000).

e Determina el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar, por ejemplo, la
efectividad de una etapa de purificacion.

e Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser idénticas. Si, por
el contrario, corren distinto entonces no son la misma sustancia.

o Realizar el seguimiento de una reaccion. Es posible estudiar como se transforman los
reactivos para formar productos, lo que nos permite visualizar cuando la transformacion
quimica ha terminado

La muestra a analizar se coloca cerca de uno de los extremos de la lamina de plastico o aluminio
que previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente (fase estacionaria). Entonces,
la 1damina se coloca en una camara cerrada que contiene uno o varios disolventes mezclados
(eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por capilaridad a través
del adsorbente, se produce un reparto diferencial de los productos presentes en la muestra entre

el disolvente y el adsorbente.

» Adsorbentes y eluyentes

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son gel de silice (SiO2) y la
alimina (Al203), ambas de caracter polar. La alimina anhidra es el més activo de los dos, es
decir, es el que retiene con méas fuerza a los compuestos; por ello, se utiliza para separar
compuestos relativamente apolares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres, aldehidos y

cetonas). El gel de silice, por el contrario, se utiliza para separar sustancias mas polares

25



(alcoholes, aminas, &cidos carboxilicos). El proceso de adsorcion se debe a interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrégeno entre el soluto y el adsorbente.
El adsorbente debe ser inerte con las sustancias a analizar y no actuar como catalizador en
reacciones de descomposicion. El adsorbente interacciona con las sustancias mediante
interaccion dipolo-dipolo o mediante enlace de hidrogeno si lo presentan. EIl orden de elucion
de un compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de la fase movil o eluyente. El eluyente
puede ser un disolvente Gnico o dos miscibles de distinta polaridad. En general, estos disolventes
se caracterizan por tener bajos puntos de ebullicion y viscosidad, lo que les permite desplazarse
con rapidez. Raramente se emplea un disolvente mas polar que el metanol. Usualmente se
emplea una mezcla de dos disolventes en proporcion variable; la polaridad de la mezcla sera el
valor promediado en funcion de la cantidad de cada disolvente empleada. El eluyente idoneo

para cada andlisis se determina por el “método de ensayo-error”

1.8.2. Técnicas analiticas cuantitativas

1.8.2.1. Cuantificacion de fenoles

Este método se fundamenta en el empleo del reactivo Folin-Ciocalteu, que es una mezcla de
acido fosfotungstico y acido fosfomolibdico, que se reduce al oxidar los fenoles a pH bésico
formando una mezcla de 6xido de tungsteno y molibdeno, cromdgenos de color azul. La
coloracién que produce presenta una absorbancia maxima alrededor de los 750 nm y es
proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes en el extracto (Tabarez-
Sanchez 2017).

1.8.2.2. Cuantificacion de polifenoles

Este método tiene un fundamento similar al de fenoles totales, la diferencia entre ellos es la

concentracion normal del reactivo de Folin-Ciocalteu y el estandar empleado para la curva de
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calibracién que lo hace especifico para estructuras similares al &cido tanico. La coloracion que
se produce presenta una absorbancia méaxima a 765 nm (Tabarez- Sdnchez 2017).

1.8.2.3. Cuantificacioén de flavonoides

El método se basa en la reaccion formada por los iones de aluminio con las estructuras generales
de flavonoides formando un complejo de coloracion amarilla. Esta reaccion se lleva a cabo en
dos etapas. En la primera, los grupos hidroxilo del anillo B de los compuestos flavonoides en
las pociones C3y C4” con presencia de CH3COOK sufren una oxidacion transformandose en
carbonilos. En la segunda etapa, la presencia de tricloruro de aluminio promueve cambios en el
anillo A en Cs, el aluminio se coordina con el oxigeno en C4” y en el C3". En esta etapa, la
muestra adquiere un color amarillo. La coloracidén que se produce presenta una absorbancia

maxima a 415 nm (Tabarez- Sanchez 2017).

1.8.3. Método para actividad antioxidante 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo es un radical libre estable debido a la deslocalizacion
de un electrén desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza.
La deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el
cual absorbe el metanol a 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno el color violeta se desvanece. EI cambio
de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los

parametros para las propiedades antioxidantes (Tabarez- Sanchez 2017).
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1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Figura 16. Estructura del radical DPPH antes y después de la reaccién con el antioxidante
(Alamy cols. 20212).

El resultado de esta prueba es la obtencion de la concentracion inhibitoria 50 (IC50), definido
como la cantidad de antioxidante necesario para inhibir o estabilizar la concentracién inicial de
DPPH hasta el 50%.

1.8.4. Cromatografia liquida de alta resolucién

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas de analisis basadas en la separacién de
componentes de una mezcla y su posterior deteccion. Las técnicas cromatograficas son muy
variadas, pero en todas ellas hay una fase mévil que consiste en un fluido (gas, liquido, o fluido
supercritico) que arrastra a la muestra con un flujo constante de presion proporcionado por una
bomba, hasta llegar al punto donde es introducida la muestra. Siguiendo el flujo de presion la
Ileva a una columna donde se encuentra la fase estacionaria que se trata de un sélido o un liquido
fijado en un solido (Fig. 17). De manera general, una cromatografia se realiza permitiendo que
la mezcla de moléculas que se desea separar (muestra) interactie con un medio o matriz de
soporte que se denomina fase estacionaria. Un segundo medio (la fase mévil) que es inmiscible
con la fase estacionaria se hace fluir a través de ésta para eluir a las moléculas en la muestra. En
el caso particular de la HPLC, una muestra en estado liquido es arrastrada por una corriente

liquida Ilamada eluyente. Como fase estacionaria actta un sélido finamente dividido (diametro
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de particula 3, 5, 10 um). Los principales mecanismos de interaccion de esta técnica son:

adsorcion superficial, particion, intercambio ionico y exclusion molecular (Ferndndez 2009).

Columna

Cromatograma
— —_—

Injector
Auto muestreador
Administador de muestras

.

Analizador de datos

Reservorio del —*

solvente Muestra
(Fase movil)

Detector

Bomba
Administador de solvente

Residuo

Figura 17. Etapas del proceso de cromatografia liquida de alta resolucion (Fernandez 2009).

De acuerdo con Rosales (2008), como medio de deteccidn para esta técnica se pueden utilizar
cualquiera de las propiedades fisicas o quimicas que se puedan medir en la disolucion.
Generalmente, los detectores de la HPLC no son destructivos empledndose comunmente:
UV/Vis, fotodiodos, indice de refraccion, fluorescencia, conductividad, dispersion de luz y
espectrometria de masas. De los detectores antes mencionados el mas utilizado es el de UV/Vis,
el cual se emplea para sustancias que absorben radiacion y utiliza ldamparas de deuterio, xenon
o wolframio (tungsteno). Las caracteristicas que hacen que esta técnica analitica sea tan utilizada
son: la selectividad, reproducibilidad, sensibilidad y la rapidez en los analisis. Segun Lee y cols.
(2010), estas caracteristicas proporcionan a la técnica ciertas ventajas como lo son: el tiempo de
analisis reducido, menor consumo de disolventes, menor dispersion de los solutos a analizar y

ahorro de costos.
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2. ANTECEDENTES

Shu-Yao y cols. (2007) evaluaron la actividad antioxidante del extracto etandlico y el extracto
de agua caliente de tres diferentes especies de hongos silvestres (Agaricus blazei, Agrocybe
cylindracea y Boletus edulis). Reportaron que el extracto etandlico de los tres hongos muestran
mejor actividad antioxidante en comparacion a los extractos de agua caliente. Para ambos
extractos, B. edulis presentd mayor actividad antioxidante debido a que posee mayor contenido
de fenoles totales y tocoferoles. Vaz y cols. (2010) estudiaron la actividad antioxidante e
inhibidora de crecimiento de extractos fendlicos (metandlicos, etandlicos) y polisacéridos (agua
hirviendo) de Citocybe alexandri y Lepista inversa en lineas celulares tumorales humanas.
Evaluaron la capacidad de eliminar radicales libres y la inhibicion de la peroxidacién lipidica.
La inhibicion del crecimiento celular inducida por extracto se midi6 en cuatro lineas celulares
tumorales (cancer de pulmén, mama, colon y gastrico). Como resultados obtuvieron que el
extracto polisacarido de L. inversa fue el mas potente como antioxidante, mientas que el extracto
fenolico etandlico de C. alexandri fue el mas potente como inhibidor del crecimiento de las
lineas celulares. Chelela y cols. (2014) reportaron el efecto de los extractos crudos de distintas
especies de hongos silvestres, Russula cellulata, Russula kivuensis, Amanita muscaria y
Amanita phalloides, colectados en la Sierra Sur de Tanzania. Mostraron que la dosis letal 50
(DLso) de los extractos obtenidos con etanol (MS1E) y éter de petréleo (MS1PE) de A. muscaria

presentaron el mejor efecto con una DLsg de 11.00 y 13.72 mg/mL, respectivamente.
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3. JUSTIFICACION

En México, el conocimiento tradicional y funcional micoldgico se ha desarrollado en el area
central del pais debido a la gran diversidad de organismos presentes. EI conocimiento tradicional
de los hongos comestibles silvestres ha aumentado a lo largo de los afios debido a su importancia
como alimentos bésicos ya que poseen propiedades nutritivas que superan a los alimentos
convencionales como la carne o los lacteos, asi como por sus cualidades medicinales. Sin
embargo, las propiedades quimicas funcionales, son las que generan mayor interés (Estrada-
Martinez y cols. 2009). En las estructuras basicas de los hongos se pueden encontrar compuestos
quimicos con actividad bioldgica, como lo son los polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas,
asi como productos naturales resultantes de su metabolismo secundario como los compuestos
terpenos, glicésidos y fendlicos, que en el organismo cumplen diversas funciones, como
anticancerigenos, antinflamatorios, antimicrobianos y principalmente antioxidantes. Los
extractos de Citocybe alexandri, Lepista, Russula cellulata, Russula kivuensis, Amanita
muscaria, Amanita phalloide y Lactarius deterrimus han mostrado eficacia como antioxidantes.
La extraccion de estos compuestos para la elaboracion de suplementos alimenticios podria ser
una ventana para el desarrollo de innovacion cientifica y tecnoldgica en el pais enfocada al
beneficio de la salud (Baldayan 2012).
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4. HIPOTESIS

Los hongos silvestres Russula delica, Boletus edulis, Turbinellus floccosus, Amanita rubescens
y Pholiota lenta del volcan La Malinche contiene metabolitos fendlicos con capacidad

antioxidante.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Analizar el perfil micoquimico de extractos de hongos silvestres Russula delica, Boletus edulis,
Turbinellus floccosus, Amanita rubescens y Pholiota lenta del volcén la Malinche y cuantificar
su actividad antioxidante.

5.2. Objetivos especificos

En los hongos Russula delica, Boletus edulis, Turbinellus floccosus, Amanita rubescens y
Pholiota lenta.

v Realizar un analisis quimico preliminar mediante cromatografia en capa fina para

conocer las principales familias de compuestos presentes en los extractos.

v Cuantificar el contenido de compuestos fenolicos de los extractos paras conocer las

concentraciones de los mismos.

v Evaluar la actividad antioxidante in vitro de los extractos por el método 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).
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6. METODOLOGIA

6.1. Colecta de los hongos

La colecta de las especies de hongos silvestres comestibles se realizd durante los meses de
octubre-noviembre del afio 2019 en las faldas del volcan La Malinche. Se localizaron los
cuerpos fructiferos mediante recorridos por el bosque ubicando monticulos de hojarasca, la
busqueda se realizo6 alrededor de los arboles o cerca de ellos, una vez ubicado el espécimen, se
movié la hojarasca con movimientos suaves y procurando tener el mayor cuidado a fin de no
maltratar el cuerpo fructifero, una vez descubierto se recolectaron los individuos maduros. Se
sacudio el cuerpo fructifero en el lugar de colecta para liberar el mayor numero de esporas
posible y se tap6 con la hojarasca para que el micelio no se deshidratara. Los especimenes
recolectados fueron trasladados y depositados en el laboratorio de Biologia Experimental de la

Licenciatura en Biologia de la Universidad Autdnoma de Tlaxcala.

< “--Z‘tigteo-:»c
T

La Ma

Guadalupe

Figura. 18. Sitio de colecta con vista satelital (Google Earth).
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Las especies de hongos que se utilizaron para el estudio se enlistan en la Tabla 2; Se anotan los
nombres cientificos, los nombres comunes, el disolvente utilizado y la clave utilizada para la
parte experimental, asi como el numero de identificacion. La colecta se hizo en dos etapas y al

finalizar se obtuvieron de 1.5 kg a 2.5 kg de hongos por especie en peso fresco.

Tabla 2. Listado de hongos con su nombre cientifico, nombre comun y clave de identificacion

para cada disolvente.

Nombre cientifico Nombre comun Disolvente NuUmero Clave

Russulla delica Tecax Metanol 1 RDTM1
Etanol 2 RDTE2
Boletus edulis Pante Metanol 3 BEPM3
Etanol 4 BEPE4
Turbinellus floccosus Corneta Metanol 5 TFCM5
Etanol 6 TFCEG6
Amanita rubescens Mantequilla Metanol 7 ARMMY7
Etanol 8 ARMES
Pholiota lenta Xolet Metanol 9 PLXM9
Etanol 10 PLXE10

6.2. Obtencion de los extractos

Para la obtencidon de los extractos, se utilizaron 1.5 kg de hongo fresco, se deshidrataron a 55
°C durante 72 h. Una vez trascurrido el tiempo de deshidratacion se inicié la molienda de la
materia organica seca hasta llegar al pulverizado. La maceracion se realizd por tres dias
consecutivos utilizando 20 g del pulverizado de cada hongo y 50 mL del disolvente
correspondiente (metanol y etanol). Se dej6 reposar por 24 hrs. La filtracidn se inici6 al trascurrir
las 24 hrs de la primera maceracion utilizando papel filtro de poro mediano y fino. Una vez

transcurrido el tiempo de maceracion, se concentrd el disolvente de cada hongo hasta tener un

34



volumen total de 150 MI. Posteriormente, se realiz6 la evaporizacién utilizando un rotavapor
Evelsa. Para evaporar el metanol se ajust6 una temperatura de 64.7 °C y para evaporar el etanol
se ajusto una temperatura de 78.37 °C. Una vez que el concentrado tomo una consistencia
viscosa se recolecto el concentrado utilizando una pipeta Pasteur y aproximadamente 5 mL del
disolvente correspondiente. Finalizado el procedimiento, los extractos se llevaron al desecador
para eliminar el sobrante acuoso. Se pasé a la liofilizadora por 10 dias para asegurar la
eliminacidn de la sustancia acuosa. Pasado el tiempo de liofilizacion, los extractos se pasaron a

ultracongelacion para conservar y evitar la contaminacion de los extractos.

6.3. Andlisis cualitativo de los extractos

6.3.1. Cromatografia en capa fina

Se reactivaron los extractos con 1 mL de disolvente antes de pasar a ultracongelacion,
posteriormente se realizd la TLC con fase estacionaria: Silica gel 60 F2s4 para realizar los
métodos de deteccién que se muestran en la tabla 2. Se utilizaron 2 fases mdviles con
polaridades diferentes: TLC con fase movil DCM MeOH (95:5) y TLC con fase mdvil AcOEt,
H20, MeOH, Heptano (16:1:3:2).

Tabla 3. Ensayos para la identificacion de familias de metabolitos.

Tipos de compuestos detectados Método de deteccion/Reactivo
Compuestos fendlicos Cloruro de hierro (111) al 5% (FeClz)
Flavonoides Tricloruro de aluminio al 10 % (AlcLz)
Actividad antioxidante DPPH
Terpenos, isoprenoides y saponinas Vainillina(H2SO4)

Liernermann-Burchard
p-Anisaldehido/ H2SO4
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Alcoholes, aldehidos, compuestos Permanganato de potasio (KMnOa)
insaturados, aminas y sulféxidos
Alcaloides Reactivo de Dragendorff

Antraquinonas y/o cumarinas Reactivo de Borntrager

6.4. Andlisis cuantitativo de los extractos

6.4.1. Analisis colorimétricos

6.4.1.1. Cuantificacién de fenoles totales

La curva de calibracion se realizé con una solucion stock de acido galico (AG) 0.85 mg/mL, se
prepararon diluciones de 0-5 mM en H20. Para la preparacion del extracto se pesaron 5 mg de
extracto y se disolvieron en 1 mL de metanol. El blanco se preparé con 50 pL de extracto y se
adiciono 650 pL de H20O. En un tubo Eppendorf se agregaron 60 puL y 600 pL de solucion A
(Anexo 2) y 120 pL de NaOH 0.5 N, se dejaron reposar en la oscuridad por 10 min (termomix
10 min, 30 x 10 rpm, 30 °C). Se adicionaron 60 uL del reactivo Folin-Ciocalteu al 1 N,
permitiendo la reaccion por 30 min con agitacion en la oscuridad (termomix 30 min, 30 x 10
rpm, 30 °C), se colocaron 200 pL de cada reaccion en una placa multipozos por triplicado, se

leyd en espectrofotometro para microplacas Epoch a una absorbancia de 750 nm.

6.4.1.2. Cuantificacion de polifenoles

La curva de calibracion se realizo con una solucion stock de acido tanico (AT) 1 mg en H20, se
prepararon diluciones de 0-1 mg/mL de AT. Para la preparacion del extracto se pesaron 5 mg
de extracto y se disolvieron en 1 mL de metanol-agua (1:1). El blanco se prepar6 con 50 pL de
extracto y se adiciond 950 pL de H20. En un tubo Eppendorf se agregaron 50 pL de extracto,
400 puL de Na,CO3 al 1M y 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu al 2 N, permitiendo la reaccion

por 20 min con agitacion en la oscuridad (termomix 20 min, 20x10 rpm, 30 °C), se colocaron
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200 uL de cada reaccion en una placa multipozos por triplicado, se leyo en espectrofotometro
para microplacas Epoch a una absorbancia de 765 nm.

6.4.1.3. Cuantificacién de flavonoides

La curva de calibracion se realizd con una solucion stock de quercetina (Q) 0.2 mg/mL en etanol
al 98%, se prepararon diluciones de 0-0.2 mg/mL de Q. Para la preparacion del extracto se
pesaron 5 mg de extracto y se disolvieron en 1 mL de etanol al 98%. EI blanco se preparé con
100 pL de extracto y se adiciono 900 pL de etanol al 98%. En un tubo Eppendorf se agregaron
100 pL de extracto, 300 pL de etanol al 98%, 20 pL de CH3COOK se mezclaron utilizando un
vortex. Posteriormente, se agrego 560 pL de H20O, permitiendo la reaccion por 30 min con
agitacion en la oscuridad (termomix 30 min, 30x10 rpm, 30 °C), se colocaron 200 pL de cada
reaccion en una placa multipozos por triplicado, se leyd en espectrofotémetro para microplacas
Epoch a una absorbancia de 415 nm.

6.5 Actividad antioxidante por el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Se preparé una solucidén stock de DPPH al 1M disuelto en etanol absoluto, con la solucién stock,
se preparé una solucion de trabajo (dilucion a 133.33 mM en 50mL EtOH absoluto). Las
muestras se prepararon como se muestra a continuacion. Se incubaron por 30 min a 37 °C con
40x10 rpm en una placa multipozos en cuadruple, se leyd en espectrofotémetro para microplacas

Epoch a una absorbancia de 517 nm.

Blanco Control Muestra Blanco de muestra
EtOH 200 pL 50 pL 0 pL 150 pL
DPPH 0 pL 150 pL 150 pL 0 pL
Muestra 0 pL 0 pL 50 pL 50 pL

Para obtener el % de inhibicion se aplica la siguiente formula.
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%I = (Abpik - Abm/Abc)*100
%I = Porcentaje de inhibicion
Abpik = Promedio de la absorbancia del blanco de la muestra
Abm = Promedio de la absorbancia de la muestra

Abc = Promedio de la absorbancia del control

6.6 Andlisis estadistico

Para la obtencion de las curvas dosis respuesta se analizaron los extractos individualmente con
un anélisis de regresion no lineal por triplicado. Una vez obtenidas las concentraciones de las

curvas dosis respuesta, se hizo la comparacion de los extractos utilizando un analisis de ANOVA

de una via utilizando el programa The GraphPad Prism 8.
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7 RESULTADOS

En la tabla 4, se puede observar los gramos de muestra que se utilizaron para la extraccion y los
gramos de extractos obtenidos después de la extraccion, teniendo al extracto metanolico de A.
rubescens con la mayor cantidad de extraccién en gramos (3.90 g). Sin embargo, el extracto
metandlico de R. delica mostr6 el mejor rendimiento de extraccion, con un porcentaje de

extraccion del 22. 75%.

Tabla 4. Rendimientos de extraccion de los extractos metandlicos y etandlicos

Extracto Muestra (g) WE (Q) %R
RDTM1 15 3.41 22.75
RDTE2 15 1.95 13.03
BEPM3 20 1.71 8.54
BEPE4 20 3.81 19.06
TFCM5 20 0.96 4.80
TFCE6 20 2.12 10.59
ARMM7 20 3.90 19.51
ARMES8 20 2.13 10.64
PLXM9 15 0.50 3.32
PLXE10 15 1.26 8.40

En la tabla 4. Se muestran los gramos utilizados para la extraccion de cada extracto, asi como
el peso final obtenido de cada extracto. Se observo que el peso mayor se obtuvo en el extracto
metanolico de A. rubescens con 3.90 g, seguido del extracto etandlico de B. edulis con 3.81 gy
el extracto metanolico de R. delica con 3.41 g. El extracto etandlico de A. rubescens mostré un
peso final de 2.13 g, difiriendo con una décima del extracto etanolico de T. floccosus. Para el
extracto etanolico de R. delica se obtuvo un peso de 1.95 g, secundando el extracto metanélico

de B. edulis con un peso de 1.75 g, por ultimo, el extracto etandlico de P. lenta. Sin embargo,

39



los pesos mas bajos se obtuvieron en los extractos etanolicos de T. floccosus y P. lenta, con un
peso de 0.96 g y 0.50 g, respectivamente.

En la Figura 19, se muestra que el rendimiento de extraccion de los extractos metanolicos y
etandlicos. Se obtuvo el mayor rendimiento en el extracto metandlico de R. delica, el extracto
metanolico de A. rubescens, presenta una diferencia minima con el extracto etandlico de B.
edulis, seguidos del extracto etandlico de R. delica. Los extractos etanolicos de A. rubescens y
T. floccosus difieren minimamente, similar diferencia se presenta en el extracto metandlico de
B. edulis y el extracto etandlico de P. lenta. Los porcentajes de extraccion mas bajos se
obtuvieron en los extractos metandlicos de T. floccosus y P. lenta
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Figura 19. Rendimientos de extraccion de los extractos metandlicos y etandlicos.
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7.1 TLC con fase mévil DCM MeOH (95:5)

En la Figura 20, se observa la TLC con una fase movil DCM.MeoH (95:5), el arrastre de los
metabolitos obtenidos de los 10 extractos que son medianamente polares, observados con luz
UV a una intensidad de onda de 245 nm (Fig. 20 A), ylos metabolitos de alta polaridad,
observados con luz UV a una intensidad de onda de 356 nm (Fig. 20 B). En la Figura (20 A), se
observa en el hongo R. delica, en ambos disolventes (1 y 2) la ausencia de compuestos polares
a diferencia del resto de los hongos en sus respectivos disolventes, revelados a una intensidad
de 254 nm de luz UV. Sin embargo, al revelarlos a una intensidad de 365 nm, la presencia de
metabolitos polares se hace presente en todos los hongos con sus respectivos disolventes (Fig.
20 B). De igual forma, se puede observar la presencia de metabolitos de mediana polaridad al
ser revelados a 254 nm de magnitud de luz UV (Fig. 20 A), contrario a la ausencia de metabolitos
de mediana polaridad en los hongos P. lenta y A. rubescens, tanto en EtOH como en MeOH,

respectivamente, al ser revelados a una longitud de onda de 365 nm (Fig. 20 B).

A B

Figura 20. TLC con fase movil: DCM-MeOH (95:5). Observada con luz UV a una intensidad
de onda de 254 nm (A) y 365 nm (B).
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7.1.1 TLC con revelador colorimétrico para compuestos fendlicos

En la TLC fase méovil DCM-MeOH (95:5) con revelado colorimétrico de cloruro de hierro II1
al 5% para identificar compuestos fendlicos (Fig. 21), se observa la presencia de estos
compuestos con polaridad alta solo el hongo A. rubescens extraido con etanol (8), asi como la
presencia de compuestos medianamente polares en los hongos B. edulis en ambos disolventes
3y 4), T floccosus extraido con etanol (6) y una ligera coloracion en el extracto el hongo A.
rubescens extraido con metanol (7) y la ausencia total de estos compuestos en los hogos R.
delica (1y2), y P. lenta (9 y 10) en ambos disolventes, de igual manera en el hongo 7. floccosus

extraido con metanol (5).

Figura 21. Cromatografia en capa fina con fase mdvil: DCM-MeOH (95:5). Revelado
colorimétrico para compuestos fendlicos con método de deteccion de Cloruro de hierro 11 al

5% observado a luz normal.

7.1.2 TLC con revelador colorimétrico para flavonoides

La TLC fase movil DCM-MeOH (95:5) para flavonoides (Fig. 22) mostr6 2 bandas que resaltan
la presencia de estos compuestos. En la primer banda de alta polaridad se puede observar una
mayor concentracion de estos compuestos en los hongos 7. floccosus en ambos disolventes (5 y

6) y P. lenta extraido con metanol (9), asi como la presencia de los mismos, pero con una menor
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concentracion en los hongos R. delica (1'y 2), B. edulis, (3 y 4) A. rubescens (7 y 8) en ambos
disolventes, respectivamente. En la segunda banda se resalta también compuestos de alta
polaridad, pero que difieren ligeramente de la primer banda se muestra una patron de presencia
similar, relatando mayor concentraciéon de flavonoides en el hongo 7. floccosus en ambos
disolventes (5 y 6) y una ausencia total de flavonoides en el extracto del hongo R. delica (2)y

en el extracto del hongo P. lenta ambos extraidos con etanol (10).

Figura 23. Cromatografia en capa fina con fase mdvil: DCM-MeOH (95:5). Revelado
colorimétrico para flavonoides con Tricloruro de aluminio al 10% observado con luz UV a
365nm.

7.1.3 TLC con revelador para actividad antioxidante

La actividad antioxidante que muestra la TLC fase méovil DCM-MeOH (95:5) (Fig. 24) se puede
observar en dos bandas, La primera que presenta compuestos de alta polaridad se muestra en los
extractos de los hongos 7. floccosus (5 y 6), A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (9 y 10) en ambos
disolventes, En la segunda banda se observan compuestos de mediana polaridad con actividad

antioxidante en el extracto de los hongos, R. delica (2) extraido con etanol, B. edulis 3y 4), T.
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floccosus, (5'y 6), A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (9 y 10) extraidos con ambos disolventes
respectivamente y la ausencia total de compuestos con actividad antioxidante se muestra en el

extracto del hongo R. delica extraido con metanol (1).

Figura 24. Cromatografia en capa fina con fase mdvil: DCM-MeOH (95:5). Revelado
colorimétrico para actividad antioxidante con el método de deteccion 2,2-difenill-
picrylhydrazyl (DPPH).

7.1.4 TLC con revelador para terpenos, isoprenoides y saponinas

En la Figura 25 se observé el revelado para terpenos, isoprenoides y saponinas con tres
diferentes métodos de deteccion. El primer método (A) resaltd la presencia de dichos
compuestos en 3 bandas diferentes, la primer banda mostré compuestos de alta polaridad en los
extractos de los hongos A. rubescens extraido con etanol (8) y P. lenta extraido con metanol (9),
La segunda banda mostré compuestos de alta polaridad ligeramente diferentes a la primer banda,
en donde se observaron la presencia de estos compuestos en los extractos de los hongos B. edulis
3y 4), T floccosus (5y 6), A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (9 y 10) extraidos con ambos
disolventes, La tercera banda mostréo compuestos de baja polaridad en los hongos B. edulis (3 y

4), T. floccosus (5'y 6), A. rubescens (7 y 8) extraidos con ambos compuestos respectivamente
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y P. lenta extraidos con metanol (9), asi como la completa ausencia de estos compuestos en los
extractos del hongo R. delica extraidos con ambos disolventes (1 y 2).

El segundo método (B) también mostré 2 bandas, la primera resaltd la presencia de estos
compuestos con alta polaridad en el extracto del hongo A. rubescens extraido con etanol, (8), la
segunda banda que también tuvo una ligera variacion en la polaridad, mostrd estos compuestos
en los extractos de los hongos B. edulis (3 y4), T. floccosus (5 y 6), A. rubescens (7 y 8) extraidos
con ambos disolventes respectivamente y P lenta extraidos con metanol (9) y completa
ausencia de estos compuestos en los extractos del hongo R. delica extraidos con ambos
disolventes (1 y 2).

El tercer método también resalté 2 bandas de alta polaridad con una ligera diferencia, en la
primer banda se observaron dichos compuestos con mayor concentraciéon en ambos extractos
del hongo P. lenta (9 y 10) y en concentraciones menores en los extractos de los hongos; B.
edulis (3y 4), T. floccosus (5y 6) y A. rubescens (7 y 8), en la segunda banda, la presencia de
los compuestos se mantiene parecida a la primer banda; en el extracto del hongo P. lenta extraido
con metanol (9) con mayor intensidad y con menor concentracion en los extractos de los hongos

B. edulis (3 'y 4), T. floccosus (5y 6)y A. rubescens (7 y 8).

IEBEHERL

Figura 25. Cromatografia en capa fina con fase movil: DCM-MeOH (95:5). Revelado
colorimétrico para compuestos terpenos, isoprenoides y saponinas, con método de deteccion
de Vainillina/H2SO4 (A), Liernermann-Burchard (B) y p-Anisaldehido/ H2SO4 (C).

45



7.1.5 TLC con revelador para otros compuestos

La TLC fase mdvil: DCM-MeOH (95:5) (Fig. 26) con método de deteccion para alcoholes,
aldehidos, compuestos insaturados, aminas y sulfoxidos con el método de deteccion de
permanganato de potasio (KMn0s) (A) mostro la presencia de estos compuestos en 2 bandas, la
primera revela compuestos de alta polaridad presentes en los hongos 7. floccosus (5 y 6), A.
rubescens (7y 8) y P. lenta (9 y 10) extraidos con ambos disolventes, la segunda banda con una
polaridad menor revel6 una mayor concentracion de estos compuestos en los extractos de los
hongos A. rubescens (7 y 8) extraidos con ambos disolventes y P. lenta (9) extraido con metanol
y una menor concentracion de los compuestos antes mencionados en los extractos de los hongos
T floccosus (5 y 6) extraidos con ambos disolventes y P. lenta extraido con etanol (10).

La segunda revelacion es para alcaloides con el método de deteccion Dragendorff (B), en donde
se observo ligeramente la presencia de estos compuestos con baja polaridad en los extractos de
los hongos A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (9) extraido con metanol.

El tercer revelado es para antraquinonas y/o cumarinas con el método de deteccion Borntrager

(C), no se encontrd presencia de este tipo de metabolitos en ningun extracto.

Figura 26. Cromatografia en capa fina con fase movil: DCM-MeOH (95:5). Revelado
colorimétrico para alcoholes, aldehidos, compuestos insaturados, aminas y sulféxidos con el
método de deteccidn de permanganato de potasio (KMn0s) (A), para alcaloides con el método
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de deteccion Dragendorff (B) y para antraquinonas y/o cumarinas con el método de deteccion
Borntrager (C).

7.2 TLC con fase movil Acetato de etilo (AcOEt), Agua (H20), Metanél (MeOH) vy
Heptano (16:1:3:2)

En la Figura 27, se observa la TLC con una fase mévil AcCOEt, H20, MeOH, Heptano (16:1:3:2)
se observo el arrastre de los metabolitos obtenidos de los 10 extractos que son medianamente
polares, observados con luz UV a una intensidad de onda de 245 nm (Fig. 27 A), hasta los
metabolitos de alta polaridad, observados con luz UV a una intensidad de onda de 356 nm (Fig.
27 B). En la Figura (27 A), se puedo observar en el hongo R. delica, en ambos disolventes (1 y
2) la ausencia de compuestos polares a diferencia del resto de los hongos en sus respectivos
disolventes, revelados a una intensidad de 254 nm de luz UV. Sin embargo, al revelarlos a una
intensidad de 365 nm, la presencia de metabolitos polares se hace presente con mayor intensidad
en los hongos 7. floccosus (5 'y 6), A. rubescens (7y 8) y P. lenta (9 y 10), con menor intensidad
en los hongos R. delica (1) y B. edulis (3) extraidos con metanol (Fig. 27 B). Y la ausencia de
metabolitos en el hongo R. delica (2) y B. edulis (4) extraidos con etanol. De igual forma, se
puedo observar la presencia de metabolitos de mediana polaridad al ser revelados a 254 nm de
magnitud de luz UV (Fig. 27 A), con mayor intensidad en los hongos R. deica (1) y B. edulis
(3) y A. rubescens (7) extraidos con metanol, y con menor intensidad en los hongos B. edulis
(4), T floccosus (5 y 6) y A. rubescens (8), lo contrario a la ausencia de metabolitos de mediana

polaridad en los hongos R. delica (2) y P. lenta (10) extraidos con etanol.
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Figura 27. Cromatografia en capa fina con fase movil: AcOEt, H20, MeOH, Heptano
(16:1:3:2). Observada con luz UV a una intensidad de onda de 254 nm (A) y 365 nm (B)

7.2.1 TLC con revelador para compuestos fendlicos

La TLC fase mévil AcOEt, H20, MeOH, Heptano (16:1:3:2) para flavonoides (Fig. 28) mostro
una banda de alta polaridad, se puedo observar una mayor concentracion de estos compuestos
en los hongos T floccosus en ambos disolventes (5 y 6) y P. lenta extraido con metanol (9), asi
como la presencia de estos, pero con una menor concentracion en los hongos R. delica (1), B-
edulis, (3), A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (10) y una ausencia total de flavonoides en el extracto

del hongo R. delica (2)y en el extracto del hongo P. lenta ambos extraidos con etanol (10).
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Figura 28. Cromatografia en capa fina con fase moévil: AcOEt, H20, MeOH, Heptano
(16:1:3:2). Revelado colorimétrico para flavonoides con Tricloruro de aluminio al 10%

observado con luz UV a 365nm

7.2.2 TLC con revelador para actividad antioxidante

La actividad antioxidante que muestra la TLC AcOEt, H20, MeOH, Heptano (16:1:3:2) (Fig.
29), se puedo observar en dos bandas, la primera present6 compuestos de alta polaridad en los
extractos de los hongos 7. floccosus (5'y 6), A. rubescens (7 'y 8) y P. lenta (9 y 10) en ambos
disolventes, en la segunda banda se observaron compuestos de mediana polaridad con actividad
antioxidante en el extracto de los hongos, R. delica (1y 2), B. edulis (3 y 4), T. floccosus, (5'y
6), A. rubescens (7 y 8) extraidos con ambos disolventes y P. lenta (9) extraido con metanol y
la ausencia total de compuestos con actividad antioxidante se mostr6 en el extracto del hongo

P. lenta extraido con etanol (10).
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Figura 29. Cromatografia en capa fina con fase movil: AcOEt, H20, MeOH, Heptano
(16:1:3:2). Revelado colorimétrico para actividad antioxidante con el método de deteccion 2,2-
difenil1-picrylhydrazyl (DPPH)

7.2.3 TLC con revelador para otros compuestos

En la Figura 30, se puede observar 2 revelaciones, el primer revelado es para terpenos,
isoprenoides y saponinas (A), resaltando la presencia de dichos compuestos en 2 bandas
diferentes, la primera banda mostré compuestos de alta polaridad en mayor concentracién en
los extractos de A. rubescens (7 y 8) y P. lenta (9 y 10) extraidos con ambos disolventes y en
menor concentracion en los extractos de los hongos B. edulis (3 y 4), T. floccosus (5 y 6), la
segunda banda mostrdé compuestos de baja polaridad en los hongos B. edulis (3) extraido con
metanol, A. rubescens (7 y 8) extraidos con ambos disolventes y P. lenta extraido con metanol
(9) con mayor intensidad y con menor intensidad el extracto de B. edulis (4) extraido con etanol
y T floccosus (5 'y 6), extraidos con ambos compuestos, asi como la completa ausencia de estos
compuestos en los extractos del hongo R. delica extraidos con ambos disolventes (1 y 2).

El segundo revelado es para alcoholes, aldehidos, compuestos insaturados, aminas y sulfoxidos
con el método de deteccidn de permanganato de potasio (KMn0s4) (B) mostrando la presencia
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de estos compuestos con alta polaridad presentes con mayor intensidad en los hongos A.
rubescens (7 y 8) extraidos con ambos disolventes y P. lenta (9) extraido con metanol y con
menor intensidad en el hongo B. edulis extraido con metanol (3), asi como la ausencia de estos
compuestos en los hongos R. delcia (1 y 2) extraidos con ambos disolventes, B. edulis extraido

con etanol (4), y T. floccosus extraido con ambos disolventes (5 y 6).

ERRRLIe

Figura 30. Cromatografia en capa fina con fase movil: AcOEt, H20, MeOH, Heptano
(16:1:3:2). Revelado colorimétrico para compuestos terpenos, isoprenoides y saponinas, con
método de deteccién de Vainillina y revelado colorimétrico para alcoholes, aldehidos,
compuestos insaturados, aminas y sulfoxidos con el método de deteccidén de permanganato de
potasio (KMn0s) (B)

7.3 Anélisis colorimétrico

En la figura 31, observamos que el extracto metandlico de B. edulis presenté la mayor
concentracion de fenoles totales, este extracto presentd diferencias significativas con todos los
extractos metandlicos de las diferentes especies de hongos. Los extractos metandlicos de R.

delica, y P. lenta presentaron diferencias significativas con los demas extractos metandlicos,
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pero no hubo diferencias entre ambos, los extractos metandlicos de T. floccosus y A. rubescens
presentaron diferencias significativas con el resto de los extractos metanoélicos, sin embargo,

entre ellos, no hubo diferencias.

En los extractos etandlicos, la mayor concentracion de polifenoles se obtuvo en el extracto de
R. delica, este extracto presentd diferencias significativas con el resto de los extractos
etanolicos, al igual que el extracto etandlico de B. edulis. Los extractos etandlicos de T.
floccosus, A. rubescens y P. lenta no presentaron diferencias significativas entre ellos, pero si
con los extractos etandlicos de R. delica y B. edulis.

En la comparacion de los dos extractos pertenecientes a la misma especie, los extractos de R.
delica presentaron diferencias significativas entre ellos, de igual manera los extractos de B.
edulis presentan diferencias significativas entre ambos, asi como ambos extractos de P. lenta
también presentaron diferencias significativas. Los dos extractos de T. floccosus y A. rubescens

no presentaron diferencias significativas, respectivamente.
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Figura 31. Concentracion de fenoles totales en extractos metandlicos (EM) y extractos
etandlicos (EE) de diferentes especies de hongos silvestres comestibles. Extractos con letras

diferentes (a, b, ¢, d, €) muestran una diferencia significativa (P < 0.001).

En la figura 32, observamos que el extracto metandlico de B. edulis contenia la mayor
concentracion de flavonoides, presentd diferencias significativas con todos los extractos
metanolicos de las diferentes especies de hongos. Los extractos metandlicos de R. delica, A.
rubescens y T. floccosus no presentaron diferencias significativas entre ellos. El extracto
metandlico de P. lenta no present6 diferencias con el extracto metanolico de T. floccosus, pero
si presentd diferencias significativas con el resto de los extractos metanolicos. En los extractos
etanolicos, la mayor concentracion de flavonoides se obtuvo en el extracto de T. floccosus y este
presento diferencias significativas con el resto de los extractos etanolicos. El extracto etandlico
de P. lenta no presenta diferencias con los extractos etanélicos de R. delica y A. rubescens, y
los extractos etanolicos de R. delica, B. edulis y A. rubescens no presentd diferencias entre ellos.
En la comparacion de ambos extractos pertenecientes a la misma especie, si se encontraron
diferencias significativas en los extractos de B. edulis, T. floccosus y P. lenta. Los extractos de
R. delicay A. rubescens no presentan diferencias respectivamente.
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Figura 32. Concentracion de flavonoides en extractos metandlicos (EM) y extractos etanolicos
(EE) de diferentes especies de hongos silvestres comestibles. Extractos con letras diferentes (a,

b, c, d, €) muestran una diferencia significativa (P < 0.001)

En la figura 33, observamos que el extracto metandlico de B. edulis mostré la mayor
concentracion de polifenoles, este extracto presentd diferencias significativas con todos los
extractos metanolicos de las diferentes especies de hongos, los extractos metandlicos de T.
floccosus y A. rubescens también presentaron diferencias significativas con los demas extractos
metandlicos, de igual forma, los extractos metandlicos de R. delica 'y P. lenta presentaron
diferencias significativas con el resto de los extractos, pero no entre ellos.

En los extractos etandlicos, la mayor concentracion de polifenoles se obtuvo en el extracto de
R. delica. Los extractos etanolicos de R. delica, B. edulis, T. floccosus, A. rubescens y P. lenta
si presentaron diferencias significativas entre ellos, sin embargo, estos dos ultimos no
presentaron diferencias entre ambos.

En la comparacién de ambos extractos pertenecientes a la misma especie, todos presentaron

diferencias significativas.
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Figura 33. Concentracién de polifenoles en extractos metandlicos (EM) y etanolicos (EE) de
diferentes especies de hongos silvestres comestibles. Extractos con letras diferentes (a, b, c, d,

e, f, g, h) muestran una diferencia significativa (P < 0.001)

En la figura 34, se pueden observar las curvas dosis respuesta de la actividad antioxidante del
extracto metandlico (A) y etandlico (B) del hongo R. delica, al graficar el % de inhibicién y el
logaritmo de las concentraciones utilizadas, obtuvimos la concentracién inhibitoria 50 (1C50)
de cada extracto; en el extracto metanolico se utilizaron concentraciones gque van de los 4000 a
5200 ppm, obteniendo el IC50 a una concentracion de 4629 ppm. Para el extracto etandlico, se
utilizé un rango de concentracion de 6500 a 8500 ppm, el IC50 se obtuvo a una concentracion

de 7401 ppm de extracto.
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7.4 Actividad antioxidante por el método DPPH
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Figura 34. Curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto metandlico (A) y
etandlico (B) de R. delica por el método DPPH.

En la figura 35 C, se observa la curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto
metandlico de B. edulis, al graficar el % de inhibicion y el logaritmo de las concentraciones que
estan en un rango de 900 a 1750 ppm de extracto, se obtuvo que el IC50 se obtiene a una
concentracion de 1152 ppm. A diferencia del extracto etanolico (D) en donde se utilizaron
concentraciones que van de los 2300 a los 2700 ppm, la IC50 se obtuvo a una concentracion de
2432 ppm de extracto.
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Figura 35. Curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto metandlico (C) y

etanolico (D) de B. edulis por el método DPPH.

La figura 36 E, muestra la curva dosis respuesta del extracto metanolico de T. floccosus,
resultado de graficar el % de inhibicién y el logaritmo de las concentraciones utilizadas para
obtener el IC50, el rango de concentracion fue de 2500 a 3500 ppm de extracto, teniendo como
resultado que a una contraccion de 2862 ppm se obtiene el IC50. Para el extracto etanélico (F),

se utiliz6 un rango de contraccion que va de 3000 a 4000 ppm y se obtuvo la IC50 a una

concentracion de 3466 ppm.
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Figura 36. Curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto metanolico (E) y

etanolico (F) de T. floccosus por el método DPPH.

En la figura 37, se indica la IC50 del extracto metandlico (G) y etandlico (H) del hongo A.
rubescens que se obtuvo al graficar el % de inhibicion y el logaritmo de la concentracion
utilizada de cada extracto. Para el extracto metandlico se utilizé un rango de concentracion que
va de 3500 a 4500 ppm obteniendo el IC50 a una concentracién de 3877 ppm. Para el extracto
etandlico se utilizé un rango de concentracion de 4500 a 5500 ppm alcanzando el IC50 a una

concentracion de 4929 ppm de extracto.
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Figura 37. Curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto metandlico (G) y

etandlico (H) de A. rubescens por el método DPPH.

En la figura 38, se observa la IC50 del extracto metanolico (1) y etandlico (J) del hongo P. lenta
que se obtuvo al graficar el % de inhibicidn y el logaritmo de la concentracion utilizada de cada
extracto. Para el extracto metanolico se utilizd un rango de concentracion que va de 2200 a 2600
ppm obteniendo el IC50 a una concentracion de 2378 ppm. Para el extracto etanoélico se utilizd
un rango de concentracion de 3500 a 4200 ppm alcanzando el IC50 a una concentracion de 3901

ppm de extracto.
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Figura 38. Curva dosis respuesta de la actividad antioxidante del extracto metanolico (I) y

etandlico (J) de P. lenta por el método DPPH.

En la figura 39, se observa que el extracto metandlico de B. edulis (BEPM3) presenta la
concentracion de extracto mas baja necesaria para inhibir o estabilizar el 50% del radical DPPH
o IC50, con una concentracion correspondiente a 1151 mg/L de extracto, presenta diferencias
significativas con todos los extractos con un valor de significancia (P < 0.001). El extracto
metanolico de P. lenta (PLXM?9), inhibe el 50% del radical a una concentracion de 2378 mg/L

de extracto, presenta diferencias significativas con el resto de los extractos. El extracto etanélico
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de B. edulis (BEPE4) para obtener el IC50, utiliza una concentracion de 2432 mg/L, mas de la
mitad que el extracto metandlico de la misma especie, igual que los extractos antes
mencionados, presenta diferencias significativas con el resto de los extractos. Para el extracto
metanolico (TFCM5) y etandlico (TFCES) de T. floccosus se requiere una concentracion de
2863 mg/L y 3466 mg/L de extracto respectivamente para estabilizar el 50% del radical DPPH,
presentan diferencias significativas entre ambos y el resto de los extractos. El extracto
metanolico de A. rubescens y el extracto etanolico de P. lenta (PLXEZ10), alcanzan el IC50 a
una concentracion de 3877 mg/L y 3901 mg/L de extracto, no presentan diferencias
significativas entre ellos, pero si presentan diferencias significativas con el resto de los extractos.
El extracto metandlico de R. delica (RDTM1) necesita una concentracion de 4629 mg/L para
inhibir el 50 % del radical DPPH, presenta diferencias significativas con el resto de los extractos.
Para el extracto etanolico de A. rubescens (ARMES) se requirié una concentracion de 4629
mg/L de extracto para obtener el IC50, presento diferencias significativas con el resto de los
extractos. Por ultimo, el extracto etandlico de R. delica necesita una concentracion de 7401mg/L
para poder inhibir el 50% del radical DPPH.
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Figura 39. Concentracion de extractos metandlicos y etandlicos con actividad antioxidante de
diferentes especies de hongos silvestres comestibles. Extractos con letras diferentes (a, b, c, d,

e, , g, h, i, j) muestran una diferencia significativa (P < 0.001).

7.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

7.5.1 Cromatografias de extractos metandlicos y etanélicos con una longitud de onda de 230

nm.

En la figura 40, se observan los cromatogramas de los extractos metandlicos, leidos a una
longitud de onda de 230 nm. En el extracto de B. edulis (BEPM3) se obtuvo un total de 60
tiempos de retencidn diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido del extracto
de R. delica (RDTM1) con 53 diferentes tiempos de retencion, los extractos de A. rubescens
(ARMMT) y P. lenta (PLXM?9) mostraron 45 diferentes tiempos de retencion y el extracto de
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T. floccosus (TFCM5) mostré un total de 30 diferentes tiempos de retencion. En todos los
extractos resaltan principalmente 2 tiempos de retencion que van del minuto 1.7 al minuto 2. 1,

se encuentran entre los 100 a las 700 mil unidades de absorbancia.
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Figura 40. Cromatogramas de los extractos metanoélicos a una longitud de onda de 230 nm.
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En la figura 41, se observan los cromatogramas de los extractos etandlicos, leidos a una longitud
de onda de 230 nm. En el extracto de B. edulis (BEPE4) se obtuvo un total de 62 tiempos de
retencion diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido del extracto de T.
floccosus (TFCEG) con 57 diferentes tiempos de retencion, el extracto de R. delica (RDTE2)
mostro 56 diferentes tiempos de retencion y los extractos de A. rubescens (ARMES) y P. lenta
(PLXE10) mostraron 45 diferentes tiempos de retencion. En todos los extractos resaltan
principalmente 2 tiempos de retencion que van del minuto 1.7 al minuto 2. 1, se encuentran

entre los 100 a los 700 mil unidades de absorbancia.
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Figura 41. Cromatogramas de los extractos etandlicos a una longitud de onda de 230 nm.
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7.5.2 Cromatografias de extractos metanolicos y etanolicos con una longitud de onda de 253

nm.

En la figura 42 se observan los cromatogramas de los extractos metanolicos, leidos a una
longitud de onda de 253 nm. En el extracto de B. edulis (BEPM3) se obtuvo un total de 51
tiempos de retencion diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido de los
extractos de extracto de R. delica (RDTM1) y P. lenta (PLXM9) con 42 diferentes tiempos de
retencion, el extracto de A. rubescens (ARMM7) mostrd 39 diferentes tiempos de retencion y el
extracto de T. floccosus (TFCM5) mostré un total de 33 diferentes tiempos de retencion. En
todos los extractos resaltan principalmente 1 tiempo de retencidn que oscila entre el minuto 2 'y
2.1, entre los 700 y 1500 mil unidades de absorbancia.
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Figura 42. Cromatogramas de los extractos metanolicos a una longitud de onda de 253nm.
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En la figura 43, se observan los cromatogramas de los extractos etanélicos, leidos a una longitud
de onda de 253 nm. En el extracto de B. edulis (BEPM4) se obtuvo un total de 53 tiempos de
retencion diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido del extracto de
extracto de R. delica (RDTMZ2) con 48 diferentes tiempos de retencién, el extracto de T.
floccosus (TFCM®6) mostr6 45 diferentes tiempos de retencion y los extractos de A. rubescens
(ARMMB) y P. lenta (PLXM10) mostraron un total de 43 diferentes tiempos de retencion. En
todos los extractos resaltan principalmente 1 tiempo de retencidn que oscila entre el minut0 2 'y

2.1, entre los 700 y 1500 mil unidades de absorbancia.
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Figura 43. Cromatogramas de los extractos etandlicos a una longitud de onda de 253nm.
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7.5.3 Cromatografias de extractos metanolicos y etanolicos con una longitud de onda de 290

nm.

En la figura 44, se observan los cromatogramas de los extractos metandlicos, leidos a una
longitud de onda de 230 nm. En el extracto de B. edulis (BEPM3) se obtuvo un total de 53
tiempos de retencion diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido del extracto
de R. delica (RDTMZ1) con 45 diferentes tiempos de retencion, el extracto de P. lenta (PLXM9)
mostré 44 diferentes tiempos de retencion, el extracto de A. rubescens (ARMMY7) arrojé 41
diferentes tiempos de retencion y el extracto de T. floccosus (TFCM5) mostr6 un total de 33
tiempos de retencion. En todos los extractos resaltan una mayor diversidad de concentracion de

compuestos con tiempos de retencién mas prolongados.
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Figura 44. Cromatogramas de los extractos etandlicos a una longitud de onda de 253nm.
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En la figura 45, se observan los cromatogramas de los extractos metanolicos, leidos a una
longitud de onda de 230 nm. En el extracto de B. edulis (BEPE4) se obtuvo un total de 58
tiempos de retencion diferentes, que corresponden a diferentes compuestos. Seguido del extracto
de T. floccosus (TFCEG) con 48 diferentes tiempos de retencion, los extractos de R. delica
(RDTE2) y P. lenta (PLXE10) mostraron 45 diferentes tiempos de retencion y el extracto de A.
rubescens (ARMES8) mostro 45 diferentes tiempos de retencion. En todos los extractos resaltan
una mayor diversidad de concentracion de compuestos con tiempos de retencion mas

prolongados.
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Figura 45. Cromatogramas de los extractos etandlicos a una longitud de onda de 253nm.
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8. DISCUSION

8.1. Extraccion de compuestos bioactivos

Ramirez-Anguiano (2009) extrajo compuestos con actividad bioldgica de Agaricus bisporus,
Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus, Amanita caesarea, Boletus edulis, Cantharellus cibarius
y Lactarius deliciosus, reportdé que los extractos acuosos tienen un mayor rendimiento de
extraccion, seguido de los extractos metandlicos y los extractos etéreos, observaron que de los
extractos acuosos, A. bisporus presento el mayor rendimiento de extraccion (302.50 mg/g peso
seco), para los extractos metanolicos y etéreos, A. caesarea presentd el mayor rendimiento de
extraccion con 170 y 62.90 mg/g peso seco respectivamente. De igual manera, los resultados
obtenidos en esta investigacion reportan que los mejores resultados de extraccion para los
hongos R. delica, B. edulis, T. floccosus, A. rubescens y P. lenta, se obtienen cuando se utiliza
metanol como disolvente de extraccion, siendo R. delica quien obtuvo el mayor rendimiento de
extraccion con 22.75% peso seco, en los extractos etanolicos, B. edulis presentd el mayor
rendimiento de extraccion con 19.06% peso seco. Adjunto a los resultados previamente
mencionados, en esta investigacion, también se reportan el contenido de flavonoides y
polifenoles presentes en los extractos de cada hongo, se observd un mayor contenido de
compuestos de naturaleza fenolica (fenoles totales, flavonoides y polifenoles) en los extractos
metandlicos de B. edulis. Hsiao-Wen y cols. (2019) extrajeron compuestos con actividad
bioldgica de cascaras de Chenopodium formosanum, utilizando como disolventes; agua: alcohol
(30:70) y agua: etanol al 70%, (30:70), obteniendo como resultados, un mayor rendimiento de
extraccion en los extractos que contiene etanol al 70% obteniendo un rendimiento del 17.1% de
compuestos fendlicos (flavonoides y fenoles totales). Los resultados antes mencionados, al igual
que los reportados en esta investigacion, muestran, que la mayor concentracion de compuestos
fenolicos se obtiene cuando se hace una extraccion con disolventes de alta polaridad, como el
agua, metanol o el etanol, debido a que los compuestos fendlicos poseen un gran nimero de
grupos hidroxilos o azucares que son solubles en disolventes de alta polaridad (Pérez y cols.
2013).
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8.2. ldentificacion de compuestos bioactivos

Ramirez-Anguiano (2009) utilizo la cromatografia en capa fina como método preliminar para
separar y detectar compuestos con actividad antioxidante, para ello, utiliz6 el método de
deteccion DPPH, observd que todos los extractos metandlicos presentaban actividad
antioxidante, diferencidndose por la intensidad y/o minoria de coloracion de las bandas,
reportaron un factor de retencion de 0.86 para las bandas con coloraciones mas intensas,
observaron que todos los extractos metandlicos presentaban actividad antioxidante. Asi mismo
Yang y cols. (2002) reportaron que algunas especies de hongos como Lactarius deliciosus,
Lentunula edodes, y Pleurotus ostreatus, presentan una banda fina con un factor de retencion
de 0.91, lo que sugieren la presencia de a-tocoferol. Algo similar se reporta en esta
investigacion, ya que todos los extractos presentan actividad antioxidante y al igual que en el
estudio antes mencionado, la actividad antioxidante depende de la intensidad de la banda y la
polaridad del compuesto bioactivo.

8.3. Actividad antioxidante

La busqueda de nuevos compuestos fendlicos con actividad antioxidante representa en la
actualidad uno de los grandes retos en la micologia aplicada, debido a que existe poca
informacidn sobre la actividad antioxidante de hongos silvestres en comparacion con hongos
cultivados (Palacios y cols. 20011). La mayoria de las investigaciones que determinan la
actividad antioxidante de extractos metandlicos o etandlicos en hongos, emplea diferentes
metodologias para medir este pardmetro, como es el uso de los radicales DPPH, ABTS y FRAP,
siendo la técnica de DPPH donde se muestra mayor sensibilidad para obtener el 50% de la
inhibicién del radical DPPH (Rusu y cols. 2019). Algo similar a lo reportado previamente es lo
que se muestra en nuestra investigacion donde se emplea la tecnica de DPPH como metodologia
estandar para la cuantificacion de la actividad antioxidante. Palacios y cols. Reportan la
actividad antioxidante de extractos metandlicos y etandlicos del hongo B. edulis, estos autores
muestran que el extracto con mayor actividad antioxidante fue el metandlico. Por otro lado,

reportan la IC50 de extractos etanolicos de los hongos Pleurotus tuber-regium, lentinula
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sqquarrosulus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju y Auricularia auricula, en donde la
concetracion de 2100 mg/L proveniente del hongo A. auricula fue la menor concentracion
requerida para inhibir el 50% del radical DPPH, a diferencia de los otros hongos donde se
requiere aproximadamente entre 3,680 y 17390 mg/L de cada extracto. Contradictoriamente a
lo reportado en nuestra investigacion el extracto metanolico del hongo silvestre B. edulis mostro
un 50% de inhibicion del radical DPPH a una concentracién de 1151 mg/L, la mitad de la
concentracion reportada por Obodai y cols. 2014. Resultados similares a este trabajo es lo que
reporta ElImastas y cols. 2007 donde la mayor actividad antioxidante se mostro en los extractos
metandlicos de los hongos Agaricus bisporus, Verpa conica y Boletus edulis, siendo el hongo
B.edulis el que mostro la mayor actividad antioxidante. Dentro de las principales moléculas
responsables de la actividad antioxidante en hongos silvestres de manera especifica para el
hongo B. edulis se ha reportado la presencia de acido cafeico, clorogéno, cumarico, galico,
gentisico, hidroxibenzoico y protocatequico, ademas de la miricetina (Palacios y cols. 2011).

Sin embargo, la produccion de estas moléculas esté sujeta a diversas variables ambientales como
son, el tipo de especie, sustrato, condiciones ambientales como, actividad de agua, pH y
temperatura (Filipa y cols. 2011). Ademas de que el &cido cafeico y galico son eficientes
moléculas antioxidantes, de igual forma se conoce su potente actividad anticancerigena,
antiinflamatoria, hepaprotectora, neuroprotectora y analgésica, por lo que el uso de extractos
metandlicos del hongo B. edulis podrian ser empleados para la formulacion de nutracéuticos que
permitan prevenir o combatir patologias. Pero se requiere de mas investigacioén para conocer

cual podria ser el efecto toxico subagudo y agudo de estos extractos.
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9. CONCLUSIONES

Al utilizar disolventes especificos para polaridad como el metanol y etanol, se logro la
extraccion de compuestos polares como los fenoles (fenoles totales, flavonoides y polifenoles),
para corroborar la presencia de compuestos polares se utilizd una cromatografia en capa fina
Silica gel 60 con fase movil AcOet, H.O, MeOH y Heptano (16:1:3:2), ya que esta fase movil
tiene un espectro de polaridad amplio y especifico, en todas las extracciones se observo
especificamente la presencia de compuestos polares. Debido a que el metanol tiene una mayor
capacidad para formar puentes de hidrogeno o fuerzas dipolo-dipolo, la mayor concentracion de
fenoles totales, flavonoides y polifenoles se obtuvieron en el extracto metanolico de B. edulis.
Una caracteristica de los compuestos fendlicos es que poseen propiedades antioxidantes, para
inhibir el 50% de radicales libres se utilizé una concentracién minima inhibitoria de 1152 mg/L
utilizando el extracto metandlico de B. edulis.

Estos resultados sustentan que el hongo B. edulis en comparacion con los demas hongos es el
gue contiene mayor contenido de antioxidantes, esto debido a que tiene una mayor produccién

de compuestos fendlicos con actividad antioxidante.

10. PERSPECTIVAS

v' Caracterizacion de cada compuesto con actividad antioxidante.
v Realizar ensayos que muestren otras actividades biolégicas como: antimicrobianas,
antineoplasicas, antiinflamatorias y anticolesterémicas.

v" Probar la eficacia de las moléculas en modelos in vitro e in vivo.

<\

Realizar ensayos de toxicidad aguda y subaguda.

v Aplicacién de los compuestos para la elaboracion de suplementos alimenticios.
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