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1. Resumen

De una cepa de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr) P. Kummer, cepa CMIZT-18 donada por el
Laboratorio de Microbiologia Aplicada del Jardin Botanico y laboratorio de Quimica Biol6gica
de la FES-Iztacala se determinaron los fenoles totales por Folin-Ciocalteu, y la actividad
antioxidante por la decoloracion 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl de tres extractos hidroalcohdlicos

elaborados con tejido seco pulverizado de cuerpo fructifero.

Los resultados de fenoles totales expresados en miligramos de equivalentes de acido galico
sobre gramo de tejido seco, fue el siguiente para cada uno de los extractos: acuoso 6.08 £ 0.77,
etanol al 50% 3.66 + 0.59 y etanol al 75% 3.77 £ 0.42.

La actividad antioxidante expresada con el indice de decoloracién CEso en pg/mL para cada uno

de los extractos fue la siguiente: acuoso 2,561.5, etanol al 50%, 2,602 y etanol al 75% 2,056.55.

El extracto acuoso obtuvo la mayor cantidad de fenoles totales, sin embargo, es posible una
sobreestimacion en la determinacidn debido a la interaccion del carbohidrato xilosa del extracto
acuoso con el reactivo de Folin Ciocalteu, la cantidad de fenoles totales en los extractos
hidroalcohdlicos al 50% y 75% es similar, estadisticamente no hay diferencia entre ellos.

En el ensayo DPPH la actividad antioxidante del extracto etanolico al 75% resulté ser mayor,
seguida por el extracto acuoso y finalmente el extracto etanolico al 50%, lo que indica que el

extracto con mayor actividad antioxidante es el etanélico al 75%.



Abstract

The total phenols were determined by Folin-Ciocalteu and the antioxidant activity by 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl of three hydroalcoholic extracts made from powdered dry tissue of
the fruiting body of a strain of Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr) P. Kummer, CMIZT-18 strain
donated by the Applied Microbiology Laboratory of the Botanical Garden and the Biological
Chemistry Laboratory of FES-Iztacala.

The results of total phenols expressed in milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry
tissue were as follows for each of the extracts: aqueous 6.08 £ 0.77, 50% ethanol 3.66 + 0.59
and 75% ethanol 3.77 £ 0.42.

The antioxidant activity expressed with the CEso discoloration index in micrograms per milliliter
for each of the extracts was as follows: aqueous 2,561.5, 50%, ethanol 2,602 and 75% ethanol
2,056.55.

The aqueous extract obtained the highest amount of total phenols, however, an overestimation
in the determination is possible due to the interaction of the carbohydrate xylose from the
aqueous extract with the Folin Ciocalteu reagent, the amount of total phenols in the
hydroalcoholic extracts at 50% and 75% are similar, statistically there is no difference between

them.

In the DPPH test, the antioxidant activity of the 75% ethanolic extract turned out to be higher,
followed by the aqueous extract and finally the 50% ethanolic extract.



2. Introduccién

Los hongos son seres vivos unicelulares y pluricelulares, en los segundos sus células forman
cuerpos filamentosos ramificados, el conjunto de filamentos se llama micelio y cada filamento
es llamado hifa. Para alimentarse vierten enzimas sobre el sustrato en el que se encuentran, lo
degradan en sustancias simples y absorben los nutrientes necesarios para su desarrollo (Sanchez
y Royse, 2001).

Tienen un papel importante en la naturaleza, como desintegrador de madera y residuos
vegetales, Zaragoza (2011) sefialo que junto con las bacterias conforman el grupo de los
descomponedores dentro de los ciclos troficos del carbono, nitrogeno y azufre. Ademas de su
papel en la naturaleza, el hombre le ha dado otros roles a este tipo de organismo: como alimento,
degradador, o medicinal; para este Gltimo uso, basta con mencionar a Alexander Fleming y la

historia de la penicilina (Sanchez y Royse, 2001).

Pleurotus ostreatus, es un hongo prometedor por sus propiedades medicinales exhibiendo
actividad hematoldgica, antiviral, antitumoral, antibidtica, antibacterial, hipocolesterolémica e
inmunomoduladora, el uso de su sistema ligninolitico es Gtil para varias aplicaciones, como:
bio-conversor de los desechos de agricultura en alimentos para animales, productos alimenticios
para el hombre; finalmente el uso de sus enzimas lignoliticas es Util para la degradacion de
contaminantes organicos, xenobioticos y desechos industriales (Cohen et al., 2002 y Garcia et
al., 2007).

Cardona (2003), Daba y Ezeronye (2003), Gregori et al. (2007), Zeng et al. (2012), Wei S. y
Van Griensven (2008), reportaron dos moléculas (antioxidantes y polisacaridos) con actividad

anticancerigenay antitumoral en extractos de hongos entre los cuales se menciona a P. ostreatus.



En 2006, Pérez propuso que la tendencia en el mundo es el consumo de productos nutracéuticos,
los cuales se definen como “sustancias quimicas bioldgicas (orgénicas)” que pueden encontrarse
de manera natural en los alimentos o adicionarse a los mismos y resultan especialmente
benéficos, tanto para la prevencion de enfermedades como en la mejora de las funciones

fisioldgicas en el organismo, por ejemplo los compuestos fendlicos.

Los nutracéuticos son de interés para cientificos, productores y consumidores ya que tienen
actividad de proteccidn y preventiva, en la patogénesis de ciertos tipos de cancer y enfermedades
cronicas (Shahidi y Naczk, 2004).

Chegwin en 2014, menciond que se ha retomado con gran interés el concepto de “alimento
funcional” que no es otra cosa que aquel, que debido a sus componentes, tiene la capacidad, no
solo de nutrir sino de prevenir y/o tratar diferentes enfermedades. Chegwin insistio en
diferenciar entre nutracéutico y nutriceltico. EI primero es aquel alimento que puede ser
consumido como parte de una dieta y que a la vez aporta nutrientes, ayudando a prevenir la
aparicion de diferentes malestares y el termino nutriceltico, se utiliza para denominar los
compuestos que han sido extraidos de un alimento de origen natural en estudio, sin purificacion
ni separacion de los mismos (extractos concentrados o liofilizados), y que por sus cualidades

tanto medicinales como nutricionales se consumen como suplementos de la dieta normal.

Sanchez y Royse (2017), después de hacer una revision sobre las propiedades antioxidantes de
Pleurotus spp. desde el afio 1971 al 2015, concluyeron que los hongos comestibles y dentro de
estos el género Pleurotus ostreatus tienen un alto contenido en proteinas, fenoles y moléculas

con capacidad antioxidante.



Desde el punto de vista alimenticio en México, hay muchas especies de hongos comestibles y
muchas recetas de cocina cuya base son las “setas”, término utilizado en el pais para referirse a
los hongos del género Pleurotus conocidos popularmente como: orejas blancas, orejas de palo,

orejas de patancan, orejas de cazahuate y orejas de izote (Gaitan-Hernandez, et al., 2006).

El desarrollo de cultivos de esta seta, empezd en México desde 1933, segun los reportes de
Martinez-Carrera et al. (2000). Se estimd que para 1998, la produccion comercial era de
aproximadamente 1,825 toneladas anuales, hasta entonces se consideré a México como un
productor principal de América (Sanchez y Royse, 2001). Para el afio 2014, la produccion anual
fue de 3000 toneladas anuales de acuerdo con Sanchez y Royse (2017). El cultivo de Pleurotus
spp. ha tenido un gran auge dada la relativa sencillez de su cultivo y por la posibilidad de utilizar

recursos que son desechos de actividades agropecuarias (Hernandez-Gonzalez, et al., 2018).

En el Laboratorio de Microbiologia Aplicada del Jardin Botanico y el Laboratorio de Quimica
Biologica en la cabecera L421 de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala hay dos lineas de

investigacion respecto a Pleurotus spp.

1) La obtencidn de glucopéptidos

2) La obtencidn de polifenoles

Se ha reportado que estos dos tipos de compuestos tienen beneficios en la salud y al parecer
estan implicados en la actividad anticancerigena y antitumoral. En el presente trabajo se optd
por la linea de polifenoles, y evaluar la actividad antioxidante de extractos hidroalcoholicos de
una cepa de Pleurotus ostreatus (Jacq .: Fr) P. Kummer esto debido a la importancia de estudiar
una de las especies con mayor produccién en México, de gran crecimiento comercial y

diversidad de usos.



3. Generalidades de los hongos
3.1 Los hongos

Del griego mykes hongos + phyton planta. La palabra seta u hongo no designa ninguna especie
en particular, sino tan solo el cuerpo de distintas variedades. Ademas de su papel en la
naturaleza, el hombre le ha dado otros papeles a este tipo de organismo. Como alimento,
degradador, 0 medicamento. Son un grupo; muy variable y polimorfico dificil de caracterizar,
pero cuando se hace referencia a ellos es comun mencionar que nacen de esporas, carecen de
clorofila, se reproducen sexual y asexualmente, los hay unicelulares como la levadura, pero la
mayoria son pluricelulares como los mohos (moho negro del pan), mildeu, royas, tizones y setas
(Sanchez y Royse, 2001).

Son heterétrofos: sapréfitos (aprovechan desechos de organismos o cuerpos muertos) o parasitos
(penetran en las células de tejidos vegetales y animales tomando sus nutrimentos del interior de
estas); se encuentran donde quiera que exista sustancia organica disponible; se desarrollan mejor
en lugares obscuros y himedos. Algunos hongos pueden crecer aun en condiciones
desfavorables, como el resistir considerablemente la plasmalisis porque pueden desarrollarse en

soluciones concentradas de sal o azlcar, por ejemplo, sobre confitura (Sanchez y Royse, 2001).

La pared externa del cuerpo de los hongos puede estar compuesta de celulosa, quitina o una
combinacion de ambas. De estructura casi esférica en unicelulares como la levaduray en algunas
especies pluricelulares, con estructuras filamentosas Ilamadas hifas divididas por paredes
transversales que separan los ndcleos sucesivos. Toda la masa de hifa ramificada que forma un
solo hongo se Ilama micelio, cuyo crecimiento sélo se da en las puntas, por lo que forman masas
algodonosas o afelpadas de forma radial, que es comdn observar en la hojarasca en el suelo de

bosques o praderas himedas (Sanchez y Royse, 2001).



Al ramificarse el micelio, y establecer contactos con sustancia orgénica, secreta enzimas que
desdoblan las proteinas, carbohidratos y grasas. Asi absorbe productos secundarios: en el moho
comun del pan -el micelio- se presenta en forma de una masa de hebras entrelazadas sobre la
superficie que penetran en el interior del pan; en otros hongos, por ejemplo: las setas, gran parte
del micelio se encuentra bajo la tierra; de esta forma muchos hongos intervienen en los ciclos
del carbono y nitrégeno. Se distinguen de las plantas porque no almacenan su energia en forma
de almiddn, en lugar de ello almacenan otros polisacaridos como trehalosa y el glucdgeno
(Sanchez y Royse, 2001).

Su reproduccion puede ser asexual sin involucrar fusion de nucleos, llamada también somatica
0 vegetativa y sexual que involucra fusion de ndcleos mediante estructuras caracteristicas en
cada subgrupo. (Sanchez y Royse, 2001). Con base en la reproduccion sexual, Villee (1996),
distingue cuatro divisiones: Zygomycetes (antes Phycomycetes), Ascomycetes, Basidiomycetes
y Fungi imperfecti (antes deuteromycota).

3.2 Basidiomicetos

Los Basidiomycetes o Basidiomicetos (del griego basidion - base pequefia y karpos - fruto) son
un grupo diverso que se caracteriza por producir esporas sexuales en estructuras especializadas
Ilamadas basidiosporas las cuales estan unidas o sujetas a los basidios que son cuerpos con forma
de mazo unidos a su vez al himenio de las setas (cuerpo fructifero), como se puede observar en
la Figura 1. Es de estas esporas de las cuales crecera el micelio, formado por hifas bien
desarrolladas y divididas en septos; estas crecen a través del sustrato obteniendo asi su alimento.
De manera individual las hifas son microscdpicas, pero cuando estan en masa como micelio

pueden observarse a simple vista (Sanchez y Royse, 2001).



El micelio de la mayoria de los basidiomicetos pasa por tres diferentes etapas de desarrollo,
antes de que el hongo complete su ciclo de vida.

a) El micelio primario llamado también homocarion o monocarion, en donde cada
compartimiento hifal tiene un solo nucleo. Este estado se desarrolla después de la germinacion
de la basidiospora.

b) La formacién del micelio secundario Ilamado heterocarion o dicaridn, usualmente involucra
una interaccién entre dos micelios homocariéticos compatibles dando como resultado la fusion
de dos hifas que forman un compartimento heterocariotico, es posible ver dos nucleos en cada
septo al microscopio. Después de este suceso los micelios antes homocariontes se dicariotizan

completamente.

c) el micelio terciario es representado por los tejidos organizados y especializados que
comprenden los basidiocarpos de las especies mas complejas. Las hifas se entretejen para formar
después de cierto tiempo masas compactas llamadas “yemas” 0 primordios. La yema da lugar a
la estructura a la que se suele llamar seta, formada por estipite (tallo) y pileo (casquete o
sombrero). En la cara inferior del casquete se encuentran muchas ldminas perpendiculares
Ilamadas laminillas, que se extienden radialmente desde el tallo hasta el borde del casquete. Los
basidios se desarrollan sobre las superficies de estas laminas. Cada basidio contiene dos nucleos
gue se unen para formar un nacleo diploide. A su vez, este sufre division por meiosis, para dar
origen a cuatro basidiosporas haploides. EI hongo produce millones de basidiosporas, cada una
de las cuales, en medio adecuado, puede dar origen a un nuevo micelio (Sanchez y Royse, 2001).
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Ciclo Vital de una Seta Saprofita

Micelio

CULTIVADAS v imarie

Juan A Enca Garcia-Garabal

Figura 1. Ciclo de vida de basidiomicetos: a) basidiospora; b) germinacién y
formacién de micelio homocarion; c) fusion de dos micelios homocarién
compatibles; d) formacion del micelio dicarion; e) formacién de primordios; f)
desarrollo de carpéforos; g) himenio; h) formacién de basidias; i) basidia
diferenciada y basidiospora (modificado de http://setasecas.blogspot.mx/).
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En resumen, los basidiomicetos comprenden las setas, amanitas, royas, tizones y champifiones.
Su nombre recuerda que se reproducen sexualmente mediante un basidio, érgano cuya funcion
es similar a la del asco de los ascomicetos. Cada basidio es una célula hifal grande, alargada, en
cuyo extremo se desarrollan cuatro basidiosporas fuera del basidio. Una vez libres, producen
nuevos micelios si el medio es adecuado. El cuerpo vegetativo esta formado por un micelio de
hifas pluricelulares. El origen evolutivo de los basidiomicetos es un misterio completo. No
tienen relacion con ninguna alga y, en general, se piensa que proceden de otros hongos, tal vez

de los ascomicetos (Villee, 1996), Sanchez y Royse, 2001).

3.3 El crecimiento de los basidiomicetos

Puede iniciar a partir de una espora o de una fraccién viable de hifa. Dicho crecimiento solo se
da de forma polarizada o en la parte apical de la hifa alejandose del centro de la colonia. A la
zona apical de la hifa fluye protoplasma proveniente de la zona periférica de crecimiento, esta
zona es la que se ubica inmediatamente adyacente al &pice y se caracteriza por aportar
protoplasma y enzimas para la elongacion celular, ademas sintetiza materiales precursores de
pared. Asi como existe un flujo de materiales hacia el apice, también existe un movimiento de
nutrientes desde al apice hacia el interior de la colonia; esto ha sido demostrado con la glucosa
y es probable que suceda con otros nutrientes (Jennings, 1995).

3.3.1 Fases de crecimiento

El crecimiento varia en un medio liquido o sélido. En un liquido en reposo crece solo sobre la
superficie, pero si el medio es permanentemente agitado pueden crecer en todo el medio de
cultivo. En medio liquido agitado, los hongos suelen presentar un desarrollo tipico, similar al
presentado por otros organismos que consta de las fases de latencia, exponencial, declinacion,
estacionaria y muerte. En un medio sélido en lugar de fase exponencial se presenta una fase de
crecimiento lineal y si se trata de un basidiomiceto puede presentarse fructificacion (Sanchez y
Royse, 2001). En la figura 2 se puede observar una representacion de la curva tipica de

crecimiento de los microorganismos.
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3.3.2 Fase de latencia

Es una etapa de adaptacion hay sintesis de componentes para iniciar la elongacion. La duracién
de la fase es muy variable y depende del estado fisiologico del hongo, tipo de sustrato y de las
condiciones de cultivo. La fase se minimiza si el hongo es inoculado de una colonia en fase

exponencial (Sanchez y Royse, 2001).

3.3.3 Fase exponencial

Después de que se ha adaptado al medio de cultivo y esta en la capacidad de aprovechar al
maximo las condiciones que este le ofrece; alcanzara la tasa de crecimiento maxima (Sanchez y
Royse, 2001).

3.3.4 Fase de fructificacion

Cuando el micelio ha crecido lo suficiente sobre el sustrato y las condiciones lo permiten
(temperatura, luz, humedad relativa y cantidad de oxigeno) las hifas se agregan para formar
cuerpos fructiferos denominados basidiomas, basidiocarpos o carpéforos (Sanchez y Royse,
2001).

3.3.5 Fase de la declinacion

Cuando la acumulacion de desechos del metabolismo del hongo alcanza niveles que son
limitantes para el crecimiento, algunos nutrientes escasean o se terminan; la tasa de crecimiento
maximo no se mantiene y comienza a disminuir. Es la fase propicia para que aparezcan
mutaciones celulares debido a que disminuye la presion de seleccién. Lo anterior puede llevar

al agotamiento de la cepa y pérdida de la misma (Sanchez y Royse, 2001).
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3.3.6 Fase estacionaria 0 muerte

En esta fase empiezan a aparecer enzimas autoliticas que conducen a la muerte del hongo. Es el
punto en el cual el crecimiento cesa a pesar de que prevalece un metabolismo de mantenimiento.
Aln hay consumo de glucosa y otros nutrientes. EI hongo aln es capaz de reiniciar crecimiento
si es resembrado en un medio propicio, aunque tendra un periodo de latencia probablemente
largo (Sanchez y Royse, 2001).
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Figura 2. Curva tipica de crecimiento de microorganismos
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4. El género Pleurotus

Se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial e incluye especies comestibles de alto
valor econdmico en muchos paises. Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) Kumm (hongo ostra), es
una de las especies mayormente cultivadas (Chang, 1996), la taxonomia del género es muy
compleja debido a un alto grado de variabilidad morfoldgica de los basidiocarpos. Debido a
esta, una misma especie puede ser identificada bajo diferentes nombres. Una correcta
identificacion de la especie de interés evitara gastar tiempo en pruebas genéticas de
incompatibilidad entre cepas o colecciones que no guardan ninguna relacion genética, Sanchez
y Royse (2001). La especie es la unidad fundamental de la clasificacion biologica, sin embargo,
la definicion y la delimitacion de eésta puede ser mas compleja (Carlile y Watkinson, 1994).

En general Pleurotus presenta un sombrero liso convexo, raramente redondo en forma de ostra
0 concha. Puede presentar escamas hacia el centro o en la base y los cuerpos fructiferos son por
lo general concrescentes (cerca uno de otro). El pileo (casquete o sombrero) puede medir entre
5y 12 cm de didmetro. Su color es variable, negro violaceo, pardo ceniciento, gris, amarillo,
blanco o rosa segun la especie. Sus laminillas son decurrentes (prolongado inferiormente del
punto de insercion), anastomosadas (en forma de rama) en la base, anchas, blancas y algunas
veces amarillas. El estipite (columna que soporta el pileo) es corto, excéntrico o lateral,
engrosado gradualmente hacia el lado del sombrero o pileo, algunas veces no se presenta,
generalmente mide alrededor de 2 cm de largo, 1 a 2 cm de grosor, es blanquecino y de contexto
blanco. Las esporas son de color lila o crema en masa, de forma elipsoide con una talla promedio
de 9.5 x 3.5 micras (Guzmén, 1990).
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El aislamiento geografico es uno de los factores determinantes en la separacion de grupos de
especies biologicas en Pleurotus esto crea barreras que previenen la interaccion en las
poblaciones y da lugar al proceso denominado especiacion. Los estudios de incompatibilidad
combinados con los caracteres morfoldgicos son determinantes para la delimitacion del
concepto de especie bioldgica. Una estrecha interaccion entre caracteres morfoldgicos, de
crecimiento, de distribucion geografica y de hospedero son determinantes para la asignacion de

grupos de especies en las nuevas colecciones de Pleurotus (Sanchez y Royse, 2001).

Con el avance tecnoldgico y el desarrollo de las herramientas moleculares, algunas
caracteristicas de los hongos como el color de la esporada por si sola ya no es suficiente como
caracter taxondmico. Un estudio integral de la sistematica del género Pleurotus spp. requeriria
estudios de incompatibilidad y de variabilidad genética entre colecciones, porque dos
colecciones pueden presentar variacion (ADN fingerprinting), y no pueden interpretarse como
especies diferentes (Sanchez y Royse, 2001).
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4.1 Clasificacion taxondmica de Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus (Jacq Fr) P. Kummer: de

(2023)
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleurotus

Especie: Pleurotus ostreatus

Figura 3.- Foto cuerpo fructifero
Pleurotus ostreatus

Para identificar una especie es basica la descripcion morfoldgica macroscépica ver figura 3,
microscopica y fisioldgica; En los hongos debe tomarse en cuenta el habito de crecimiento, el
color, tamafio, la forma del pileo y estipite (Delgado et al., 2005 y Largent 1986), el tamafio y
forma de las esporas e hifas, la trama y epicutis, por mencionar sélo algunos (Largent et al.,
1977); otras caracteristicas de indole fisiologica que pueden ser consideradas son la tasa de
crecimiento micelial, temperatura 6ptima de crecimiento y fructificacion, la productividad sobre

distintos extractos y los azlcares adicionales (Sobal et al., 2007).
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4.2 Caracteristicas macroscopicas

Presenta pileos de color muy variable, desde gris claro hasta café grisdceo oscuro, con
tonalidades intermedias y reflejos azulados. Es la especie del género mas citada en la literatura,
y aparentemente la mas conocida y cultivada en diferentes regiones del mundo, aunque el
nombre ha sido utilizado y combinado con otras especies como P. pulmonarius (reportado como
P. ostreatus var. florida) o P. sajor-caju (Buchanan 1993, Guzman 2000, Shnyreva et al., 2012).

4.3 Caracteristicas microscopicas

Tienen esporas de forma cilindricas a subcilindricas, ocasionalmente elipsoides, su pared es
delgada, lisa y hialina. En el himenio se han observado dos tipos de cistidios o células terminales
que son estériles: pleurocistidios (s6lo en el subgénero Coremiopleurotus) y quelocistidios, los
dos de forma claviformes y de pared delgada. El trama hifal puede ser monomitico o dimitico,

la trama himenofora y del pileo es irregular, Snchez et al. (2017).

4.4 Caracterizacion molecular de Pleurotus ostreatus (Jacq .: Fr) P. Kummer

A pesar de la importancia de las caracteristicas morfologicas, macroscopicas y microscopicas
hay propuestas metodoldgicas que dan mayor soporte a las descripciones de las especies; a
continuacion, se enlistan. (Burns et al., 1991).

Caracterizacion isoenzimatica, en la que se usan los patrones de corrimiento electroforético
producido por las isoenzimas que pueden diferenciar en distintos niveles taxonémicos, supra

especificos (especie) o infra especificos (subespecie). (Zervakis y Labarere, 1992).
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Caracterizacion por RFLP. Siglas en inglés de “Restriction fragment length polymorphism”. En
ésta se usan endonucleasas de restriccion que cortan en sitios definidos el ADN de cada especie,
pueden generarse distintos patrones electroforéticos en funcion de su peso molecular (Sagawa
etal., 1992).

Caracterizacion por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Con el refinamiento de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, de Polymerase Chain Reaction) se han
utilizado iniciadores (primers) pequefios entre 10 a 20 bases de secuencia aleatoria que pueden
adherirse a un sitio del ADN y replicar secciones de éste que pueden variar en tamafio de acuerdo
a la especie (Stajic et al., 2005).

La caracterizacion de las regiones del ADN ribosomal, especialmente enfocada a la
secuenciacion nucleotidica de los espaciadores internos transcritos (en inglés ITS) localizados
entre el rADN nuclear 18s y el 28s (Martin y Rygiewicz, 2005).

Hernandez-Gonzalez et al. (2018), determinaron las relaciones con base en las secuencias de la
region ITS1-5.8-1TS2 del rDNA de 14 sepas de Pleurotus spp. de distintos colores, cultivadas
en Meéxico. Encontrando que mediante las dos vias de analisis de las secuencias de la region
ITS-1-5.8-1TS2 del DNA ribosomales obtuvieron tres conjuntos, dos de los cuales se encuentran
muy cercanos y se distribuyen alrededor de dos principales especies que son P. ostreatus y P.

pulmonarius, el tercero lo define P. djamor.

La cepa CMIZT-18 que se utilizd en este proyecto pertenece al conjunto de P. ostreatus
(Hernandez-Gonzalez et al., 2018 y Botello, 2017).
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5. Aspectos nutritivos

Las setas del género Pleurotus son interesantes por su facilidad de cultivo, caracteristicas

nutritivas y medicinales como:

Proteinas, carbohidratos, fibra, vitamina A, vitamina B (tiamina), vitamina B> (riboflavina)
vitamina Bs (niacina), vitamina Bs (acido pantoténico), vitamina By (acido folico), vitamina C
(&cido ascérbico), vitamina D, sodio, potasio, fosforo, hierro, cobre, zinc y selenio. Ademas de

contener distintas moléculas con propiedades antioxidantes (Sanchez y Royse, 2017).

5.1 Antioxidantes en Pleurotus.

Un antioxidante, es cualquier sustancia que en bajas concentraciones disminuye o previene la
oxidacion de un sustrato oxidable. En alimentos, los antioxidantes son Utiles para inhibir la
oxidacion lipidica. En los organismos vivos cuando especies reactivas son generadas, muchos
antioxidantes actlian para evitar que se generen cadenas de reacciones (Halliwell y Gutteridge,
2015).

Un radical puede iniciar una cadena de reacciones no beneficiosas para el cuerpo humano,
dejando a su paso moléculas reactivas con alta capacidad oxidante; generando en el organismo
estrés oxidativo. Para compensar la situacion el metabolismo celular produce antioxidantes que

ayudan recobrar el equilibrio (Sanchez y Royse, 2017).

Las defensas antioxidantes tienen la capacidad de remover radicales libres de sistemas
biol6gicos ayudando a proteger, retrasar o inhibir procesos de oxidacion; pueden ser sintetizadas
in vivo o tomadas del ambiente al incluirse en la dieta (Sanchez y Royse, 2017).
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Los cuerpos fructiferos de P. ostreatus contienen antioxidantes como ergotionina, acidos galico
y ascorbico, tocoferoles, selenio y polisacaridos con capacidad secuestradora de radicales.
También se ha reportado que los compuestos fenolicos de las setas tienen capacidad antioxidante
para retener radicales libres con mecanismos que inhiben enzimas responsables de producir méas

radicales libres (Sanchez y Royse, 2017).

Quimicamente los fenoles pueden ser definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico
unido a uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados. Su presencia en tejidos animales
es debido a la ingestion de alimentos vegetales. Los fenoles sintéticos pueden incorporarse
intencionalmente en la dieta para prevenir la oxidacion de compuestos lipidicos (Sanchez y
Royse, 2017).

La oxidacion de lipidos, se puede observar en la pérdida de calidad en los alimentos; por el
contrario, cuando los antioxidantes se agregan a los alimentos minimizan la acidez, retardan la
formacion de productos de oxidacién nocivos, mantienen los nutrientes funcionales y aumentan
la vida en anaquel. En células in vivo los procesos oxidativos juegan un papel importante en
enfermedades coronarias, ateroesclerosis, cancer y el proceso de envejecimiento (Sanchez y
Royse, 2017).

Respecto a la absorcion y biodisponibilidad de fenoles en el cuerpo humano, se sabe en general
que dependen de su metabolismo en el intestino delgado; el cual se ve influenciado por factores
como: el tamafio molecular, lipobilidad, solubilidad, tiempo de transito intestinal, permeabilidad
de membrana y el pH del lumen (Shahidi y Naczk 2004).

También se ha reportado actividad antibacteriana de los fenoles, flavonoides y [-carotenos
obtenidos de extractos etandlicos de micelio de P. ostreatus sobre algunos patdégenos como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa. Otra actividad de los

compuestos fenolicos de P. ostreatus es la antinflamataroria. (Sanchez y Royse, 2017).
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Ademés de las caracteristicas y de los usos del hongo P. ostreatus ya mencionadas, es
importante conocer datos especificos sobre este organismo; por ejemplo, la presencia de fenoles,

la cantidad de los mismos y su actividad antioxidante.

6. Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante de tres extractos hidroalcohdlicos de cuerpos fructiferos de

Pleurotus ostreatus cultivados en paja de trigo.

6.1 Objetivos particulares
-Obtener los extractos a partir de disolventes acuoso y etanolico al 50% y 75%.
-Cuantificar fenoles totales para los tres extractos por técnica Folin Ciocalteu.

-Determinar la actividad antioxidante de los tres extractos por ensayo DPPH.

7. Antecedentes

Zaragoza (2011), reportd la presencia de compuestos fenolicos en extractos de P. ostreatus con
efecto en la motilidad del intestino de rata y actividad antioxidante; por lo que consider6 que el

hongo posee propiedades nutracéuticas importantes.

Cikcikoglu et al. (2012), cuantificaron fenoles totales, y determinaron la actividad antioxidante

de hongos comestibles silvestres P. eryngii de distintas regiones geograficas de Turquia.

De la Cruz et al. (2012), evaluaron el contenido de fenoles y la actividad antioxidante de
extractos hidrosolubles de cuerpo fructifero y micelio del género Pleurotus sp. a través de los
ensayos del radical DPPH. Todos los extractos fueron capaces de reducir radicales DPPH de

acuerdo a la concentracién de fenoles y flavonoides encontrados.
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Arbaayah y Kalsom (2013), determinaron la actividad antioxidante de Pleurotus spp. y
Schizophyllum commune encontrando mayor cantidad de fenoles en Achizophyllum commune y

mayor actividad antioxidante en P. djamor.

Beltran et al. (2013), investigaron extractos de Pleurotus sp. con disolventes de distinta
polaridad, encontrando méas compuestos fendlicos en solventes de mayor polaridad como agua

y etanol.

Alvarado (2015), aislo6 polifenoles de micelio y cuerpo fructifero de P. djamor (Rumph. Ex Fr.)
Boejin, y determiné su actividad antioxidante por ensayo DPPH. Con un CEso de 2,328 + 581.44
ppm para el micelio y un CEspde 769.97 £ 201.28 ppm para cuerpo fructifero.

Belloso et al. (2015), investigaron la actividad antioxidante de diez extractos acuosos y
etandlicos de basidiomicetos comestibles en Guatemala por ensayo ABTS y DPPH.
Determinaron en el ensayo DPPH que P. ostreatus fue de las especies que presentaron la menor
actividad (CEs0 23.81 mg/mL).

Beltran et al. (2016), cuantificaron polifenoles y la actividad antioxidante de extractos acuosos
de micelio y cuerpo frutifero de Pleurotus sp. Encontrando mayor captacion de radical DPPH

en el extracto micelial.

Gonzélez-Palma et al. (2016), evaluaron la actividad antioxidante de extractos acuosos y
metanolicos de P. ostreatus en diferentes etapas de crecimiento. Encontraron en el cuerpo

fructifero los mejores resultados.
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Bakir et al. (2017), investigaron la actividad antioxidante de extractos de P. ostreatus
almacenados en distintas condiciones, obteniendo mayor actividad en los extractos conservados
24 horas a temperaturas de -10°C a 20°C.

Yildiz et al. (2017), cuantificaron los fenoles totales, flavonoides, taninos y propiedades
antioxidantes de P. ostreatus y P. citrinopileatus cultivados en distintos tipos de aserrin.

8. Justificacién

Es importante conocer el contenido fendlico y la actividad antioxidante de Pleurotus ostreatus,
una de las especies con mayor produccién en México, gran crecimiento comercial y diversidad

de usos.

9. Hipdtesis

Existe diferencia en el contenido fendlico y la actividad antioxidante de tres extractos

hidroalcohdlicos elaborados con cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus
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10. Materiales y métodos
10.1 Propagacion de la cepa

Se propago la cepa CMIZT-18 donada por el Laboratorio de Microbiologia Aplicada del Jardin
Botanico y laboratorio de Quimica Bioldgica de la FES-Iztacala cabecera L-421, en cinco cajas

Petri con agar extracto de malta durante una semana a 25°C, posteriormente se inocul6 en trigo.

10.1.1 Inoculacién del trigo y fructificacion en paja de trigo

La semilla de trigo previamente lavada, humedecida y empaquetada en bolsas de 150 g se
esterilizé durante 45 minutos en autoclave a 121°C, se dejé un dia en incubadora para asegurarse
de su inocuidad. Entonces, se agregd a cada bolsa de trigo un cuarto del micelio contenido en
una caja Petri y se incub6 a 25°C de siete a trece dias para que el micelio invadiera la semilla'y
asi se obtuvo la semilla primaria. Se volvieron a preparar bolsas con 150 g de semilla de trigo
esterilizada y en lugar de utilizar micelio de una caja Petri se agreg6 50 g de semilla primaria
inoculada para obtener la semilla secundaria y de nueva cuenta al invadir el trigo se repitio el
proceso para obtener semilla terciaria y después inocular la paja de trigo pasteurizada (Sanchez
y Royse, 2001).

La paja se pasteuriz6 con vapor de agua en ebullicidn, se prepararon bolsas de 500 g, se
agregaron 100 g de semilla trigo (semilla terciaria), y se dejo crecer en un ambiente sin luz
durante 15 dias hasta que en la paja se observaron primordios; posteriormente se hizo una
abertura a la bolsa alrededor de los primordios a manera de ventanillas para dejar fructificar, a
partir de este punto se revisaron regularmente las bolsas y se mantuvo himedo el sustrato
(Sanchez y Royse, 2001).

Se esperaron de 4 a 5 semanas para cosechar el cuerpo fructifero, cuando el cuerpo fructifero
presento desarrollo completo, coloracion blanca y/o tonos grises; se cortd y se puso a deshidratar

durante 1 dia en horno a 40°C, posteriormente se pulverizd en el mortero.

25



10.1.2 Elaboracion de extractos hidroalcohélicos

Se usé un 1 g de cuerpo fructifero seco y pulverizado en 30 mL de cada disolvente, en total
fueron 3 disolventes con seis repeticiones: etanol al 50%, 75% y otro extracto solamente de agua
caliente. Cada extracto fue preparado en tubos Falcon de 50 mL y puesto en agitador eléctrico
durante 24 horas a 25°C, se recuper0 el sobrenadante y los tubos se centrifugaron a 3,000 r.p.m.
(revoluciones por minuto) durante cinco minutos en centrifuga clinica; nuevamente se recupero
el sobrenadante con el fin de purificar y perder particulas suspendidas. Los extractos se

conservaron en refrigeracién a -18°C.

10.2 Determinacion de Fenoles totales por Folin Ciocalteu, Slinkard K. (1977)

Este método colorimétrico es usado para la medir fenoles totales en vino, té, extractos
alcohdlicos o metanolicos de plantas y hongos. Para estos ultimos se prepararon los reactivos:
acido galico 500 mg/L, Folin-Ciocalteu 0.2 N, carbonato de sodio (Na.COz) al 10% Yy etanol
(CH3CH20H) al 10%.

Para la curva patrén de acido galico se hicieron tres repeticiones por concentracion 0, 50, 100,
150, 200 y 350 mg GAE/L en tubos de ensayo de 10 mL y respectivamente 100, 90, 80, 70, 60
y 30 pL de etanol al 10% para completar 100 pL con el acido galico, posteriormente se
agregaron 1.5 mL de Folin. (ver tabla 1).

Para los extractos se mezclaron 100 pL de cada extracto con 1.5 mL de reactivo de Folin, seis
repeticiones por extracto. Todos los tubos (18 tubos de la curva patron y 6 tubos de cada
extracto) se dejaron en reposo durante 10 minutos, después se agregaron 1.2 mL de Na,COs3 al
10% a cada tubo y se incubaron a 40° C durante 20 minutos; finalmente se dio lectura de

absorbancia a 765 nm.
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Tubo/ | Acido | Etanol | Follin-
Reactivos | gélico al Ciocalteu
500 10% 0.2N
mg/L
1 opL | 100 1.5mL
ML
2 10pL | 90puL | 1.5mL
3 20pL | 80pL | 1.5mL
4 30puL | 70uL | 15mL
5 40 uL | 60 L | 1.5mL
6 70pL | 30puL | 1.5mL

Reposo
10
Minutos

a
temperatura

ambiente

Na2COs3
al 1090

1.2mL

1.2mL

1.2mL

1.2mL

1.2mL

1.2mL

Incubacién

a 40°C

por 20

minutos

Lectura de

absorbancia

a 765 nm en

espectrofotometro

Equivalentes
de &cido
galico mg
GAE/L

0

50

100

150

200

350

Tabla 1.- Elaboracion de curva patrén de acido galico para Folin-Ciocalteu

10.3 Liofilizacién

Se liofilizaron los extractos congelados de cuerpo fructifero de P. ostreatus a -40 °C y MBAR

540 x 1073, para eliminar los solventes y obtener el peso del extracto por gramo de tejido seco.

Posteriormente los extractos liofilizados se reconstituyeron con metanol puro para realizar la
técnica DPPH.

10.4 Ensayo DPPH

Existen diversas técnicas de estudio para evaluar la actividad antioxidante de alimentos y

plantas, el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por sus siglas en inglés DPPH ha

recibido especial atencion y es mayormente reportado en la literatura.
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El radical libre es susceptible de reaccionar con los compuestos antioxidantes (los fenoles de los
extractos) a traves de un proceso caracterizado por la cesion de un atomo de hidrégeno por el
agente antioxidante. En la reduccion, el radical libre disminuye su coloracion inicial

dependiendo de la actividad del agente antioxidante.

10.4.1 Stock DPPH

Se disolvieron 5 mg de DPPH en 50 mL de metanol y se protegid de la luz para obtener una

disolucién a 100 ppm.

10.4.2 Stock de &cido galico

Se colocaron 4 mg de &cido galico en 10 mL metanol y se aford hasta alcanzar un volumen de
100 mL para obtener una disolucion stock de 40 pg/mL. A partir de esta disolucion se obtuvieron
estandares de 40, 36, 32, 28, 24, 20, 16, 12, 8 y 4 pug/mL cdmo se ocuparon 50 pL de &cido
gélico en 150 pL de stock de reactivo DPPH esto represent6 10, 9, 8,7, 6,5, 4, 3,2y 1 ug/mL

de &cido galico en la reaccion.

10.4.3 Disoluciones de extractos de Pleurotus ostreatus.

Se prepararon cuatro disoluciones de extracto de P. ostreatus: 6,000 ppm, 3,000 ppm, 1,500
ppmy 750 ppm de cada extracto para determinar la actividad antioxidante de cada uno.
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10.4.4 Cuantificacién

De acuerdo a lo descrito por Lopez-Alarcén y Denicola (2013), se tomaron 200 pL de metanol
con una micropipeta de 8 canales y se depositaron en la 12 columna de una placa de Elisa; en la
2% columna se depositaron 200 pL del stock de DPPH, de la 3% a la 6% columnas 150 pL del stock
de DPPH y 50 pL de cada dilucidn de extracto. En la 3% columna la concentracion de 750 ppm,
en la 42 columna 1,500 ppm, en la 5% columna 3,000 ppm y en la 62 columna 6,000 ppm de
extracto. Se dejé en reposo la placa por 30 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz.
Se hizo una placa por cada uno de los extractos, los cambios en la absorbancia de las muestras

fueron leidas a 517 nm en lector de placas.

La disolucion de stock de DPPH en metanol, se us6 para obtener su valor de absorbancia de
DPPH (blanco). La actividad antirradical se expresa como porcentaje de inhibicion y se calculd

usando la formula:

% inhibicion= [valor absorbancia del blanco - valor de absorbancia del extracto] X 100

valor absorbancia del blanco

El valor CEso se expresa en pg/mL y corresponde a la concentracion de compuestos
antioxidantes capaz inhibir el 50% del radical DPPH (actividad antioxidante). Se realizaron

ocho repeticiones de cada determinacion y se report6 la media + la desviacién estandar.

10.4.5 Analisis estadistico

Para la cuantificacion de fenoles totales y la comparacion del peso de los extractos liofilizados,
se realizo analisis de ANOVA de un solo factor con comparacion de medias (post hoc) a un alfa
de 0.05 en paqueteria estadistica IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Statistics
2016.
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11. Resultados y discusion
11.1 Determinacion de Fenoles totales

Para cuantificar los fenoles totales se realizd una curva patron de acido galico y se comparo la
absorbancia de los extractos de cuerpo fructifero. En la figura 4 se observa la coloracion azul de
la reaccion entre el reactivo de Folin-Ciocalteu y el acidé galico, de izquierda a derecha aumenta
la concentracion de &cido galico y la saturacién del color azul.

Figura 4. Curva patron de acido galico.
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En la gréfica de la figura 5 se observa que el valor del coeficiente de determinacion (R?) de la
regresion lineal es de 0.999 lo cual indica que el modelo explica el 99% de los datos y la relacion
del &cido galico con la absorbancia. Por lo que se puede determinar con confianza la cantidad

de fenoles totales en los extractos.
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Figura 5. Grafica de regresion lineal para curva patrén de la técnica Folin Ciocalteu
(concentracion de acido galico contra la absorbancia) cada punto representa el
promedio de tres repeticiones.
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Para cuantificar los fenoles totales 100 pL de cada extracto (Figura 6), fueron mezclados con el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Figura 7), y se obtuvo su absorbancia la cual se expresa en mg de

equivalentes de acido galico en 1 g de extracto de tejido seco, como se muestra en la tabla 2.

Figura 7. 100 pL

Figura 6. Extractos de cuerpo de cada extracto

fructifero, etanol al 75%, 50% por tubo con

y agua (Hz20). reactivo de Folin

Ciocalteu .
Extractos Contenido fenolico en mg GAE/g de
tejido seco

Acuoso 6.08+£0.77b
Etanol al 50% 3.66 £0.59 a
Etanol al 75% 3.77+0.42a

Tabla 2. Fenoles totales expresados en mg de GAE por gramo de tejido seco () desviacién
estandar de cada extracto, las letras (a y b) indican diferencia significativa entre las medias.

El analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, mostré que hay diferencia significativa entre
los fenoles totales del extracto acuoso con los extractos etandlicos. Aparentemente en el agua
caliente es posible obtener mayor cantidad de fenoles.

32



Se ha estudiado que algunas moléculas no fendlicas pueden interactuar con el reactivo Folin-
Ciocalteu sobreestimando la determinacion de los fenoles. Mufioz-Bernal (2017), informé que
algunos de los principales compuestos que pueden interferir a temperatura ambiente o
incubando el extracto a 50 °C son azlcares presentes en extractos vegetales como: xilosa,

fructosa y manosa.

Es posible que el contenido de azlcares en el extracto acuoso se deba su solubilidad en agua.
De los azUcares vegetales reportados por Mufioz-Bernal (2017) la xilosa (azucar de las maderas)
reacciona con el reactivo de Folin-ciocalteu sobreestimando la determinacion de los fenoles
totales. Los pastos y las pajas contienen arabinano, galactano y xilano; Los cultivos de Pleurotus
en paja de trigo, pulpa de café o en bagazo de cafia de azlcar producen generalmente dos picos
de actividad de xilanasa, el primero en etapas de colonizacion del sustrato y el segundo al
periodo de formacion de basidiomas Sanchez y Royse (2017). Por ello es probable que el
extracto acuoso contenga carbohidratos.

De los antecedentes que se han mencionado los trabajos de Zaragoza (2011), Beltran et al.
(2013), Beltran et al. (2016), Belloso et al. (2015) y Gonzélez-Palma et al. (2016) a pesar de
Ilevar metodologias distintas entre los trabajos para obtener sus extractos coinciden en que la
mayor cantidad de fenoles totales fueron cuantificados en los acuosos; incluso en su
metodologia algunos elaboraron los extractos acuosos con agua caliente. Es probable que en

estos trabajos también se haya sobreestimado la cantidad de fenoles totales.

Destaca de los anteriores Gonzalez-Palma et al. (2016), por la similitud de su metodologia a la
del presente trabajo, porque después de cortar el cuerpo fructifero fue secado, pulverizado y
mezclado con agua caliente para su elaboracion, utilizando el acido galico para su curva patron;
cabe destacar que la cantidad de tejido seco utilizado por los autores fue de .5 gramos en 10
mililitros de solvente y que la mezcla de tejido y agua caliente se mantuvo en ebullicion 5
minutos. En el presente trabajo se obtuvo mayor cantidad de fenoles: 6.08 + 0.77 mg GAE/g de

tejido seco contra 4.65 + 0.26 que obtuvieron Gonzélez-Palma et al (2016).
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En los extractos hidroalcoholicos de 50% y 75% de etanol no se encontré diferencia
significativa, se obtuvieron 3.66 = 0.59y 3.77 £ 0.42 mg GAE/g de tejido seco respectivamente
y son menores que los fenoles totales obtenidos que el extracto acuoso 6.08 + .77 mg GAE/g de
tejido seco. De los antecedentes, los resultados de Belloso et al. (2015), fueron los mas cercanos
para poder hacer un comparativo, en donde obtuvieron 6.15 + 1.14 mg GAE/g de tejido seco,
cabe destacar que a pesar del uso de los mismos reactivos en su metodologia; en el manejo del
cuerpo fructifero para sus ensayos hubo diferencias ya que percold, y utilizé rotavapor para

obtener sus extractos.

Otro trabajo importante es el de Gonzalez-Palma et al. (2016) que como ya se menciond es
metodoldgicamente similar al presente, salvo por el uso de metanol para hacer sus extractos no
acuosos. En el obtuvieron 2.39 + 0.02 mg GAE/g tejido seco, menor cantidad que la que se

reporta en este trabajo.

Al comparar con otras especies de Pleurotus, podemos citar el trabajo de Alvarado (2015) que
con una metodologia similar a la del presente estudio obtuvo para extractos hidroalcohélicos de
P. djamor con etanol al 55% 7.04 £ 1.2 mg GAE/g de tejido seco, lo cual es superior a los
resultados obtenidos y reportados de Pleurotus ostreatus del presente trabajo 6.08 = 0.77 mg
GAE/g de tejido seco.

Es dificil comparar los resultados obtenidos con los trabajos de otros autores aun cuando se trate
de la misma especie y variedad de Pleurotus, debido a las variables a considerar en todo el
proceso de trabajo; pasando por la procedencia de la cepa, el sustrato de propagacion, sustrato
de fructificacién, parte del hongo a utilizar, almacenamiento, elaboracion de los extractos,

técnica de laboratorio y el reactivo de control utilizado.
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11.2 Peso liofilizado de extractos

La deshidratacion de los extractos por medio de liofilizacién dejo una masa de aspecto amarillo
brilloso y consistencia resinosa en cada extracto. Después de realizar el analisis de varianza en
el programa estadistico SPSS 2016 no se encontrd ninguna diferencia significativa entre los

pesos de los extractos secos se muestran los resultados en la tabla 3.

Extractos Media de peso seco liofilizado mg/g de
tejido seco
Acuoso 309.32+ 744
Etanol al 50% 270.77 £ 30.9
Etanol al 75% 24157 +£22.2

Tabla 3. Media de peso correspondiente a 6 repeticiones * desviacion estandar de extractos
liofilizados en mg/g de cuerpo fructifero seco y pulverizado, no se encontraron diferencias
significativas.
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11.3 Actividad antioxidante por ensayo DPPH

Para conocer la capacidad de inhibicion o poder reductor de los extractos, se realiz6 una curva

patrén con acido galico en partes por millon (de 1 a 10 ppm) en una placa de Elisa.

Con los resultados de la lectura se elabor6 la regresion lineal que se muestra en la figura 8, en
donde se puede observar que el coeficiente de determinacion (R?) de la regresion lineal es de
0.988, lo cual indica que el modelo explica el 98% de los datos y la inhibicidn del reactivo

DPPH por el acido galico.
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Figura 8. Regresion lineal % inhibicion DPPH contra &cido gélico, cada punto
representa el promedio de 8 repeticiones.

Se realizd una placa de cada extracto para conocer los porcentajes de inhibicion en la reaccion
de reduccion por medio de la lectura de absorbancia (Figura 9), y finalmente transpolar con la

curva patron el CEso de cada extracto, expresado en ppm en la tabla 4.
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Figura 9. Actividad antioxidante de los extractos: Agua, etanol al 50% y 75%, cada punto
representa el promedio obtenido de 8 repeticiones, la concentracion de los extractos esta

expresada en ppm (ug/mL).

Extractos CEso expresado en ppm (ug/mL)
Acuoso 2,561.50
Etandlico al 50% 2,602.00
Etanolico al 75% 2,056.55

Tabla 4. CEsp capacidad efectiva media, en la reduccion del radical DPPH

Los extractos analizados tuvieron actividad antioxidante, inhibicién o poder reductor. El que

mayor resultado obtuvo con la menor cantidad de concentracion, es decir el mejor CEso fue el

extracto etanolico al 75% con 2,056.55 ppm o pug/mL, seguido del extracto acuoso con 2,561.5

ppm (ug/mL) y finalmente el extracto etanélico al 50% obtuvo 2,602 ppm (ug/mL).
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Aunque se obtuvieron resultados diferentes de la actividad antioxidante de los extractos, no
parece ser significativa, para saberlo habria que hacer diluciones de cada extracto con la

concentracion para el CEso que permita hacer un analisis de la varianza.

Comparando con otros trabajos el mas cercano a los resultados obtenidos en el extracto acuoso
(2,561.5 ppm de CEso) aunque con menor actividad fue el de Belloso et al. (2015), con un CEsp
de 4,790 ppm, otros autores reportan sus resultados con equivalentes de acido galico como
Gonzélez-Palma et al. (2016), quién obtuvo dos resultados utilizando para la elaboracion de sus
extractos agua a temperatura ambiente 775.93 mg EGA/L, y con agua caliente 36.86 mg GAE/L,
los resultados de Gonzalez et al. (2016) confirman la actividad antioxidante de P. ostreatus.

Para los extractos hidroalcoholicos al 50 y 75% se obtuvo un CEso de 2,602 y 2,056.55 ppm de
extracto respectivamente, si se compara con trabajos previos que determinaron actividad
antioxidante de extractos hidroalcoholicos de P. ostreatus se encontrd, aunque con menor
actividad, Belloso et al. (2015) cuyos datos fueron los méas cercanos con un CEsg de 19,860 ppm
utilizando para la elaboracion de su extracto etanol al 95%, a diferencia de Arbaayah y Kalsom
(2013), que obtuvieron un CEsp de 8,880 ppm usando etanol puro, cabe destacar que en su
metodologia Arbaayah y Kalsom, reportaron haber cortado e inmediatamente liofilizado el
cuerpo fructifero antes de molerlo para hacer los extractos, tal vez estos procesos restaron
actividad antioxidante. Bakir et al. (2017), profundizaron en el efecto que tiene la temperatura
en la conservacion del cuerpo fructifero antes de hacer el extracto, determinando que a T° <10°C

se puede afectar la capacidad antioxidante.
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Para determinar el CEso Bakir et al. (2017) realizaron sus extractos de P. ostreatus con metanol,
reportaron datos en que los cuerpos fructiferos fueron almacenados 24 horas a diferentes
temperaturas previas al secado, pulverizacion y elaboracion de extracto con metanol al 80%, al
realizar el ensayo obtuvieron los siguientes resultados de CEso para almacenamiento a -40°C
3,486 ppm, -20 °C 2,258 ppm, -10 °C 2,144 ppm, 4 °C 1,816 ppm y para 20 °C 321 ppm,
concluyendo en su trabajo que la temperatura de almacenamiento influye en la capacidad

antioxidante de los extractos.

Finalmente, se compararon los resultados de CEsp de los extractos hidroalcoholicos obtenidos
en este estudio (2,056.55 ppm con etanol al 75% y 2,602 ppm con etanol al 55%) contra los
resultados de Alvarado (2015) obtenidos con extracto de P. djamor con un CEso de 769.2 ppm,

resultando superior la actividad antioxidante del extracto de P. djamor.

Arbaayah y Kalsom (2013) encontraron 7,250 ppm como CEso para P. djamor pero hay que
recordar que en su metodologia cortaron e inmediatamente liofilizaron el cuerpo fructifero antes

de secarlo y molerlo para hacer el extracto; lo anterior pudo disminuir su actividad antioxidante.

En comparacion con P. djamor y bajo una metodologia similar P. ostreatus tiene menor cantidad
de fenoles y menor actividad antioxidante. Sin embargo, es una buena opcion para degradar la

paja de trigo y aprovechar los nutrientes que se obtienen para incluirlos en la dieta.
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12. Conclusiones

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos se concluy6 que la cantidad de
fenoles totales en los extractos hidroalcoholicos de Pleurotus ostreatus al 50% y 75% de etanol
es similar, estadisticamente no hay diferencia entre ellos; sin embargo, la prueba Folin Ciocalteu
indica que el extracto elaborado con agua hirviendo, contiene una cantidad significativamente

mayor de polifenoles.

La liofilizacion, permitié conocer el peso seco de los extractos sin mostrar diferencia estadistica

entre sus promedios.

Y en el ensayo DPPH la actividad antioxidante del extracto etandélico al 75% resultd ser mayor,

seguida por el extracto acuoso y finalmente el extracto etandlico al 50%.

13. Recomendaciones

Existe dificultad al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los de la literatura
debido a que hay diferencias metodoldgicas en la propagacion de la cepa en medio liquido o
solido, el tipo de semillas para propagar el micelio y el material del sustrato para fructificar el
hongo.

Ademas, posterior a la cosecha de los hongos hay diversas maneras de almacenar el cuerpo
fructifero, incluso se llega a utilizar crudo para hacer los extractos; otra diferencia es la parte del
hongo a utilizar para elaborar el extracto: pileo, micelio o estipite lo que varia los resultados. En
la determinacion es importante recalcar la posible sobreestimacion de fenoles totales por la
presencia de azucares en los extractos acuosos para el ensayo Folin Ciocalteu. Mufioz-Bernal
(2017) reporto la importancia de tomar en cuenta los azucares en los extractos como la xilosa y
fructosa. Sugiere realizar una extraccion de fase solida previa a la cuantificacion de fenoles para

evitar la sobreestimacion.
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Por lo anterior se recomienda revisar los trabajos de Gonzélez-Palma et al. (2016) y Bakir et al.
(2017), con la finalidad de tratar de estandarizar un método de trabajo que permita comparar sin

dificultad la informacion de la literatura con los resultados obtenidos.
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