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RESUMEN

Los hongos silvestres comestibles son de gran importancia por su valor nutricional
y/o medicinal. Estos organismos han adquirido gran interés debido a que varios
estudios revelan los beneficios de algunos metabolitos secundarios bioactivos que
producen, entre los que destacan los compuestos fendlicos. El objetivo de este
trabajo fue determinar las propiedades antioxidantes de hongos silvestres
comestibles recolectados en el bosque de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca, cuyas
condiciones climéticas favorecen el desarrollo de hongos silvestres comestibles
principalmente en temporada de lluvias. Se realizd el andlisis quimico proximal de
las especies y se realizd la cuantificacion de compuestos fenolicos totales y
flavonoides totales, se determind la actividad antioxidante total, el poder reductor y
la capacidad antioxidante por el método de DPPH de cuatro especies: Laccaria
laccata, Hypomyces lactifluorum, Ganoderma brownii y Ramaria sp. L. laccata resulto
ser la especie con mayor poder reductor (58.2317 mg EAA/g) y actividad antioxidante
total (14.2135 mg EAA/g), la mayor concentracién de compuestos fendlicos totales
(8.0088 mgEAG/qg) fue de Ramaria sp. y de flavonoides (4.7084 mgEQ/g) fue de L.
laccata y el % de inhibicion mas alto medida con la técnica de DPPH fue de 87.7026%
de la especie G. brownii. Dos especies de hongos (L. laccata y Ramaria sp.) se
cultivaron in vitro y se observé una actividad antioxidante en L. laccata de 18.8489
mgEAA/g, la mayor composicion tanto de fenoles totales (5.6337 mgEAG/g) como
flavonoides totales (3.1953 mgEQ/g) fue de L. laccata. Los cultivos in vitro de L.
laccata y Ramaria sp. pueden ser utilizados para la produccion de metabolitos

biol6gicamente activos.



ABSTRACT

Edible wild mushrooms are of great importance for their nutritional and/or medicinal
value. These organisms have acquired great interest because several studies reveal the
benefits of some bioactive secondary metabolites they produce, among which phenolic
compounds stand out. The objective of this work was to determine the antioxidant
properties of edible wild mushrooms collected in the forest of San Mateo Rio Hondo,
Oaxaca, whose climatic conditions favor the development of edible wild mushrooms
mainly in the rainy season. The proximal chemical analysis of the species was carried
out and the quantification of total phenolic compounds and total flavonoids was carried
out, the total antioxidant activity, the reducing power and the antioxidant capacity were
determined by the DPPH method of four species: Laccaria laccata, Hypomyces
lactifluorum, Ganoderma brownii and Ramaria sp. L. laccata turned out to be the species
with the highest reducing power (58.2317 mg EAA/g) and total antioxidant activity
(14.2135 mg EAA/g), the highest concentration of total phenolic compounds (8.0088
mMgEAG/g) was from Ramaria sp. and flavonoids (4.7084 mgEQ/g) was from L. laccata
and the highest % inhibition measured with the DPPH technique was 87.7026% from
the G. brownii species. Two species of fungi (L. laccata and Ramaria sp.) were grown
in vitro and an antioxidant activity was observed in L. laccata of 18.8489 mgEAA/g, the
highest composition of both total phenols (5.6337 mgEAG/g) and total flavonoids
(3.1953 mgEQ/g) was from L. laccata. In vitro cultures of L. laccata and Ramaria sp.
can be used for the production of biologically active metabolites.



INDICE

| INTRODUCCION ...ttt sttt st se e e seseeseeee e eneneenens 1
. MARCO TEORICO .....ciiiiiiiiieiieieieete ettt ettt sttt e s e ne e e 2
2.1.Generalidades de 10S NONQOS......ccooiiiiiiiiiii e 2
2.1.1. (QUESON IOS NONGOS? i 2
2.1.2. NUtricion de 10S hONGOS.....cooiiiiiiie e 2
2.1.3. Reproduccion de oS hONgOS .....coooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 3
2.2.Hongos silvestres comestibles ... 5
2.2.1. Caracteristicas fisicas de los hongos silvestres comestibles ........... 5
2.2.2. Hongos silvestres comestibles en México y Oaxaca...........cccceeeeeeenns 8
2.3.Importancia de los hongos silvestres comestibles ...........ccccccceivieiviiiinn. 10
2.3.1. Metabolitos secundarios fUngicos de INterés ..........ccccccceeeeeevervnnnnnnn. 10
2.4.Cultivos de hoNQOS iN VITIO ...iieiieiiii e 16
2.5.Radicales libres y antioXidantes .........cccccceeiieiiieiiiiie e 17
. ANTECEDENTES......i ittt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnnes 2
IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION. ......cotiieieeieceeee e, 2
V. HIPOTESIS. ..ottt ettt ne e 2
VI JUSTIFICACION ..ot ettt ettt eteate et e eaeateenens 2
VI OBJIETIVOS ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeanaannnns 3
VI, METODOLOGIA ... .ottt eae e 24
8.1.Recoleccion del material fungico e identificacion de las especies ........... 24
8.2. Tratamiento de [aS MUESIIAS .......cooeeiiiiiiiiiee e 25
8.3. Analisis qUIMICO ProXiMal .......ccovvuiiiiiieeieee e 25
8.3.1. Determinacion de proteinas. Determinacién de proteinas. Método
de Kjeldahl. Basado de en método AOAC 920.87.......cccevviiieeiiiiiiieeeeeeeien, 25
8.3.2. Determinacion de extracto etéreo. Método de Soxhlet. Basado en el
MELt0d0 de [a AOAC 920.39.....iieeeieiiiiiiie ettt e e e e e e e 26
8.3.3. Determinacion de cenizas basado en el método AOAC 923.03........ 27
8.3.4. Determinacion de humedad por el método de estufa (NMX-F-294-
SCFI-2011) coiiiiiiiiieie e a e e e e e e e e e ———— 27
8.3.5. Determinacion de fibra segin la norma NMX-Y-094-SCFI-2012 ....... 28
8.3.6. Determinacion de carbohidratoS ..........cccceevviiiiiiiiiiiiiiiie e, 29

8.4. Aislamiento ¥ CUILIVO 1N VITIO ...ccooviiiiiiiiieeeee e 29



8.4.1. Aislamiento por medio de tejidO........cccuviiiiiiiiiiiiiiiie e, 29

8.4.2. Crecimiento en medio lIQUIdO.........ccoeeiiiiiiiii i, 30
8.5.0btencion de 10S eXIraCtOS . .....cccovuiiiii i 30
8.5.1. Obtencidon de extractos a partir del hongo SeCo ..........ccceeeeeevevnnnnnn.n. 30
8.5.2. Obtencidn de extractos a partir de la biomasa producida................ 30
8.6.Evaluacion de la actividad antioxidante total.............cccoovviiiiiiiiiiiiiie e, 30
8.7.Determinacion de compuestos fendlicos totales..........ccoeeeevviiiiiiieiiiinnnnnn... 31
8.8.Determinacion de flavonoides totales .......cccooovviiiiieiiiiiiiii e 32
8.9. MEtOdO AEI DPPH ....ooeeiiee e 33
8.10.Evaluacion de la reduccién de
FERITOCIANUIO oot e e e e et e e et e e et e e et e e e eaaaaees 33
8.11.Determinacion de la presencia de algunos metabolitos
ST =Tod U] Yo = 1 1o F 34
S 00 I 0 O o= 1 o Yo =P 34
S0 I S ¥ o 1o 1 o = T 34
S0 I I T o = 1Yo ] 0 o =P 35

S 0 I S 1= o o 35

S 700 I S TR O ¥ [ 1 [0 o = 1 OSSPSR 35
S0 I G T O ¥ 0 = | 0 = T P 36
8.11.7. GlucOsidos cardiotONIiCOS.....cccvveiiie e 36
8.11.8. Lactonas SeSQUILErPENICAS.........cceeeieeviiiiiie e 36
8.12.Andlisis de
[0 > (0 1= U 37
IX. RESULTADOS Y DISCUSION .....ooiiiiiiiee ettt 38
9.1.Resultados del andlisis quimico proximal..........ccccoooiiiiiiiieiiiiiiee e, 39
9.2.Evaluacidon antioXidante ..........ccooviiiiiiiiic e 41
9.3. Aislamiento de los hongos seleccionados.........ccooovviiiiiiiie i 43
9.4.Identificacién de metabolitos secundarios ...........cccoovviiiieeiieiiie e, 45

X. CONCLUSIONES. ... ..o 48



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 Nutricién de un hongo representada a partir de una hifa.. .......................... 3
Figura 2.2. Origen de [aS ESPOraAS ......cccvvuiuiii i e e e e e et eeaaenes 4
Figura 2.3. Ciclo de vida general de un miembro tipico de Agaricomycetes
(S E2TS Lo 10 1 )Y/ oo = ) TSR 5
Figura 2.4. Partes de un hongo comestible .............coviiiiiiiiiiii e, 6
Figura 2.5. Especies de hongos basidiomiCetos............ccovvvviiiiiiiiiiiciiic e, 7
Figura 2.6. Mapa de la ubicacién de San Mateo Rio HONdO..............ccccoeveevviiiiineeenee, 9
Figura 2.7. Grupo fENOL ........ e 12
Figura 2.8. Estructura general de los flavonoides.............ccccooiiiiiiiiiii e, 14
Figura 2.9. Estructuras quimicas de los subgrupos de flavonoides ........................... 14
Figura 8.1 Diagrama de flujo para la elaboracion del proyecto. ..............ccoeevveeeeen. 24
Figura 9.1. Hypomyces lactiflourum. Especie recolectada en San Mateo Rio
[ (0] 0 o [ TR USSP 38
Figura 9.2. Ramaria sp. Especie recolectada en San Mateo Rio Hondo. .................. 38
Figura 9.3. Agaricus bisporus. ESpecie COMErCIal. ..........ccoouveeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
Figura 9.6. Cultivos in vitro de hongos seleccionados de San Mateo Rio Hondo .....44
Figura 9.7. Curva de crecimiento de Ramarial SP. .......uuuiiiiieeeeeeiiieeeeeiiiie e 44

Figura 9.8. Curva de crecimiento de L. laccata. ..............ccoeeviiiiiiiiiiiiieeee 45



INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1 Identificacibn de algunos metabolitos secundarios producidos por
algunos hongos comestibles. (-) ausencia (+) presencia. .......ccccceeeeeveevnnnnnnn. 11

Tabla 2.2 Efecto medicinal y compuestos bioactivos de hongos silvestres
COMESTIDIES. .ot 13

Tabla 2.3. Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales de
especies de hongos silvestres comestibles de diferentes lugares de recolecta.

....................................................................................................................... 16
Tabla 9.1. Resultados del andlisis quimico proximal. ............cccccoeeiiiiiiiiniiiiiccs 39
Tabla 9.2. Resultados de la evaluacion antioxidante ..............ccccceoiiiiiiiiiiiiicnnns 41
Tabla 9.3. Metabolitos secundarios de los hongos seleccionados. ...................... 46

Tabla 9.4. Evaluacion antioxidante de 10S cultivos in Vitro..........coevveeivieneeninns. 47



INTRODUCCION

.  INTRODUCCION

El estado Oaxaca cuenta con una amplia diversidad de flora, fauna y recursos
fungicos, los cuales también son ampliamente consumidos por sus habitantes.
Particularmente el consumo de hongos silvestres es tradicional en algunas zonas del
estado, adicionalmente su distribucion genera un ingreso econémico para las familias
gue se dedican a venderlos, especialmente durante la temporada de lluvias (Zamora
et al., 2014).

El consumo de hongos es importante en nuestra dieta por su valor nutricional y
probablemente para favorecer un estado saludable, debido a que ciertos
compuestos bioactivos ejercen efectos aditivos y sinérgicos. En las ultimas décadas
se han considerado como alimento funcional y como una fuente médicamente

eficiente en terapias contra el cancer, antiviral, inmunopotenciadora y actividad

hipolipidémica (Rathee et al., 2012; Lépez et al., 2017).

En la actualidad se requiere un analisis minucioso de los diversos beneficios para la
salud que los hongos proporcionan a los seres humanos y sus mecanismos de
accion. La exploracion de hongos silvestres comestibles y la identificacion de sus
componentes activos con un valor terapéutico potencial sigue siendo un desafio, por
lo tanto, los hongos silvestres comestibles seguiran siendo el centro de atencién mas

destacado de la investigacion en la perspectiva futura (Rathee et al., 2012).

Debido a la existencia de una gran variedad de hongos en el estado de Oaxaca, es
normal encontrar que no han sido estudiados lo suficiente. En la actualidad ha sido
muy regular el tema de la produccién de compuestos fendlicos en algunas especies
de hongos cultivados en medios no naturales, es decir, en el laboratorio. La
fermentacion sumergida de hongos ha recibido mucha atencién como una alternativa
prometedora para la produccion eficiente de la biomasa de hongos medicinales y sus

metabolitos activos (Tang et al., 2007)
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ll.  MARCO TEORICO
2.1. Generalidades de los hongos

2.1.1. ¢(Qué son los hongos?

El reino fungi, referido literalmente a los hongos, esta agrupado por una serie de
organismos que pueden ser unicelulares o pluricelulares. (Castro & Vega, 2017). Los
hongos son heterotrofofos y tienen la capacidad de obtener la energia que necesitan
a partir de sustancias organicas sintetizadas previamente por otros organismos. Las
formas de vida de los hongos pueden ser saprofitos, estos descomponen restos
organicos como maderas, cuticulas de insectos, entre otras. Los parasitos adquieren
los nutrientes que necesitan de tejidos vivos de otro organismo llamado hospedante,
si el hongo parasito enferma al hospedante se denomina patdégeno. Los hongos
simbidticos se unen a otros organismos y ambos se favorecen (Miralles, 2005).

2.1.2. Nutricion de los hongos

Los hongos pueden crecer en ambientes con cantidades minimas de nutrientes
(organicos solubles), los absorben como fuente de energia a través de la pared y la
membrana, ademas debido a que el micelio durante la fase vegetativa es capaz de
sintetizar una gran variedad de enzimas hace que los hongos puedan degradar una
diversidad de sustratos, algunos complejos como celulosa o lignina (Cepero de
Garcia, 2012).

La figura 2.1 es una representacion de la nutricion de un hongo a partir de una hifa.
Las enzimas extracelulares penetran y degradan el sustrato para la obtencién de
sustancias solubles que son absorbidas luego por el hongo. Los sustratos en su
forma mas simple son absorbidos por la hifa y utilizados para el crecimiento y

metabolismo (Lechner, Rugolo, & Mallerman, 2018).
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Figura 2.1 Nutricién de un hongo representada a partir de una hifa. (Lechner,
Rugolo, & Mallerman, 2018).

2.1.3. Reproduccién de los hongos

Algunos hongos forman setas y se reproducen gracias a las esporas que pueden ser
sexuales o0 asexuales (Garcia, 1995). Los ascomicetos tienen ascas, que son células
en forma de botella donde se almacenan sus esporas (ver figura 2.2), en la etapa
madura las ascas se abren y las esporas son lanzadas al exterior. Existe otro tipo de
hongos que contienen sus esporas en prolongaciones exteriores de reducido tamafio

cuyo nombre es basidios, se conocen como basidiomicetos (Garcia, 2006).
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basidios

esporas

ascas

Figura 2.2. Origen de las esporas (Garcia, 2006)

En la figura 2.3 se observa el ciclo de vida de un hongo basidiomycota. La espora da
origen a la hifa, las hifas al crecer se ramifican y conforman el micelio. Este micelio
primario posee células unicelulares (n) y puede fusionarse con un micelio compatible
de otro individuo (plasmogamia), lo anterior forma un micelio secundario que contiene
dos nucleos en cada célula (n+n). A lo largo de la mitosis de una célula con dos
nucleos las copias de ambos nucleos se mantienen en la nueva célula gracias a las
fibulas. Después de un tiempo y con condiciones adecuadas (luz, temperatura, etc.)
inducen la fase reproductiva sexual en la que el micelio secundario da origen a tejidos
mas especializados que forman basidiomas. En estos, esta el himenio donde se
produce la fusion nuclear de las células dicariéticas del micelio generando basidios,
mismos que dividen su nucleo diploide por meiosis para formar células haploides
(cuatro células por basidio) que se denominan basidioesporas. Al alcanzar la
madurez los basidios que se encuentran en el himenio que esta debajo del sombrero,
van dejando caer las esporas para comenzar de nuevo el ciclo (Lechner, Rugolo, &
Mallerman, 2018; Garcia, 2006).
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Figura 2.3. Ciclo de vida general de un miembro tipico de Agaricomycetes
(Basidiomycota) (Lechner, Rugolo, & Mallerman, 2018).

Las esporas asexuales pueden formarse mediante dos mecanismos principales: el
primero es mediante esporoforos o el segundo que es la fragmentacion de hifas.
Algunos tipos de esporas asexuales son los esporangiosporas, conidiosporas,
artrosporas y clamidiosporas. (Garcia, 1995). La reproduccion asexual es mas simple
y permite una rapida propagacion de la especie (Lechner, Rugolo, & Mallerman,
2018).

2.2. Hongos silvestres comestibles

2.2.1. Caracteristicas fisicas de los hongos silvestres comestibles

Los hongos silvestres comestibles pertenecen a especies con carpoéforos grandes y
visibles, también llamados setas, estas son el cuerpo fructifero de un hongo (Boa,
2004; Miralles, 2005). No todos los hongos presentan estas estructuras, las setas
corresponden a formas fungicas evolucionadas, con organizacion anatomica y

compleja (Miralles, 2005).
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Las partes de un hongo comestible se ilustran en la figura 2.4 La zona fértil de la seta
es el himenio, y puede componerse de laminas, tubos o agujas, para aquella seta
que posee sombrero. En el himenio se hallan los basidios, que son células

reproductivas encargadas de generar las esporas (Castro & Vega, 2017).

Sombrero

Laminilla

§/ Himenio

Cuerpos
fructiferos

o
. g —
Basidio %?,w.

T N %l
Y ’ D . DO\ -
Micelio : —®@ W\l

Basidiosporas | ©

Figura 2.4. Partes de un hongo comestible (Castro & Vega, 2017)

v

Algunos géneros que pertenecen a basidiomicetos son Amanita, Boletus, Pleurotus,
Lentinus Cantharellus cibarius y Lycoperdon; también hay otros basidiomicetos no
tienen forma de seta y muchos crecen sobre la madera, ejemplos son los de los
géneros Bjerkandera y Trametes. En la figura 2.5 se aprecian ejemplos de hongos
basidiomicetos caracteristicos de cada género anteriormente mencionado (Garcia,
2006).
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Figura 2.5. Especies de hongos basidiomicetos. a) Amanita caesarea. b) Boletus
edulis c) Pleurotus ostreatus d) Lentinus conchatus e) Cantharellus cibarius f)
Lycoperdon perlatum g) Bjerkandera adusta h) Trametes versicolor (Garcia, 2006).
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2.2.2. Hongos silvestres comestibles en México y Oaxaca

México cuenta con una elevada diversidad de especies fungicas debido a su
ubicacion entre las regiones biogeogréficas: la neotropical (Suramérica) y la Boreal
(Norteamérica). Debido a la existencia de bosques templados de gimnospermas y
angiospermas, en el pais se ve favorecido el desarrollo de cerca de 200 000 especies
de hongos y mas de 300 son comestibles, lamentablemente, solo se ha estudiado el

6%, a pesar de los actuales avances tecnoldgicos (Boa, 2004; Guzman, 2008).

Més de 70 especies de hongos se utilizan en las practicas de la medicina tradicional
en mas de 10 grupos étnicos para tratar mas de 40 tipos de deficiencias en la salud
de mexicanos. Los problemas de salud mas comunes son ansiedad, obesidad,
debilidad, necesidad de rejuvenecimiento entre otros. Es interesante observar que
existen varios hongos comestibles importantes que se venden en mercados
populares, Amanita caesarea, Auricularia spp., Boletus edulis, Calvatia cyathiformis,
Clitocybe gibba, Hypomyces lactifluorum , Lactarius spp., Langermannia gigantea,
Lycoperdon perlatum, Schizophyllum commune, Suillus spp. y Ustilago maydis
(Guzman, 2008).

En Oaxaca se comercializa una gran variedad de hongos silvestres comestibles en
mercados como la Central de Abastos, las especies mas comercializadas en dichos
lugares son: Amanita caesarea (Hongo rojo), Cantharellus cibarius (flor de calabaza)

y Hydnum repandum (espinitas, gusanito) (Ruiz et al., 2013).

En Oaxaca hay un municipio cuya vegetacién se compone del 89.48% de bosque,
donde predomina el clima templado subhimedo y su temperatura oscila entre 10 y
24°C, estas condiciones favorecen el desarrollo de hongos silvestres comestibles
principalmente en temporada de lluvias (verano). Este municipio es San Mateo Rio
Hondo, pertenece a la sierra madre del Sur y su ubicacion geografica (ver Figura 2.6)
es entre los paralelos 16°00’ y 16°12’ de latitud norte; los meridianos 96°24’ y 96°38'’
de longitud oeste; altitud entre 700y 3 100 m (INEGI, 2010).
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2.3. Importancia de los hongos silvestres comestibles

En general, los hongos comestibles silvestres poseen bajos contenidos de grasas y
un contenido mayor de proteinas, carbohidratos, minerales y energia. Ademas,
tienen gran cantidad de agua que va del 70 al 90%, como se ha reportado para
Lactarius volemus, Cantharellus cibarius y Hydnum repandum (Colak et al., 2009).
Heleno et al., 2015 estudiaron tres especies de hongos: Boletus edulis, Lentinus
edodes y Xerocomus badiuslas, analizaron sus compuestos fendlicos y tocoferoles
y su actividad antioxidante; ellos demostraron que los carbohidratos estaban
presentes en abundancia en este tipo de hongos, seguidos de las proteinas, las
cenizas y los &acidos grasos (los acidos grasos poliinsaturados eran mas altos que

los &cidos grasos saturados).

Se sabe que los hongos no solo realizan el metabolismo primario, su metabolismo
secundario conlleva la produccion y acumulacion de metabolitos que se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxonomicos y tienen propiedades biolégicas, muchos
son utilizados como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes,

entre otros (Cepero de Garcia, 2012; Verpoorte & Alfermann,. 2000).

2.3.1. Metabolitos secundarios fungicos de interés

En general, los hongos ofrecen una serie de efectos benéficos para la salud con un
amplio espectro de propiedades farmacoldgicas, que incluyen antidiabéticos,
antioxidantes, antivirales, antibacterianos, osteoprotectores, nefroprotectores,
hepatoprotectores, etc. Tanto los hongos silvestres comestibles como los
medicinales poseen fuertes actividades terapéuticas y biologicas, que son evidentes
a partir de los ensayos in vivo e in vitro (Anusiya et al., 2021). Ademas, producen
varias clases de metabolitos secundarios con actividad bioldgica, dentro de los que
se han reportado: polisacaridos, triterpenoides, polifenoles, nucleotidos, esteroles,

esteroides, fibra dietaria, péptidos, proteinas, alcoholes y minerales (Lépez et al.,

10
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2017). Sin embargo, los compuestos fendlicos han adquirido mayor relevancia por

su relacion con la capacidad antioxidante.

Se han estudiado algunos hongos comestibles y los metabolitos que producen, en la
tabla 2.1 se muestran los resultados obtenidos en un estudio fitoquimico realizado
con hongos comestibles recolectados en el estado de Durango. En todos los hongos
gue se muestran en la tabla 2.1 no se identifico la presencia de flavonoides,
saponinas ni alcaloides, sin embargo, en la mayoria se identificaron flavonas, taninos

y cumarinas que son compuestos fendlicos.

Tabla 2.1 Identificacion de algunos metabolitos secundarios producidos por
algunos hongos comestibles. (-) ausencia (+) presencia. Fuente: (Mares, 2014)

O
(2]
8 n S 8 ©
Q =) © o £ N £
O c c F
8 = S S 5 < S
0 =2 < « © © S
wl < L T 0] = O
Amanita caesaria - + - - - +
Hypomyces lactiflourun - ++ - - ++ +
Ramaria flava - ++ - - - +
Boletus edulis - +++ - - - +
Hericum erinaceus + - - + +
Tricholoma magnivelare - ++ - - ++ +
Sparassis crispa - - - - + -
Lycoperdon perlaum - + - - + -
Lentinula edoles - ++ - - + +
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2.3.1.1. Compuestos fendlicos

Se generan en el metabolismo secundario y poseen por lo menos un grupo hidroxilo
unido a un anillo aromético que es un grupo fenol (Figura 2.7). El enlace fuerte entre
el oxigeno del grupo hidroxilo y el anillo fenilo propicia que los fenoles se comporten
como acidos, mientras que el enlace relativamente deébil entre el oxigeno y el
hidrégeno ocasiona la disociacién de un protén que puede ser liberado al medio,

originando un i6n fenolato con carga negativa (Ringuelet & Vifia, 2013).

OH

Figura 2.7. Grupo fenol (Ringuelet & Vifia 2013)

En general los compuestos fendlicos se encuentran formando ésteres, su solubilidad
en agua y en disolventes organicos es de sus principales caracteristicas, ademas se
caracterizan por anillos aroméaticos que tienen un grupo hidroxilo fendélico (Mello &
Santos, 2001; Verpoorte & Alfermann,. 2000). En la tabla 2.2, se puede observar la
valiosa aportacion de los compuestos fendlicos pues son los principales metabolitos
secundarios que confieren a los hongos silvestres comestibles la actividad
antioxidante como efecto medicinal. Estos compuestos son también responsables de
los efectos medicinales que tienen algunas plantas. Gonzalez (2017) encontré en
mayor cantidad metabolitos de tipo fendlico en extractos de 3 especies vegetales del

género Hypericum: H. mexicanum, H. juniperinum y H.myricariifolium.

12
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Tabla 2.2 Efecto medicinal y compuestos bioactivos de hongos silvestres
comestibles. Fuente: propia del autor

Especie de hongo Efecto Compuestos .
- : . Referencia
(nombre popular) medicinal bioactivos
(Mwangi,et al.,
Agaricus bisporus L Compuestos fendlicos 2022;
o A . o
(Champifion) ntioxidante Flavonoides Robaszkiewicz
et al., 2010)
Compuestos fendélicos (Mwangi.et al
Pleurotus florida Antioxidante a-tocoferol gl v
. 2022)
Flavonoides
: S o . (Mwangi,et al.,
Agaricus brasiliensis Antioxidante Compuestos fenolicos 2022)
. . (Mwangi,et al.,
Ganoderma applanatum Antioxidante Compuestos fendlicos 2022)
L o . (Mwangi,et al.,
Calvatia gigantean Antioxidante Compuestos fenolicos 2022)
(Mwangi,et al.,
Boletus edulis o Compuestos fendlicos 2022;
: . Antioxidante . _—
(panadero, cemita, pancita) Flavonoides Robaszkiewicz
et al., 2010)
Pleurotus osteatrus Antioxidante Compuestos fenolicos (Robaszkiewicz
(Hongo ostra, oreja blanca) Flavonoides et al., (2010)
Ramaria botrytis o . (Barros et al.,
. Antioxidante Compuestos fendlicos
(Hongo coral, escobitas) 10X pu ! 2008)
Amanita caesarea o .
. Antioxidante Compuestos fendlicos (Mares, 2014)
(Hongo rojo)
H lactifl _ .
yppmyces actifiourum Antioxidante Compuestos fendlicos (Mares, 2014)
(oreja de puerco)
L . (Barros et al.,
Cantharellus cibarius Antioxidante Compuestos fendlicos 2008; Mwangi,et

(flor de calabaza)

Flavonoides

al., 2022).

Los flavonoides son producto del metabolismo secundario y pertenecen a los

compuestos polifendlicos mas abundantes. El esqueleto comin a todos los

flavonoides lo conforman dos anillos de seis atomos de carbono (designados con las

letras A y B) unidos mediante un puente de tres atomos de carbono que suele formar

un tercer ciclo (anillo C) (Figura 2.8). Se pueden encontrar diferentes estructuras
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flavonoides lo que depende del grado de oxidacion del anillo central. Algunas clases
de flavonoides son: chalconas, flavanonas, flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavan-

3-oles y antocianidinas (Figura 2.9) (Ringuelet & Vifia 2013).

Figura 2.8. Estructura general de los flavonoides

CH o
= s}
Chalconas Flavonas

D ‘
OH
o
Flavanonas Havan 3-oles
8] of
oH
o
|soflavonas Antocianidinas

Figura 2.9. Estructuras quimicas de los subgrupos de flavonoides
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Tienen funciones diversas, por ejemplo, los flavonoides purifican la sangre,
fortalecen el sistema inmunoldgico, controlan el nivel de colesterol, regulan la presion
arterial, suprimen la secrecion de acido, previenen la formacion de trombos, suprimen
la citofia, acttan como antibacterianos, antifingicos, antialérgicos y
anticancerigenos, promueven el metabolismo y la actividad vasodilatadora, etc. Los
flavonoides son potentes antioxidantes, capaces de eliminar los radicales hidroxilo,

los aniones superoxido y los radicales peroxi lipidicos (Bulugahapitiya, 2013).

La capacidad antioxidante de un hongo puede evaluarse por diversas técnicas
cuantificando ciertos compuestos como compuestos fendlicos totales y flavonoides
totales, ademas se puede cuantificar la actividad antioxidante total y la capacidad
blogueadora del radical libre DPPH. Se ha demostrado que estos datos pueden ser

muy variables, segun la especie estudiada y el area de recoleccién (Ver tabla 2.3).

En la tabla 2.3 se puede apreciar el contenido de compuestos fendlicos totales y
flavonoides totales de algunas especies estudiadas, Mares, (2014) analiz6 algunas
especies de hongos comestibles, de las cuales encontré valores de contenido
fendlico total de hasta 4.145 mg EAG/mg extracto, y de flavonoides de hasta 2.76
mgEQ/g extracto. Gursoy et al., (2010) encontrd valores de contenido fendlico total

de hasta 10.51 mg EAG/mg extracto en una especie de Turquia.

15
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Tabla 2.3. Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales de
especies de hongos silvestres comestibles de diferentes lugares de recolecta.
Fuente: Propia del autor.

Especie Lugar de Fenoles Flavonoides Referencia
recolecta totales (mg totales (pg
EAG/Qg) EQ/mg)
Ramaria flava Turkia 10.51 0.50 (Gursoy et al.,2010)
Ramaria flava Durango, 4.145 0.29 (Mares, 2014)
México
Rhizopogon roseolus Turkia 6.65 0.48 (Gursoy et al., 2010)
Russula delica Turkia 2.09 0.16 (Gursoy et al., 2010)
Boletus edulis Durango, 2.66 2.77 (Mares, 2014)
México
Amanita caesarea Durango, 3.67 1.25 (Mares, 2014)
méxico
Lycoperdon perlatum Durango, 2.65 2.30 (Mares, 2014)
México
Lactarius deliciosus Portugal 17.25 8.14 (Barros, L., et al.,
2008)
Sarcodon imbricatus Portugal 3.76 2.82 (Barros, L., et al.,
2008)
Agaricus bisporus

India

21.17

2.173

(Babu & Rao, 2013)

También se han reportado datos de capacidad antioxidante medida por diferentes

métodos, por ejemplo de actividad antioxidante total de hasta 17.9 mg EAA/ mg

extracto, capacidad bloqueadora del radical libre DPPH de hasta 1600, de contenido

fendlico total de hasta 4.145 mg EAG/mg extracto, y de flavonoides de hasta 2.76

mMgEQ/g extracto.

2.4.

Cultivos de hongos in vitro

Es posible trabajar con los hongos macromicetos en procesos biotecnolégicos para

obtener metabolitos de interés, se ha logrado propagar su crecimiento y tener un

control de las variables optimas, por ejemplo mediante fermentacion sumergida 'y en

16
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medio sélido. Por ello es importante monitorear su crecimiento para controlar los

procesos fermentativos (Pérez et al., 2017).

Actualmente, muchos hongos medicinales que se comercializan a gran escala se
obtienen principalmente a través del cultivo en el campo del cuerpo fructifero. La
fermentacion sumergida es una opcion estudiada en los ultimos afios no sélo para la
produccion de la biomasa si no para favorecer las condiciones en las que estos

producen ciertos metabolitos secundarios bioactivos de interés (Tang et al., 2007).

Un importante factor a controlar durante estos procesos fermentativos es la
viscosidad del cultivo porque se ha demostrado que limita la oxigenacién del medio,
lo que conlleva la muerte del micelio. Otro factor a considerar es la concentraciéon de
glucosa, ya que cuando esta decrece a lo largo del tiempo la producciéon de fenoles
totales se maximiza. Se ha estudiado la cinética y extraccion de compuestos
fendlicos de Pleurotus ostreatus mediante fermentacién sumergida, después de 72

h aumento la produccion de polifenoles de forma exponencial (Ferrer et al., 2019).

Estudios hechos con Trametes maxima mostraron un crecimiento maximo a los 12
dias en fermentacion sumergida; la cepa de Pleurotus ostreatus mostré un mejor
crecimiento en fermentacion en medio solido. El andlisis de la biomasa de los hongos
en ambos tipos de fermentaciones mediante la cuantificacién de quitina, resulté un
método rapido, sensible y confiable, que mostré una impetuosa correlacion con la

determinacion gravimétrica de biomasa como medida directa (Pérez et al., 2017).

2.5. Radicales libres y antioxidantes

En la célula el metabolismo del oxigeno molecular propicia la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), por ejemplo, el peréxido de hidrogeno, el radical
hidroxilo y el radical superoxido, éstos pueden generar toxicidad al ponerse en
contacto con macromoléculas celulares. (Ghezzi, et al., 2017). El estrés oxidativo

resulta en dafio molecular y celular (Tan, 2018); puede conducir a un deterioro

17
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fisiol6gico y una mayor incidencia de enfermedades y muertes relacionadas con la
edad (Buffenstein, et al., 2008). Es por ello que los organismos han desarrollado

sistemas para defenderse y poder eliminar las ROS (Ghezzi, et al., 2017).

El estrés oxidativo esta relacionado con la inestabilidad genémica como resultado
del dafio del ADN y la acumulacién de enlaces cruzados glicosilados durante el dafio
de la proteina que puede dar como resultado la patogénesis asociada con la
enfermedad cardiovascular y neurodegenerativa. Las ROS son producido
enddégenamente en condiciones fisioldgicas normales; se producen continuamente a

lo largo de nuestra vida (Buffenstein, et al., 2008).

La evidencia de investigacion emergente ha sugerido que los antioxidantes pueden
controlar la auto-oxidacion al interrumpir la propagacion o inhibir la formacion de
radicales libres y posteriormente disminuir el estrés oxidativo, mejorar la funcién

inmunolégica y aumentar la longevidad saludable (Tan, 2018).
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3. ANTECEDENTES

Yang et al.,, (2002) analizaron propiedades antioxidantes de varios hongos
comerciales encontrando poderes reductores excelentes, con respecto al efecto
eliminador de radicales libres hidroxilo, los hongos ostra de arbol fueron los mas altos
(54,3%), mientras que otros hongos comerciales fueron bajos. Los fenoles totales

fueron los principales componentes antioxidantes naturales encontrados.

Ribeiro et al., (2008) realizaron un estudio comparativo de la composicion de acidos
organicos y fendlicos y del contenido total de alcaloides de hongos silvestres
comestibles enteros (Russula cyanoxantha, Amanita rubescens, Suillus granulatus y
Boletus edulis), tapas y estipites respectivamente. Todas las especies presentaron
acidos oxalico, citrico, malico y acidos fumaricos, A. rubescens exhibid el contenido
mas alto de 4cidos orgéanicos totales. Los acidos organicos se fijaron preferiblemente
en la tapa. Entre los compuestos fendlicos, solo se encontré en cantidades bajas
acido p-hidroxibenzoico en A. rubescens y S. granulatus, B. edulis fue la especie que

presentdé mayores cantidades totales de alcaloides.

Mares, (2014) determind componentes antioxidantes en especies de hongos
(Amanita caesarea, Hypomyces lactifluorum, Ramaria flava, Boletus edulis, Hericium
erinaceus, Tricholoma magnivelare, Sparassis crispa y Licoperdon perlatum)
encontrando que contienen acidos fendlicos como: acido galico, cafeico, ferulico y

clorogénico.

Ferrer et al., (2019) estudiaron la cinética de produccién de compuestos fendlicos de
Pleurotus ostreatus a partir de la biomasa micelial obtenida mediante fermentacion
sumergida, después de 72 h observaron que comenz6 a crecer la produccién de los
polifenoles de forma exponencial, momento en el cual se cred una meseta de
maxima produccion en un tiempo comprendido de 105 a 130 h. Esto debido al
descenso de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo. A las 130 h hubo
una disminucién brusca en la concentracion de fenoles totales y un ligero aumento

en la concentracion de azucares reductores.
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se sabe que al estudiar y conocer la composicion quimica de los hongos silvestres
comestibles, en primer lugar, permite validar el aporte nutricional que éstos
proporcionan al consumidor, esto debido a que mediante ciertas técnicas se pueden

obtener datos sobre el contenido proteico, de humedad y de lipidos, principalmente.

En segundo lugar, mediante el estudio de la composicion de los hongos, es posible
adquirir conocimiento sobre diversos metabolitos secundarios que generan las
especies fungicas y que son de mucho interés ya que tienen actividad biol6gica.
Entre dichos metabolitos se encuentran los alcaloides, saponinas, cumarinas,
quinonas, taninos y flavonoides. De éstos, los compuestos fendélicos son de gran
importancia para este trabajo porque estan asociados con actividades antioxidantes.
Ademas estudios han revelado que algunos de los compuestos fendlicos presentes

en los hongos silvestres comestibles son los flavonoides.

Existen reportes de hongos silvestres comestibles que se han cultivado in vitro ya
sea por medio de esporas o del mismo cuerpo fructifero, la principal ventaja de lograr
este cultivo in vitro es que para estudiar a estos hongos ya no se tendrian que
recolectar desde su habitat natural solamente en temporada de lluvias, es decir se
podrian tener a disposicion para su estudio en todo momento. Un problema de
cultivar este hongo in vitro seria que no produjera los mismos metabolitos

secundarios de interés que se han descubierto en los cuerpos fructiferos.

¢, Cual es la composicién quimica proximal y antioxidante de algunos de los hongos

silvestres de San Mateo Rio Hondo?
¢, Qué tipos de metabolitos secundarios bioactivos producen estos hongos?

¢,Qué cambios hay en la capacidad antioxidante de los hongos seleccionados en

comparacion con el cultivo in vitro?
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5. HIPOTESIS

Los hongos silvestres comestibles seleccionados pertenecientes a la comunidad de
San Mateo Rio Hondo, Oaxaca, tienen alta actividad antioxidante total y capacidad
bloqueadora de radicales libres DPPH debido a un contenido elevado de fenoles

totales y flavonoides, asi como alto contenido de nutrientes.
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6. JUSTIFICACION

En San Mateo Rio Hondo, Oaxaca, generalmente en temporada de lluvias, se
desarrollan diferentes especies de hongos silvestres comestibles. Resulta de gran
importancia analizar el contenido quimico proximal que tienen los alimentos
cultivados en la naturaleza como son los hongos silvestres comestibles. De esta
manera se puede conocer realmente la cantidad de proteinas, lipidos, agua y
minerales del objeto de estudio y con ello garantizar que su ingesta tiene ciertamente

un aporte nutricional adecuado.

En la actualidad existe escasa informacion del analisis del contenido quimico
proximal y antioxidante de muchos alimentos, en especial de los hongos silvestres
comestibles provenientes del estado de Oaxaca en comunidades que utilizan estos
hongos como parte de una dieta o algun propésito medicinal o nutracedatico, lo cual

es preocupante.

Como se describe en el presente, hay una serie de estudios que han revelado que
el contenido fendlico se puede correlacionar con actividades antioxidantes y
propiedades nutracéuticas. De ahi el creciente interés en los hongos comestibles y
el aislamiento e identificacion de metabolitos con potencial bioactivo, con ello se
logrard un gran aporte a la ciencia que puede servir de consulta para investigadores

mexicanos y de todo el mundo.

Con este trabajo se pretende obtener datos que describan la composicion quimico
proximal y antioxidante de los hongos silvestres mayormente consumidos y
recolectados en el bosque de San Mateo Rio Hondo, perteneciente a la Sierra Sur
del estado de Oaxaca. Con ello se puede agregar valor a dichos hongos
comprobando la presencia de estos compuestos de gran relevancia con propiedades
medicinales como antioxidantes, anticancerigeno, antibiticas y antitumorales.
Ademas la informacion puede ofrecer a los pobladores ideas y alternativas del uso

responsable para el aprovechamiento de estas especies.
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7. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la composicion quimico proximal y evaluar capacidad antioxidante de

hongos silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo, Oaxaca.

Objetivos especificos

v

v

Conocer el aporte nutricional de hongos silvestres comestibles de San Mateo
Rio Hondo por medio de un analisis quimico proximal.

Identificar los metabolitos secundarios de interés como: saponinas, cumarinas,
guinonas, taninos y flavonoides para validar las propiedades biolégicamente
activas de hongos silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo.
Determinar los compuestos fendlicos totales y flavonoides totales de hongos
silvestres comestibles de San Mateo Rio Hondo y del cultivo in vitro.

Evaluar la capacidad antioxidante de hongos silvestres comestibles de San
Mateo Rio Hondo y del cultivo in vitro a través de las técnicas: actividad
antioxidante total y la capacidad bloqueadora de radical libre DPPH.
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8. METODOLOGIA

METODOLOGIA

En la figura 8.1, se visualiza el diagrama experimental general para la realizacion

del proyecto.
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Figura 8.1 Diagrama de flujo para la elaboracion del proyecto.

8.1. Recoleccién del material fungico e identificacion de las especies

Los hongos silvestres comestibles se recolectaron en el bosque de San Mateo Rio

Hondo, Oaxaca con el acompafiamiento de personas de la comunidad y la M. en C.

Baleria Maria Hernandez Chavez. Las especies se identificaron por los expertos: Dr.

Ricardo Valenzuela Garza y el Bi6élogo Héctor Aguilar Reyes. Ganoderma brownii se
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recolectd6 en noviembre del 2021 y Ramaria sp., Laccara laccata e Hypomyces

lactifluorum en agosto del 2022.

8.2. Tratamiento de las muestras

Se limpid la muestra eliminando residuos sélidos como hojas y polvo. Se peso, se
lavd y se dejé escurrir, posteriormente se congelé una parte de la muestra para
posteriormente realizar siembra en medios de cultivo sdlido, la otra parte se secé en
la estufa a 35-40°C.

8.3. Analisis quimico proximal

Este analisis se realizé al hongo comestible silvestre e incluye la determinacion de

proteinas, extracto etéreo, cenizas, humedad, fibra y carbohidratos.

8.3.1. Determinacion de proteinas. Determinacion de proteinas. Método de
Kjeldahl. Basado de en método AOAC 920.87.

Se tard papel libre de nitrogeno y se pes6 0.8 g de muestra himeda en balanza
analitica. Se afadio la muestra al fondo del matraz Kjeldahl y se agrego 1.5 g de la
mezcla de catalizadores y 5 ml de acido sulfdrico concentrado. Se colocé en el
matraz digestor y se calenté moderadamente al principio y después energicamente.
El calentamiento se hizo hasta su completa oxidacion, punto donde la mezcla formara

una solucion verde clara transparente.

NOTA: Si se agota el acido y no se ha digerido completamente la muestra
(cuando no ha alcanzado el color verde claro transparente), se dejara enfriar, y

se afiadira otra pequefa cantidad conocida de acido y se seguira calentando.

Al finalizar la digestion, se enfrio el matraz. Se afiadieron 5 ml de agua para disolver
toda la muestra, se agitd y enfrid. Se preparo el aparato de destilacion. A la salida

del refrigerante, se adapt6 un matraz Erlenmeyer de 250 ml el cual debe contener de
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6 ml de acido bérico 4% y diez gotas de indicador de Wesselow. A continuacion se
afiadio al matraz Kjeldahl, estratificando lentamente, NaOH 50% hasta que se obtuvo
en la muestra un tono café oscuro. Se prendio el equipo y se abrio la llave de agua.
Para garantizar que se ha destilado todo el amoniaco se depositaron unas gotas de
destilado sobre papel pH, si este indica que el pH es neutro o acido la destilacion ha
concluido, de lo contrario se debe continuar destilando. Una vez concluida la
destilacion, se retiré primero el matraz colector y después se apago la fuente de calor.
Por dltimo se tituld el destilado con solucion de HCI de normalidad conocida.
Célculos:

(V x Nx pEq x 100)

% Nitrogeno = -

Donde:

V: mL de HCI gastados en la titulacion del destilado.
N: Normalidad de la solucion valorada de HCI.

PEQ: Peso equivalente del nitrogeno (14 mg/megq ).

m: miligramos de la muestra pesada

8.3.2. Determinaciéon de extracto etéreo. Método de Soxhlet. Basado en el
método de la AOAC 920.39.

El recipiente metalico se llevé a peso constante colocando en la estufa a 100-110 °C.
Posteriormente se pesé 2 g de muestra seca, en el cartucho de celulosa y se tap6
con algodon. Se adapt6 el cartucho al equipo Soxhlet. Después se adicion6 80 ml de
éter de petréleo anhidro en el matraz receptor y conectd la fuente de calor. Se
mantuvo el reflujo hasta completar la extraccion de la grasa. Enseguida se suspendio
el calentamiento, se retir0 el cartucho sin grasa y el recipiente metélico se dejé secar
hasta eliminar el olor a éter. Se llevo a la estufa hasta peso constante a 100- 110 °
C. Finalmente se enfri6 en el desecador 15 minutos y se peso el cartucho. Se repitio
el paso anterior hasta peso constante.

Célculos:
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p—
pxlOO

0% Extracto etéreo =

Donde:
P: Masa en gramos del matraz con grasa
p: Masa en gramos del matraz sin grasa

M: masa en gramos de la muestra.

8.3.3. Determinacion de cenizas basado en el método AOAC 923.03.

Se llevé a peso constante un crisol, se pes6 2 g de muestra en el crisol. Después se
carboniz6 la muestra con el mechero, lentamente para evitar perder muestra por
arrastre de humo y proyecciones fuera del crisol. Cuando el desprendimiento de
humo se ceso, se llevo el crisol a la mufla a una temperatura entre 500-600°C, hasta
gue las cenizas estuvieron libres de carbdn (cuando se observan grises o blancas).
En caso de que lo anterior no suceda, se deja enfriar y se agrega unas gotas de agua
destilada, se pone a secar de nuevo en el mechero y se continta calentando hasta
peso constante. Posteriormente se transfirio el crisol a la estufa que se encuentra a
una temperatura de 100- 110°C, se enfrid y llevo al desecador (10 min). Se peso la
muestra y se repitio los dltimos dos pasos hasta obtener un peso constante.

Céalculos

% Cenizas = T2~ ™0 100
m; —mg
Donde:
m, = Masa en gramos de la capsula con las cenizas
my = Masa en gramos de la capsula con la muestra

my = Masa en gramos de la capsula vacia

8.3.4. Determinacion de humedad por el método de estufa (NMX-F-294-SCFI-
2011)
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Se coloc6 las capsulas vacias a peso constante. Se retiraron las cédpsulas de la
estufa y se colocaron en el deshumidificador (10 min), se pesaron las capsulas lo
mas rapido posible con una exactitud £1 mg. Se pes6 10 g de muestra y se peso la
capsula con la muestra con el contenido (exactitud de 0,1 mg). Volver a colocar las
capsulas en la estufa (80°C). Se secé la muestra durante 24 h, asegurando que no
haya otros materiales en la estufa durante este periodo de secado. Se peso la
capsula con muestra para calcular la pérdida durante el secado. Se retiraron las
capsulas de la estufa y se colocaron en el desecador. Posteriormente se registro el
peso final con una exactitud de = 0,1 mg.

Célculos:

1—-P2

P
% Humedad = TX 100

P1: Peso en gramos del recipiente con la muestra humeda
P2: Peso en gramos del recipiente con la muestra seca

m: Peso en gramos de la muestra

8.3.5. Determinacion de fibra seguin la norma NMX-Y-094-SCFI-2012

Se peso entre 1y 1.5 g de muestra (W1) en los crisoles correspondientes. Después
se insertaron los crisoles en la columna verificando los ganchos de seguridad. Se
cerraron todas las valvulas y se afiadio en las columnas hasta la marca indicadora
acido sulfarico 0.255 N desde la parte superior utilizando un embudo. Posteriormente
se abri6 la llave de agua fria del sistema de reflujo y se encendié el equipo. La
ebullicion permanecié 30 minutos. Pasado el tiempo, se filtr y lavé 3 veces con agua
destilada caliente utilizando aproximadamente 50 ml. Se agregdé hidréxido de sodio
0.313 N a las columnas de la misma forma que el acido mas 2 o 3 gotas de
antiespumante y se llevo a ebullicion durante 30 min. Se filtré y se hicieron 3 lavados
con agua destilada de la misma manera antes mencionada. Se llevaron los crisoles

a la estufa a 130 °C durante una hora, se pasaron al desecador 15 minutos y se
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pesaron (W2). Se transfirieron los crisoles a la mufla a 500°C una hora se pasaron
al desecador 15 minutos y se pesaron (W3).
Calculos:

w2 —-Wws3

% Fibra cruda = TX 100

8.3.6. Determinacidon de carbohidratos

Los carbohidratos son un grupo heterogéneo de compuestos sin ninguna propiedad
deiferencial con los otros grupos que permita su analisis. Dicho lo anterior se puede
calcular los carbohidratos totales por diferencia como se muestra a continuacion
(Kuklinski, 2003).

% Carbohidratos asimilables

= 100 — (% Humedad + % Proteinas + % Lipidos + % Fibra

8.4. Aislamiento y cultivo in vitro

Antes de llevar a cabo la siembra de las muestras en medio de cultivo sélido, se
realizé un lavado con agua estéril, hasta la eliminacién de impurezas. Después se
lavé la muestra con alcohol etilico desnaturalizado comercial al 70 % manteniéndola
sumergida durante 1 minuto. Finalmente se enjuag6 con agua estéril y se seco sobre

papel absorbente.

8.4.1. Aislamiento por medio de tejido

Utilizando una navaja se cort6 el hongo longitudinalmente. Se tomé fragmentos de
1cm? de carne del hongo y se colocaron en el centro de cajas de Petri con medio de
cultivo. Para un andlisis posterior, las cajas con los respectivos hongos se incubaron
entre 25-28°C, en la obscuridad durante los dias requeridos. El desarrollo de un color

blanco o blanco amarillento indica que el aislamiento se realizé adecuadamente.
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8.4.2. Crecimiento en medio liquido

Se afiadié micelio crecido en medio sélido (1 cm?) a un Erlenmeyer de 250 ml con 50
ml de medio de cultivo liquido esterilizado previamente. Se coloc6 en una incubadora

con agitacion constante a una temperatura de 28 + 2°C.

8.5. Obtencién de los extractos

Para determinar de la actividad antioxidante por medio de las diferentes pruebas y
para la identificacion de algunos metabolitos secundarios, se obtuvieron extractos

etandlicos.

8.5.1. Obtencidn de extractos a partir del hongo seco

Se peso6 2 g de material seco en matraces Erlenmeyer de 250 ml (protegidos de la
luz) y se extrajo los antioxidantes con 20 ml de etanol al 80%, con agitacion, a
temperatura ambiente durante 8 h. Posteriormente, se filtr0 y se utilizd el
sobrenadante para la determinacion de actividad antioxidante y la identificacion de
algunos metabolitos secundarios (quinonas, cumarinas, taninos, saponinas,

alcaloides, sesquiterpenlactonas y glucosidos cardiotonicos y flavonoides).

8.5.2. Obtencidon de extractos a partir de la biomasa producida

Se lavd exhaustivamente con agua destilada la biomasa colectada. Se filtr6 al vacio
el micelio resultante y se llevé a sequedad en una estufa a 35-40 °C. Después se

peso 1 g de biomasa humeda de cada muestra y se colocaron en tubos de ensayos.

8.6. Evaluacion de la actividad antioxidante total

La actividad antioxidante se analiz6 por el método descrito por Prieto, P., Pineda, M.,
& Aguilar, M. (1999).
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Preparacion de la curva de calibracion de acido ascoérbico

Preparacion de la solucion madre de acido ascoérbico: Se pesd 5 mg y se disolvio en
agua destilada, se enras6 a un volumen de 5 ml para obtener una solucion madre
con concentracion 1mg/1ml (Disolucién A). Se afadio a partir de la disolucion las
siguientes alicuotas: 0, 25, 50, 100, 150 y 200 ul y se completaron a 1ml con agua

destilada para completar la curva de calibracién.
Método para la determinacién

Se mezcl6 0.3 ml de extracto etandlico con 3 ml de solucion reactiva (1 ml de acido
sulfarico 0.6M, 1 ml de fosfato de sodio 28mM y 1 ml de molibdato de amonio 4mM).
Se incubd la mezcla a 95°C por 90 minutos. Se midi6 la absorbancia a 695 nm. Los

resultados se expresan en mg EAA/g de muestra.

8.7. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar compuestos fendlicos totales se siguié el método propuesto por
Singleton et al. (1999). Este método se basa en la reaccion de los compuestos
fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de wolframato sédico y molibdato
sbdico en éacido fosférico), a pH basico, dando lugar a un complejo de color azul

susceptible de ser determinado espectrofotométricamente a 765 nm.

Se coloco 40 pL de cada extracto (o solucion estandar) en tubos de 10 ml;
posteriormente, se adiciond 3.2 ml de agua destilada a cada tubo, seguidos de 200
pl del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:1 con agua destilada. Transcurridos de 5
minutos se adicion6 600 pl de solucién de carbonato de sodio al 10 % y se agité en
un vortex. Las mezclas obtenidas se dejaron en la obscuridad durante 1.5 h para su
posterior lectura en un espectrofotometro a 765 nm. Para realizar la curva de
calibracion, se preparo6 una solucion stock disolviendo 50 mg de acido galico en 5 ml
de etanol y diluyendo a 100 ml con agua. Para realizar la curva tipo se tomaron
alicuotas de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 pl de la solucion stock en tubos de 5 ml y se
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llevé a un volumen de 500 pl con agua destilada. Se debe evitar que las soluciones
estén expuestas a la luz. Entonces se procedié como se describié anteriormente. Los

resultados se expresan en mg EAG/g de muestra.

8.8. Determinacion de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides se siguid el método descrito por
Ebrahimzadeh et al. (2008). Este método esta fundamentado en la reaccion de los
iones aluminio con los flavonoides, en medio alcalino, con la formacién de un

complejo que absorbe luz a 415 nm.

A 0.5 ml de extracto o solucion estandar, se le adicionardn 1.5 ml de etanol, 0.1 ml
de AICI3 al 10%, 0.1 ml de acetato de potasio 1 M y 2.8 ml de agua. La mezcla se
dej6 30 min a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 415 nm en un
espectrofotobmetro. La concentracion de flavonoides, expresado como mg

equivalentes de quercetina por 100 g de muestra, se obtuvo de la siguiente ecuacion:
Flavonoides (mg EQ/ 100 g) = (Lx 20 x 100 )/(1000 x m))

Donde:

EQ = equivalentes de quercetina

L = concentracion de flavonoides a partir de la curva tipo, en pg/mi
m = peso de la muestra en g

20 = ml de disolvente con que se extrajeron los flavonoides

1000 = conversion de ug a mg

La curva tipo se elaboré a partir de una solucién madre de 1 mg/ml de quercetina

(100 mg de quercetina disuelta y aforada a 100 ml con etanol).
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8.9. Método del DPPH

Se basa en la habilidad de los antioxidantes para reducir el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) lo cual se evidencia por la disminucién de la absorbancia a una longitud de

onda de 515 nm. Se utiliz6 el método descrito por Brand Williams et al,. (1995).
Preparacion de solucion

Se prepar6 la solucién de trabajo disolviendo 0.0025 g de DPPH en 100 ml de etanol

(ajustar la lectura a una absorbancia entre 0.8 y 1.0, agregando etanol o DPPH).
Analisis de muestras

Se mezclo 200 pl del extracto etandlico de las muestras o de Trolox, con 4 ml de la
solucién de DPPH. Se ley6 la absorbancia a 515 nm después de 30 min de haber

iniciado la reaccion.

Se preparo una curva tipo graficando el porcentaje de inhibicion contra concentracion
de Trolox (150-750 pM). Los resultados se expresaran en pmol equivalentes de

Trolox/g de muestra.

%Inhibicién = (Abs control - Abs muestra) x 100/Abs control
Donde:
Abs control: absorbancia del DPPH sin muestra.

Abs muestra: absorbancia del DPPH después de reaccionar 30 min con la muestra

8.10. Evaluaciéon de lareduccion de ferrocianuro

El poder reductor se determind segun el método descrito por Babu & Rao (2013) con
algunas modificaciones. 150 uL de muestra se mezclo6 con 1.1 ml de buffer de fosfato
(pH 6.6) y 2.5 ml de ferrocianuro de potasio 1%. Después la solucion se incub6 a 50
°C durante 20 min, se afiadié 2.5 ml de acido tricloroacético al 10%. Se centrifug6 a

2800 rpm durante 10 min. Posteriormente 2.5 ml de sobrenadante se mezclé con 2.5
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ml de agua desionizada y 0.5 ml de cloruro férrico 0.1%. Por ultimo se midi6 la
absorbancia a 700 nm. Los resultados se expresan en mg EAA/g de muestra.

Se realiz6 una curva de calibracion para calcular la concentracion, como estandar se
utilizé &cido ascorbico de la misma manera que para la determinacion de actividad

antioxidante total.

8.11. Determinacion de la presencia de algunos metabolitos secundarios

Se ha reportado estudios para verificar la existencia de metabolitos secundarios de
interés, aunque estos métodos suelen ser repetitivos en varios estudios, hay algunas
variaciones, a continuacion se presenta la metodologia que se usara en este trabajo,

con algunas modificaciones, para la determinacién de cada metabolito de interés.

8.11.1. Alcaloides

La mayoria de los alcaloides tienen la capacidad de producir sales solubles en agua
en presencia de acido clorhidrico diluido. Para lograr identificarlos se puede trabajar
con pruebas de precipitacion en medio acido, mediante el uso de sales de metales
pesados como el ioduro de potasio (reactivo de Dragendorff) y el ioduro de potasio y
mercurio (reactivo de Mayer) (Carvajal et al., 2009). El método que se utilizé fue el

siguiente.

A 5 ml de extracto acuoso, se agreg6é 10 ml de HCI al 10%, se calent6 a ebullicién
durante 5 minutos y posteriormente se enfrio y se filtr6. Se coloco 1 ml del filtrado claro
y transparente en tubos, ademas del testigo. Se agregé una gota del reactivo de
Drangendrof y la prueba resulta positiva si se forma un precipitado naranja (Fasakin et
al., 2017; Bouabid et al., 2018;

8.11.2. Saponinas

Su estructura es glicosidica cuya aglicona consiste en un nudcleo esteroidal o

triterpénico lo que les otorga un caracter anfétero que les proporciona la posibilidad de
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actuar como tensioactivos. Para detectar saponinas se suele utilizar la prueba de

formacion de espuma (Carvajal et al., 2009).

Se tomo una fraccion del extracto acuoso y se agitdé vigorosamente por un periodo de
30 segundos. La formacién de espuma persistente durante 3 minutos indica una

prueba positiva (Bouabid et al., 2018; Robles-Garcia et al., 2016).

8.11.3. Flavonoides

Se afadio 5 gotas de hidréxido de sodio al 20% al extracto metandlico, si se obtiene
un cambio de coloracién amarillo el resultado es positivo (Vazquez & Garcia-Vieyra,
2016).

8.11.4. Taninos

Son polifenoles que provocan la precipitacion de proteinas al unirse a ellas. Se puede
utilizar el reactivo de gelatina-sal para su deteccion. Este reactivo provoca un
precipitado blanco en presencia de taninos. Estos precipitados formados como tienen
la caracteristica de ser solubles en urea 10 M y producir coloraciones verdes, azules

0 negras tras la adicion de cloruro férrico al 10% en agua (Carvajal et al., 2009).

A 1 ml del extracto se le afiadio 2 gotas de cloruro férrico. La prueba es positiva si se
logra observar una coloracién negra azulada (derivados del acido pirogalico) o una
coloracién verde (derivado de la catequina) (Robles-Garcia et al., 2016).

8.11.5. Quinonas

A 2 ml del extracto, se afiadio 0,2 ml de etanol y 0,4 ml de NaOH al 5%. La presencia
de quinonas serd evidente gracias a un cambio de coloracién (rojo-violeta) (Bouabid
et al., 2018)
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8.11.6. Cumarinas

Estos derivados de la a-benzopirona presentan una serie de insaturaciones y pueden
identificarse utilizando las reacciones propias para lactonas debido a que su

estructura poseen una y-lactona (Carvajal et al., 2009).

Para su identificacion en este trabajo se coloc6 100 pl de extracto y se adicion6 100 pl
de NaOH al 10%. La coloracién amarilla indicara la presencia de cumarinas (Vazquez
& Garcia-Vieyra, 2016).

8.11.7. Glucésidos cardiotdnicos

Su estructura se compone de un nucleo esteroidal glicosilado (2 desoxiazlicares) y una

lactona insaturada (Carvajal et al., 2009).

Para identificar estos compuestos se puede utilizar la prueba Keller-Kilani: se
disolvera 200 ml de extracto acuoso en 1 mL de agua destilada, se agrego 2 mL de
acido acético glacial y posteriormente se adicion6 algunas gotas de cloruro férrico al
5%. Las soluciones se colocaron en tubos de ensayo con 2 mL de acido sulfurico
concentrado. La prueba es positiva para glucésidos cardiotonicos si se forma un
anillo marron en la interfaz, al igual que la formacion de un anillo violeta debajo del
anillo marrén o bien en la fase de &cido acético; un anillo verdoso también podra

formarse gradualmente (Bulugahapitiya, 2013).

8.11.8. Lactonas sesquiterpénicas
Son terpenos que constan de un esqueleto de 15 atomos de carbono unido a una

lactona (Carvajal et al., 2009).

Para determinarlos se utilizara la prueba de Baljet: a 5.0 mL de extracto acuoso se
adicion6 de 3 a 4 gotas del reactivo de Baljet; un cambio de coloracion de naranja a

rojo demuestra la presencia de lactonas sesquiterpénicas (Garcia et al. 2019).
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8.12. Anadlisis de datos

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado para cada una de las muestras
tomadas en cada variable evaluada. Se realiz6 una prueba de correlacion de
Spearman mediante el programa SPSS.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 4 especies de hongos silvestres comestibles provenientes del bosque
de San Mateo Rio Hondo (SMRH): Laccaria laccata, Hypomyces lactiflourum,
Ganoderma brownii y Ramaria sp. Ademas se incluy6 una especie control: Agaricus
bisporus de la marca “monte blanco” adquirida en un centro comercial. Algunas

especies se fotografiaron y se muestran a continuacion.

Figura 9.2. Ramaria sp. Especie recolectada en San Mateo Rio Hondo.

38



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 9.3. Agaricus bisporus. Especie comercial.

9.1. Resultados del analisis quimico proximal

En latabla 9.1 se pueden observar los valores del contenido nutricional de los hongos
estudiados. Los resultados se expresan en base seca. En el caso de L. laccata la
muestra fue insuficiente para realizar los analisis por lo que los valores reportados

corresponden a la referencia de Gomez-Flores et al. 2019.

Tabla 9.1. Resultados del andlisis quimico proximal.

Especie DETERMINACION (g/100 g de muestra)

Cenizas  Extracto Proteina Fibra Carbohidratos

etéreo

L. laccata 12.500 3.8000 15.9000 - 67.8000
H. lactiflourum 0.1272 2.1065 34.8800 51.3820 11.5043
G. brownii 0.1424 1.0000 15.0439 42.7528 41.0609
Ramaria sp. 0.1252 4,2020 35.1048 26.9244 33.6436
A. bisporus 0.2499 1.8608 32.4526 27.2096 38.2271
(comercial)

Los hongos se consideran una fuente potencial de muchos nutrientes esenciales y
compuestos bioactivos terapéuticos. A. bisporus pertenece a la familia de los
basidiomicetos y es el hongo cultivado comercialmente mas importante del mundo

por ello se utiliz6 como hongo referencia para comparar resultados y utilizarlo como
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muestra estandar. Los ricos nutrientes como carbohidratos, proteinas, lipidos, fibras,

minerales y vitaminas presentan a este hongo como un famoso alimento saludable.

Los valores obtenidos en andlisis quimico proximal de este trabajo para el hongo
control son similares a los obtenidos por Atila, Owaid., & Shariati, 2021, proteina de
29.14%, carbohidratos de 51.05% y grasas de 1.56%. Otros autores han reportado
el contenido de proteina de A. bisporus entre 32 y 42 %. En general en los hongos
el contenido de grasa o extracto etéreo es muy bajo comparado con el contenido
proteico o de carbohidratos; se ha reportado que para A. bisporus oscila entre 1.6 y
2.2% (Wani, Bodha & Wani., 2010). El contenido de fibra reportado para esta especie
es de 23.26 % (Cano-Estrada & Romero-Bautista., 2016).

Autores analizaron dos especies de Ramaria (Ramaria patagonica y Ramaria
botrytis) encontrando valores de proteina entre 18.1y 12.6%, de grasa entre 0.9y
3.4%, de cenizas entre 8.6 y 11%, de carbohidratos entre 72.40 y 73 % (Rugolo, M.,
et al.,, 2022), para la especie en estudio de este trabajo se encontr6 un mejor
contenido proteico (35.2048%) aungque un contenido de grasa ligeramente mayor
(4.2020%), sin embargo el contenido de carbohidratos es mucho menor al reportado
para dichas especies. La variacion anterior puede deberse a que no es la misma
especie, ademas puede existir un cambio en la composicidon fisicoquimica en
alimentos de acuerdo al estado de maduracién en que se encuentren al momento de
la determinacion, se han reportado estas variaciones en alguno alimentos por
ejemplo mango Tommy Atkins (Villamizar-Vargas, Quiceno-Gomez, & Giraldo-
Giraldo, 2019) y en el jengibre (Jaimez-Ordaz, et al., 2021).

Los hongos comestibles silvestres estudiados en este trabajo no han sido lo
suficientemente reportados como A. bisporus por lo que comparar los resultados
obtenidos puede no ser posible, es por ello que al obtener una buena referencia se

uso dicha especie.
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9.2. Evaluacion antioxidante

En la tabla 9.2 se presentan los datos obtenidos para evaluar la actividad
antioxidante: actividad antioxidante total, reduccion de ferrocianuro (poder reductor),
compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y capacidad bloqueadora de radical
libre DPPH.

Tabla 9.2. Resultados de la evaluacion antioxidante

ESPECIE Poder Actividad Fenoles Flavonoides | DPPH %
reductor antioxidante  totales (mgEQ/g) INHIBICION
(mgEAA/g)  total (mgEAG/g
(mgEAA/g) )
L. laccata 58.2317 14.2135 5.8689 4.7084 19.652
H. lactifluorum 39.646 4.3389 5.602 2.7555 1.9771
G. brownii 3.1005 7.5954 2.1982 1.7721 87.7026
Ramaria sp. 33.646 7.9449 8.0088 2.5892 39.8577
A. bisporus 5.0893 8.5077 2.9825 1.1761 86.7537
(comercial)

Como se observa en la tabla 9.2, para el caso de A.bisporus en el presente trabajo se
obtuvo un valor de 2.9825 (mgEAG/g) en la determinacion de compuestos fendlicos
totales lo que resulta ser un valor menor al reportado por Ramos et al., 2019 quien
hall6 una cantidad de 23.34 mgEAG/g. La concentracién de compuestos flavonoides
totales resulté ser similar en comparacion con otros estudios que reportan valores de
1 mgEQ/g (I. Palacios, et al., 2011), y mucho mayor que 2.173 ug/g para el sombrero
y 1.533 pg/g para el pie (Babu & Rao, 2013), sin embargo estos valores pueden verse
influenciados por una serie de parametros como: la maduracién del hongo, el lugar de
recoleccion, el tiempo de almacenamiento e incluso el método de extraccion de los

compuestos antioxidantes.

Se puede observar que en la determinacion de DPPH A. bisporus tiene un porcentaje
de inhibicién del 86.7537% lo que concuerda con Elhusseiny et al., 2021 quienes

reportaron 83.93% de inhibicion con la misma técnica. Los estudios micoquimicos no
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han sido suficientes para comparar resultados con los hongos estudiados en este
trabajo, sin embargo existen otras especies estudiadas recientemente como Pleurotus
Sp. que es un basidiomiceto de amplia distribucion en el mundo, ademas de ser valioso
comercialmente por su aporte nutricional lo es también por sus propiedades
medicinales, para esta especie Cardona Pérez, 2023 ha reportado por el método
DPPH en extractos a temperatura ambiente, que las muestras secas mostraron una
mayor actividad de eliminacion de radicales DPPH (29.37-44.53 %), estos valores
entran en el intervalo de actividad de eliminacion de radicales DPPH encontrado en
este trabajo (1.9771- 87.7026%).

Como se observa en la tabla 9.2, para el caso de G. brownii los compuestos fendlicos
totales fueron 2.1982, dicho valor se considera bajo en comparacion con un estudio
donde se obtuvo para extractos etandlicos de G. brownii un valor mas elevado (100.33
mg EAG/g). Sin embargo, en ese trabajo utilizaron cultivos de laboratorio, es decir, no
obtuvieron sus extractos directamente de especies recolectadas (Islas-Santillan, et al.,
2017). En otro estudio encontraron valores de 46.3 mg EAG/g y de 26.3 mgEQ/g de
fenoles y flavonoides totales (Singh et al., 2021).

La capacidad reductora de un compuesto puede servir como indicador significativo de
su potencial actividad antioxidante. Los resultados de la actividad antioxidante total y
reduccion de ferrocianuro revelan que A. bisporus esta por encima de la especie G.
brownii. Un autor trabajo las misma técnica aunque no reporté las mismas especies,
analizd hongos comestibles del estado de Durango, encontrando valores que oscilan
entre 419 y 17.91 mgEAA/g para actividad antioxidante y 0.0089 mgEAA/g para
reduccion de ferrocianuro (Mares, 2014). En otro trabajo se han reportado valores de
poder reductor por el método de la reduccion de ferrocianuro de 5.47 mg/ml para el
sombrero y 7.91 mg/ml para el pie de la especie A. bisporus (Babu & Rao., 2013).

En realidad la capacidad antioxidante total es una evaluacién que se ha realizado
principalmente en plantas medicinales por ejemplo en Adhatoda vasica Nees y
Sesbania grandiflora. La actividad de poder antioxidante y reductor total en A.vasica

resulto ser de 83,7+1,76 AAE/g y 40,3+0,288 Vit E E/g respectivamente, mientras que
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en S. grandiflora se encontré que fue de 46,7+1,44 AAE/g y 35,3+ 1,154 Vit E E/g
respectivamente (Padmaja., Sravanthi., & Hemalatha., 2011). Otros autores reportaron
disolventes diferentes al etanol en hojas de Coccinia grandis encontrando valores de
contiene 31.66 ug de vitamina E equivalente/100 pg en cloroformo (Umamaheswari, &
Chatterjee., 2008).

Con los datos de la tabla 9.2 se realizé una prueba estadistica de Spearman mediante

el programa SPSS.y se obtuvo que los métodos no estan correlacionados.

Con base en los resultados presentados en la tabla 9.2, se seleccionaron dos
especies de hongos provenientes de San Mateo Rio Hondo, Laccaria laccata y
Ramaria sp. debido a sus propiedades antioxidantes en comparacion con las otras
especies, ademas de su excelente composicion quimica proximal que los hace
populares como parte de la dieta de la poblacion Oaxaquefia. Estas especies se

cultivaron in vitro.

9.3. Aislamiento de los hongos seleccionados

Los hongos se aislaron en dos diferentes medios de cultivo solido, agar papa
dextrosa (PDA) para Ramaria sp. y agar extracto de malta (AEM) para L. laccata.
Una vez aislados se observé su morfologia colonial (figura 9.6) donde se distinguen
dos diferentes formas. Ramaria sp. desarroll6 un micelio blanco esponjoso mientras

gue L. laccata desarroll6 una crecimiento viscoso blanco.
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Figura 9.6. Cultivos in vitro de hongos seleccionados de San Mateo Rio Hondo. a)
Ramaria sp. b) L. laccata

Se midi6 el crecimiento radial de las especies seleccionadas y que se realizaron las
respectivas curvas (figura 9.7 y 9.8). En la figura 9.7 se observa el crecimiento radial
de Ramaria sp., esta especie se desarrollo rapidamente, en cuatro dias (96 horas) el
micelio se expandi6 por toda la caja Petri y continué con su desarrollo aéreo. En la
figura 9.8 se observa el crecimiento de L. laccata, esta especie a comparacion de la
anterior se desarrollé lentamente, se pudo distinguir la fase de adaptacién, la

exponencial y la estacionaria.
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Figura 9.7. Curva de crecimiento de Ramaria sp.
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Figura 9.8. Curva de crecimiento de L. laccata.

A partir de los cultivos in vitro en medio solido se obtuvieron muestras a los 6 y 12
dias para Ramaria sp. y a los 6 y 15 dias para L. laccata. Se realiz6 la evaluacion
antioxidante con los cinco métodos propuestos para las cuatro muestras incluyendo
el cultivo en medio liquido de cada especie, sin embargo, la prueba del poder
reductor resulto invélida por la baja cantidad de antioxidantes de la muestra que

impidio la reaccion y consecuentemente la cuantificacion.

9.4. Identificacion de metabolitos secundarios

Como se ha mencionado, los hongos producen y acumulan metabolitos secundarios,
los cuales gracias a sus propiedades bioldgicas suelen tener diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes,
entre otros (Cepero de Garcia, 2012; Verpoorte & Alfermann,. 2000). En la tabla 9.3
se presentan los resultados de las pruebas realizadas para identificar algunos
metabolitos secundarios de las dos especies de hongo de SMRH, tanto en extractos
de carpéforos como en cultivo in vitro ademas de la especie control. Como se
observa, las tres especies estudiadas presentaron contenido de taninos y flavonoides
Gnicamente.

Algunos autores han estudiado la presencia de metabolitos en algunos hongos

silvestres consumidos en el estado de Durango (Amanita caesarea, H. lactifluorum,
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Ramaria flava, Boletus edulis, entre otros), encontrando que la mayoria presentan
flavonoides, taninos y glucésidos cardiotonicos (Mares, 2014). Se ha reportado solo
la presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos en cultivo in vitro de L.
laccata y ausencia de los otros metabolitos también estudiados en este trabajo

(Hernandez Chavez et al., 2019).

Tabla 9.3. Metabolitos secundarios de los hongos seleccionados.
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Ramaria sp. - - - + - + - -
L. laccata. - - - + - + - .
Ramaria sp. (in vitro) - - - + - + - -
L. laccata (in vitro) - - - + - + - -
A. bisporus. - - - + - + - -
(comercial)

En cultivos in vitro también se ha estudiado la capacidad antioxidante y el contenido
de ciertos compuestos bioactivos aunque no recientemente para las especies que se

estudiaron en el presente trabajo.
Se reportan los resultados obtenidos con las cuatro técnicas en la tabla 9.4 donde se

observa que en el caso de Ramaria sp. el cultivo en medio liquido tiene un mayor

contenido de fenoles totales, flavonoides y % de inhibicion del radical DPPH en
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comparacion con L. laccata que tiene un poder reductor mas alto sin embargo es

menos de la mitad del poder reductor del extracto crudo de L. laccata (Tabla 9.2).

Tabla 9.4. Evaluacién antioxidante de los cultivos in vitro.

CULTIVOS
IN VITRO

Ramaria sp. (6 dias)
Ramaria sp. (12
dias)

Ramaria sp. lig (7
dias)

L. laccata (6 dias)

L. laccata (15 dias)
L. laccata lig (13
dias)

Actividad
antioxidante total
(mgEAA/g)
2.5345
2.9363

9.1345

2.5155
4.1762
18.8489

Fenoles totales
(mgEAG/g)

1.2966
0.4926

1.7216

5.6337
1.6270
0.8306

Flavonoides

(mgEQ/g)

0.7537
0.0976

1.0788

3.1953
1.2746
0.3781

DPPH
%INHIBICION

2.5812
4.7748

8.7413

0.0270
0.4176
0.0270

Los estudios micoquimicos no han sido suficientes para comparar resultados con los

hongos estudiados en este trabajo, sin embargo Pleurotus sp. ha sido estudiado

actualmente, encontrando una actividad de eliminaciobn de radicales DPPH de

extractos obtenidos de micelio (0.50-3.06 %) (Cardona Pérez, 2023). En el presente

trabajo la actividad de eliminacién de radicales DPPH més baja se encontro para L.

laccata a los 6 dias (crecido en medio sélido) y a los 13 dias (crecido en medio liquido)

gue fue de 0.0270 % y la actividad mas alta que se registro fue de 8.7413% para

Ramaria sp. crecida en medio liquido durante 7 dias lo que supera por mas del doble

el porcentaje de inhibicion obtendo para Pleurotus sp. (Cardona Pérez, 2023).
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10. CONCLUSIONES

e En su mayoria, los hongos silvestres comestibles recolectados, estan
compuestos principalmente por carbohidratos y fibra, seguido de proteina, y
tienen muy poca cantidad de grasa, lo que los convierte en un alimento con un
excelente contenido nutricional.

e Las especies de hongos silvestres comestibles recolectados en el bosque de
San Mateo Rio Hondo que presentaron mayor actividad antioxidante medida
por diferentes métodos son L. laccata y Ramaria sp.

e Las especies de hongos silvestres comestibles L. laccata y Ramaria sp.
mostraron la presencia de flavonoides y taninos en extracto crudo y en cultivo
in vitro con base en técnicas colorimétricas.

e El cultivo en medio liquido de Ramaria sp. resulto tener superior % de inhibicion
del radical DPPH, concentracion de compuestos fendlicos totales y flavonoides.

e Los cultivos in vitro de L. laccata y Ramaria sp. pueden ser utilizados para la

produccion de metabolitos biologicamente activos.
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