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RESUMEN

En el organismo se producen radicales libres (moléculas que tienen un electrén
desapareado en su orbital mas externo) debido a la mala alimentacion y el estilo de
vida, los cuales provocan estrés oxidativo provocando un desequilibrio en el
organismo e incidiendo en enfermedades cronico-degenerativas, a pesar de que los
organismos han disefiado estrategias para defenderse de los radicales libres, en
ocasiones no es suficiente. Por lo que, es importante contrarrestar estos efectos con
la ingesta dietética de antioxidantes externos, actualmente existen varios productos
naturales, que pueden ser consumidos como fuente de antioxidantes naturales,
entre los cuales estan los hongos comestibles silvestres o cultivados. Los hongos
son una fuente importante de moléculas bioactivas, que presentan propiedades
antioxidantes, entre dichas moléculas estan: polifenoles, polisacaridos, vitaminas,
carotenoides y minerales. El género Pleurotus es uno de los principales hongos
cultivados y consumidos a nivel mundial, y se la han atribuido ser una fuente de
antioxidantes. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antioxidante de la fase micelial y cuerpos fructiferos de Pleurotus djamor (Boedijin
1959) crecido sobre diferentes sustratos. La combinacion que presento una mayor
velocidad de crecimiento fue el PDA y paja de avena (0.241 mm/h). La mayor
eficiencia biologica (77%) fue en la mezcla de 50% de paja avena 50% hoja de maiz.
El contenido de polifenoles totales, el extracto que se presenté mayor cantidad fue
en el extracto de P/cascarilla de cacahuate de cuerpos fructiferos frescos de
extractos a temperatura ambiente y térmicos. Con respecto a la actividad
antioxidante utilizando el radical ABTS de extractos a temperatura ambiente se
obtuvo que los extractos obtenidos de cuerpos fructiferos secos presentaron mayor
porcentaje de inhibicién presentaron cantidades de 74.34 a 98.43 %, seguido de los
extractos de cuerpos fructiferos frescos (32.61 a 66.88 %) y por ultimos los extractos
obtenidos de micelio presentando los porcentajes mas bajos de inhibicion con 5.37
a 43.44 %. Mientras que para los extractos térmicos se obtuvo que nuevamente los
extractos obtenidos de cuerpos fructiferos secos presentaron mayor porcentaje de
inhibicién hacia al radical (58.62 a 93.95 %), seguido de los extractos obtenidos de
cuerpos fructiferos frescos (22.02 a 44.55 %) y los mas bajos fueron los extractos
de micelio (21.23 a 41 %). Para el método DPPH de extractos a temperatura
ambiente se obtuvo que las muestras secas mostraron una mayor actividad de
eliminacién de radicales DPPH (29.37-44.53 %), seguido de los extractos obtenidos
de cuerpos fructiferos frescos (11.44-23.145) y por ultimo los extractos obtenidos
de micelio (0.50-3.06 %). Mientras que para los extractos térmicos nuevamente se
obtuvo mayor porcentaje de inhibicidon en extractos de cuerpos fructiferos secos
(34.4 a 65.74 %), seguido de los extractos de cuerpos fructiferos frescos (8.24 a
21.79%) y micelio en donde se muestra que siguen teniendo muy bajo porcentaje
de inhibicion de (0.25 a 4.74 %). Estos resultados sugieren que en los cuerpos
fructiferos secos de Pleurotus djamor presentan un mayor porcentaje de inhibicion
hacia los radicales, por lo cual son una alternativa para la obtencion y utilizacion
como antioxidante natural.



1. INTRODUCCION

Cada vez existe mas evidencias del dafio causado por el estrés oxidativo, que se genera
por el exceso de radicales libres en el organismo, que puede provocar diversas
enfermedades cronicas, como el cancer, cardiovasculares, Parkinson, entre otras (Diaz
2001). Por lo cual, es importante buscar fuentes alternativas de antioxidantes naturales
para contrarrestar los efectos producidos por los radicales libres, entre los que podrian
ser los hongos comestibles del género Pleurotus, que esta representado varias especies
de hongos, entre los que se encuentra Pleurotus djamor (Boedijin 1959) al cual, se le ha
atribuido propiedades antioxidantes, ademés esta reportado el efecto que tienen los
factores abioticos sobre las caracteristicas de los organismos, se ha reportado que la
composicién quimica varia dependiendo del tipo nutrientes. Actualmente, en México
existe un gran interés por el conocimiento de los aportes nutrimentales y medicinales que
proporcionan los hongos comestibles. En paises como China, Japon y Estados Unidos
han mostrado gran interés por el desarrollo de nuevos productos elaborados con
extractos o micelio de estos organismos, ya que se ha reportado que los hongos
presentan compuestos bioactivos que son beneficiosos para la salud humana (Barrandas
2010). Por ello, los hongos son considerados como alimento funcional y fuente de
sustancias bioldgicas Utiles, especialmente el género Pleurotus, son reconocidos como
excelentes antioxidantes debido a la capacidad de contrarrestar efectos causados por el
estrés oxidativo (Kozarski et al. 2015), Pleurotus es un género de hongos ampliamente
distribuido a nivel mundial e incluye especies comestibles de alto valor econémico en
muchos paises, debido a la presencia de vitaminas, minerales, fibra dietética, beta
glucanos, y compuestos con actividad antioxidante e hipocolesterolémico, por lo que, los
hongos pertenecientes a este género pueden ser utilizados en la industria farmacéutica,
alimentaria y en la medicina alternativa. Una especie en particular menos cultivada y
conocida, es Pleurotus djamor conocida como seta rosa, seta salmon o seta del amor
(Sierra et al. 2002), es capaz de desarrollarse a temperaturas calidas de 28° C, se cultiva
comercialmente en diversas regiones. El mencionado hongo ha sido estudiado
principalmente con fines experimentales ya que se ha reportado que presenta
propiedades nutracéuticas y biodegrativas. Pleurotus djamor presenta enzimas
ligninoceluliticas que le permiten crecer en gran variedad de materiales agricolas y
forestales, esta especie es importante por presentar caracteristicas nutrimentales y
funcionales, son ricos en carbohidratos (32.7 a 48.3 %) en base seca, proteina (20.7 a
28%), fibra (9.1 a 22.4 %) y baja cantidad de grasas (0.11 a 2. 09 %) (Salmones 2017),
por lo que, en el presente trabajo se realiz6 el cultivo de Pleurotus djamor con diferentes
tipos de sustratos de naturaleza lignoceluldsica y se analiz6 si existe algun efecto sobre
el contenido de antioxidantes.



2. MARCO TEORICO

El estilo de vida y la mala alimentacién inadecuada moderna es alguna de las razones
clave de la creciente incidencia de enfermedades en todo el mundo, debido a que
conllevan a una gran variedad de trastornos asociadas al estrés oxidativo y a la
generacion de radicales libres.

2.1 Radical Libre

Desde el punto de vista quimico los radicales libres también conocidos por especies
reactivas de oxigeno (ROS) son atomos o moléculas que presentan uno o mas electrones
desapareados en su Ultima orbita, estos son de gran inestabilidad y muy reactivos debido
a gque tienden a captar un electrén de moléculas estables y alcanzar su estabilidad. Una
vez que el radical libre robo un electron de una molécula estable, esta se convierte en un
radical libre iniciandose asi una reaccidén en cadena que destruye a las células. La vida
media de un radical libre es de microsegundos, pero tiene la habilidad de reaccionar con
todo lo que se encuentra alrededor provocando un gran dafio a las moléculas y esto
conlleva al estrés oxidativo (Zorrilla 2004).

2.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el estado que debe existir entre la generacion de moléculas
conocidas como radicales libres oxidantes y los mecanismos encargados de eliminar
dichas especies, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado
de la produccion de especies reactivas del oxigeno, pueden alterar la funcion del
organismo y provocar diversas enfermedades degenerativas como la aterosclerosis,
cardiomiopatias, enfermedades neurolégicas y cancer (Diaz 2002). Estos radicales libres
son originados por la existencia de factores exdgenos, como la radiacion solar, toxinas
fungicas, pesticidas, contaminacion atmosférica, humo de cigarros, mala alimentacion
entro otros, los cuales pueden incrementar el nivel de especies reactivas de oxigeno en
el organismo (Avello y Suwalsky 2006).

Pero los radicales libres no solo obtienen de forma externa, si no también se producen
mediante procesos celulares, entre los que se destaca la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y en los cloroplastos, por lo que
producen dafio celular (oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del
organismo como son carbohidratos, proteinas, lipidos, nucleétidos y ADN.

2.2.3 Carbohidratos

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcion, dafian
principalmente a azlUcares como glucosa, manitol o ciertos desoxiazlcares pueden
reaccionar con los radicales y producir sustancias reactivas, asimismo los polisacaridos
pueden sufrir el ataque de los radicales libres y presentar una fragmentacién en unidades



mas sencillas como el caso de la despolimerizacion del acido hialurénico (Quintanar y
Calderdn 2009).

2.2.4 Lipidos

En los lipidos se produce un dafio mayor en un proceso que es conocido como
peroxidacion lipidica en donde afecta principalmente a los acidos grasos poliinsaturados,
ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular y se produce muerte celular.
La peroxidacion lipidica representa una forma de dafio histico que puede ser
desencadenado por el oxigeno debido a que los acidos grasos insaturados son
componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree que son
importantes para su normal funcionamiento, sin embargo, son vulnerables al ataque
oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno (Venéreo 2002).

2.2.5 Proteinas

La oxidacion de proteinas en la mayoria de los casos estos procesos pueden ser de
extrema importancia debido a que presentan una alta dificultad de reparacion de estas,
por lo que una proteina oxidada puede perder su funcion en especial si las oxidaciones
toman lugar en aminoéacidos directamente involucrados con el correcto plegamiento
tridimensional del péptido, o bien, si tienen papeles en las interacciones proteina-
sustrato-producto, en el caso de enzimas y la pérdida de la funcién de las proteinas ya
sea estructural o enzimatica tiene como consecuencia un desequilibrio en el metabolismo
celular (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez 2006).

2.2.6 Acido desoxirribonucleico (ADN)

El exceso de radicales libres pueden dafiar al ADN generando diversas mutaciones y
carcinogénesis, en el caso de las mutaciones se pueden dar por varias razones como por
una pérdida de sintesis de una proteina por dafios a los genes que son especificos,
modificaciones oxidativas que ocurren en las bases, fragmentaciones, interacciones
estables de ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos y desmetilacion de citosinas
del ADN que activen o inactiven genes. Mientras que para la carcinogénesis se pueden
dar por la alteracion (inactivacion/perdida de algunos genes supresores de tumores que
pueden conducir a la iniciacién, progresion o ambas de padecer cancer (Diaz 2002). Las
reacciones quimicas de los radicales libres se dan constantemente en nuestro cuerpo,
pero para evitar que estos dafien a moléculas importantes para el buen funcionamiento
del organismo este proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion de
antioxidantes.

2.3 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que puede prevenir, retrasar o anular la oxidacion en el
organismo causadas por los efectos nocivos de los radicales libres, esta relacion se
realiza mediante la reduccién del agente oxidante, por ello los antioxidantes deben tener
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una estructura quimica que permita la donacion o la deslocalizacion de electrones y
actuar de diferentes maneras para disminuir la concentracién de oxidantes evitando la
iniciaciéon de la reaccion en cadena de radicales libres (cubrir o detener una reactividad
quimica muy alta) y deteniendo la propagacion o neutralizar los efectos del aumento de
radicales libres (Coronado et al. 2015).

2.4 Sistemas de defensa antioxidante

Los humanos presentamos un sistema de defensa antioxidante que esta constituido por
un grupo de sustancias que, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al
sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este. Como
sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas que se encuentran en
las células vivas, como son proteinas, lipidos, carbohidratos y las moléculas de ADN. Los
antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar
mas rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes. La accion
del antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular ya que el antioxidante
actua donando electrones a los radicales libres para evitar alteraciones de moléculas
importantes para el organismo como son los lipidos, proteinas, ADN, etc., que pueden
acttan como eliminadoras con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante (Diaz 2002).

2.5 Tipos de antioxidantes
Existen dos tipos de antioxidantes que son los naturales y sintéticos.

2.5.1 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son los més utilizados por la industria alimenticia debido a
que son sustancias utilizadas en la conservacion de los alimentos, provocando el retardo
del deterioro y decoloracion que resultan de la oxidacion. Dentro de los antioxidantes
sintéticos se encuentra el butilhidroxianisol (BHA), y el butilhidroxitolueno (BHT) son los
antioxidantes sintéticos de mayor uso en la industria de alimentos y farmacéutica, sin
embargo, se han encontrado efectos secundarios, como el aumento del colesterol,
hepatomegalia e induccion de cancer hepético, entre otras. Debido a esto, y a la creciente
importancia de los antioxidantes en la industria farmacéutica y alimenticia es necesaria
la busqueda de moléculas alternativas de origen natural con gran actividad y que no
tengan efectos citotoxicos (Gaviria et al. 2009).

2.5.2 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son de origen vegetal principalmente y estos productos
naturales con actividad antioxidante pueden ayudar al sistema de defensa endégeno. Por
lo que los antioxidantes presentes en la dieta asumen una gran importancia como
posibles agentes protectores que reducen el dafio oxidativo. Los antioxidantes naturales
ya han sido aislados de diferentes tipos de materiales vegetales como semillas
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oleaginosas, cultivos de cereales, verduras, frutas, hojas, raices, especias y hierbas. Los
estudios epidemioldgicos tienen demostrado que una alta ingesta dietética de frutas y
verduras es fuertemente asociada con la reduccion del riesgo de desarrollar
enfermedades crénicas, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Ferreira
et al. 2009).

2.6 Clasificacion de antioxidantes

Las células presentan mecanismos de proteccion de manera que los radicales libres
pueden ser transformados a productos menos toxicos o no téxicos. La proteccion de las
células contra los radicales libres comprende no solo la captura de estos intermediarios
agresivos, sino también la prevencion de su formacion, la inhibicién de su propagacion y
la reparacion de las lesiones, por lo cual, los antioxidantes han sido la linea de defensa
contra estos radicales libres y han sido clasificados de diferentes maneras, las cuales las
mas utilizadas establecen diferencias de acuerdo a la estructura quimica y la funcion
bioldgica, dividiéndolos en enzimaticos (enddégenos) y no enzimaticos (exdégenos) (Hicks
2006).

2.6.1 Antioxidantes enziméaticos (enddgenos)

Las enzimas antioxidantes o enddgenas, estan basados en un complejo enzimético de
defensa que nuestro cuerpo los produce, previenen la formacién de radicales libres
convirtiéndolos en moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o
evitando la formacion de radicales libres a partir de otras moléculas, sin embargo, de
estos factores enzimaticos antioxidantes es importante destacar a ciertos oligoelementos
cuya incorporacion al organismo es necesaria por constituir parte del nacleo activo de las
enzimas antioxidantes. Estos oligoelementos son: cobre, zinc, selenio, magnesio, es
decir algunos de estos antioxidantes para que se produzcan en el organismo es necesario
la presencia de los oligoelementos ya mencionados (Veldzquez et al. 2004). Algunos
ejemplos de los antioxidantes enzimaticos que podemos encontrar son:

- Superdéxido dismutasa

Enzima intracelular o extracelular responsable de remover los radicales libres
superoxidos en moléculas de oxigeno y peroxido de hidrogeno. Necesita la presencia de
zinc, cobre, magnesio, fierro y manganeso (Velazquez et al. 2004).

- Catalasa (CAT)

Esta enzima tiene una amplia distribucion en el organismo humano, una alta
concentracion en higado, rifidn y baja concentracion en tejido conectivo como epitelios,
nula en tejido nervioso y se localiza a nivel celular en mitocondrias, peroxisomas, citosol
(eritrocitos). La catalasa presenta dos funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa,
la cual forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD que actia en presencia de altas
concentraciones de peroxido de hidrégeno (radicales libres) (Diaz 2002).



- Glutation peroxidasa

El metabolismo del glutatibn es uno de los mecanismos de defensa antioxidante mas
importante presente en las células. Existen dos isoformas de esta enzima, una que
depende del selenio (GPX) y otra que es independiente (GST). Sus propiedades
antioxidantes permiten la eliminacion de los peroxidos, que son una base potencias para
las reacciones que producen los radicales libres. La deficiencia del selenio lleva a una
disminucién de la enzima selenio-dependiente, lo que provoca trastornos a nivel del
musculo cardiaco, el esqueleto y el sistema circulatorio (Puzanowska et al. 2009).

2.6.2 Antioxidantes no enziméticos (exdégenos)

Los antioxidantes no enzimaticos (exdgenos) son los que ingresan a través de la
alimentacion y son muy utiles cuando el sistema enddgeno de antioxidantes se satura y
es necesario que los antioxidantes exdgenos actien logrando retrasar la produccion de
los radicales libres por diferentes acciones una de ellas es capturar a los radicales libres
evitando la reaccion en cadena, pueden secuestrar radicales libres y desactivarlos,
reponen hidrogeno a los antioxidantes enzimaticos y actdan como eliminadores de
oxigeno (Avello y Suwalsky 2006), y dentro de este grupo se incluye a:

- Vitamina C (acido ascorbico)

El acido ascérbico (2-oxo-L-threo-hexono-1,4-lactone-2,3-enediol) es una lactona de seis
carbonos del acido 2-ceto-L-glucénico, que tiene relacion estructural con la glucosa y
otras hexosas, posee una agrupacion endiol (dos grupos hidroxilo en los extremos de un
doble enlace C2 y C3) y actua, al igual que todos los endioles, como reductor energético.
Como posee dos carbonos asimétricos (C4 y C5) son posibles dos pares de isomeros
Opticamente activos (Figura 1). La vitamina C como antioxidante es un poderoso inhibidor
de la oxidacion de lipidos trabaja conjuntamente con la vitamina E, coenzima Q y el
betacaroteno (pro-vitamina A) protegiendo al organismo de los efectos del tabaco
evitando la generacion de los radicales libres. Cuando las tres estan presentes su
actividad antioxidante se complementa y es mayor gque cuando lo hacen por separado. Al
neutralizar los radicales libres se cree que contribuyen en disminuir el proceso de
envejecimiento y degeneracion de células. La forma oxidada del acido dehidroascérbico,
carece de poder antioxidante, pero mantiene su propiedad antiescorbuto (Xamma y
Donnamaria 2006).



H3 o2 HO OH
Figura 1. Estructura molecular del &cido ascérbico (Xammar y Donnamaria 2006).

- Vitamina E (tocoferol)

La vitamina E esta formada por un grupo de 8 vi-tameros. Su estructura consta de 2
partes primarias: un anillo complejo cromano y una larga cadena lateral. Estos 8
vitameros se dividen en 2 grupos fundamentales: 4 tocoferoles y 4 tocotrienoles que se
diferencian en la saturacion de la cadena lateral; los tocoferoles tienen una cadena
saturada y los tocotrienoles una insaturada con 3 dobles enlaces en los carbonos 3, 7 y
11 (Figura 2a). Dentro de cada grupo, los vitameros difieren en el nUmero y posicion de
los grupos metilo en el anillo cromano, designandose como a, 3, y y 6 (Figura 2b). Es el
principal antioxidante soluble en lipidos, previene la oxidacion en grasas y aumenta su
accion en presencia de zinc. Esta vitamina presenta ocho isoformas distintas, en los
humanos el a-tocoferol es la isoforma mas activa, siendo un poderoso antioxidante ligado
a la membrana celular (Veldzquez et al. 2004).
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Figura 2. Estructura quimica de los tocoferoles y tocotrienoles (a) y structura quimica de los tocoferoles
(b) (Sayago et al. 2007).

- Glutation

El glutation o GSH (L-y-glutamil-cisteinil-glicina) es el tiol intracelular no proteico mas
abundante, tanto en eucariotas como procariotas e interviene en la regulacion de
numerosas rutas celulares. La oxidacion del GSH para formar GSSG se produce por la
interaccién con radicales libres (debido a la presencia del enzima glutation reductasa,
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GR) o en mayor medida cuando el GSH actia como cofactor para las GSH-peroxidasas,
enzimas que se encargan de la detoxificacion de los perdxidos generados en las
membranas celulares, el GSSG esta formado por unién de dos moléculas de GSH
mediante un puente disulfuro entre las cisteinas (Figura 3). El glutation se encuentra en
concentraciones promedio de 12 Mm, en células de mamiferos. Presenta importantes
funciones como antioxidante, es parte importante de la detoxificacién de xenobidticos, es
cofactor para las reacciones de isomerizacion y también sirve como almacenamiento y
transporte de cisteina. Durante la detoxificacion de los radicales libres el glutation esta
involucrado en dos tipos de reacciones: la interaccidn no enzimatica con radicales como
el anion superéxido, oxido nitrico y radical hidroxilo, otra forma es proporcionando un
electron para la reduccion de peroxidos en la reaccion catalizada (Martinez-Samano et
al. 2011).
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Figura 3. Estructura quimica del glutatién reducido y oxidado (Tormo et al. 2014).

- Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina)

Es una neurohormona enddgena, se sabe que esta indolamina es el principal producto
secretado por la glandula pineal en mamiferos, incluyendo el hombre tiene muchas
funciones biologicas, pero, existe la funcion de la melatonina que es independiente de
cualquier receptor o sitio de union, y es la eficacia, de forma directa como removedor de
radicales libres, e indirecta estimulando enzimas antioxidantes (Figura 4 ), favorece la
sintesis de glutation (un antioxidante intracelular esencial), lo que permite proteger las
enzimas antioxidativas del dafio oxidativo y su capacidad para incrementar la eficiencia
de la cadena de transporte electrénico mitocondrial, lo que reduce la fuga de electrones
y la generacion de radicales libres (Velazquez et al. 2004; Romero et al. 2008).
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Figura 4. Caracteristicas de la melatonina y como actia directamente sobre los radicales libres (Romero
et al. 2008).

- Zinc

La deficiencia de Zn ha sido asociada con altos niveles de dafio oxidativo en tejidos que
incluyen la oxidacion a lipidos, proteinas y DNA. Pero el zinc posee la funcion de defensa
antioxidante, debido a que el zinc actia como proteccion para las proteinas, reparacion
de ADN y previene el ataque de radicales libres (Roman et al. 2016).

- Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenoides que se encuentran en la naturaleza como
pigmentos naturales liposolubles de numerosas frutas y verduras, los carotenoides estan
presentes en mayor cantidad en nuestra dieta son el B-caroteno, el licopeno, la luteina,
la zeaxantina y la astaxantina, estos se caracterizan por poseer una larga cadena poli-
isoprénica y el consumo de una dieta rica en carotenoides se ha correlacionado con un
menor riesgo de desarrollar varias enfermedades relacionadas con la edad. Los
carotenoides contienen dobles enlaces conjugados, y su accion antioxidante se debe a
su capacidad para deslocalizar los electrones desapareados (Vitale et al. 2010). Los B-
carotenos y el licopeno son algunos de los carotenoides mas importantes, ademas
desactivan moléculas como el O2. Los 3-carotenos disminuyen la tasa de formaciéon de
hidroperoxidos de linoleato de metilo y parecen poseer propiedades anticancerigenas
(Torno et al. 2014).
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Figura 5. Estructura quimica de los carotenoides (Torno et al. 2014).

- Polifenoles

Los polifenoles pueden definirse como compuestos fendlicos, solubles en agua, que
tienen masas moleculares entre 500 y 4000 Da, que poseen de 12 a 16 grupos fenol y
entre 5y 7 anillos aroméaticos por cada 1000 Da de masa molecular relativa y que ademas
de las reacciones tipicas de los fenoles, tienen la capacidad de precipitar con alcaloides,
gelatina y otras proteinas, Bajo esta definicién, los taninos quedan comprendidos en el
grupo de los polifenoles, pero no todos los polifenoles son taninos. Poseen caracteristicas
antioxidantes, propiedades quelantes y estan asociados a la prevencion de
enfermedades cronicas producidas por los radicales libres, en los ultimos afios se ha
demostrado que una dieta rica en polifenoles puede mejorar la salud y disminuir la
incidencia de enfermedades cardiovasculares. Dentro de los polifenoles los principales
grupos que se pueden encontrar son: acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y
flavonoides (Tabla 1.; Quifiones et al. 2012).
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Tabla 1. Principales familias de los compuestos fendlicos

Estructura Familia

Ce Fenoles simples

Ce-C1 Acidos fendlicos

Ce-C2 Acidos fenilacéticos y acetofenonas
Ce-C3 Cumarinas y acidos hidroxicinamicos
(C6-C3)2 Ligninas

(C6-C3)n Lignanos

Ce-C4 Naftoquinonas

Ce6-C1-Cs6 Xantonas

Ce6-C2-Cso Estilbenos y antraquinonas
Ce6-C2-Csb Flavonoides

(C6-C3-Cé)n Taninos condensados

(Ce6-C1)n Taninos hidrolizables

2.7 Técnicas para la determinacion de la actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante es importante para predecir el potencial
antioxidante in vitro de un alimento nos permite determinar la proteccion frente a la
oxidacion y el deterioro del alimento que disminuye su calidad y valor nutricional. Los
métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos sistemas
generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionan con la muestra y en virtud
de la capacidad antioxidante de esta se inhibiria la generacion de los radicales libres. Asi,
lo que se determina realmente es el efecto antioxidante ya que la actividad antioxidante
no se puede medir de forma directa. Lo ideal seria medir la actividad antioxidante de cada
componente de la muestra por separado, sin embargo, en el caso de muestras naturales,
es muy dificil determinar el nUmero y concentracién de los compuestos antioxidantes
presentes en la muestra (Agudo 2010).

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacién, no existe un
método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por tanto, es
bueno trabajar con varios meétodos para facilitar la comparacion e interpretacion de los
resultados, las caracteristicas ideales que debe reunir un método de determinacion de
capacidad antioxidante son: sencillez, mecanismo quimico definido y punto final fijo,
reproducibilidad, adaptabilidad a sustancias antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas y
elevado rendimiento de analisis, por lo que los métodos de la determinacién de actividad
antioxidante son mas utilizados los de la determinacion directa (Sanchez 2002).

11



2.7.1 Determinacion directa

El radical se emplea como un factor de cuantificacion por lo tanto la adicion del
antioxidante antes o después de la generacion del radical, provoca una disminucién de
la sefal. En el ensayo se forma el radical en ausencia de la muestra y asi, cuando se
afiade la sustancia antioxidante se produce un descenso en la sefial debido a la
disminucion de la concentracion del radical, las reacciones comienzan cuando se utilizan
oxidantes como ABTS y DPPH, los cuales actian como radicales libres artificiales (Agudo
2010).

- Método ABTS (Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS) la solucion del radical obtenido es de color verde-
azulado estable y con un espectro de absorcion en UV-visible. Es un radical libre artificial
el cual, puede reducir su composicién por compuestos que tengan un potencial redox
menor que el del ABTS, los cuales los compuestos fendlicos mas bajos pueden
reaccionar con el radical, asi pues, el punto final de la reaccién lo determina la sustancia
antioxidante utilizada (Ronald et al. 2005).

- Método DPPH (2,2-difenil-1-1picrilhidracilo)
El método DPPH es un compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, es un
polvo de color oscuro cristalina compuesta de radicales libres estables, el cual mide la
captura de radicales libres en presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el
potencial de sefializacidén de dicho radical en medio acuoso (Jiménez et al. 2012).

2.8 Técnica para la determinacion de polifenoles totales
- Método Folin-Ciocalteu

La medida del contenido de fenoles totales se realiza utilizando el método de Folin—
Ciocalteau que determina la capacidad que tienen los polifenoles para reducir el Mo(VI)
a Mo (V), como resultado de tal reaccion. El reactivo de Folin Ciocalteau contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
fosmolibdico-fosfotungstico, este reactivo es de color amarillo, pero actuando adquiere
un intenso color azul que se mide con el espectrofotémetro (Agudo 2010).

2.9 Los hongos como antioxidantes

En los ultimos afios, los hongos comestibles han llamado la atencion como una fuente
comercial de antioxidantes debido a que se pueden usar directamente en la mejora de
las defensas antioxidantes a través de suplementos dietéticos para reducir el nivel de
estrés oxidativo. Existe una gran cantidad de evidencia para respaldar la efectividad de
dicha estrategia in vitro. Los hongos comestibles incluyen muchas especies de hongos
que se cosechan de forma silvestre o se cultivan, a menudo estos estan disponibles en
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los mercados. El valor nutritivo de los hongos se ha conocido y reconocido rdpidamente
no solo por los investigadores y agricultores, sino también por los consumidores en
general, ademés de su buen sabor, los hongos poseen una composicion quimica
favorable con altas cantidades de proteinas funcionales, un bajo nivel de grasa total y
una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados, lo que los hace muy adecuados
para dietas bajas en calorias. Los hongos comestibles proporcionan un contenido
nutricionalmente significativo de vitaminas (B1, B2, B12, C, D y E). Ademas, tienen un
indice glucémico bajo y manitol alto, que es especialmente beneficioso para los
diabéticos, presentan una concentracion de sodio (Na) muy baja, que es beneficiosa para
los pacientes hipertensos y un alto contenido de potasio (K) y fésforo (P).

En Asia, los hongos se utilizan como una fuente importante de remedios tradicionales
contra diversas enfermedades provocadas por el estrés oxidativo, pero no existe una
distincion facil entre hongos comestibles y medicinales porque muchas de las especies
comestibles comunes presentan propiedades terapéuticas, ademas de las propiedades
antioxidantes. Los hongos han recibido una atencién considerable por sus actividades
biol6gicas, como las actividades antitumorales, antiviral, anticomplementaria,
anticoagulante, antidiabética, hipolipidémica, hepatoprotectora, inmunoestimulante e
inmunoldgica, lo que los hace adecuados para su uso en alimentos, cosméticos,
biomedicina y la agricultura (Kozarski et al. 2015).

2.10 Género Pleurotus

El género Pleurotus pertenece a la division Basidiomycota, comprende especies
comestibles de excelente gusto y sabor, generalmente estos hongos son de color blanco,
amarillento o rosado, a veces grisaceo o de color oscuro, a los hongos de este género
reciben nombres como hongo seta, hongos ostra, orejas blancas, orejas de palo, orejas
de patancan, orejas de cazahuate y orejas de izote. Estas especies poseen cuerpos
fructiferos (carpéforos) con forma redondeada y abombada que se ensancha, el pileo es
poco convexo Yy se aplana hasta presentar forma de concha de ostra, con textura lisa, el
estipite de los carpéforos es lateral y corto, las laminillas pueden estar o no unidas entre
si en su base. El tamafio depende de la especie, edad y condiciones de cultivo, pueden
medir desde 5 a 20 cm. Crecen formando repisas 0 racimos nhaturales, poseen
consistencia blanda, correosa con aroma y sabores agradables (Oropeza 2017). Hasta
ahora se han registrado aproximadamente 70 especies del género Pleurotus y se siguen
descubriendo nuevas especies, sin embargo, al menos 12 especies han sido cultivadas,
entre las que destaca P. ostreatus, P. pulmonarius, P. eryngii y P. djamor son las de
mayor importancia comercial, pero en los ultimos afios ha aumentado el interés por
conocer las propiedades funcionales de cepas de Pleurotus mediante la cuantificacion y
caracterizacion de compuestos bioactivos con beneficios potenciales a la salud. Se ha
reportado que estos hongos tienen propiedades, tales como: antiviral, antimutagénica,
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antiinflamatoria, hepatoprotectora, antitumoral, antioxidante (Tabla 2) entre otras
(Barrandas 2010).

Tabla 2. Propiedades funcionales en especies comestibles del género Pleurotus

Especie Actividad
P. eryngii Antiinflamatoria
Hepatoprotector
P. ostreatus Antioxidante
Antitumoral
Antiviral contra VIH
P. pulmonarius Antioxidante
Antiviral contra VIH
P. sajor-caju Antibacterial, Antitumoral
P. tuber-regium Antiviral contra herpes
P. djamor Antibacterial, Anticancerigeno,

Antioxidante

Los hongos del género Pleurotus son sapréfitos, crecen de manera natural sobre troncos,
ramas o arboles muertos y algunas veces se encuentra en el suelo sobre raices podridas,
gracias a estas caracteristicas Pleurotus pueden crecer de manera controlada en
diferentes materiales obtenidos como subproductos o desechos de las actividades
agricolas y agroindustriales, lo cual trae un beneficio ambiental, ya se puede utilizar
desechos de este a que el manejo y el tratamiento adecuado de desechos organicos en
el mundo cada dia resulta mas necesario (Pifia-Guzman et al. 2015). Pleurotus un grupo
de organismos de gran importancia ecoldgica, médica y alimenticia, los cuales han sido
reconocidos durante mas de 2000 afos por diversas culturas, en las ultimas décadas se
han cultivado y obtenido extractos a partir de los hongos, que son comercializados como
nutracéuticos, suplementos nutricionales, dietéticos y antioxidantes para mantener o
mejorar la salud (Mendoza 2016).

Estudios recientes han reportado la importancia de compuestos bioctivos obtenidos a
partir de hongos, dentro del género Pleurotus se encuentra una especie en particular
menos cultivada y conocida, P. djamor que se caracteriza por su coloracion rosa,
comunmente llamada seta rosa, seta salmon o seta del amor (Sierra et al. 2002), es
capaz de desarrollarse a temperaturas de 28° C, que se cultiva comercialmente en
diversas regiones del mundo y en Latinoamérica, principalmente con fines
experimentales presentando caracteristicas de cultivo y propiedades nutracéuticas y
biodegrativas de interés para los productores regionales. Dichos hongos presentan
enzimas ligninoceluliticas que le permiten crecer en gran variedad de materiales agricolas
y forestales. Se reportado que es un hongo comestible medicinal, presenta compuestos
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bioactivos entre los que se encuentran los polisacaridos que poseen multiples actividades
biolégicas, incluidas actividades antioxidantes, antitumorales y de ajuste inmune
(Huaping et al. 2019). P. djamor originalmente fue descrito por Fries en 1821, como
Agaricus djamor, posteriormente, Boedijn en 1959 lo transfirié al género Pleurotus de la
familia Pleurotaceae y fue nombrado como P. djamor por Karel Boedijin. De acuerdo con
Pegler Pleurotus djamor es la especie pantropical mas importante y abundante del género
Pleurotus. Guzman (2000) consider6 que P. djamor es sin6nimo de P. flabellatus, P. eous
y P. salmoneostramineus.

2.12 Pleurotus djamor

Distribucion geogréfica

Esta especie se ha encontrado creciendo de forma silvestre en el continente americano
en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Francia, Guatemala, Matrtinica,
México, Panam@, Puerto Rico y Venezuela (Salmones, 2017). En México esta registrado
para los estados de Jalisco, Veracruz, Yucatan, Zacatecas y Morelos (Gutiérrez 2012).

Clasificacion taxonOmica de Pleurotus djamor
Reino Fungi
Division  Basidiomycota
Subdivision Agaricomycotina

Clase Agaricomycetes
Sub-clase Agaricomycetidae
Orden Agaricales

Familia Pleurotaceae
Género Pleurotus

Especie Pleurotus djamor
(Index fungorum octubre 2021)

Descripcién de Pleurotus djamor
e El cuerpo fructifero esta formado por un estipite, pileo y por el himenoforo.
e El estipite es corto o mal definido, excéntrico que tiende a ser lateral en tonalidades
rosas.
e El pileo se encuentra formado como expansion lateral del estipite de entre 5y 15
cm de diametro, convexo que se vuelve casi plano al madurar, liso y en tonos
rosas.
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e EIl himenoforo esta formado por laminas estrechas, delgadas, decurrentes en
tonos blancos (Figura 6).

e Las esporas miden de 2-12 x 3-4 micras, son lisas y de forma subcilindrica.

e El contexto es rosa palido (Figura 6). Ademas de tener un sabor y olor agradable
(Gutiérrez 2012).
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Figura 6. Cuerpo fructifero de Pleurotus djarhor (Cardona 2‘019)

Ciclo bioldgico de Pleurotus djamor

En el proceso del ciclo bioldgico de Pleurotus, estan presentes algunas fases de
desarrollo micelial (Figura 7). El micelio primario esta formado a partir de la germinacién
de una basiodiospora produciendo el desarrollo de hifas filamentosas (septadas) estando
en estado haploide que al ramificarse conforman el micelio, este mismo continua
creciendo de forma monocariotica hasta que llega a formar la plasmogamia con otro
micelio de manera que sea sexualmente compatible, posteriormente ambas células se
fusionan , el septo se abre para que pueda ocurrir la migracion nuclear y la formacion de
micelio dicariotico mediante la division conjugada simultanea de los dos nucleos iniciales
y la distribucion de los pares de nucleos hermanos compatibles o dicariontes en las
células hijas. Una vez formado el cuerpo fructifero, a partir del micelio indiferenciado por
el crecimiento vegetativo, se lleva a cabo el proceso de cariogamia 0 meiosis, en donde
se obtiene como producto nucleos haploides (quienes poseen de manera aislada un
factor de compatibilidad), que emigran a una tretada de esporas formadas en la parte
externa del basidio y una vez alli, son liberadas durante el proceso de esporulacion del
basidiocarpo maduro. Si se encuentran condiciones ambientales apropiadas, estas
basiodiosporas germinan produciendo micelio monocariotico y comienza nuevamente el
ciclo (Herrera y Ulloa 1998).
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Figura 7. Ciclo biolégico de Pleurotus (https://www.lifeder.com/pleurotus)

3. Antecedentes

Los hongos del género Pleurotus tienen la habilidad para crecer sobre residuos
lignoceluldsicos, como son gran variedad de desechos agricolas teniendo la capacidad
de degradar celulosa y lignina presentes en diversos esqulimos agricolas (pajas,
rastrojos), desechos agroindustriales (bagazos de cafia de azlUcar, maguey tequilero,
henequén, pulpa de café y/o forestales (aserrin y viruta de diversas maderas) pero
algunas veces es recomendable hacer una combinacién de substratos en diferentes
porciones, para incrementar la produccién de los hongos (Gaitan-Hernandez et al. 2006).
Por lo que existen varios trabajos en donde reportan las eficiencias biolégicas obtenidas
a partir de diferentes combinaciones de sustratos.

Salmones et al. (2004) obtuvieron micelios monosporicos de tres cepas de P. djamor y
P. salmoneostramineus, determinaron sus tipos de apareamiento y seleccionaron
monocariones de rapido y buen crecimiento micelial para realizar las cruzas
interespecimen. Las cepas parentales y seis cruzas fueron cultivadas sobre paja de
cebada. En promedio se obtuvieron de 3 a 5 cosechas alcanzando eficiencias biologicas
de 53.6 a 86.4 % en los parentales y de 73.6 a 114.4 % en las cruzas, mientras que las
tasas de producciéon fueron de 0.89 a 1.44% y de 1.22 a 1.9 %. El tamafio de los
fructificaciones varié entre 2 a 20 cm de diametro de pileo, predominando los menores
de 10 cm. Lopez et al. (2005) cultivaron a P. djamor en sustratos de rastrojo de maiz,
bagazo de henequén y rastrojo de calabaza, la mejor eficiencia bioldgica correspondié al
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rastrojo de maiz con un (83.9%), rastrojo de calabaza (47.6%) y bagazo de henequén
(38.9%), el rastrojo de calaza y bagazo de henequén no logran superar la eficiencia
biolégica obtenida en el rastrojo de maiz.

En los ultimos 30 afios se viene desarrollando cada dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres y los antioxidantes,
todo esto dado por la importancia que poseen en la bioquimica, la biologia y la medicina
(Diaz 2002). Por lo que se estan realizando trabajos de investigacion para buscar posibles
fuentes de obtencion para contrarrestar los efectos producidos por el dafio oxidativo. Sin
embargo, los hongos se han relacionado con importantes propiedades antioxidantes
debido a sus compuestos bioactivos, como polifenoles, polisacéridos, vitaminas,
carotenoides y minerales, los beneficios antioxidantes observados en los hongos
comestibles, parecen ser una razon adicional para su uso tradicional como un alimento
funcional, por lo que existen muchos hongos de gran beneficio para la salud humana. En
la actualidad se estudian muchos hongos en un esfuerzo por encontrar metabolitos de
interés medicinal. Existen muchos escritos en donde se menciona el uso de diferentes
variedades de hongos, como remedios para tratar un sinfin de enfermedades (Kozarski
et al. 2015).

Hay pocos estudios sobre la actividad antioxidante de los extractos del hongo Pleurotus
djamor. Uno de ellos fue realizado por Guzman et al. (2009) evaluaron el extracto
etandlico obtenido el hongo comestible P. djamor mediante los métodos de DPPHy ABTS
encontrando valores ICso (medida de la eficacia de una sustancia en la inhibicion de una
funcioén bioldgica) de 115.5 ug/mL y 29.37 ug/mL respectivamente. Los datos obtenidos
sugieren gque este hongo puede ser usado como una sustancia antioxidante natural.
Jegadesh et al. (2014) determinaron las actividades antioxidantes in vitro de cinco
fracciones diferentes (éter de petréleo, hexano, cloroformo, acetato de etilo y extracto de
metanol fraccionado) del extracto metandlico crudo de un hongo comestible P. djamor,
realizaron el ensayo de eliminacion de radicales libres (DPPH) y cuantificacion de
polifenoles totales. Los resultados indicaron el porcentaje maximo de actividad
antioxidante y el valor de Clso fue de 86.89%, se observaron con 2.862 mg/mL en la
fraccién de metanol fraccionada seguida de la fraccién de hexano 83.83% con 2.7 mg/mL,
fracciéon de cloroformo 81.89% con 3.69 mg/ml y fraccidn de acetato de etilo 78.28% con
4.795 mg/mL respectivamente, el extracto de hexano exhibié una fuerte actividad. Para
el contenido de compuestos fendlicos obtuvieron que el extracto metandlico fraccionado
exhibié el mayor contenido fendlico (2.25 + 0.04 mg/g de peso seco, expresado como
equivalentes de &cido galico), seguido de hexano (0.35 + 0.013 mg/qg), cloroformo (0.3 £
0.015 mg/qg), acetato de etilo (0.225 + 0.01 mg / g) y fraccion de éter de petrédleo (0.05 +
0.008).

Smith et al. (2015) Cultivaron en matraces nueve basidiomicetos hongos filamentosos:
Grifola frondosa, P. ostreatus, Lentinula edodes, Monascus purpureus, P. citrinopileatus,
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P. eryngii, P. salmoneo-stramineus y Trametes versicolor, obtuvieron el micelio y
realizaron tres extractos (acuoso y metandlico), se cuantifico el contenido total de
polifenoles y la actividad antioxidante por el método ABTS. Los resultados indicaron que
el extracto metandlico de cada hongo el mas efectivo en propiedades antioxidantes por
el método ABTS fue para, P. citrinopileatus (84%), seguido de P. ostreatus (66%) y
Monascus purpureus (84%) tuvieron la mayor actividad antioxidante y el contenido
fendlico fue entre 0.44-9.33 mg/g, siendo en mayor cantidad para Grifola frondosa,
Lentinula edodes, Monascus purpureus, P. citrinopileatus y Tremetes versicolor.

También, Landa (2008) realizo trabajos de extractos de P. djamor in vitro de cinco
fracciones (éter de petréleo, hexano, cloroformo, acetato de etilo y extracto de metanol
en donde se realizd el ensayo de eliminacién de radicales libre (DPPH), los resultados
indicaron que las fracciones de metanol y hexano de P. djamor mayor actividad
antioxidante. El extracto de hexano presenté un Clso de 2.7 mg/mL, seguido de extracto
de metanol (2.862 mg/mL). Las pruebas de FTC y TBA mostraron una fuerte inhibiciéon
de la oxidacion de lipidos en la fraccion de hexano evidente por su bajo valor de
absorbancia en comparacion con otras fracciones. El contenido fendlico total fue alto en
el extracto de metanol (2.25 mg/g GAE) seguido de extractos de hexano (0.35 mg/g GAE).
Por lo que, este hongo comestible puede ser una fuente potencial de antioxidantes
naturales.
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4. Justificacién

La incidencia de ciertas enfermedades (crénico degenerativas) les ha atribuido al efecto
del estrés oxidativo, el cual se incrementa debido a los malos habitos alimenticios y el
ritmo de vida estresante, por lo que, se recomienda consumir antioxidantes para
contrarrestar los efectos de los radicales libres, los antioxidantes naturales son
principalmente de origen vegetal, pero los hongos han mostrado actividad antioxidante,
por lo que también se estan considerando como una alternativa de obtencién. El hongo
Pleurotus djamor presenta actividad antioxidante, y se ha reportado, que el contenido de
nutrientes y biomoléculas en el cuerpo fructifero varia dependiendo de los sustratos sobre
el que crece, por lo que, en el presente trabajo se determiné la capacidad antioxidante y
contenido de fenoles de extractos acuosos de micelio y el cuerpo fructifero crecidos sobre
seis combinaciones de sustratos.

5. Objetivos

Objetivo general
Evaluar la actividad antioxidante de la fase micelial y cuerpos fructiferos de Pleurotus
djamor crecido sobre diferentes sustratos.

Objetivos especificos

e Describir el micelio de Pleurotus djamor crecido sobre agar dextrosa papa crecido
sobre diferentes combinaciones de sustrato.

e Determinar de contenido de fenoles y actividad antioxidante de extractos acuosos
de micelio crecido en caja Petri.

e Caracterizar la produccion de cuerpos fructiferos sobre seis sustratos diferentes.

e Determinar el contenido de fenoles y la actividad antioxidante de extractos
acuosos de los cuerpos fructiferos frescos y deshidratados.

6. Pregunta de investigacién

¢ Los extractos de Pleurotus djamor presentaran diferencias en la actividad antioxidante
y contenido de fenoles dependiendo del sustrato sobre el que crece?
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7. Materiales y métodos

El diagrama de la metodologia del presente estudio esta indicado en la figura 8, cada fase se describe a

continuacion.
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7.1 Material bioldgico

Para este trabajo se utilizé la cepa HEMIM-137 de Pleurotus djamor que se encuentra
depositada en el Herbario Micolégico de Morelos del Laboratorio de Micologia del Centro
de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

7.2 Cultivo en cajas Petri

7.2.1 Preparacion de medios de cultivo

Se prepar6 medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) mas sustratos (Tabla 3), los cuales
se hicieron al 50%. Los medios se esterilizaron en una autoclave a 121°C por 20 min.
Posteriormente, en una campana de flujo laminar se llevé a cabo el vaciado del medio de
cultivo en cajas Petri, se dejaron reposar las cajas por un dia y se les coloco un inoculo
de 8 mm de didmetro del micelio de la cepa HEMIM-137, esta fue colocada en el centro
de la caja del medio de cultivo. Estas cajas una vez sembradas se mantuvieron en una
incubadora a una temperatura de 28°C (Agapito 2016).

Tabla 3. Tratamientos utilizados para crecimiento de Pleurotus djamor.

TRATAMIENTOS ABREVIATURA
1 PDA testigo PDA
2 PDA/100%paja de avena PDA/P
3  PDA/ 50%paja de avenal/ 50% aserrin de cedro PDA/P/C
4  PDA/50%paja de avena/ 50% aserrin de encino PDA/P/E
5 PDA/ 50%paja de avena/ 50% cascarilla de cacahuate PDA/P/CC
6 PDA/50%paja de avena/ 50% olote de maiz PDA/P/O
7 PDA/ 50%paja de avena/ 50% hoja de maiz PDA/P/H

7.2.2 Caracterizacién micelial de Pleurotus djamor
Se caracteriz6 el micelio crecido sobre las combinaciones (Tabla 3) en cajas Petri.

- Se registré la textura, densidad (abundante, regular o escasa), color y tipo de
micelio (aéreo o rastrero) de cada tratamiento, estas caracteristicas se evaluaron
a los 10 dias de crecimiento (Sobal et al. 2007).

- Lavelocidad de crecimiento micelial (Vc) se evalu6 cada 24 h midiendo el radio de
la colonia (mm/h) con la ayuda de un vernier el nimero de milimetros avanzados
a partir del inoculo sembrado de 4 mm de didmetro colocado en la parte central de
la caja Petri hasta su total colonizacion (Acosta-Urdapilleta et al. 2016).

7.2.4 Preparacion de extractos miceliares

A los 10 dias de crecimiento se realizaron los extractos del micelio (Figura 9). Se obtuvo
el micelio, se peso y realiz6 el extracto (por cada 0.1 g de micelio se agregaron 1000 ul
de agua). Los extractos se realizaron con la ayuda de un macerador de tejidos, se obtuvo
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un extracto a temperatura ambiente y otro térmico (ebullicién por 4 min), los extractos se
congelaron (20°C) hasta su uso (Urdapilleta et al. 2020).

Figura 9. Elaboracion de extracto del micelio.

7.3 Preparacién de la semilla o in6culo

Para la preparacion de la semilla se utilizd6 grano de trigo lavado y hervido en agua
aproximadamente 20 min, esto fue para hidratar el grano y posteriormente se dreno el
exceso de humedad para poder obtener una humedad en el grano de 50%.
Posteriormente se le adiciono 0.5% de CaCOs y 2.0% de CaSO04, se colocé 250 g de
semilla de trigo en frascos de boca ancha y se esterilizaron a 121° C por 120 min. Una
vez esterilizados los frascos se inocularan con un fragmento de micelio de Pleurotus
djamor y se incubaron a 28° C hasta que el micelio invadié completamente la semilla de
trigo (Figura 10) (Gaitan-Hernandez et al. 2006).
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Figura 10. Semilla en incubacion

7.4 Preparacién de sustratos

Los sustratos se trituraron para reducir el tamafio de particula de 10 a 15 cm, se
hidrataron hasta obtener un 70% de humedad. Se colocé 1300 g de cada uno de los
sustratos en bolsas de polipropileno-etileno, se cerraron y se esterilizaron (121°C/2 h),
Los tratamientos fueron: 1) paja de avena 100% (testigo), 2) cedro:paja de avena
(50:50%), 3) encino:paja de avena (50:50%), 4) cascarilla de cacahuate:paja de avena
(50:50%), 5) hojas de maiz:paja de avena (50:50%) y 6) olote de maiz:paja de avena
(50:50%). Posteriormente se inocularon con semilla de trigo invadido por Pleurotus
djamor se incubaron hasta la invasiéon completa del sustrato y se colocaron en el cuarto
de incubacién (Figura 11) en donde se mantuvo una temperatura y humedad constante
(Agapito 2016).

Figura 11. Bolsas de sustratos inoculadas
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7.5 Patrén de produccién

7.5.1 Parametros evaluados en el area de incubacién y fructificacién

Se registré la temperatura maxima y minima en grados Celcius (°C) hasta la aparicion de
los brotes, las variables evaluadas durante el fructificacion de Pleurotus djamor fueron:
Aparicion de la primera, segunda, tercera y cuarta cosecha (segun el caso).

e Periodo de cosecha

e Eficiencia biologica (Tschierpe y Hartmann 1997) determinada con la formula:

EB= Peso fresco de los cuerpos fructiferos X100
Peso seco del sustrato empleado al momento de la inoculacion

e Tasa de produccion (TP) se calculé de acuerdo con lo propuesto por Royse (1989)
con la siguiente formula.
TP=EB
cc
Donde EB= Eficiencia biolégica y CC= ciclo de cultivo (periodo de incubacién del
sustrato + periodo de fructificacion en dias.
e El ciclo de cultivo (CC) se determiné con la formula:
CC= Ciclo del cultivo (periodo de colonizacion del sustrato + periodo de fructificacion
en dias).

7.6 Deshidratacion y trituracion de los cuerpos fructiferos
Los cuerpos fructiferos se deshidrataron (Figura 12) en un gabinete de secado y
posteriormente se trituraron para reducir el tamafio y obtener el polvo de hongo, se
mantuvieron protegidos de la luz hasta su uso (Agapito 2016).

Figura 12. Cuerpos fructiferos de Pleurotus djamor deshidratados.
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7.6.1 Obtencién de extractos

De cada una de las muestras se obtuvo un extracto utilizando 25 mg/mL (W/V). Los
extractos se realizaron uno a temperatura ambiente y otro térmico por ebullicién. Los
extractos se obtuvieron con la ayuda de un mortero, para los extractos acuosos térmicos
se les adiciono 10 mL de agua a la muestra y se pusieron en ebullicibn por 4 min. Los
extractos se guardaron en tubos Falcon (Figura 13) y se congelaron hasta su uso
(Urdapilleta et al. 2020).

Figura 13. Extractos temperatura ambiente y térmico de Pleurotus djamor.

7.7 Cuantificacion de polifenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind por el método colorimétrico de Singleton y
Rossi (1965) en un tubo de reaccion se adicionaron 100 pL de cada extracto, 800 uL de
carbonato de calcio Na2CO3y 200 pL de reactivo Folin Ciocalteu (grado analitico, Merck).
Se agitd y luego se dej6é en reposo por 8 minutos, dando como resultado una solucién de
color amarillo intenso, la contaminacién de este reactivo con reductores le confiere un
color verde. Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo bajo condiciones
alcalinas, por lo que la disociacion de protones fendélicos da lugar a un anién fenolato que
es capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu. Se forma un complejo azul entre el
fenolato y el reactivo independientemente de la estructura del compuesto fendlico. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE)/g y los valores se
presentan como la media de los analisis realizados por triplicado + desviacién estandar
(DE).

7.8 Evaluacion de actividad antioxidante

7.8.1 Método 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH)

La actividad antioxidante de los extractos se evalué mediante la capacidad captadora del
radical DPPH-« utilizando la metodologia de Rojano et al. (2008). Un volumen de 790 pL
de metanol se mezclé con 132 pL de las soluciones de extractos y 78 pL del radical
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DPPH. Las mezclas se dejaron en reposo y en ausencia de luz durante 45 min.
Transcurrido este tiempo se ley6 la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro. Los
resultados fueron convertidos a porcentaje de inhibicion y expresados como capacidad
antioxidante

El porcentaje de inhibicion se calculé de la siguiente manera:
% de inhibicion= Abs (t=0)- Abs (t=30) X 100
Abs (t=0)
Donde Abs (t=0) es la absorbancia del radical DPPH a tiempo cero Abs (t=30) es la
absorbancia del DPPH y el extracto a tiempo de 30 minutos.

7.8.2 Método 2,2 -bis-azinoacido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS)

Se empled el método propuesto por Aubad et al. (2007) el radical libre ABTS se obtuvo
tras la reaccion de ABTS (7Mm) con persulfato de potasio (2.45 mM concentracion final).
La solucién se prepar6 mediante la mezcla de las dos soluciones stock en cantidades
equitativas, seguidas por una reaccion de 12 a 16 horas a temperatura ambiente (25° C)
en la oscuridad, se llevo a cabo la reaccion con 100 uL de muestra y 2900 uL del radical
ABTS y se dejo actuar en la obscuridad a temperatura ambiente por 6 min. La disminucion
de la coloracion se expresé como el porcentaje de inhibicion del ABTS, la absorcion se
midi6é con la ayuda de un espectrofotometro a 734 nm.

El porcentaje de inhibicion se calculé de la siguiente manera:
% de inhibicion= Abs (t=0)- Abs (t=5) X 100
Abs (t=0)
Donde Abs (t=0) es la absorbancia del radical ABTS a tiempo cero Abs (t=6) es la
absorbancia del ABTS y el extracto a tiempo de 5 minutos.

8. Analisis estadistico

Para cada uno de los analisis se realizaron cinco repeticiones, de las cuales se obtuvo el
promedio y desviacion estandar. Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA, con una
prueba de comparacion de medias (Tuckey), con un nivel de confianza de p<0.05, esto
se uso para determinar las diferencias entre las medias obtenidas (Massart 1997).
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9. Resultados y discusién

9.1 Caracterizacion micelial

Las caracteristicas de la cepa de Pleurotus djamor HEMIM-137) se registraron a los 10
dias de crecimiento (tabla 4), el micelio presentd variaciones en su coloracion
dependiendo el medio de cultivo sobre el que crecid, presentandose cuatro colores, el
micelio fue aéreo con densidad abundante y se presentaron tres tipos de texturas (Figura
14).

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas a nivel micelial (HEMIM-137)

MEDIO COLOR TIPODE TEXTURA DENSIDAD OBSERVACIONES
MICELIO
PDA Blanco con Aéreo Algodonosa  Abundante  Presenta crecimiento
tonos salmon ligeramente con borde irregular y
y amarillo en lanosa en el zonas de crecimiento
el centro centro
PDA/P (1:1) Blanco con Aéreo Algodonosa  Abundante @ Presenta borde
tonos periférico irregular y
cremas en el zonas conceéntricas de
centro crecimiento
PDA/P/C (1:1) Blanco Aéreo Algodonosa  Abundante = Presenta zonas
concéntricas de
crecimiento con borde
regular
PDA/P/E (1:1) Blanco Aéreo Algodonosa = Abundante | Presenta zonas
concéntricas de
crecimiento con borde
irregular
PDA/P/CC (1:1) Blancos con @ Aéreo Algodonosa/  Abundante = Presenta borde
tonos ligeramente irregular, textura mas
amarillos en aterciopelada densa aprox. 1cmy
el centro zonas concéntricas de
crecimiento
PDA/P/O (1:1) Rosa Aéreo Algodonosa  Abundante = Presenta zonas
concéntricas de
crecimiento
PDA/P/H (1:1) Rosa Aéreo Algodonosa  Abundante = Presenta zonas

concéntricas de
crecimiento
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Figura 14. Caracteristicas morfolégicas del micelio de Pleurotus djamor: a) PDA b) PDA/P, c) PDA/PIC,
d) PDA/P/E, e) PDA/P/C, f) PDA/P/H, g) PDA/P/O

Las caracteristicas que presento P. djamor concuerdan con lo reportado por Sobal et al.
(2007), el micelio presenté una coloracion blanca y blanca con tonos rosas, textura
aterciopelada, algodonosa y micelio aéreo. Garcia et al. (2014) inform6 que P. djamor en
PDA el color del micelio fue blanco, blanco con tonos crema, textura alfieltrada, densidad
muy alta y en algunas cepas encontraron presencia de agregaciones hifales. Agapito
(2016) crecio a P. djamor en medio PDA con infusion de lirio acuético, paja de trigo y paja
de arroz e indica que el micelio presentd una coloraciéon crema, blanco con tonos rosas,
crema con tonos rosa, micelio rastrero, textura algodonosa y densidad alta, dichos
resultados concuerdan con los obtenidos en este proyecto. Acosta-Urdapilleta et al.
(2016) caracterizaron el crecimiento en cajas de Petri de P. djamor utilizando como medio
de cultivo agar con harina integral de trigo, PDA, PDA mas extracto de paja de trigo, PDA
con extracto de paja de arroz. El micelio también presento color crema, blanco con tonos
rosa, crema con tonos rosas, micelio rastrero, textura lanosa, aterciopelada y algodonosa.

9.1.2 Velocidad de crecimiento

P. djamor (HEMIM-137) presentd mayor velocidad de crecimiento sobre el medio de
PDA/P (0.241 mm/h), sin embargo, no presento diferencias con los otros cuatro medios
(Figura 15), en los medios que crecié menos fue PDA/P/E (0.140 mm/h) y el PDA, que
presentaron diferencias significativas con PDA/P.
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Figura 15. Velocidad de crecimiento de Pleurotus djamor (HEMIM-137) en los diferentes medios de
cultivo.

Se ha reportado por varios autores que el crecimiento se ve influenciado por los nutrientes
(medios de cultivo) y condiciones de cultivo (Martinez-Carrera 1984; Sobal et al., 1989;
Hernandez-Ibarra et al., 1995). Motato et al. (2006) evaluo el crecimiento micelial de P.
djamor en residuos de platano y sobre diferentes mezclas aserrin (100%), hojas (100%),
tallo (100%), aserrin-hoja (50/50%), aserrin-tallo (50/50%), aserrin-fruto (50/50%), y una
mezcla final de aserrin-hojas-tallo y fruto (25/25/25/25%), los cuales los someti6 a tres
diferentes temperaturas 15°C, 20°C y 26°C, hubo diferencias dependiendo de la
temperatura de crecimiento micelial, fue menor la velocidad de crecimiento a 15°C,
mientras que a 20° C y 26°C favorecieron el crecimiento micelial, y al utilizar hojas (100%)
presentd una velocidad de crecimiento de 8.7 mm/dia y en presencia de aserrin-tallo
(50/50%) fue de 1.4 mm/dia. Sobal et al. (2007) caracterizaron en medio de agar papa-
dextrosa (PDA) reportaron velocidades de crecimiento para cepas de P. djamor de 0.052
mm/h, que se encuentran por debajo de los obtenidos en este trabajo para PDA. Gutiérrez
(2012) evalué la velocidad de crecimiento de una cepa comercial de la especie de P.
djamor, que fue de 0.184 mm/h crecido sobre PDA, mayor a las reportadas en este trabajo
y Acosta-Urdapilleta et al. (2016) reportaron el crecimiento micelial de P. djamor de 0.087
mm/h para el medio de PDA, de 0.154 mm/h para PDA con extracto de paja de trigo y
0.143 mm/h PDA con paja de arroz.

9.2 Patrén de produccién

9.2.1 Parametros evaluados en el area de fructificacion

Durante el periodo de fructificacion de los tratamientos la temperatura media oscilo entre
los 16°-17°C, la humedad relativa media fue de 75-80% (Figura 16), estos parametros
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ambientales no estan alejados a los reportados por Agapito-Ocampo (2016), por lo que

los parametros ambientales en los que fue cultivada la cepa en este experimento fueron
Optimos.
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Figura 16. Caracteristicas ambientales (temperatura y humedad relativa) durante el periodo de
fructificacion.

9.2.2 Eficiencia bioldgica, tasa de produccion y numero de cosechas
Se caracterizé el cultivo (Figura 17) y se obtuvo la esporada (Figura 18) para corroborar
el color, todas presentaron esporadas rosadas, como se ha reportado para la especie.

Figura 17. Cuerpos fructiferos de Pleurotus djamor crecidos sobre diferentes combinaciones. a) Paja
avena 100% b) paja avena/aserrin de cedro, ¢) paja avena/aserrin de encino, d) paja avena/cascarilla
cacahuate, e) paja avena/olote maiz, f) paja avena/hoja maiz.
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Figura 18. Esporadas de Pleurotus djamor crecido sobre diferentes combinaciones.
a) Paja avena 100% b) paja avena/aserrin de cedro, ¢) paja avenal/aserrin de encino, d) paja
avena/cascarilla cacahuate, e) paja avena/olote maiz, f) paja avena/hoja maiz.

El sustrato que presentdé una mayor EB de 77% fue el que contenia 50% de paja avena
50%: hoja de maiz (Tabla 5) que fue diferente significativamente con las otras
combinaciones y el de menor EB (38%) fue el que contenia 50% paja de avena 50%
aserrin de encino.

Tabla 5. Pardmetros de produccion de Pleurotus djamor en las combinaciones diferentes

Tratamiento Tamafio de cuerpo
fructifero (cm)

100% paja de avena 64.9 +12.96 0.99+0.33 65 +9.12 6.7+2.76
1.62+0.50
50% paja de avena 50% 61.06 +18.24 0.85+0.34 71.6 +10.43 4.25+1.9
aserrin de cedro 1.60+0.82
50% paja de avena 50% 34.57 +8.44 0.69+0.17  49.57 +4.07 4.55+1.77
aserrin de encino 1.09+0.27
50% paja de avena 50% 62.17 +10.68 1.40 +0.16  44.14 +4.37 5.99+1.8
cascarilla de cachuate 1.19+0.38
50% paja de avena 50% olote 52.21 +9.30 1.22+0.24 425+1.22 6.87+2.25
de maiz 1.22+0.69
50% paja de avena 50% hoja 76.9 +3.1 1.63 +025 47 0 7.35+1.59
de maiz 1.45+0.57

Donde EB: Eficiencia bioldgica, TP:Tasa de produccion, CC:Ciclo del cultivo
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Nevares (2012) realiz6 combinaciones bagazo de agave y aserrin de encino en diferentes
proporciones y obtuvo EB de 52%, 61%, 62% y 72% en el cultivo de Pleurotus sp.
superiores a las obtenidas en este trabajo para aserrin de encino. Otro trabajo, evalu6
diferentes sustratos (paja de trigo, paja de arroz, paja avena, hojas de alamo, hojas de
manzana y hojas de chinar) para la produccién de P. djamor, el sustrato de paja de arroz
fue el mas eficiente, en cuanto a produccién obteniendo una EB de 77%, seguida de paja
de avena con 51.95%, hojas de manzana 47.15%, hojas de alamo 45.59 y al final las
hojas de chinar con 27.20% (Paswall et al. 2017). Para el caso de P. djamor var. roseus
han reportado EB de 120.07% sobre residuos agricolas de paja de arroz, de 119.37% en
paja de ragi (Eleusine coracana), 12% en paja de sorgo, 55% medula de coco y 12% en
bagazo de cafia de azlucar (Jegadeesh et al. 2018). Sin embargo, cuando utilizaron fibra
de coco y paja de arroz de P. djamor var. roseus reportaron una EB de 35 % en 47 dias
y una TP de 0.75, mientras que sobre la paja de arroz se presenté una EB de 39% en 52
dias con una TP de 0.76 (Catarino et al. 2007), resultados que coinciden con la EB mas
baja reportada en este trabajo (50% paja de avena 50% aserrin de encino). La EB de una
cepa nativa de panama de P. djamor crecida sobre residuos de rastrojo de maiz (RM) y
tuza de maiz (TM), indicaron que la TM fue el sustrato mas eficiente (EB de 63% y TP de
1.16) comparado con RM (EB de 53% y TP de 0.89) (Vega y Franco 2013), por lo que los
desechos del cultivo del maiz son éptimos para la produccion de hongos comestibles.
Rios et al. (2010) indica que una EB aceptable es a partir del 40%, ya que es valor minimo
para que el cultivo sea considerando econdmicamente rentable, por lo que, en este
trabajo se consideraria rentable las cinco combinaciones analizadas.

9.3 Cuantificacién de polifenoles totales

En la figura 19 se muestra el contenido de polifenoles totales de todos los extractos a
temperatura ambiente, los extractos de micelio presentaron de 6.02 a 11.27 mg AGE/g
polifenoles, para los extractos de cuerpos fructiferos frescos fueron de 3.23 a 14.04 mg
AGE/g y en cuerpos fructiferos secos fue de 7.02 a 9.77 mg AGE/g. El extracto en el que
se presentd mayor cantidad de polifenoles fueron los cuerpos fructiferos frescos crecidos
sobre P/cascarilla de cacahuate. En el caso de los polifenoles totales de extractos
térmicos (Figura 20), también fue bajo en los extractos de micelio de 3.38 a 6.85 mg
AGE/g, mientras que los extractos de cuerpos fructiferos frescos presentaron contenido
de 1.38 a 11.97 mg AGE/g y los extractos de cuerpos fructiferos secos fue de 4.35 a
10.63 mg AGE/g, se observo que al someter los extractos a temperatura de ebullicion
disminuyo el contenido de polifenoles. El extracto de cuerpo fructifero fresco de
P/cascarilla de cacahuate fue el mas alto (11.97 mgAGE/g), seguido del extracto de
cuerpos fructiferos secos de P/cedro (10.63 mg AGE/qg).
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Figura 19. Contenido de polifenoles totales de Pleurotus djamor (HEMIM-137) de extractos a temperatura
ambiente.
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Figura 20. Contenido de polifenoles totales de Pleurotus djamor (HEMIM-137) de extractos térmicos
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Kim et al. (2009) determinaron el contenido de fenoles totales de extractos metanodlicos
de cuerpo fructifero deshidratado de P. cornucopiae presenté mayor contenido de
polifenoles (39.3 mg/g), seguida P. salmoneostramineus (30.1 mg/g) y P. ostreatus (21.2
mg/g). Kongkla y poeaim (2016) reportaron valores de fenoles totales de extractos
metandlicos de cuerpos fructiferos de P. ostreatus (17.63 mg AGE/qg), P. sajor-caju (15.75
mg AGE/qg), P. eryngii (8.7 mg AGE/g) y P. eous (11.02 mg AGE/qg). El contenido
polifenoles de extractos metandlicos de micelio y cuerpos fructiferos secos de Pleurotus
sp. fue de 4.62 mg AGE/g para extractos de cuerpo fructifero y 2.02 mg AGE/g para
extractos de micelio, el contenido de compuestos fendlicos en cuerpos fructiferos fue dos
veces mayor que en los extractos miceliales (Silistiany et al. 2016). Para P. djamor var.
roseus reportaron 2.25 mg AGE/g de fenoles totales en extractos metandlicos
(Jegadeesh et al. 2014). Acosta-Urdapilleta et al. (2020) evaluaron el contenido total de
fenoles de cuerpos fructiferos deshidratados de P. djamor var. roseus en extractos
acuosos (12 mg AGE/g), acuoso térmico (6 mg AGE/g) y extracto metandlico (2 mg
AGE/q), el contenido de fenoles de este trabajo fue mayor a los dos ultimos trabajos, sin
embargo, se ve diferencias dependiendo del extracto y sobre que sustrato se crecio. El
extracto de micelio sin temperatura fue mas alto en presencia de cedro, encino y olote de
maiz, sin embargo, en los otros sustratos fue evidente el efecto de la temperatura sobre
los extractos, lo que nos indica la presencia de moléculas que son termosensibles.

9.4 Método 2,2 -bis-azinoacido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)

En la figura 21 se presentan los resultados obtenidos de los porcentajes de inhibicién del
radical ABTS de los extractos a temperatura ambiente, mostrando que los extractos
obtenidos de cuerpos fructiferos secos presentaron mayor porcentaje de inhibicién (74.34
a 98.43%), seqguido de los extractos de cuerpos fructiferos frescos (32.61 a 66.88 %) y
por ultimos los extractos obtenidos de micelio presentando los porcentajes mas bajos de
inhibicion con 5.37 a 43.44 %. Los resultados de inhibicién del radical ABTS de los
extractos térmicos (Figura 22), también los extractos de cuerpos fructiferos secos
presentaron mayor porcentaje de inhibicion (58.62 a 93.95%), seguido de los extractos
obtenidos de cuerpos fructiferos frescos (22.02 a 44.55%) y los mas bajos fueron los
extractos de micelio (21.23 a 41%), también se observé que al someter a los extractos a
ebullicién disminuyen porcentaje de inhibicion hacia el radical.
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Figura 21. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS de Pleurotus djamor (HEMIM-137) de extractos a
temperatura ambiente.
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Figura 22. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS de Pleurotus djamor (HEMIM-137) de extractos
térmicos.
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Diaz-Godinez et al. (2015) evaluaron la actividad antioxidante micelial de P. pulmonarius
crecido en un reactor airlift por el método ABTS de extractos acuosos obtenidos a partir
de micelio fueron bajos, ya que el mayor porcentaje de inhibicion fue de 43.4 %. Kongkla
et al. (2016) evaluaron la actividad antioxidante por el método ABTS de cinco extractos
metandlicos de cuerpos fructiferos secos de P. eous y P. sajor-caju que mostraron los
mayores porcentajes de inhibicion del radical ABTS con un 100%, seguido de P. ostreatus
(93%), P. cystidiosus (65%) y P. eryngii (61%) comparando estos resultados con los
obtenidos en el trabajo, presentaron mayor inhibicion del radical (98. 43%) los extractos
de cuerpos fructiferos secos crecidos sobre Paja de avena/hoja de maiz. Gonzéalez-
Palma et al. (2016) determinaron la actividad antioxidante de inhibicion de ABTS en
extractos acuosos y metandlicos obtenidos de micelio, primordios y cuerpo fructifero de
P. ostreatus en fresco y seco, los extractos de muestras secas presentaron mayor
actividad antioxidante que las muestras frescas, lo que coinciden con nuestros
resultados. Morris et al. (2017) examinaron la actividad antioxidante in vitro de un extracto
de agua caliente del micelio de Pleurotus spp. por el método ABTS, se obtuvo un
porcentaje de inhibicion del 55% (10 mg/mL), lo cual fue mayor a los resultados de
extractos de micelio obtenidos en este trabajo, sin embargo, el micelio fue obtenido de
las bolsas de cultivo y en este trabajo fue obtenido de crecimiento en caja de Petri, por lo
que debe hacer diferencia en presencia y cantidad de moléculas con actividad
antioxidante. Acosta-Urdapilleta et al. (2020) evaluaron la actividad antioxidante por el
método ABTS de cuerpos fructiferos deshidratados de P. djamor var. roseus de extractos
acuosos y metandlico, obteniendo como resultados que el extracto acuoso resulto ser el
mas eficiente en eliminar al radical ABTS con un 75%, seguido del extracto metandlico
con un 70% vy el extracto acuoso térmico con 59%, también al someter el extracto a
temperatura pierde actividad antioxidante.

9.4.2 Método 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH)

En la figura 23 se observa la actividad de eliminacién de radicales DPPH en extractos
obtenidos a temperatura ambiente, en general los extractos obtenidos de muestras secas
mostraron una mayor actividad de eliminacion de radicales DPPH (29.37 - 44.53 %),
seguido de los extractos obtenidos de cuerpos fructiferos frescos (11.44 - 23.15) y por
altimo los extractos obtenidos de micelio (0.50 - 3.06 %). Con respecto a la actividad de
eliminacion de radicales DPPH de los extractos térmicos (Figura 24), los extractos que
obtuvieron mayor porcentaje de inhibicion, también fueron los extractos de cuerpos
fructiferos secos (34.4 a 65.74 %), seguido de los extractos de cuerpos fructiferos frescos
(8.24 a 21.79%) y micelio en donde se muestra que siguen teniendo muy bajo porcentaje
de inhibicién de (0.25 a 4.74 %).
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Figura 23. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de Pleurotus djamor de extractos a temperatura
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Figura 24. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de Pleurotus djamor de extractos térmicos.
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Alam et al. (2010) evaluaron la actividad antioxidante por el método de DPPH, el extracto
de acetona presentd capacidad de inhibicién (33.62 a 91.52%), seguida de metanol
(49.33 a 85.13%) y el extracto acuso a temperatura ambiente 36.35 a 82.81%) de P.
ostreatus. En otro trabajo, se determiné la actividad antioxidante de hongos por el método
DPPH de extractos metanolicos de hongos secos, P. ostreatus (cepa gris oscuro), P.
cornucopiae (cepa amarilla) y P. salmoneostramineus (cepa rosa), la cepa amarilla
mostro alta actividad antioxidante mediante la eliminacidn de radicales DPPH con 84.4%,
seguida de la cepa rosa (54.5%) y cepa gris oscura (29%) (Kim et al. 2009). Vamanu et
al. (2011) se centraron en la obtencion de micelio de dos cepas de P. ostreatus (EVFB1
y EVFB4) por medio de fermentacion sumergida para obtener biomasa, se liofilizo y se
obtuvo extractos de etanol y metanol, el extracto de metanol de la cepa EVFB1 presentd
mayor porcentaje de inhibicion del radical DPPH (89%), comparado con el extracto de de
la cepa EVFB4 que fue de 83 %, sin embargo en los extractos de etanol los resultados
fueron cercanos, la cepa EVFB4 fue de 94.54% y EVFB1 con 92.3% de inhibicion del
radical DPPH.

Diaz-Godinez et al. (2015) evaluaron la actividad antioxidante micelial de P. pulmonarius
crecido en un reactor airlift por el método DPPH, obteniendo aproximadamente un 30%
de inhibicion. Kongkla et al. (2016) evalué la actividad antioxidante de cinco extractos
metandlicos de cuerpos fructiferos secos de P. ostreatus, P. sajor-caju, P. eryngii, P.
cystidiosus y P. eous, el extracto de P. ostreatus mostré el mayor porcentaje de inhibicion
del radical DPPH con 98%, seguido de P. sajor-caju (89%), P. eous (80%), P. eryngii
(62%) y P. cystidiosus (61%). Comparando estos resultados del autor mencionados
anteriormente, en este proyecto en los extractos de cuerpos fructiferos secos son los que
presentaron mayor porcentaje de inhibicidn, pero los extractos obtenidos a temperatura
ambiente. Gonzéalez-Palma et al. (2016) reportaron que los extractos de muestras secas
mostraron una mayor actividad antioxidante, que los extractos acuosos mostraron mayor
actividad de eliminacion de radicales DPPH que los extracto de metanol, tanto muestras
secas como frescas y que el proceso térmico favorecié la actividad de eliminacion del
radical DPPH, ya que esos extractos mostraron una mayor actividad que los extractos
obtenidos a temperatura ambiente, nuestros resultados también el mayor porcentaje de
inhibicion fue con cuerpos fructiferos secos. Silistiany et al. (2016) determinaron la
actividad antioxidante por el método DPPH de Pleurotus spp. de extractos metandlicos
de cuerpo fructifero y micelio seco, los extractos de cuerpo fructifero tenian una mayor
actividad de captacion de radicales DPPH comparado con los extractos de micelio (49.31
- 77.82%), sin embargo, estos resultados son mas altos a los obtenidos en este trabajo
para extractos de cuerpos fructiferos secos y micelio. Acosta-Urdapilleta et al. (2020)
reportaron que el extracto metandlico de P. djamor var. roseus resulto ser el mas eficiente
en eliminar al radical DPPH con un 80%, seguido del extracto acuoso con un 60% vy el
extracto acuoso térmico con 39%.
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Se evalué el efecto de los suplementos de hongos seleccionados sobre la longevidad de
la mosca de la fruta mexicana (Anastrepha ludens) y la capacidad antioxidante de 14
cepas del hongo Pleurotus spp. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH vari6 entre
32.6-85.7%, las cepas que presentaron mayor porcentaje de inhibicion fueron P. djamor
y la mas baja Pleurotus ostreatus, se seleccioné la capacidad antioxidante para estudiar
su efecto sobre la supervivencia, la esperanza de vida y la mortalidad de la mosca de la
fruta mexicana A. ludens. Las moscas con la dieta con 1% de P. djamor ECS-0142
mostraron una supervivencia significativamente mayor comparada con dieta de control
(Sanchez et al. 2015). Se ha reportado en varios trabajos, que, al enriquecer el consumo
de antioxidantes en la dieta, se podria mejorar la condicién de salud en los humanos, asi
como ayudar a prevenir algunas enfermedades, como es el caso de diabetes y algunos
tipos de cancer. En este trabajo se determiné el contenido de antioxidantes y compuestos
fendlicos que no fue tan alto como se ha reportado en otros trabajos, sin embargo, puede
ser considerado como un suplemento la harina de hongo, obtenida de cuerpo fructifero
y/o micelio, ademas, se corroboré que el sustrato sobre el que crece el hongo tiene un el
efecto sobre el contenido y estabilidad del contenido de compuestos fendlicos vy
capacidad antioxidante.

Los sustratos sobre que presentdé mayor contenido de polifendles y actividad antioxidante
fue la combinacion con cedro y cascara de cacahuate, y solo en capacidad antioxidante
fue la combinacion con hojas de maiz. Segun la tabla 6, se observa que el cedro y
cacahuate son parecidos en el contenido celulosa, hemicelulosa y lignina (probablemente
por eso presentaron valores semejantes de EB, ya que el proceso de rompimiento de las
moléculas fue parecido), sin embargo, el desecho del maiz presenta valor mas bajo y fue
el que presenté mayor EB, pero debe haber moléculas que le favorecieron, por lo que, se
debe conocer la composicion completa de cada uno de los sustratos para poder
corrrelacionarlo. El cedro presenta alto su contenido de fenoles y flavonoides, lo que pudo
haber ayudado a mejorar el contenido en el cuerpo fructifero de P. djamor, sugerimos
qgue pudo ser semejante en el caso de la cascara de cacahuate (no hay reportes de
fenoles y flavonoides), por lo que se podria mejorar el contenido de antioxidantes y
fendlicos utilizando sustratos que sean ricos en dichos compuestos, la cascara de
cacahuate es una opcion viable, ya que es un desecho que no tiene un uso hasta ahora,
por lo que se consigue a precio muy accesible, lo cual no sucede con el cedro (una de
las maderas preciosas de alto valor comercial.
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Tabla 6. Composicién de algunos sustratos

Componente Composicion (%)
Cedro Céascara Planta de maiz
Cacahuate
Holocelulosa 60-70
Celulosa 38-27 45-35 26.67
Hemicelulosa 32 30-23 27.18
Lignina 31-33 33-27 9.48
Fenoles 355-211 (mgEAG/Q)
Flavonoides 178-81 (mgEAG/Q)
Bibliografia Rosales-Castro Gatani et al. Galina et al.
(2016) (2010) (2002)

10.Conclusiones

Dentro de los seis sustratos evaluados, el mejor en eficiencia bioldgica fue la combinacion
de hoja de maiz, para el establecimiento y desarrollo de P. djamor, esta alternativa es
rentable, es una opcién de uso de un residuo de la agricultura y a la vez se obtienen
beneficios ambientales y socioeconémicos.

En general, los extractos a temperatura ambiente presentaron mayor contenido de
fenoles y actividad antioxidante comparado con los que tuvieron tratamiento térmico, lo
que sugiere que presentan componentes que son sensibles a la temperatura. Asi como
presentaron mejores resultados los extractos de cuerpo fructifero seco, comparado con
cuerpo fructifero fresco y micelio.

El extracto que presentd mayor contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante,
fue la combinacién de cascara de cachuate y cedro, lo que se puede deber a que los
sustratos presentan alto contenido de compuestos fendélicos y pueden incrementar el
contenido en los cuerpos fructiferos crecidos en dichos sustratos.

Por ultimo, los resultados muestran que no existié una correlacion entre la cantidad de
polifenoles y porcentaje de actividad antioxidante, por lo que la actividad antioxidante no
solo estd dada por polifenoles, si no puede deberse también a la presencia de diferentes
moléculas o sustancias no determinadas en este trabajo pero que tienen actividad
antioxidante. Por lo que, P. djamor es una gran alternativa para ser utilizado como
suplemento de antioxidante natural y alimento funcional.
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