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RESUMEN

Introduccién: Los hongos comestibles han sido utilizados desde tiempos
inmemoriales por sus propiedades nutricionales y farmacoldgicas.

Objetivo: Con el objetivo de desarrollar en Cuba nuevas formulaciones de valor
terapéutico a partir de Pleurotus, han sido investigados los efectos
inmunomoduladores de tres preparaciones de cuerpos fructiferos.

Métodos: En la investigacion se pudo determinar el contenido de fenoles totales en 5
extractos de cuerpos fructiferos de setas comestibles tipo Pleurotus sp. obtenidos con
solventes de diferente polaridad: n-hexano, acetato de etilo, acetona, etanol y agua.
La determinacion del contenido de polifenoles se realizé con el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Los datos relacionados con el contenido de sélidos totales en los extractos
fueron procesados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple.
Resultados: La concentracion de solidos totales resultd superior en los extractos
acuoso y etandlico, con valores tres y cinco veces mayores con respecto a los
alcanzados con solventes menos polares (p< 0,05). En los cinco extractos se
detectaron compuestos fenodlicos; sin embargo, los niveles mas elevados se
encontraron en aquellos obtenidos con los solventes mas polares (agua y etanol) con
valores de 138,4 y 86,37 mg/100 g, base seca, respectivamente (p< 0,05). Se
constatd la existencia de una correlacion positiva entre el contenido de fenoles y la
constante dieléctrica de los solventes (r= 0,92).
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Conclusiones: Los resultados sugieren la evaluacién de la actividad antioxidante de
las fracciones polares de cuerpos fructiferos de Pleurotus en modelos in vitro e in
Vivo.

Palabras clave: fenoles totales, extractos, Pleurotus sp.

ABSTRACT

Background: Edible mushrooms have been used since the immemorial because of
their nutritional and pharmacological properties.

Objective: Immunomodulating effects of three preparations of fruit bodies have been
investigated with the aim of developing new formulations of therapeutic value from
Pleurotus in Cuba.

Methods: In this research, the content of total phenols was determined in five
extracts of fruit bodies of Pleurotus sp. mushrooms, obtained with solvents of
different polarity: n-hexan, ethyl acetate, acetone, ethanol and water. The content of
polyphenols was determined using the Folin-Ciocalteu reagent. The data related to the
content of total solids in the extracts were processed by a simple analysis of variance
(ANOVA).

Results: The concentration of total solids was higher in the aqueous and ethanolic
extracts, with three and five times higher values than the ones obtained with less
polar solvents (p<0.05). Phenolic compounds were detected in the five extracts;
however, the highest levels were found in those obtained with the most polar solvents
(water and ethanol) with values of 138.4 and 86.37 mg/100 g, dry base, respectively
(p< 0.05). A positive correlation between the phenol contents and the solvent
dielectric constant was observed (r= 0.92).

Conclusions: The results suggest the evaluation of the antioxidant activity of the
polar fractions of fruit bodies of Pleurotus both in "in vitro" and "in vivo" models.

Key words: total phenols, extracts, Pleurotus sp.

INTRODUCCION

Los hongos comestibles han sido utilizados desde tiempos inmemoriales por sus
propiedades nutricionales y farmacoldgicas. No obstante, las investigaciones en este
campo se han enfocado fundamentalmente al estudio de su valor dietético y, en
consecuencia, existe poca informacion relacionada con su actividad antioxidante y su
posible uso en la terapia de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. En
este sentido, se puede corroborar cdmo los hongos superiores representan una fuente
natural de potentes metabolitos bioactivos antioxidantes.? Al igual que en el reino
vegetal, también en los hongos han comenzado a ser identificados metabolitos
fendlicos que exhiben ventajas antioxidantes. Pleurotus es un género de hongos
superiores, perteneciente a la clase Basidiomycetes, ampliamente distribuido a nivel
mundial e incluye especies comestibles de alto valor econémico en muchos paises;3*
resulta particularmente interesante desde el punto de vista nutricional por la
presencia de vitaminas, minerales, fibra dietética, beta-glucanos y compuestos con
actividad antioxidante.®> Con el objetivo de desarrollar en Cuba nuevas formulaciones
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de valor terapéutico a partir de Pleurotus, han sido investigados los efectos
inmunomoduladores de tres preparaciones de cuerpos fructiferos.® Sin embargo, poco
se conoce acerca de la influencia de la polaridad del solvente en el contenido de
fenoles con efecto antioxidante en extractos de cuerpos fructiferos de Pleurotus.
Tomando en consideracion estos antecedentes, este trabajo se enfocd en la
concentracion de fenoles totales en cinco extractos de cuerpos fructiferos de Pleurotus
obtenidos con solventes de diferente polaridad: n-hexano, acetato de etilo, acetona,
etanol y agua. Ello permitira seleccionar las fracciones mas representativas para la
futura evaluacién de la actividad antioxidante en modelos in vitro e in vivo.

METODOS

Microorganismo utilizado

Se utilizé la cepa de Pleurotus sp. (CCEBI-3024), depositada en la Coleccion de
Cultivos del CEBI. Los cuerpos fructiferos fueron obtenidos por fermentacion en
estado sdlido utilizando como sustrato pulpa de café, bajo las condiciones de cultivo
adecuadas referidas por Bermudez y otros.’

Obtencidén de los extractos a partir de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

Una vez colectados, los cuerpos fructiferos se fragmentaron en trozos pequefios que
fueron secados en estufa 24 h a 45 °C y a continuacion, se sometieron a un proceso
de molinado para lograr el tamafo de particula deseado. Se utilizaron 5 muestras del
preparado seco y pulverizado de cuerpos fructiferos de 25 g cada una y 5 solventes
de diferente polaridad: n-hexano, acetato de etilo, acetona, etanol y agua. Para la
obtencidn de los extractos se adicion6 a cada muestra 50 mL del solvente y se
procedié a la agitacion durante 15 min en agitador magnético. Los extractos fueron
tratados 10 min a 25°C en una camara ultrasénica celular con agitacion moderada
(modelo Scientz-11D, Ning Bo Scientz Biotechnology. Co. LTD). Posteriormente, se
centrifugaron durante 10 min a 6 000 rpm en centrifuga refrigerada (Heal Force). Se
ajusto el volumen de los extractos a 25 mL con cada solvente y estos fueron
conservados a 4 °C hasta el momento de su utilizacion. En paralelo, se determin¢ el
contenido de sélidos totales en los diferentes extractos.®

Cuantificacion de fenoles totales

La determinacion del contenido de polifenoles se realizé con el reactivo de Folin-
Ciocalteu.’ A 250 uL de los extractos obtenidos con cada solvente, se afiadié 250 pL
del reactivo de Folin-Ciocalteu al 10 %, con un tiempo de reaccién de 2 min a
temperatura ambiente. Luego, se adiciond 250 uL de la solucién saturada de Na,COs3
y después de 1 h de reposo en cuarto oscuro, se determiné la absorbancia a 750 nm
en un espectrofotdmetro UV-VIS (Ray Leigh, vis-723 G). Se comparé con una curva
de calibracién realizada con &cido tanico (y= 0,027x; R?= 0,985) (Fig. 1). Los
resultados fueron expresados como mg en equivalentes de acido tanico por 100 mg
de los extractos, base seca.
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Fig. 1. Curva de calibracion referida al acido tanico empleada
en la determinacion del contenido fendlico de los diferentes
extractos de Pleurotus sp.

Analisis estadistico

Los datos relacionados con el contenido de sdélidos totales en los extractos, fueron
procesados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacidon simple por
rangos de Kruskal-Wallis, acoplado a la prueba de Student-Newman-Keuls no
paramétrica, para la comparacion de las medianas. Por su parte, los datos de
concentracion de fenoles se analizaron mediante un ANOVA paramétrico, asociado a
la prueba de Tukey para la comparacion de las medias a posteriori. En todos los casos
se asumid como nivel de significacion p< 0,05. Para la confeccion de la curva de
calibracién de acido tanico, se realizd un analisis de regresidn lineal simple. Se
desarroll6 ademas, un analisis de correlacion entre los datos de concentracién de
fenoles en los distintos extractos y las constantes dieléctricas de los solventes. Se
utilizé el software profesional Statgraphics Plus versién 5.1 (Statistical Graphics
Corporation, 1994-2001).

RESULTADOS

Contenido de sdlidos totales. El contenido de sélidos totales en los extractos,
obtenidos a partir de la biomasa seca y pulverizada de cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp. con solventes de diferente polaridad, se muestra en la figura 2. La
concentracion de solidos totales se comporto en el siguiente orden: agua > etanol >
acetona > n-hexano > acetato de etilo. En particular, se destaca el extracto acuoso
con una concentracion del 15 % (base seca).
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Cuantificacion de fenoles. El orden obtenido en la concentracion de polifenoles en
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Fig. 2. Contenido de sdlidos totales en extractos obtenidos con
solventes de diferente polaridad a partir de la biomasa seca vy
pulverizada de cuerpos fructiferos de Plewrotus sp. Letras dis-
tintas indican diferencias estadisticamente significativas
{Kruskal-¥allis, Student-Newman-kKeuls, p< 0,05},

extractos de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. con solventes de diferente polaridad

fue: agua > etanol > acetona > acetato de etilo > n-hexano. Las muestras se
expresan en mg equivalentes de acido tanico en 100 g de biomasa seca. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA-Tukey, p< 0,05)

(Fig. 3).

Se encontrd una correlacion positiva entre la concentracién de fenoles y la constante
dieléctrica de los solventes empleados (R= 0,92, P< 0,05) (tabla y Fig. 4).
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Fig. 3. Concentracidn de compuestos fendlicos totales en
extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad a
partir de |a biomasa seca y pulverizada de cuerpos fructiferos de
Plavrotus sp.
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Tabla. Yalores de fencoles totales {mg/100 g, base seca) en funcidn de la constante
dieléctrica de los solventes empleados en la extraccion

Solvente Constante Fenoles totales
dielectrica (e} (mg/100}

Agua 20,1 128, 4

Etanaol 24,5 86,37

Acetona 20,7 13,92

Acetato de etilo &,02 18,44

Hexano 1,89 3,2
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Fig. 4. Correlacion existente entre el contenido de fenoles
totales en los extractos obtenidos a partir de |a biomasa seca y
pulverizada de cuerpos fructiferos de Pewrotus sp. v la cons-
tante dieléctrica de los solventes empleados,

DISCUSION

Los antioxidantes representan la principal defensa del organismo contra la toxicidad
mediada por las especies reactivas de oxigeno.'° En este sentido, los hongos
comestibles, han sido descritos como una fuente de biomoléculas antioxidantes como
las vitaminas A, C y el B-caroteno; contienen ademas, numerosos compuestos
fendlicos, potentes secuestradores de radicales peroxilo.!! Por ejemplo, Mau y otros'?
refirieron una elevada actividad antioxidante en Ganoderma lucidum y demostraron
gue los fenoles constituian los componentes mayoritarios con esta accion
farmacoldgica.

Las propiedades quimicas moleculares de un solvente son importantes no solo para
incrementar la selectividad de los componentes extraidos a partir de setas, sino
también para mejorar el rendimiento de la extraccion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo con relacién a la concentracién de
solidos totales en los extractos, se comportaron de manera similar a los referidos por
Brujin y otros.® Estos autores informaron el siguiente orden en cuanto al contenido de
sdlidos totales en extractos de cuerpos fructiferos de Grifola gargal con solventes de
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diferente polaridad: etanol > agua > acetona > n-hexano > acetato de etilo. Aunque
en un sentido estricto las mayores concentraciones de sélidos la obtuvieron con
etanol, éstas no fueron estadisticamente diferentes respecto a las del extracto
acuoso.

Para la determinacidon del contenido fenélico se utilizd una curva de calibracién
referida a acido tanico. Ello obedece a que segun Ferreira y otros.3, los acidos
fendlicos se consideran los polifenoles mayoritarios presentes en los hongos. Entre los
principales compuestos fendlicos detectados en extractos acuosos de diferentes
hongos comestibles silvestres de la India, figuran los acidos galico, tanico,
protocatéquico y el gentisico.*

Llauradd y otros'® informaron entre los metabolitos secundarios de mayor relevancia
farmacoldgica presentes en extractos acuosos y etandlicos de cuerpos fructiferos de
Pleurotus sp. CCEBI-3024 a los fenoles y flavonoides. A pesar de que el tamizaje
fitoquimico ofrece informacién cualitativa, permite identificar las clases de sustancias
mayoritarias presentes en los extractos, lo que representa un antecedente para la
realizacion de estudios fitoquimicos mas profundos.

Se ha descrito la existencia de una correlacion positiva entre la actividad antioxidante
de extractos de hongos comestibles-medicinales, con el contenido de compuestos
fendlicos. Lim y otros!® refirieron una elevada correlacién entre la actividad
secuestradora de radicales libres, la inhibicién de la produccién de 6xido nitrico por
células inflamatorias y el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en
extractos de Tricholoma matsutake.

Los niveles de extraccion de polifenoles en extractos de Pleurotus sp. en solventes de
diferente polaridad obtenidos en nuestro trabajo, fueron similares a los referidos por
Brujin y otros®, quienes informaron para la extracciéon de polifenoles y flavonoides a
partir de cuerpos fructiferos de Grifola gargal, el siguiente orden de solventes: agua >
etanol > acetona > acetato de etilo > n-hexano. La extraccion acuosa de estos
metabolitos, reviste particular importancia para aplicaciones en el disefio de alimentos
funcionales, suplementos dietéticos y formulaciones farmacéuticas.

El agua y el etanol son solventes polares en los que son solubles diferentes solutos
polares e idnicos, como proteinas, carbohidratos y sales minerales . Por otra parte,
solventes no polares como el n-hexano solo disuelven compuestos apolares, como los
lipidos. Los solventes dipolares como la acetona y el acetato de etilo, en cambio,
tienen una polaridad relativamente intermedia y solubilizan a solutos con una
polaridad relativa similar. En el trabajo se observd una correlacion positiva entre la
concentracion de fenoles en los extractos y la constante dieléctrica de los solventes
empleados (R= 0,92, P< 0,05), lo que evidencia una asociacion relativamente fuerte
entre ambas variables.

De forma general, los extractos de Pleurotus en el estado de fructificacion,
constituyen candidatos potenciales para la obtenciéon de compuestos de interés para
la salud humana, como los polifenoles. De este modo, podrian encontrar futuras
aplicaciones en las industrias alimentaria y médico-farmacéutica, en el disefio de
productos Utiles en el manejo de las enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

La extraccion de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp. con solventes de diferente
polaridad posibilitd la obtencion de preparaciones que difieren en el contenido de
solidos totales y compuestos fendlicos; los extractos obtenidos con agua y etanol
presentaron valores significativamente superiores en estos parametros con respecto a
los obtenidos con solventes de menor polaridad. Los resultados sugieren la evaluacion
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de la actividad antioxidante de las fracciones polares de cuerpos fructiferos de
Pleurotus en modelos in vitro e in vivo.
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