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RESUMEN

La presente investigacion permitié desarrollar el conocimiento
cientifico del hongo comestible (Auricularia auricula) que crece en la Amazonia
Peruana a través de su caracterizacion quimica y fitoquimica. Se evalud la
capacidad antioxidante de los extractos metandlicos. El andlisis fitoquimico fue
determinado por los métodos descritos por LOCK DE UGAZ (1988); la
cuantificacion de polifenoles por el método descrito por SYMONOWICZ et al.
(2012) y SULTANA et al. (2012); la cuantificacion de antocianinas por el
método descrito por POO (2005); la capacidad antioxidante frente a los
radicales DPPH y ABTS°" por los métodos descritos por SCHERER y GODOY
(2009) y PELLIGRINI et al. (1999). El analisis estadistico empled el disefio
completo al azar y la prueba de Tukey (p<0,05), se utilizo el software InfoStat
version 2016. El hongo comestible en los estados tierno y maduro presento
81,62+0,421% y 91,43+2,102% de humedad; 6,78+0,206% y 8,92+0,025% de
proteina, respectivamente. Se encontré cantidades regulares de fenoles vy
glicésidos en los estados tierno y maduro y poca cantidad de compuestos de
alcaloides. Los dos estados de crecimiento (tierno y maduro) presentaron
cantidades de polifenoles de 7,725+0,56 y 4,771+0,93 (mg EAG/g muestra),
antocianinas, 6,030+0,320 y 34,966+10,710 (mg cianidina-3-glucosido/100 g)
respectivamente. La capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH y
ABTS™, reportd ICso 1,016+0,012 y 1,300+0,012; ICs 0,561+0,053 vy

0,580+0,002 (mg/mL), para el hongo tierno y maduro respectivamente.



l. INTRODUCCION

El presente trabajo es un aporte al conocimiento cientifico de las
caracteristicas quimicas, fitoquimicas, polifenoles totales, antocianinas
capacidad antioxidante del hongo comestible (Auricularia auricula) de dos
estados de crecimiento en estado maduro y en estado tierno; hongo que crece

en la Amazonia peruana.

Las posibilidades de fomentar el uso y consumo de los productos
naturales va a depender en gran medida del conocimiento que se disponga
sobre sus principales componentes quimicos, caracteristicas fisicas,
nutricionales y funcionales. ElI poder de los hongos comestibles
tradicionalmente utilizadas por su capacidad funcional, se ha asociado
frecuentemente con su capacidad antioxidante con una actividad protectora en

contra de la generacion de radicales libres.

Los hongos ofrecen multiples utilidades en la industria de alimentos
como también en la medicina. Su accion preventiva o curativa se debe a
sustancias quimicas que provocan un efecto fisiolégico en el organismo. Estas
sustancias se conocen como principios activos y, generalmente son productos
del metabolismo secundario de los hongos. Los principios activos tienen
propiedades medicinales o preventivas, o funcionan incrementando el

bienestar.
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La importancia de la presente investigacion radica en brindar un
nuevo conocimiento acerca de Auricularia auricula, a la que se atribuyen
tradicionalmente propiedades medicinales que aun no han sido estudiadas; por

tal motivo los objetivos establecidos para la investigacion fueron:

e Caracterizar Fisicoquimicamente a Auricularia auricula.

e Caracterizar fitoquimicamente a Auricularia auricula.

e Cuantificar el contenido de polifenoles totales en Auricularia auricula.
e Cuantificar el contenido de antocianinas en Auricularia auricula.

e Determinar la capacidad antioxidante de Auricularia auricula.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales de Auricularia auricula.
2.1.1. Distribucién y ecologia.

Yan et al. (2004); Schenck y Dudley (1999) citado por REYES
(2006) La distribucién del genero Auricularia es amplia, concentrandose en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. Sin embargo la mayor variedad de
especies de este género se pueden encontrar en China y sud-este de Asia, que

a su vez son los principales consumidores y productores a nivel mundial.

Auricularia auricula estd formado por hongos que desarrollan
fructificaciones gelatinosas, con hifas de hialinas. Los basidios maduros
presentan septos transversales, con o sin esterigmas, y producen esporas de
hialinas a parduscas, con la pared mas o0 menos gruesa, lisa y no amiloide. En
este orden se incluyen una familia (Auriculariaceae), 32 géneros y 198

especies (VILLAMIZAR A.y CAYCEDO J. 2013).

Con respecto a su rol ecologico A. auricula vive como saprofita
sobre ramas caidas y puede aparecer formando grupos durante todo el afio
después de las lluvias. En forma silvestre también crece sobre troncos de

arboles de mango (Mangefera indica L.), Cacao (Theobroma cacao Linn.),
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cafeto (Coffeaarabica L.), Inga spp, entre otros, (Quimio, 1989 citado por

ARDON C., 2007).

2.1.2. Clasificacion taxonémica

Reino : Fungi

Nombre cientifico: Auricularia auricula

Division : Basidiomycota
Clase : Agaricomycetes
Orden . Auriculariales
Familia . Auriculariaceae
Género . Auricularia

Fuente: MICORODA (2012)

2.1.3. Descripcion botanicay composicion quimica

Hongos de consistencia gelatinoso-elastica, con el himenio en las
partes inferiores o concavas. Carpoéforo: de 3 a 8 cm, al principio con forma de
copa, después de oreja mas o menos regular y al final se transforma en una
masa elastica, gelatinosa muy irregular, ondulada y con pliegues; margen
incurvado ondulado, lobulado en la madurez. Cara externa convexa con la
cuticula mate, pubescente, con arrugas o pliegues, de color pardo rojizo a

pardo olivaceo, al final casi negra (MICORODA, 2012).

Segun Stamets (1993), citado por ARDON C. (2007), la
composicion de A. auricula es: 8-10% de proteina en base hiumeda; 0.8-1.2%

de grasa; 84-87% de carbohidratos (base seca); 9-14% de fibra y 4-7% de
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cenizas. El contenido de humedad de las setas frescas es de aproximadamente

90%.

Figura 1. Auricularia auricula, Estado tierno.

Figura 2. Auricularia auricula, Estado maduro.



2.2. Aspectos generales de tamizaje fitoquimico

2.2.1. Definicion

El tamizaje fitoquimico viene analizando y estudiando los efectos
terapéuticos de las plantas y también en hongos; con la finalidad de precisar,
comparar y clasificar las diversas propiedades de estas. El analisis fitoquimico
tiene como objetivo conocer los principios activos o metabolitos secundarios
responsables de cortar, aliviar o curar las enfermedades (LOCK DE UGAZ,
1988).

Las setas comestibles son conocidas por su alto valor proteico, su
considerable concentracion de vitaminas, minerales, fibra dietaria, bajos niveles
de sodio y grasas insaturadas. Esto las convierte en un excelente nutraceutico
ya que sus propiedades medicinales estan directamente relacionadas con los
compuestos que presentan acciones bilégicas con potencial terapéutico.
Dichos compuestos se pueden aislar tanto del micelio como del carpoforo y del
medio de cultivo agotado. Dentro de estos se encuentran $-glucanos, enzimas,
policetidos, acidos grasos, polifenoles, flavonoides y terpenoides, entre otros

(SUAREZ y NIETO, 2011).

2.2.2. Estructuras de metabolitos secundarios
Los constituyentes quimicos se agrupan segun su origen
biosintetico comun, y asi podemos mencionar a los terpenos y esteroides,
flavonoides, cremenos y benzofuranos, cumarinas, quinonas, alcaloides entre

otras.
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Terpenos: Corresponden a moléculas formadas por unidades de

isopreno, unidas cabeza a cola. Se clasifican como hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos, triterpenos y

tetraterpenos.

Los triterpenoides tetraciclicos tienen una gran relevancia en los
macromicetos y, dentro de ellos, los esteroles son los metabolitos mas
abundantes. El ergosterol (Fig. 3) es el principal componente triterpenoidal de
los hongos. Los metabolitos secundarios de esta clase presentan interesantes
propiedades de tipo farmacoldgico; entre ellas, la anticancerigena y la
antimicrobiana, antibiética, antiiflamatoria, antifngica, antitumoral e insecticida

entre otras (SUAREZ y NIETO, 2011).

I(,,.‘_'/W

HO

Figura 3. Estructura del ergosterol

2.3. Cromatografia en capa fina

JORRIN et al. (2007) manifiesta que en la cromatografia en capa
fina, CCF o TLC (“thin-layer chromatography, en la terminologia inglesa) se

puede utilizar como soporte cualquier sustancia que pueda dividirse en
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particulas finas y distribuirse uniformemente en forma de laminas. Los
elementos del sistema cromatografico son: soporte, fase estacionaria
(disolvente A), y fase movil o eluyente (disolvente B). Esto incluye sustancias
inorganicas (gel de silice, 6xido de aluminio, tierra de diatomeas, silicato de
magnesio, etc) y organicas (celulosa, poliamida, polietileno, etc). La utilizacion
de soportes hidréfobos facilita la separacion de compuestos no polares (lipidos,
por ejemplo). En la CCF, la fase estacionaria es una lamina de 0,25-0,50 mm
de espesor, extendida de forma uniforme sobre la superficie de una placa de

vidrio o plastico. La placa ha de dejarse secar antes de su utilizacion.

Para el desarrollo de la cromatografia, las muestras, en un
disolvente adecuado, se aplican puntualmente con la ayuda de jeringas,
micropipetas o capilares en un extremo de la placa. El volumen de la muestra a
aplicar es critico, ya que va a afectar a la resolucion (separacion de los
compuestos de una mezcla compleja), y depende de la concentracion del
compuesto o compuestos de interés en la muestra. Una vez aplicada y seca la
muestra, la placa se introduce en un recipiente cerrado (tanque cromatografico)
y uno de los extremos (el mas proximo a la linea de aplicacion) se sumerge en
un disolvente apropiado (fase movil), cuyo nivel en el fondo del tanque debe
quedar por debajo de la linea de aplicacion. El solvente se desplaza a través
del soporte por capilaridad provocando un reparto de los solutos entre él y la
fase estacionaria de acuerdo a sus solubilidades relativas (coeficiente de
reparto). Una vez que el solvente haya alcanzado un punto proximo al otro

extremo de la placa, ésta se saca del tanque y se seca. Las manchas
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correspondientes a cada compuesto, si no son visibles, se pueden revelar

mediante técnicas analiticas concretas (JORRIN et al. 2007).

La CCF presenta una seria de ventajas respecto a cromatografias

alternativas, como es la de papel, tales como las siguientes:

- Una mayor resolucién, obteniéndose por lo general manchas

mas pequefas.
- Una mayor velocidad de separacion.

- Puede utilizarse un gran numero de materiales como soportes y

disolventes.

- Los compuestos pueden ser detectados con facilidad y su

recuperacion es muy simple.

2.4. Aspectos generales de Polifenoles

2.4.1. Descripcion
Los polifenoles son uno de los grupos de metabolitos secundarios
mAas numerosos, con mas de 8000 estructuras quimicas reportadas hasta el
momento (GIL, 2012), que se caracterizan por la presencia de anillos
aromaticos hidroxilados, estos se derivan de la L-fenilalanina (PETTI, 2009),

por la ruta del acido shikimico (Figura 4).
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Figura 4. Ruta biosintetica de los compuestos polifenolicos (MABRY, et al.

1970).

Entre los compuestos polifendlicos se encuentran fenoles simples, acidos
fendlicos (derivados de los acidos cinamico y benzoico), flavonoides,

cumarinas, taninos condensados e hidrolizables y lignanos (NACZK, 2004).
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Los compuestos fendlicos exhiben un amplio rango de propiedades
fisiologicas, tales como antialérgico, antiinflamatorio, antimicrobiano,
antioxidante, antitrombotico, proteccion cardiovascular y efectos vasodilatador,

esto es atribuido a su actividad antioxidante (BALASUNDRAM et al., 2005).

2.4.2. Clasificacion de polifenoles

Las principales clases de polifenoles son los acidos fenélicos y los
flavonoides. De los primeros. Los mas importantes son los &cidos
hidroxicinamicos, los cuales estan distribuidos en casi todas las plantas
(FERGUSON, 2001). Siendo el mas representativo de estos el &cido cafeico
(Figura 5), el cual se encuentra en los alimentos, principalmente como un éster
con el acido quinico, el cual es conocido como &cido clorogénico (Figura 5)

(TAPIERO, et al. 2002).

OH
COOH
= o
— O COOH
= T
OH
HO
OH
H H
Acido Cafeico Acido Clorogenico

Figura 5. Estructura acidos hidroxicinamicos (TAPIERO, et al. 2002).
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Los flavonoides corresponden a un grupo de sustancias naturales
con estructuras fendlicas variables. Su estructura quimica pertenece a la de los

derivados de 1,3-difenilpropan-1-ona (chalconas), siendo uno de los grupos
mas conocidos los que contienen el sistema fenilcromona (venzo-y-pirona)

(ARCT, et al. 2008). Su esqueleto fundamental corresponde a los compuestos

de tipo C6-C3-C6. (Figura 6)

Figura 6. Nucleo basico de un flavonoide.

Los flavonoides generalmente estan hidroxilados en las posiciones
3,5,7,3,4 ylo5"; y frecuentemente uno o mas de estos grupos hidroxilados

estan metilados, acetilados, fenilados o sulfatados.

La importancia que revisten estos compuestos se debe a que
ademas de ser los metabolitos secundarios mas ampliamente distribuidos en
plantas, ya que alrededor de 5000 han sido extraidos e identificados. (ARCT, et
al. 2008), muchos de estos compuestos intervienen en el sistema de defensa
de las mismas, ya que protegen de la absorcion radiacion ultravioleta e inhiben
el crecimiento de microorganismos, lo cual las protege de infecciones. También
existen algunos que producen sabores desagradables evitando asi el ataque

de animales herbivoros.
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De acuerdo a lo anterior se da la importante actividad antioxidante

que presentan, la cual es debida a varios mecanismos como son el
atrapamiento de las especies reactivas de oxigeno, inhibicion de las enzimas
responsables de producir aniones superoxido, quelatacion de los metales de
transicion involucrados en los procesos de formacion de radicales libres y la
prevencion de los procesos de peroxidacion por reduccion de radicales peroxilo
y alcoxilo. (PYRZYNSKA et al. 2009). Esto se debe a que los grupos fendlicos
poseen un alto potencial de reduccién y pueden formar aniones radicales
estabilizados por resonancia siendo tres grupos estructurales los que
incrementan dicha estabilidad y por ende su capacidad antioxidante: el grupo o-
dihidroxi (catecol) en el anillo B, el doble enlace en C2-C3 en conjugacioén con
el grupo 4-ceto, el cuales el reponsable de la deslocalizacién electrénica en el
anillo B y la presencia de hidroxilos en C-3 y C-5, los cuales aumentan la

accion de atrapamiento de radicales libres. (MAKRIS, et al. 2006).

2.4.3. Los compuestos fendlicos en los hongos.

Los hongos comestibles han sido utilizados desde tiempos
inmemoriales por sus propiedades nutricionales y farmacoldgicas. En este
sentido, se puede corroborar como los hongos superiores representan una
fuente natural de potentes metabolitos bioactivos antioxidantes. Entre los
compuestos bioactivos se encuentran polisacaridos, proteinas, compuestos
fendlicos (flavonoides, lignanos y acidos fendlicos), ligninas, triterpenos, etc.
Estos compuestos son los responsables de las propiedades medicinales que

tienen los hongos como la capacidad antioxidante, propiedad
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inmunomoduladora, anticancerigena, antiglicémica y hepatoprotectora, entre

otras (RONCERO, 2015).

OH

Figura 7. Forma simple de un fenol.

2.5. Aspectos generales de las Antocianinas
2.5.1. Definicion

Las antocianinas tiene significado del griego anthos flor y kyanos
azul, son el grupo mas importante de pigmentos solubles al agua visibles para
el ojo humano, forman parte de la familia de los polifenoles y se definen como
flavonoides fendlicos. Los colores rosa, rojo, azul, malva y violeta de las flores
frutas y verduras se deben a la presencia de estos pigmentos, se hallan en las
células epidermales o subepidermales de la planta, principalmente en flores y

frutos (CUEVAS et al., 2008).

Actualmente se conocen aproximadamente 20, las mas
importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y
malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se aislaron por
primera vez; la combinacion de estas con los diferentes azucares genera
aproximadamente 150 antocianinas. El color de las antocianinas depende de

varios factores intrinsecos, como son los sustituyentes quimicos que contenga
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y la posicion de los mismos en el grupo flavilio; por ejemplo si se aumentan los
hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color azul mientras que la

introduccién de metoxilos provoca la formacién del color rojo. (BADUI, 2006).

2.5.2. Estructura de las antocianinas y color

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes
a la familia de los flavonoides, compuestos por dos anillos aromaticos Ay B
unidos por una cadena de 3 C (Figura 8). Variaciones estructurales del anillo B
resultan en seis antocianidinas conocidas: pelargonidina, cianidina, delfinidina,

peonidina, petunidina, malvidina.

Su estructura quimica se conforma de un esqueleto que contiene
quince carbonos (C6-C6-C3), ordenados en dos anillos aromaticos (anillo A
benzoil y anillo B hidroxicinamoil) unidos por un tercer anillo que consta de tres

carbonos y un oxigeno (C30). (MENDOZA, 2012).

En las plantas las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en
su forma glucosilada; esto es, unidas a algun azlcar y en cuyo caso se
denominan antocianinas. El azlcar presente en la molécula les confiere una
gran solubilidad y estabilidad, generalmente se une a la antocianidina en la
posicion 3 del grupo fendlico, pero puede también hacerlo en las posiciones 5y
7. Con base en el niumero de azucares presentes en su estructura, las
antocianinas se clasifican en: monoglucosidos (un azucar), diglucosidos (dos
azucares) y triglucosidos (tres azucares). Los tipos de azucares presentes

pueden ser: monosacaridos, disacaridos o trisacaridos.
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Figura 8. Estructura de la antocianina

Cuadro 1. Partes sustituyentes de las antocianinas.

Sustitucién Longitud max. (nm)
Aglicona
rl r2 espectro visible

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Fuente: GARSON (2008)
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Figura 9. Ruta general de biosintesis de las antocianinas.
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2.5.3. Factores que alteran la estabilidad de la antocianina

pH: Este es uno de los factores mas importantes. Las antocianinas
son mas estables en un medio acido (pH 1) que en un medio neutro o alcalino.
En medio acido la forma predominante es la del ion flavilio, el cual da el color
rojo, cuando esta es sometida a pH basico o alcalino, el ion flavilio es
susceptible al ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose la
psedobase carbinol, esto es a pH 4.5 y seguido se forma la chalcona, las dos

formas son incoloras (HUTCHINGS, 1999).

Oxigeno: la presencia de oxigeno y acido ascérbico contribuye a la
degradacion de antocianinas. La pérdida de antocianinas ante la presencia de
oxigeno depende del pH vy se relaciona a la concentracién presente de la
pseudo-base. La retenciébn de color es mejorada cuando el oxigeno es
removido por calentamiento, puede ser por vacio o por flujo de nitrégeno
(KALLIO et al., 2009). La presencia de oxigeno acelera la destruccion de
pelargonina-3-glucosido en ambas soluciones de buffer de pH 2-4. (LUKTON et

al 1956).

Temperatura: la antocianina es destruida por el calor durante el
procesamiento y almacenamiento (MARKAKIS, 1982). Un incremento
logaritmico en la destruccion de la antocianina ocurre con un incremento en la
temperatura. TIMBERLAKE (1980) observo que el equilibrio entre las
estructuras es endotérmico, en una direccion de izquierda a derecha: Base

quinoidal < Cation flavilio «— Pseudobase carbinol «» Chalcona.
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Figura 10. Estructura de la antocianina a diferentes pH’s.

2.6. Generalidades de antioxidante y radicales libres
2.6.1. Definicion

RAMOS et al. (2008) menciona que un antioxidante es una
molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. Se
produce una oxidacion, siempre que una especie cede electrones a otra, la

especie que gana electrones se reduce, y la que pierde se oxida. En estas
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reacciones de oxidacion, a veces se pueden producir radicales libres, especies

muy oxidativas y que pueden producir dafios al organismo.

2.6.2. Tipo de antioxidantes
Antioxidantes endbgenos

GONZALES-TORRES et al, (2000) menciona que los
antioxidantes enddgenos o0 antioxidantes enzimaticos actian a nivel
intracelular, son sintetizados como la superdéxido dismutasa (mitocondrial,
citoplasmatica y extracelular). Existen tres sistemas principales de enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CTL) y glutation

peroxidasa (GPX) (PINEDA, 2005).

Antioxidantes exdgenos

Segun POLYAKOQV et al., (2001), los antioxidantes exdgenos o0 no
enzimaticos, transforman los radicales en menos agresivos. Entre ellos
tenemos: flavonoides, alfa tocoferoles (vitamina E), beta-caroteno, &cido
ascorbico, glutation y uruto. Las plantas producen una gran variedad de
productos secundarios que contienen grupos fenoles, flavonoides, lignina y

taninos condensados (POKORNY et al., 2005).

Los antioxidantes exdgenos son los que se ingieren con la dieta
encontrandose en diversos alimentos como las frutas, verduras y también en

las setas.
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2.6.3. Funcion de los antioxidantes

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno,
al reaccionar interactian mas rapido con los radicales libres del oxigeno que
con el resto de moléculas presentes, la accién del antioxidante es de sacrificio
de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas de
proteinas, hidratos de carbono, lipidos, acidos nucleicos y moléculas de bajo
peso molecular. Su accién la realizan tanto en medios hidrofilicos como

hidréfobos (MENDOZA, 2012).

Dentro de la composicion quimica de los hongos, los antioxidantes
mas destacados son los compuestos fendlicos. En el reino Fungi encontramos
el polifenol ergotioneina (2-mercaptohistidina trimetilbetaina). La ergotioneina
es capaz de atrapar especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno asi como

mediadores inflamatorios (DIAZ, 2015).

0
HN S -0
>Z/NH /I\{H
S

Figura 11. Estructura quimica de la ergotioneina.

Dentro de la composicién quimica de los hongos también destacan

las vitaminas como: tocoferoles, vitamina C y los 3-carotenos (DIAZ, 2015).
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2.6.4. Radicales libres

Un radical libre es una especie quimica (molécula o atomo) capaz
de existir independientemente, el cual contiene uno o0 mas electrones
desapareados (GUIJA et al., 2005; GARCIA et al., 2001;), confiriéendole una
configuracibn espacial que genera una alta inestabilidad, siendo

extraordinariamente reactivo y de vida efimera (RODRIGUEZ et al., 2001).

Cualquier molécula o a&tomo que contiene uno o mas electrones
desapareados es un radical libre; por lo tanto, los radicales libres intentaran
arrancar un electron de otra molécula y en este proceso rompen otras parejas
de electrones para conseguir su propio apareamiento creando asi moléculas
inestables generandose una reaccién en cadena (ANDERSON y PHILLIPS,

2001).

Los mas frecuentes son los derivados del oxigeno y colectivamente
se denominan ROS (siglas de “reactive oxigen species”). La vida media
biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a

moléculas, membranas celulares y tejidos (DIAZ, 2015).

El dafio oxidativo causado por radicales libres se relacionan con el
envejecimiento y otras enfermedades como aterosclerosis, diabetes, cancer y
cirrosis. Entre los ROS mas importantes destacan el radical superoxido (O2z"), el
radical perhidroxilo (HO; ), el peréxido de hidrogeno (H,0-), el radical hidroxilo

(OH") y otros como el oxigeno singlete (*O,) o el ozono (O3) (DIAZ, 2015).
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Los radicales libres pueden generarse también a partir de fuentes

exdgenas, como las radiaciones ionizantes, ultra violeta, la visible o térmica,
algunos productos quimicos carcinégenos (aumento de metales pesados,
xenobidticos, componentes de tabaco, pesticidas), también diversos
medicamentes y drogas antitumorales pueden inducir la liberacion de radicales
libres como el acetaminofén, andriamicina, neomicina, polimixina B, la
kanamicina, la gentamicina y el cloranfenicol, asi como factores organicos y
metabolicos (dieta hipercalérico, dieta insuficiente en antioxidantes, diabetes,
procesos inflamatorios, traumatismo y ejercicios extenuantes) (HALLIWELL et

al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2001).

2.6.5. Método de analisis para capacidad antioxidante

Se pueden utilizar distintos métodos para la estimacién de la
capacidad antioxidante. Los mas importantes consisten en estimar el contenido
en fenoles totales 0 en estimar la capacidad antioxidante que estos tienen. Por
ejemplo, se utilizan métodos como el de Folin-Ciocalteu, el DPPH, ABTS, EL
TBARS, el del blanqueamiento del B-caroteno o el método CUPRAC. Los
resultados se han obtenido de extractos acuosos de las muestras, previamente
desecados y congelados. Estas condiciones pretenden asemejar el tratamiento
culinario que en condiciones normales recibirian las setas, es decir, la coccién

en medios acuosos (DIAZ, 2015).
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Radical 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

(LEBEAU et al., 2000) menciona que este método fue
primeramente sugerido en 1950 para medir la capacidad de donacion de
atomos de hidrogeno de compuestos actuando asi como antioxidantes. El
método se basa en la capacidad del radical coloreado 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo para ser reducido por el supuesto antioxidante (R-H donador de

atomos de hidrogeno) segun indica en la siguiente figura:

| s¥e

N NH

02N N02 + RH —_— DEN N02 + R

Antioxidante

NO7 NO5
DPPH" DPPH-H
(colar pirpura) (colar amarillo)

Figura 12. Reacciéon coloreada del radical DPPH (color purpura) en presencia

de un antioxidante para producir DPPH-H reducido (color amarillo).

La accion de los antioxidantes se visualiza
espectrofotométricamente por la desaparicion del color purpura del radical a
515 nm hasta que la absorbancia permanece constante. La capacidad
antioxidante se cuantifica de diversos modos, o bien determinando el

pardmetro ECsp que se define como la cantidad de antioxidante necesario para
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reducir la concentracion inicial de DPPHe a la mitad o bien como el porcentaje

de DPPH- captado por el antioxidante. (RAMIREZ, 2009)

Radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) (ABTS ™).

Este método se basa en la reduccion de la coloracién verde/azul
producida por la reaccién del radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS™) con el antioxidante presente en la muestra. Con este
método, se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza tanto
hidrofilica como lipofilica. El radical ABTS™ tiene, ademas, la ventaja de que su
espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm, las
longitudes de onda empleadas més frecuentemente son 415y 734 nm (PRIOR

et al., 2005).

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un
antioxidante para captar radicales libres, el radical ABTS™ es uno de los mas
aplicados, al considerarse un método de elevada sensibilidad, practico, rapido y
muy estable; a pesar de esto los valores de actividad antioxidante pueden
depender del tiempo escogido para efectuar la medida. La absorbancia medida
por el método ABTS es determinada a los 1 y 7 minutos. Los resultados
obtenidos por algunos investigadores indican que la reaccion con el radical

ABTS°" no se completa hasta pasado 1 minuto (KUSKOSKI et al., 2005).
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Figura 13. Reaccion de oxidacion-reduccion para la formacion del radical

ABTS°" y de su forma reducida ABTS-H.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realizé en los laboratorios de nutricion de la
facultad de Zootecnia, fitoquimica de la facultad de Recursos Naturales y en el
Centro de Investigaciéon para el Desarrollo Biotecnologico de la Amazonia
(CIDBAM), Centro de Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia
(CIPNA), de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicado en la ciudad
de Tingo Maria, provincia de Leoncio Prado, region Huanuco; a una altitud de
660 m.s.n.m. a 09°17°08” de latitud Sur, a 75°59’52” de latitud Oeste, con clima
tropical himedo y con una humedad relativa media de 84% y una temperatura

media anual de 24°C.

3.2. Material biologico

El material fue recolectado de la zona conocida como cueva de las
pavas a 8 Km., de la localidad de las Palmas, distrito de Mariano Damaso
Beraun, provincia de Leoncio Prado, Region Huanuco, en las coordenadas:
9°36'91.7" de latitud Sur, 75°96'29.7" de longitud Oeste y una altitud de 719 m.

El material biol6gico estudiado fue el Hongo comestible Auricularia auricula en
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sus estados de crecimiento (tierno y maduro); éstas fueron transportadas al

laboratorio para su respectivo estudio.

La identificacion taxondémica fue realizada en el laboratorio de
Hongos de la facultad de Recursos naturales renovables de la universidad

Nacional Agraria de la Selva por el Ing. Ladislao.

3.3. Equipos, materiales y reactivos
3.3.1. Equipos de laboratorios

- Espectrofotobmetro Genesys 6 (Thermo Electrén Corporation) U.

S. A

- Balanza analitica OHAUS Galaxy 160 sensibilidad 0.0001 g

Germany.
- Cocina eléctrica de plataforma Barnstead/Thermolyne U.S.A.
- Refrigeradora Icabeam Door Cooling LG GR-5392QLC.
- Desionizador de agua modelo D 7035 (Barnstead) Germany.

- Homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias

SITM) U. S. A.
- Centrifuga modelo MIKRO R22 (Hettich Zentrifugen) Germany.

- Bafio maria modelo YCW-010E (Associated With Cannic, Inc,

USA).

- Digestor de proteina. Digest Automat K-438 BUCHI labortechnik.

AG.
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Equipo Soxhlet, Gerhardt. Germany.
Bureta automatica.

Horno Mufla LABOR Miszeripari Muvek temperatura regulable

de 250 °C a 900 °C.

Secador cilindrico LABOR Mduszeripari Mivek temperatura

regulable de 40 °C a 250 °C.

Potenciémetro de Inolab. Co, Alemania.

Estufa BARNSTEAD LAB-LINE. Model N°3510-1.
Balanza SARTORIUS Model TE1502S

Lampara UV-CE. Model M02-0955

Materiales de laboratorio

Tubos de plastico con tapa de 15y 20 mL., cubetas de poliestireno

Gene Mate(1cm x 1cm x 4.5cm), tubos de ensayo Pirex USA., microtubos (1.5-

2.0 mL.), vasos de precipitaciéon (1000 mL., 500 mL., 100 mL., 50 mL., 10 mL.),

fiolas (1000 mL., 500 mL., 100 mL., 50 mL., 10 mL.), gradillas, probetas de 10,

100 y 500 mL., termdmetros, Tips de 200 y 1000 uL., micropipetas regulables

de 10 — 100 pL y de 100 — 1000pL., matraces erlenmeyer de 50 y 250 mL.

Kimax USA., campana de desecacion con perlas de silicagel, crisoles de

porcelana, cap. 50 mL. Haldenwanger Berlin, papel filtro Watman N° 42,

espatulas metélicas.
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3.3.3. Reactivos y solventes

Agua destilada desionizada (H20dd), 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH), 90%. Sigma Chemical, 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6acido
sulfénico) (ABTS+), 98%. Sigma Chemical, persulfato de Potasio (K.S,Og) p.a.
Sigma Chemical, Folin-Ciocalteu, Merck. Germany, carbonato de sodio
(Na,CO3) p.a. ISO. Scharlau, acido gélico (C;HeOs) al 98,1% Sigma Aldrich,
Hexano (CgHi4) p.a. Merck. Germany, acido sulfuricos 95-97% p.a. Merck.
Germany, hidroxido de sodio (NaOH) en lentejas p.a. ISO. Merck. Germany,
acido sulfarico (H,S0O,4) 50%, acetona (C3HgO), diclorometano (CH,Cl,), etanol
96° (C,Hg0), tricloruro (FeCls), acido clorhidrico (HCI), metanol 99% (CH3OH),

Silicagel (60-200 Mesh) J.T. Baker.

3.4. Métodos de analisis
3.4.1. Andlisis quimico proximal

e Humedad, método 23.003 AOAC (1997).

e Proteina, método 991.29 AOAC (1997).

e Grasa, método 935, 60 AOAC. (1997).

e Fibra, método 930.20 AOAC (1997).

e Cenizas, método 942.50 de calcinacion directa AOAC (1997).

e Carbohidratos, se determinara por diferencia de los demas
componentes del analisis fisicoquimico (HART y FISHER,

1991).
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3.4.2. Tamizaje fitoquimico: Se determiné por los métodos de estudio

de productos naturales, descrito por LOCK DE UGAZ (1988).

3.4.3. Cuantificacion de polifenoles totales: Se realiz6 por el método
espectrofotométrico desarrollado por Folin Ciocalteu (1927),

reportado (SYMONOWICZ et. al., 2012; SULTANA et. al., 2012).

3.4.4. Cuantificacion de antocianinas: Se realiz6 por el método del pH

diferencial reportado por (POO, 2005).
3.4.5. Evaluacion de la capacidad antioxidante
Inhibicion del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH),

Método de inhibicién del radical DPPH, descrito por Brand-Williams et al.,

(1995), Modificado por SCHERER, R.; GODOY, (2009).

Capacidad de inhibir el catién 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 &cido

sulfonico) (ABTS®") (PELLIGRINI et al., 1999).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1. Caracterizacion quimico proximal

Se realizo el analisis fisicoquimico del hongo comestible, teniendo
en cuenta el estado de crecimiento del hongo. Siguiendo los métodos ya

descritos en el item métodos de analisis (3.4.1).
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3.5.2. Preparacion de la muestra

Recoleccion: Los hongos obtenidos fueron llenados en bolsas de polietileno y

llevados al laboratorio.

Seleccion: Se determind en funcion de su estado de crecimiento del hongo

comestible (tierno y Maduro).

Desecacion: Los hongos se desecaron en estufa a 40°C por un tiempo de 24

horas.

Triturado: Esta operaciéon se realiz6 mediante un mortero y pilén,
obteniéndose particulas muy pequefias. Esto para facilitar el proceso de

extraccion.

Envasado: Las muestras fueron envasadas en bolsas de polietileno con peso

aproximado de 300 g para luego ser selladas.

Almacenado: Todos los tratamientos fueron almacenados a temperatura

ambiente, para su posterior analisis.
Preparacién del extracto

Se preparé un extracto metanolico de hongo comestible a una
concentracion de 100 mg/mL, se peso 2,5 g de muestra, luego se enraso hasta
25 mL con solucion metanolica, se transfiri6 a un frasco de vidrio de color
ambar, se tapé herméticamente y se macero por 24 h, se filtré y se almaceno

en frascos de color ambar a -18°C hasta su posterior analisis.
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Horgo
Recoleccion
Sel|eccién
Des<|acacién 40°C/24 horas
Mo|lienda Mortero y pilén
|
Envasado Bolsas polietileno
Almacenado A Temperatura ambiente
|
Extracto m:::aer;glollo, filtrado y congelado

Figura 11. Flujograma de operaciones para la preparacion del extracto

metanolico.

3.5.3. Caracterizacion fitoquimica del hongo comestible A. auricula.
Ensayo de solubilidad

Se realizd en solventes de polaridad creciente: n-hexano, acetona,

benceno, cloroformo, metanol, etanol y agua destilada.
Preparacion del extracto

Se peso 10 g del hongo triturado de cada estado de crecimiento; se
afladié 100 mL de metanol de grado reactivo analitico (ACS) en frascos color
ambar; se acondiciono a temperatura ambiente en un equipo de agitacion

constante (shaker) por un tiempo de 72 horas, luego se filtré cada tratamiento,
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se llevo a centrifugar, para finalmente obtener el extracto que se almaceno en

frascos ambar a - 15°C hasta su posterior analisis.
Marcha fitoquimica

La deteccidn de constituyentes quimicos del extracto metanolico se
realizé siguiendo la marcha fitoquimica general; ya descritos en el item

métodos de analisis (3.4.2).
Ensayos cromatograficos

En la cromatografia en capa fina, se usé como eluente metanol,
como fase estacionaria se us6 una placa de silicagel soportada sobre vidrio. Se
utilizé una lampara con posibilidad de hacer observaciones a luz fluorescente a

UV/V 254nmy 365nm.

Hongo
10gm.p
l Maceracion metanolica por 3 dias
Solucién metanolica
l Concentrar

Extracto metanolico
|

! ' }

Marcha de solubilidad Marcha fitoquimica Técnicas cromatograficas
Solventes de polaridad Metabolitos Cantidad y tipo de me-
creciente secundarios tabolitos secundarios

Figura 12. Esquema general de la marcha fitoquimica preliminar.
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3.5.4. |Cuantificacion de polifenoles totales en el hongo comestible

Auricularia auricula.
Determinacion de la curva estandar

La curva estandar se realiz6 preparando una solucion stock de 10
mL de &cido galico a una concentracion de 2 mg/mL a partir de ello se hicieron
las concentraciones siguientes: 1; 0,500; 0,250; 0,125; 0.063 mg/mL, cada
dilucion se preparé por triplicado. Se agreg6 a cada tubo 1580 pL de agua
desionizada y 20 pL de muestra control y estandares, para el control se
adiciono 20 puL de agua desionizada; se homogenizo ligeramente luego se
agreg6 100 pL de solucion de fenol Folin Ciocalteu, se incubo por 1 minuto a
temperatura ambiente; se neutralizo la reaccion agregando 300 pL de Na,COs3
al 20% vy finalmente se incubo por 2 horas a temperatura ambiente, para una
completa reaccion, luego se realizé la lectura en espectrofotometro UV/VIS a
700 nm; con los resultados obtenidos se hizo la grafica concentracion vs
absorbancia, se procedi6 a determinar la ecuacion y el coeficiente de

correlacion

Cuantificacion de polifenoles totales

La cuantificacion de polifenoles totales de los tratamientos de
hongos, se realizd partiendo del extracto metanolico 100 mg/mL (filtrado y
centrifugado 10000rpm/10min a 4°C), a partir de ello se realizé la dilucion de
trabajo a 10 mg/mL, con 3 repeticiones por tratamiento, luego se adiciono en

las tubos de ensayo para cada tratamiento 1580 pL de agua desionizada, 20 pL
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de extracto diluido (10 mg/mL), 100 uL de fenol Folin Ciocalteu y finalmente
300 pL de Na,COs3 al 20% y se incubo por 2 horas a temperatura ambiente y
oscuridad, luego se realizd la lectura en espectrofotometro UV/VIS a una
longitud de onda de 700 nm. Las absorbancias obtenidas fueron reemplazadas
en la ecuacidén de la curva estandar y expresadas en equivalente de acido

galico (g EAG/100g muestra) (AMAKURA, 2000).

Los resultados fueron analizados mediante el disefio completo al
azar (DCA en los tratamientos (HT y HM) donde hubo diferencia estadistica se
procedié a determinar la prueba de Tukey p<0,05 para ello se utiliz6 el

programa InfoStat 2016.

Extracto 1 g/10 mL

v
Filtracion

v
Centrifugado 10000 rpm/10 min/4°C
v
Dilucion 1 a/10 mL

v

Reaccioén Reactivo Folin-Ciocalteu

v
r1 r2 r3
v

Lectura 700 nm
v

Cuantificacion de polifenoles totales g EAG/100 g muestra

Figura 16. Disefio experimental para la cuantificacion de polifenoles totales en

el hongo comestible A. auricula.



3.5.5. Cuantificacion de antocianinas en el hongo comestible

Auricularia auricula.
Preparacion de la solucién buffer
Se preparé dos soluciones buffer.

Buffer pH = 1. 125 mL de 0,2 M KCl y 375 mL de 0,2 M HCl y

aforado a 1L con agua desionizada.

Buffer pH =4,5: 200 mL de 1 M CH3COONa, 120 mL de 1 M HCl y

180 mL de H,O desionizaday aforado a 1 L.

Procedimiento de anélisis

Para la cuantificacion de antocianinas se realizé partiendo del
extracto metanolico 100 mg/mL, filtrado y centrifugado 10000 rpm/10 min a
4°C, se trabajé con 3 repeticiones por tratamiento, tal como se muestra en la
Figura 17, en una cubeta de poliestireno se adiciono 200 pL de extracto de
(Auricularia auricula: tierno y maduro) mas 800 pL de buffer para ambos pH (1
y 4,5); y para el control se adiciono 1 mL de buffer para cada pH (1 y 4,5) y se
hizo la lectura en espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de 410 y

700 nm.
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Extracto 1.g/10 mL

v

Filtracion
v

Centrifugado 10000 rpm/10 min/4°C
v
Dilucién (Muestra: buffer)

v

Reaccién Buffer pH 1y 4,5

v
I r, 8
v

Lectura 510 nm

v

Cuantificacion de antocianinas mg cianidina-3-glucosido/g

Figura 17. Disefio experimental para la cuantificacion de antocianinas en el

hongo comestible A. auricula.

Las absorbancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacion y

expresadas en mg cianidina-3-glucosido/g muestra.

C(mg/g) = (Apn=10 — Apni=45) X 482,82(1000/24825)x DF
Doénde: C (mg/g) = mg de cianidina-3-glucosido por g de muestra.
PM = la masa molecular de la cianidina-3-glucosido es 484,82

AbM = |a absorvitidad molar a 510 nm, a pH = 1,0; pH = 4,5 es la correccién de

la formacion de productos de degradacion es 24825 y DF= Factor de dilucién.
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3.5.6. Determinacion de la capacidad antioxidante del hongo

comestible Auricularia auricula.

Determinacion del coeficiente de inhibicién (ICso) del radical 1,1 diphenyl-

2-picryl-hydrazyl (DPPH).

Inhibicién del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), método
descrito por Brand-Williams (et al. (1995), Modificado por SCHERER, R,

GODOY, (2009).

Para la determinacion del coeficiente de inhibicién (ICsq) del radical
DPPH el procedimiento se presenta en la Figura 7. Para ello se prepar6 10 mL
de solucion stock de DPPH a 1mM en metanol al 99 % de pureza, se agitd
hasta la solubilizacion completa del compuesto, la solucion de almacené a 4°C
protegido de la luz. A partir de esta solucion stock se preparé 50 mL de DPPH
a 100 uM en metanol al 99% de pureza. El coeficiente de inhibicion (ICsp) indica
la cantidad de extracto hongo mg/mL, requerido para inhibir el 50% del radical

libre DPPH.
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Extracto (100 mg/mL)

| Filtrado |

A 4
Centrifugado ‘ 10 000 rpm/10 min/4°C

v
‘ Diluciones ‘

| Reaccié‘r: DPPH® |

) 4
r rz 3

v
‘ Lectura ‘ 517nm/10 min

v
\Determinacién (% Inhibicidn, IC50)\

Figura 18. Disefio experimental para la evaluacion de la capacidad antioxidante

del hongo comestible A. auricula.

Las concentraciones del extracto metanolico del hongo comestible
en sus dos estados de crecimiento tierno (100, 300, 500, 700 pg/mL); maduro

(100, 300, 500, 700 pg/mL).

La reaccion se realizd en una cubeta de poliestireno donde se
adicion6 25 pL de la solucién de trabajo y 950 pL de solucion DPPH a 100 uM,
la lectura se realizé en un espectrofotometro de UV/VIS a una longitud de onda
de 517 nm con un tiempo de 10 minutos en intervalos de tiempo cada 30
segundos. Para calcular el porcentaje de inhibicion se utiliz6 la siguiente

ecuacion:
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Abs Control — Abs Muestra
Abs Control

%Ilnhibicion DPPH ={ }100

Doénde: Abs control: Absorbancia del control.

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 10 minutos.

El disefio experimental de trabajo se presenta en la Figura 10, los
resultados de la capacidad de inhibir (ICso) del radical DPPH fueron analizados
mediante el disefio completo al azar (DCA) (RITCHEY, 2002) y en los niveles
donde hubo diferencia estadistica se aplico la prueba de Tukey (p<0,05),

mediante el software InfoStat version 2011-Profesional (Espafiol).

Capacidad de inhibir el cation 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 acido

sulfénico) (ABTS™).

Segun la metodologia desarrollada por PELLIGRINI et al. (1999) el
radical ABTS™ se forma tras la4 reaccion de ABTS (7mM) con persulfato
potassico (140 mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente y
em oscuridad durante 16 horas. Uma vez formado el radical ABTS™ se diluyo
com etanol hasta obtener um valor de absorvancia entre 0,7 a 1,2 a 734 nm.
Para |4 inhibicion del radical ABTS™ en 16s distintos tratamentos se realizo el
filtrado y centrifugado 10000 rpm/10 min a 4°C, a partir de ello se prepararon

soluciones de trabajo.
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Para la determinacion del coeficiente de inhibicién (ICsg) del radical

ABTS™ el procedimiento se presenta en la Figura 19. Las concentraciones del
extracto metanolico del hongo tierno (350, 500, 650, 800, ug/mL) y maduro

(200, 400, 600, 800 ug/mL).

Extracto (100 mg/mL)

A

A

| Filtr

ado

A

A

‘ Centrifugado

110 000 rpm/10 min/4°C

A

A

‘ Diluciones

| Reaccié::ABTS°+ |

A

A

r

rz

r3

\ 4

Lectura

‘ 734 nm/5 min

v
\Determinacién (% Inhibicion, ICso)\

Figural9. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad

antioxidante en el hongo comestible A. auricula.

La reaccion se realizd en una cubeta de poliestireno donde se
adicion6 10 pL de la solucién de trabajo y 990 pL de solucién ABTS®", la lectura
se realizdé en un espectrofotometro de UV/VIS a una longitud de onda de 734
nm con un tiempo de 5 minutos en intervalos de tiempo cada 30 segundos.
Para calcular el porcentaje de inhibicion del radical, se utiliz6 la siguiente

formula:
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Abs Control — Abs Muestra
Abs Control

%lInhibicion ABTS°* = { }xloo

Doénde: Abs control: Absorbancia del control.

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 5 minutos.

La actividad antioxidante del radical fue expresada en ICsy, para
ello se expresdé en funcién de concentracion versus porcentaje de inhibicion;
con lo cual se obtuvo una curva de ajuste del tipo lineal, sobre la cual se
determind el valor de ICsxp.

+

Los resultados de la capacidad de inhibir (ICs) del radical ABTS'
fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA), para los niveles
donde hubo diferencia estadistica se aplicd la prueba de Tukey (p<0,05),

mediante el software InfoStat version 2016.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Caracterizacion quimico proximal del hongo comestible A. auricula.

En el Cuadro 2. se muestra el andlisis del hongo comestible
Auricularia auricula. Analizando estadisticamente se encontré diferencia
significativa (Apéndice 1). Se tienen reportes de la caracterizacion
bromatoldgica de Auricularia auricula. RIOS et al., (2005), reporta contenido de
humedad 92,37%; proteina 9,25%; grasa 0,41%; carbohidrato 47,32 y cenizas

3,36.

En el contenido de humedad del cuadro 1. para los dos estados de
crecimiento del hongo, tierno y maduro presentaron 89,510+1,010% vy
90,030+1,002% respectivamente. Los resultados de proteina se reportan en el
cuadro 1, siendo 0,697+0,002% para el estado tierno y 0,762+0,022% para el
estado maduro. RIOS et al., (2005) reporto humedad de 92,37% y 0,706% de

proteina, que se asemeja a lo reportado en la investigacion.

En el cuadro 2 se muestra el porcentaje de grasa para los dos
estados de crecimiento tierno y maduro siendo 0,025+0,004% y 0,064+0,003%
respectivamente. RIOS et al.,, (2005) encontr6 0,02% de grasa, que es

semejante a lo reportado en la investigacion.
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En cuanto al porcentaje de fibra descrita en el cuadro 1. Entre los

dos estados crecimiento tierno y maduro presento 0,315+0,004% vy
0,413+0,003%. Asi mismo un contenido de ceniza 0,436+0,003% vy
0,378+0,006% para el hongo tierno y maduro respectivamente. Segun Stamets
(1993), citado por ARDON C. (2007) reporto 0,69% de fibra y 0,36% de

cenizas.

De la misma manera en el cuadro 2 se muestra el porcentaje de
carbohidrato 9,017+0,007% vy 8,353+0,035% respectivamente para los dos
estados de crecimiento tierno y maduro. Segun Stamets (1993), citado por

ARDON C. (2007) reporto 7,56 — 7,83% de carbohidrato.

Cuadro 2. Resultado del analisis quimico proximal de Auricularia auricula.

Estados de crecimiento

Andlisis Quimico proximal

Tierno Maduro
Humedad % 89,510'+1,010? 90,030"+1,002?
Proteina (%)(N x 6,25) 0,697'+0,002° 0,762%+0,022"
Grasa (%) 0,025'0,004° 0,064'+0,003"
Fibra (%) 0,315%40,004° 0,413'+0,003"
Ceniza (%) 0,436'+0,003% 0,378"+0,006"
Carbohidrato (%)o 9,017%+0,007? 8,353'+0,035"

Los valores representan (promedio + SEM) datos del experimento (n=1) valores de una misma columna
con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05). % Base himeda*
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4.2. Caracterizacion fitoguimica del hongo comestible A. auricula.
4.2.1. Ensayo de solubilidad

Cuadro 3. Resultado de solubilidad en los extractos de Auricularia auricula

Estados de crecimiento

Solventes Tierno Maduro
Eter de petréleo ++ +
Benceno + +
Cloroformo + +
Acetona B B
Etanol ++ ++
Metanol +++ 4+
Agua destilada ++ ++

(-) Ausente; (+) Poca cantidad; (++) Regular cantidad; (+++) Abundante cantidad

En el Cuadro 3 se muestra los resultados de solubilidad obtenido
de los extractos del hongo comestible en sus estados de crecimiento tierno y
maduro; realizado con solventes de polaridad creciente, siendo el metanol y
etanol solventes polares, de donde se deduce que los componentes quimicos
mayoritarios son de estructura y naturaleza polar, coincidiendo con Tsai y
Elmastas (2007), citado por RAMIREZ (2009) quién reportd compuestos

bioactivos en hongos comestibles.
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En extractos metanolicos, este solvente tiene la capacidad de

extraer compuestos antioxidantes, esto se debe a que este disolvente tiene la
capacidad de causar dafio al tejido a nivel de pared celular, permitiendo asi la

salida de componentes intracelulares (LOPEZ, 2014).

4.2.2. Marcha fitoquimica de Auricularia auricula

Los resultados del andlisis fitoquimico del hongo comestible se
muestran en el Cuadro 4, para ello, se partid de extractos metanolicos puesto
gue este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos antioxidantes, esto
se debe a que este disolvente tiene la capacidad de causar dafio al tejido a
nivel de pared celular, permitiendo asi la salida de componentes intracelulares

(LOPEZ, 2014).

Los resultados del analisis fitoquimico del hongo comestible en sus

estados de crecimiento se presentan en el siguiente cuadro.
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Cuadro 4. Resultado del andlisis fitoquimico de Auricularia auricula.

Estados de crecimiento

Tipo de reaccién Compuestos
Tierno Maduro

Gelatina - - Taninos
Cloruro férrico + ++ fenoles
Mayer - - Alcaloides
NaOH - - Quinonas
Molish ++ ++ Glicosidos
Dragendorf + + Alcaloides
Ninhidrina - - Aa libres

(-) Ausente; (+) Poca cantidad; (++) Regular cantidad; (+++) Abundante cantidad

En el Cuadro 4, se muestra la ausencia de compuestos de
aminoacidos libres en los estados de crecimiento tierno y maduro. Segun
PILLANCARI (2010), reporto resultados negativos de aminoacidos libres en su
investigacion Extraccion, aislamiento y analisis cualitativo de polisacaridos,
terpenos y proteinas presentes en Flammulina velutipes. Los aminoacidos
libres constituyen el grupo de los aminoacidos no proteicos, cuya funcion no se
conoce muy bien, asi como la de la mayoria de los metabolitos secundarios

(ENRIQUEZ et al., 2008).

En cuanto a la deteccion de alcaloides, dio positivo con uno de los
reactivos utilizados siendo este el de Dragendorf, encontrandose en poca
cantidad en los dos estados de crecimiento del hongo comestible. LLAURADO

et al. (2011) menciona su potencial inmunoceutico y antitumoral en animales
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tratados con hongos superiores. Asi también BOLANO y SOTO (2011) aluden
actividades bioldgicas, atribuidas al contenido de diferentes moléculas quimicas

como alcaloide, aminoacidos, esteroides, acidos organicos, en Ganoderma s.p.

En la deteccidn de glicésidos se determiné regular cantidad en los
dos estados de crecimiento del hongo comestible; al presentarse una
coloracién verde violacea. POMILLO (2012) reporta la presencia de este
compuesto en ectoendomicorrizas de hongos superiores. LARA et al. (2016)
identifica abundante cantidad de carbohidratos reductores en Pleurotus

ostreatus.

Para la deteccion de quinonas no se reporté presencia en los dos
estados de crecimiento. GIRALDO (2014) menciona, las quinonas se derivan
de fenoles simples como la hidroquinona que se encuentra en concentraciones

relativamente bajas en productos naturales.

Para la deteccidn de fenoles se reportd presencia en poca cantidad
para los dos estados de crecimiento del hongo comestible. LOCK (1988)
menciona que los fenoles son compuestos polifenolicos que son relativamente
polares, pudiendo ser detectados en medio de una solucidbn acuosa o
alcoholica de cloruro férrico. Por otro lado AVILA (2009) reporta presencia de

fenoles totales en Lentinula edodes.

No se encontré presencia de taninos en el hongo comestible.
LOPEZ et al. (2003), indica que la presencia de taninos en el Shiitake puede
deberse a la presencia de taninos hidrolizables, y que por producto de dicha

hidrolisis haya sido incorporado por el hongo. De igual manera CHEGWIN
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(2004), se ha encontrado que algunos basidiomicetos tienen la capacidad de

tomar los metabolitos del medio de cultivo en el que se desarrollan.

4.2.3. Anadlisis cromatografico de Auricularia auricula.

Con respecto al analisis cromatografico efectuado (Anexo A del
Apéndice 2) al extracto metandlico y en los dos estados de crecimiento del
hongo comestible; Se determiné la fase movil para ello se utilizé como mejor
eluente metanol (CH3OH), la deteccion de compuestos fendlicos se debe al
color de la fluorescencia que desarrollan a la luz UV. Asimismo se realiz6 la
cromatografia en escala preparativa, usando el mismo sistema de solventes ya
mencionado; se observaron 2 manchas, el color pardo oscuro indicaria
presencia de cuerpos fenodlicos y el color amarillo fluorescente observado,
indicaria la presencia de fenoles y/o flavonoides, tal como manifiesta

(RAVAROCCI y CARRASCO, 2010).

4.3. Cuantificacion de polifenoles totales en el hongo comestible A.
auricula.
4.3.1 Determinacion de la curva estandar
Para realizar la cuantificacion de polifenoles totales se elabor6 una
curva estandar en base a acido galico cuyas concentraciones estuvieron
comprendidas entre 1,00 a 0,0625 mg/mL. Los resultados se presentan en el
anexo A del apéndice 3, con los valores encontrados se procedio a realizar la

curva estandar la cual se presenta en el anexo B del apéndice 3.
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Para una curva estandar se debe utilizar compuestos puros y
recomendados por los protocolos de analisis, en este caso se trabajé con acido
galico recomendado por (SANDOVAL et al., 2001). Este método se basa en la
capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes; contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenal,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico (GUTIERREZ et al., 2008);
es un compuesto estable y sélo pierde 5% de su valor real después de dos
semanas de refrigerado y tapado (AQUINO et al., 1989).

Segun los resultados mostrados en la Figura 20, es una ecuacion

[T 1] (1]

de primera orden teniendo como variables “y”’-absorbancia y “x”-concentracion,
al respecto MARTINEZ (2005) menciona que una ecuacion lineal expresa la
relacion entre al variable enddgena Y, y las variables exdgenas X, se trata de
encontrar la linea media que resuma o sintetice la dependencia entre la
variable Y, y las X, esto permitira la bondad del ajuste realizado. El valor de
R?=0,999 expresa que existe una relacién positiva muy fuerte o casi perfecta,
esto concuerda con lo mencionado por (HERNANDEZ et al., 2001 y

MARTINEZ, 2005), que menciona que valores igual a 1 significa un ajuste lineal

perfecto.
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4.3.2 Cuantificacion de polifenoles totales
Dentro de los hongos comestibles existen investigaciones por sus
cualidades medicinales, reportando compuestos aislados de hongos que
exhiben marcada actividad biol6gica y farmacologica; que permite presumir la

presencia de polifenoles.

La cuantificacién de polifenoles totales realizado en los dos estados
de crecimiento (tierno y maduro) se presenta en el Cuadro 6, los resultados
fueron expresados en miligramos en equivalente de acido galico (mg EAG).
Segun el andlisis estadistico estos presentaron diferencia estadistica

significativa (Anexo A del Apéndice 3).

Los hongos han demostrado poseer actividad antioxidante, la cual
ha sido encontrada tanto en cuerpos fructiferos como el micelio; usualmente
poseen una amplia variedad de moléculas secuestrantes de radicales libres

como polisacaridos y polifenoles (LIU, OOl y CHANG, 1997; MAU et al., 2002).

El contenido de polifenoles totales realizado al hongo comestible en
sus dos estados de crecimiento tierno y maduro se encontré 7,725+0,56 y
4,771+0,93 mg EAG/g muestra, respectivamente.

KITZBERGER et al. (2007), cuantificaron el contenido de
polifenoles usando el método de Folin-Ciocalteu, en muestras de Lentinula
edodes 10,5 mg Ac galico equivalente/g muestra. Del mismo modo BELTRAN
et al. (2013) reporté 1,384 mg de acido galico/g muestra en Pleurotus sp, estos

resultados estan muy cercanos a lo reportado en la investigacion.
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Cuadro 5. Cuantificacién de polifenoles totales, realizado en los dos estados
de crecimiento del hongo comestible A. auricula.
Polifenoles Totales
Muestra Tratamiento (Mg EAG/g muestra)
Tierno HT 7,725+0,56"
Maduro HM 4,771+0,93%

Los valores representan (promedio =+ SEM) datos provienen del experimento (n=5). HT =Hongo tierno;
HM=Hongo maduro. Valores distintos indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA-Tukey,

p<0,05).
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Figura 20.

Representacién del contenido de polifenoles totales en el hongo

comestible Auricularia auricula.
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Las diferencias en los resultados de la investigacion y los
mencionados por los diferentes autores en los contenidos de polifenoles
totales, BARROS et al., (2009) menciona que los compuestos no fendlicos,
como son el acido ascérbico, los azucares y los aminoacidos, producen una

sobrevaloracion del contenido de polifenolico.

4.4. Cuantificacion de antocianinas del Hongo comestible A. auricula

Las antocianinas pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos,
particularmente de los flavonoides, que se caracterizan por su solubilidad en
agua y por sus colores brillantes ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
En el Cuadro 7 y Figura 22 se presentan los resultados de la cuantificacion de
antocianinas en dos estados de crecimiento del hongo comestible Auricularia
auricula, en estado tierno y maduro, siendo estos 6,030+0,320 vy

34,966+10,710 mg cianidina-3-glucosido/100 g de muestra, respectivamente.

Segun el analisis estadistico estos presentaron diferencia
estadistica significativa (Anexo A del Apéndice 4). Aunque no se encontrd
reporte de antocianinas en hongos comestibles, se reporté en tomates el
contenido de antocianinas por el método del pH diferencial en un rango de 2-40
mg/100 g (GUERRA y ORTEGA, 2006); asi mismo en el maiz morado se

encuentra en un rango 110-340 mg/100 g de muestra (GORRITI et al., 2009).
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DUSSI (2007) describe que existe una relacion lineal entre la
acumulacion de antocianinas y la intensidad luminica. En la cual los
carbohidratos juegan un papel clave debido a que proveen el sustrato para la
biosintesis de flavonoides e inducen la expresion de genes implicados en la
biosintesis de antocianinas (UBI, 2004). Por otro lado JANSEN et al., (1998)
alude que una radiacion moderada de UV-B (280-320) puede estimular la
sintesis de compuestos bioactivos como una respuesta de defensa. Algunos
estudios han demostrado el incremento de las antocianinas por efecto de la
radiacion UV (220-380 nm) en diferentes fuentes vegetales y en distintas
etapas de desarrollo (MAHADAVIANT y SAGHEINT, 2008; GUO y WANG,

2012).

Cuadro 6. Cuantificacion de antocianinas, realizado en los dos estados de

crecimiento del hongo comestible A. auricula.

Estado de crecimiento Tratamiento (mg cianidina-3-glucosido/100 g)
Tierno HT 6,030+0,320"
Maduro HM 34,966+10,710%

Los valores representan (promedio+SEM) datos provienen del experimento (n=6) valores distintos indican
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA-Tukey, p<0,05).
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Figura 21. Representacion del contenido de antocianinas en el hongo

comestible Auricularia auricula.

4.5. Capacidad antioxidante del hongo comestible Auricularia auricula.

4.5.1. Determinacion del coeficiente de inhibicion(ICsy) radical 1,1

diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

El ensayo antioxidante DPPH estd basado en la habilidad del
DPPH, un radical libre para convertirse en incoloro en presencia de extractos
de planta. El radical DPPH posee un electron impar en que es el responsable
de la absorbancia a 517 nm y también del color purpura visible. Cuando el

DPPH acepta un electron donado por un compuesto de ensayo antioxidante, el
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DPPH es decolorado esto puede ser medido cuantitativamente a partir de la

disminucion de la absorbancia (KUMAR et al., 2011).

En el Cuadro 8 y Figura 23 se representan los resultados del
coeficiente de inhibicion (ICsp) radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) en
los dos estados de crecimiento de Auricularia auricula, segun el analisis
estadistico estos presentaron diferencia estadistica significativa (Anexo A del
Apéndice 5), podemos indicar que las eficiencias para inhibir el radical DPPH
del hongo tierno y maduro fueron ICso 1,016+0,012 y 1,300+0,012 (mg/mL)
respectivamente; este resultado puede ser comparado con lo reportado por
AVILA (2009) que indica valores ICsy 0,157; 0,450; 0,670 (mg/mL) en Lentinula
edodes. Asi mismo BELLOSO et al., (2012) reporta reduccion del radical DPPH
de las especies Amanita garabitoana y Agaricus bisporus ICsy 1,07-1,29; 2,00-
2,94 (mg/mL) respectivamente, siendo estos muy cercanos a lo reportado en la

investigacion.

Los hongos han demostrado poseer actividad antioxidante, la cual
ha sido encontrada tanto en cuerpos fructiferos como en el micelio; usualmente
poseen una amplia variedad de moléculas secuestrantes de radicales libres

como polisacaridos y polifenoles (LIU y CHANG, 1997; MAU et al., 2002).
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Cuadro 7. Inhibicion de radicales libres de DPPH (ICso).

Fases de crecimiento Tratamiento ICs0 (Mg/mL) 1/ICs0 (mg/mL)
Tierno HT 1,016+0,012°  0,984+0,012
Maduro HM 1,300+0,012° 0,769+0,007

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=7) valores de una misma
columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 22. Comportamiento del (ICsg) con el radical DPPH del Hongo

comestible Auricularia auricula.
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45.2. Capacidad de inhibir el cation 2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) (ABTS™)

Para determinar la capacidad antioxidante del hongo comestible
Auricularia auricula en sus dos estados de crecimiento; se evalu6 frente al
radical ABTS®", los resultados del coeficiente de inhibicion al 50% (ICsg) se
muestran en el Cuadro 9 y Figura 24, segun el andlisis estadistico no se
reportaron diferencia estadistica significativa (Anexo B del Apéndice 5), la
capacidad antioxidante que presentaron los tratamientos en sus dos estados de
crecimiento tierno y maduro ICs 0,561+0,053 y 0,580+0,002 (mg/mL)

respectivamente.

Realizando una comparacion en resultados BELLOSO (2012)
menciona actividad antioxidante por medio del reactivo ABTS, de las especies
Amanita garabitoana y Boletus edulis un ICsy 2,29-3,56 y 0,63-1,35 (mg/mL)

respectivamente.

KUMAR et al.,, (2011), la cuantificaciéon de la decoloracion del
radical ABTS ™ se genera debido a la interaccién con especies donantes de
hidrogeno o de electrones. Es una técnica que no permite discriminar extractos
gue contienen buenos compuestos antioxidantes. Al comparar resultados con
los radicales DDPH y ABTS, se encuentra diferencia. (KUMAR et al., 2011),
menciona el radical DPPH es estable en su formacion por facil disolucién en
metanol. En contraste, el radical cation ABTS se crea por reaccion entre el
ABTS con el oxidante, persulfato de potasio, lo cual lo hace menos estable y

mas transitorio.
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Cuadro 8. Inhibicion de radicales libres de ABTS®" (ICs).

Fases de crecimiento Tratamiento ICs0 (Mg/mL) 1/ICs0 (mg/mL)
Tierno HT 0,561+0,053? 1,794+0,180
Maduro HM 0,580+0,002? 1,724+0,006

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=8) valores de una misma
columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 23. Comportamiento del (IC50) con el radical ABTS°+ del hongo

comestible Auricularia auricula.
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El ensayo de ABTS™* es una herramienta excelente para conocer la

actividad antioxidante de la donacion de hidrégeno y la ruptura de la cadena de
antioxidantes, ademas tiene caracteristica maxima de absorbancia de 734 nm,
gue disminuye con la recoleccidén de radicales de protones, ademas el ensayo
ha sido extensamente usado en muchos estudios recientes para detectar la

propiedad antioxidante de extractos de plantas (KUMAR et al., 2011).

Respecto a los polifenoles, los champifiones son los hongos que
contienen mayor nivel de estos antioxidantes. Una racién de champifién (85 g)
contiene entre 43 y 75 mg de fenoles totales. Se ha encontrado una relacién
positiva entre ese mayor contenido en fenoles y la capacidad de secuestrar
radicales libres, siendo estos fenoles los compuestos que mas contribuyen a la

capacidad antioxidante (DUBOST, 2007).



V. CONCLUSIONES

El hongo comestible Auricularia auricula en su estado tierno y maduro
mostré contenidos de: 81,62+0,421 y 91,431+2,102% de humedad;
6,782+0,206 y 8,922+0,025% de proteina; 0,392+0,095 y 1,272+0,510% de
grasa; 7,152+1,137 y 13,362+0,305% de fibra; 3,242+0,586 vy
7,452+0,363% de ceniza; 81,322+1,455 y 85,782+3,532% de carbohidrato

respectivamente.

Se determind mayor presencia de glicésidos en los dos estados de
crecimiento del hongo comestible Auricularia auricula, asi también poca y
regular presencia de compuestos fendlicos en estado tierno y maduro
respectivamente y menor presencia de alcaloides en los dos estados de

crecimiento.

Las cantidades del contenido de polifenoles totales en los estados de
crecimiento tierno y maduro del hongo comestible Auricularia auricula

fueron 7,725+0,56 y 4,771+0,93 (mg EAG/g muestra) respectivamente.

El contenido de antocianinas encontrado 6,030+0,320 y 34,966+10,710 (mg
cianidina-3-glucosido/100 g) en los dos estados de crecimiento tierno y

maduro del hongo comestible Auricularia auricula respectivamente.
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La capacidad antioxidante de los extractos metanolicos del hongo
comestible Auricularia auricula en sus dos estados de crecimiento tierno y
maduro frente al radical DPPH tomaron valores ICso 1,016+0,012 y

1,300£0,012 mg/mL respectivamente.

La capacidad antioxidante frente al cation ABTS ™ de los extractos
metanolicos del hongo comestible Auricularia auricula en sus dos estados
de crecimiento tomaron valores ICso 0,561+0,053 y 0,580%0,02 mg/mL

respectivamente.



VI. RECOMENDACIONES

Segun los resultados obtenidos en el estudio, se recomienda lo siguiente:

1. Para larecoleccion de muestras se recomienda recolectarlos en épocas de
lluvias donde existe bastante humedad y el mayor crecimiento de hongos

comestibles.

2. Para evaluar la marcha fitoquimica, polifenoles totales, antocianinas,
capacidad antioxidante, en los diferentes estados de crecimiento de
Auricularia auricula, se recomienda realizar un previo escaldado para

facilitar la extraccion de los compuestos bioactivos y los andlisis.

3. Desarrollar pardmetros a diferentes temperaturas para el andlisis de

capacidad antioxidante de Auricularia auricula.

4. Realizar comparaciones de analisis de compuestos bioactivos para

Auricularia auricula en diferentes zonas geogréaficas.

5. Se recomienda realizar el cultivo de manejo controlado de Auricularia

auricula, para evaluar sus propiedades bioactivas.

6. Evaluar el estudio farmacolégico en los estados de crecimiento de

Auricularia auricula.



VII. ABSTRACT

The present research allowed to develop the scientific knowledge of
the edible fungus (Auricularia auricula), that grows in the Peruvian Amazon
being characterized chemically and phytochemically. The antioxidant capacity
of the methanolic extracts was evaluated. Phytochemical analysis was
determined by the methods described by LOCK DE UGAZ (1988); The
quantification of polyphenols by the method described by SYMONOWICZ et al.,
(2012) and SULTANA et al., (2012); The quantification of anthocyanins by the
method described by POO (2005); The antioxidant capacity against the radicals
DPPH and ABTS°" by the methods described by SCHERER and GODOY
(2009) and PELLIGRINI et al. (1999). Statistical analysis used the complete
randomized design and the Tukey test (p <0.05), the software InfoStat version
2016. The edible fungus in the tender and mature states presented
81,62+0,421% and 91,43+2,102% moisture; 6,78+0,206% and 8,92+0,025%
protein respectively. Regular amounts of phenols and glycosides were found in
the tender and mature states and few amounts of alkaloid compounds. A
polyphenol content of 7,725+0,56 and 4,777+0,93 (mg EAG / g sample) was
present in the two mature and mature growing states, an anthocyanin content of

6,030+0,320 and 34,966+10,710 (mg cyanidin-3-glucoside / 100 g) respectively.
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The antioxidant capacity against the radicals DPPH and ABTS®”, reported IC 50
1,016+0,012 and 1,300+0,012; IC 50 0,561+0,053 and 0,580+0,002 (mg / mL),

respectively for mature and tender fungus.

Key words: Auricularia, phytochesmistry, polyphenols, anthocyanins,

antioxidant.
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Apéndice 1. Analisis fisicoquimico del hongo comestible Auricularia

auricula.

Anexo A. Andlisis de varianza del contenido de humedad.

F.V S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 0,41 1 0,41 0,41 0.5591
Error experimental 4,05 4 230 - e
Total 4,46 5  memeee emeeee e
R?=0,94 Cv=1,12 MEDIA = 89,77

Anexo B. Andlisis de varianza del contenido de proteina.

F.V S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 0,01 1 0,01 26,99 0,0065
Error experimental 9,6E-04 4 24E-04 - e
Total 0,01 5 e e e
R*=0,87 CV=212 MEDIA = 0,73

Anexo C. Andlisis de varianza del contenido de grasa.

F.V S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 2,2E-03 1 2,2E-03 194,49 0,0002
Error experimental 4,5E-05 4 1,1E-05 - -
Total 2,2E-03 5 e e e

R?=0,98 CV =7,40 MEDIA = 0,045
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Anexo D. Andlisis de varianza del contenido de fibra.

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 0,01 1 0,01 1575,16 <0,0001
Error experimental 3,7E-05 4 9,3E-06  ------ e
Total 0,01 5 e e e
R?=1,00 CV=0,84 MEDIA = 0,365

Anexo E. Andlisis de varianza del contenido de ceniza.

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 110,48 1 110,48 5570222,83 <0,0001
Error experimental 7,9E-05 4 2,0E-05 W - e
Total 27,54 I
R?=0,97 CV=0,09 MEDIA = 4,73

Anexo F. Andlisis de varianza del contenido de carbohidratos.

F.V S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 95,40 1 95,40 147375,29 <0,0001
Error experimental 2,6E-03 4 6,5E-04  ------ e
Total 59,02 S

R?=1,00 Cv=0,58 MEDIA = 4,365
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Apéndice 2. Analisis cromatografico en el hongo comestible Auricularia

auricula.

Anexo A. Desarrollo del cromatograma.
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Anexo B. Revelado del cromatograma.

Apéndice 3. Cuantificacion de polifenoles totales en el hongo comestible

Auricularia auricula.

Anexo A. Resultado de las absorbancias para la curva estadndar de polifenoles.

Concentraciones Absorbancias (700 nm) _
Promedio
(mg EAG/mL) r r I3
1,000 0,976 0,995 1,099 1,023
0,500 0,525 0,523 0,552 0,533
0,250 0,286 0,244 0,243 0,258
0,125 0,122 0,120 0,123 0,122
0,063 0,049 0,052 0,056 0,052

Los valores representan (promedio) datos provienen del experimento (n=4). Valores distintos indican
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA-Tukey, p<0,05).
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Anexo B. Curva estandar del acido galico para la cuantificacion de polifenoles

totales.

1.2

1.0 y = 1.0362x - 0.004

R2=0.9991
0.8

0.6

Absorvancia (700 nm)

0.4

0.2

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentraciones mg AG/mL

Anexo C. Andlisis de varianza del contenido de polifenoles totales.

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 0,56 1 0,56 22,18 0,0092
Error experimental 0,10 4 0,03 - e
Total 0,66 5 e e s

R?=0,85 Cv=12,30 MEDIA = 1,29
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Apéndice 4. Determinacion de contenido de antocianinas en el hongo

comestible Auricularia auricula.

Anexo A. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas.

F.V S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 734,85 1 734,85 3288,23 00,0001
Error experimental 0,89 4 0,22 = e
Total 735,74 5 e e e
R?=1,00 Cv=271, MEDIA = 17,42

Apéndice 5. Determinacion de la capacidad antioxidante del hongo

comestible Auricularia auricula.

Anexo A. Analisis de varianza de IC50 del radical DPPH.

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 0,12 1 0,12 902,87 0,0002
Error experimental 0,00054 4 0,00013 - -
Total 0,12 5 e e e
R*=0,99 Cv=1,00 MEDIA = 1,16

Anexo B. Andlisis de varianza de IC50 del radical ABTS.

F.vV S.C G.L C.M F p-VALOR
Tratamiento 0,00058 1 0,00058 0,41 0,5566
Error experimental 0,01 4 0,0014 - e
Total 0,01 5  cmmeeemmmee e

R?=0,09 CV = 6,59 MEDIA = 0,57
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