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TITULO 
 

ESTUDIO DE LOS COMPUESTOS POLIFENÓLICOS, CON ÉNFASIS EN 
FLAVONOIDES, DEL HONGO Lentinula edodes Y DETERMINACIÓN DE LA 

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
 
 

RESUMEN 
 

Debido al hecho de que los extractos de algunos macrohongos han exhibido actividad 

antioxidante y siendo el proceso natural del envejecimiento resultado en gran parte de la 

acción de los radicales libres generados dentro del metabolismo, esta bioacción de los 

hongos permite inferir que formando parte de los fungicompuestos deben estar presentes 

algunos metabolitos secundarios responsables de dicha acción. Dentro de los 

compuestos llamados a ejercer este efecto se encuentran los polifenoles en general y los 

flavonoides en particular, los cuales presentan actividad antioxidante y cuyo estudio hasta 

el presente se ha centrado en el reino plantae. 

 

La presente investigación inicia el estudio químico del cuerpo fructífero de Lentínula 

edodes con el fin de explorar la presencia de los flavonoides en hongos comestibles, así 

como la determinación de su actividad antioxidante, ya que estos compuestos podrían ser 

los responsables de la presencia de dicha acción en los extractos de algunos hongos. 

 

Para la selección del hongo a estudiar se tomaron tres basidiomicetos: Laetiporus 

sulphureus, Pleurotus ostreatus y Lentínula edodes, cuyos extractos se han reportado con 

actividad antioxidante, a los cuales se les determinó su capacidad de atrapar radicales 

libres por el método del DPPH, lo que permitió la escogencia de Lentinula edodes para 

realizar el estudio, dado que su actividad antioxidante fue la mayor dentro de las setas 

analizadas y similar a la reportada en literatura para extractos de basidiomicetos. Aunado 

a lo anterior está el hecho de que después del champiñón de Paris (Agaricus bisporus), 

este hongo es uno de los que actualmente se está posicionando en el mercado 

Colombiano y por lo tanto su producción a nivel nacional se incrementa rápidamente, al 

igual que su consumo. 

 

Debido a que la mayoría de los métodos y disolventes extractantes empleados hasta el 

presente para la extracción de compuestos polifenólicos se han aplicado en productos 

naturales vegetales y dada la constitución especial de la pared fúngica, se planteó la 
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necesidad de seleccionar las condiciones mas apropiadas para la obtención de estos 

fungimetabolitos, lo que permitió su posterior análisis e identificación. 

 

Como resultados de este trabajo se encontró que la extracción por Soxhlet es el método 

más adecuado para la obtención de los compuestos de interés del Shiitake. En cuanto a 

la actividad antioxidante frente al DPPH los resultados ponen de manifiesto que el 

extracto crudo es el que presenta la mayor actividad antioxidante (41,1-92,9%), seguido 

del extracto en Acetato de etilo (EAcOEt) (2,3-76,5 %), el extracto en cloroformo (ECHCl3) 

(27,9 -75,4 %), y el extracto en hexano (EH) (5,0-37,0%). La caracterización parcial de los 

componentes presentes en cada uno de los extractos permitió inferir que la mayor 

actividad antioxidante del extracto crudo puede ser atribuida no sólo a la presencia de 

compuestos polifenólicos (polifenoles y flavonoides), sino también al contenido dentro del 

extracto del ácido linoléico, compuesto para el que se ha reportado una importante 

actividad antioxidante. 

 

Respecto a la separación y determinación estructural de los compuestos polifenólicos de 

los extractos de Shiitake, se realizaron empleando CG-EM para el polifenol simple (ácido 

gálico) y CLAE–EM para los flavonoides. Con base en el análisis de sus espectros de 

masas y comparación con literatura se identificó como compuesto mayoritario del ECHCl3 un 

polifenol, el ácido gálico y en el EAcOEt. dos flavonoides glicosidados que corresponden 

probablemente al apigenin-7-O-rutinosido y al 7-O-β-D-glucopiranosil-6-

fucopiranosilcrisina. Los flavonoides glicosidados aquí propuestos se reportan por primera 

vez para los basidiomicetos en general y para el Lentínula edodes en particular. 

 

De los resultados arrojados por este trabajo se puede concluir que efectivamente 

formando parte de los metabolitos secundarios de Lentínula edodes se encuentran 

compuestos polifenólicos que, conjuntamente con los ácidos grasos y/o sus ésteres, son 

en gran medida los responsables de la actividad antioxidante reportada para los extractos 

de dicho hongo. 
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1. OBJETIVOS 

1.1 Objetivo general 

Realizar el aislamiento y elucidación estructural de los compuestos polifenólicos, con 

énfasis en flavonoides, presentes en los cuerpos fructíferos del hongo comestible 

Lentinula edodes y determinar la actividad antioxidante del mismo. 

1.2 Objetivos específicos 

 Determinar la concentración de polifenoles en los extractos por medio del método 

de Folin-Ciocalteu. 

 Determinar el contenido total de flavonoides en los extractos. 

 Determinar la actividad antioxidante, tanto de los extractos como de los 

compuestos obtenidos, mediante el ensayo del DPPH. 

 Aislar, separar y purificar por técnicas convencionales los compuestos de tipo 

polifenólico y flavonoide del cuerpo fructífero del hongo Lentinula edodes. 

 Elucidar por técnicas espectroscópicas la estructura de los compuestos 

purificados. 
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2. HIPOTESIS  

Dado que las investigaciones que hasta el presente se han realizado sobre los extractos 

de diferentes hongos han arrojado como resultado que los mismos presentan actividad 

antioxidante, es posible inferir, con base en lo conocido sobre compuestos con dicha 

acción aislados de otras fuentes naturales y de los pocos estudios sobre basidiomicetos, 

que ésta sea debida a la presencia de compuestos de tipo polifenólico y flavonoide que se 

encuentren formando parte de los metabolitos secundarios del hongo Lentinula edodes. 
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3. JUSTIFICACION.  

El hecho de que desde la antiguedad se conozcan algunos macromicetos como hongos 

de la inmortalidad y siendo uno de los factores determinantes en el deterioro celular la 

presencia de radicales libres en el organismo como productos del denominado stress 

oxidativo, el grupo de Química de Hongos Macromicetos Colombianos ha iniciando el 

estudio químico con el fin de explorar la presencia de los flavonoides en hongos 

comestibles, así como la determinación de su actividad antioxidante, ya que estos 

compuestos podrían ser los responsables de la presencia de dicha acción en los extractos 

de algunos hongos (Dubost, et al. 2007, Elmastas, et al. 2007, Lee, et al. 2007, Lee, et al. 

2008, Yang, et al. 2002). 

 

Se tomó para el presente estudio la seta comestible Lentinula edodes (cultivada), cuya 

escogencia se realizó con base en que, además de ser una de las setas más cultivadas y 

consumidas en el mundo (Kitzberger, et al 2007, Cucaita, 2007) y de contener metabolitos 

secundarios con importante acción farmacológica, sus extractos presentan buena 

actividad antioxidante (Kitzberger, et al 2007, Dubost et al 2007, Yang et al, 2002), la cual 

se comprobó experimentalmente en este trabajo, frente a los hongos Laetiporus 

sulphureus (nativo colombiano) y Pleurotus ostreatus (cultivado), los cuales se analizaron 

conjuntamente en lo referente a su capacidad como antioxidantes. Aunado a lo anterior 

está el hecho de que hasta el presente hay muy pocos estudios relacionados con los 

polifenoles y flavonoides presentes en ella, por lo que este trabajo contribuiría en gran 

medida al conocimiento químico de dichos compuestos en el reino fungi. 

 

Adicionalmente, el estudio permitirá determinar el carácter nutracéutico del hongo, con 

base en su contenido de polifenoles totales ya que de ser éste apreciable, su ingesta, bien 

sea como parte de la dieta o como suplemento de la misma, podría prevenir en mayor 

grado los efectos de los radicales libres en el organismo. Igualmente, si los resultados 

arrojados por esta investigación lo ameritan, a mediano plazo se podría implementar el 

cultivo biotecnológico en medio sumergido del hongo, con el fin de comercializarlo como 

nutriceútico. 

 

Así mismo, en el caso de encontrar flavonoides y que éstos sean estructuralmente 

relacionados con los fitoflavonoides, estos resultados aportarían nuevos datos y 

permitirían realizar una aproximación a estudios de Relación Estructura-Actividad (REA), 
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mediante la comprobación de que la presencia en el anillo B de la estructura catecol o-

dihidroxi, la presencia del doble enlace en la posición 2,3 conjugado con el grupo oxo en 

la posición 4 del anillo C y los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 del anillo A, los 

cuales son importantes para presentar y/o potenciar la actividad antioxidante de estos 

compuestos como ya ha sido reportado (Martínez, et al. 2002, Pietta, 2000, Heim, et al. 

2002. 

 

Aunado a lo anterior se plantea el hecho de que los fungicultores quieren posicionar de 

una mejor manera el consumo de setas en especial de la L. edodes, y uno de las 

necesidades más sentidas es el de hacer el producto más apetecible por los 

consumidores y esto se puede lograr si se determinan las propiedades como 

nutreaceútico, de manera que su etiqueta pueda indicar los beneficios que su consumo 

les puede aportar. En el caso particular del L. edodes se inicia el estudio con los cuerpos 

fructíferos secos y pulverizados puesto que la demanda del hongo fresco por los 

almacenes de cadena está decayendo debido a que se presenta muy pronto el deterioro 

del producto y los productores se ven abocados a comercializarlo en otra presentación. 

Los resultados de la presente investigación, darán las bases para en futuras 

investigaciones, determinar si las propiedades antioxidantes del hongo se ven disminuidas 

o no mediante el proceso de secado realizando el estudio comparativo con el hongo 

fresco. 
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4. GENERALIDADES 

 

4.1 Los basidiomicetos 

 

Los hongos basidiomicetos se encuentran presentes en prácticamente todos los hábitats 

debido a que pueden crecer en casi cualquier sustrato y clima, donde existan los 

elementos indispensables para su existencia como son materia orgánica y agua, 

(Chegwin, C. 2004), y es por esto, aunado a su gran variedad enzimática, que son los 

organismos terrestres donde se encuentra la mayor variedad de metabolitos secundarios 

(Coy, E. 2004). Sus cuerpos fructíferos contienen compuestos con un alto valor 

nutricional, como son proteínas, carbohidratos, ácidos grasos poliinsaturados, 

aminoácidos esenciales como lisina y leucina, vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, 

ácido ascórbico) y minerales. 

 

En la medicina tradicional oriental, principalmente en países como China y Japón se han 

empleado extensamente para el tratamiento de muchas enfermedades, debido a que son 

potentes agentes antitumorales, antibacteriales, antivirales, inmunomoduladores, 

antiproliferativos, antituberculosos, hipoglicemiantes, citotóxicos, hipocolesterolémicos, 

hepatoprotectores, antifúngicos e insecticidas (Teichmann, et al, 2007. Ribeiro, et al. 

2008. Lee, et al. 2007, Cucaita, E. 2007). 

 

En adición a lo anteriormente expuesto, dentro de las propiedades atribuidas a los hongos 

se encuentra también el de retardar el proceso de envejecimiento, hasta tal punto que 

algunos de ellos son conocidos como hongos de la eterna juventud, como es el caso del 

Shiitake (Liu, 2007).  

 

Siendo el proceso natural del envejecimiento resultado en gran parte de la acción de los 

radicales libres generados dentro del metabolismo, esta bioacción de los hongos permite 

inferir que formando parte de los fungicompuestos deben estar presentes otros 

metabolitos secundarios responsables de dicha acción.  

 

Dentro de estos compuestos los llamados a ejercer este efecto son los polifenoles en 

general y los flavonoides en particular, los cuales presentan actividad antioxidante 

(Turkoglu, et al. 2007) y cuyo estudio se ha centrado en el reino plantae. 
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4.1.1. Metabolitos en Basidiomicetos 

 

Entre los metabolitos aislados en hongos basidiomicetos se encuentran polisacáridos, 

principalmente los glucanos lineales y ramificados, los cuales presentan una potente 

acción antitumoral (Daba et al. 2003), compuestos de tipo triterpenoidal como son 

triterpenos, esteroles, polihidroxiesteroles, cetoesteroides, y epoxiesteroles, que también 

presentan importantes propiedades biológicas, ácidos grasos, diterpenos, sesquiterpenos, 

p-terfenilos fenilacetoxilados, glucanos acetilenos, sales de diazonio, terpenoides, 

alcaloides y compuestos nitrogenados, ácidos, poliisoprenpolioles, purinas quinonas 

(Brizuela, et. al. 1998) y compuestos fenólicos (Barros, et al. 2009). 

 

Con base en los reportes se puede decir que las principales actividades son: antioxidante, 

antitumoral, antiproliferativa, antituberculosa, hipoglicémica, hipocolesterolémica, 

activadores del sistema inmune, antibacterial, antifúngica, citotóxica, antimicrobiana, 

inhibidora del VIH, hepatoprotectora, insecticida, antibiótica, antiprotozoal, entre otras. En 

la tabla 1 se presentan algunos metabolitos aislados en basidiomicetos así como sus 

actividades biológicas. 

 

Es la presencia de estos compuestos la razón por la cual en los últimos años el estudio de 

los metabolitos de los hongos se ha incrementado considerablemente, ya que pueden 

constituirse en una valiosa fuente para el descubrimiento de nuevos compuestos con 

potencial aplicación terapéutica (Lee, et al. 2007). 

 
Tabla 1. Ejemplos de los metabolitos secundarios con actividad biológica comunmente 
aislados en basidiomicetos. 

HONGO COMPUESTO 
ACTIVIDAD 
BIOLÓGICA 

REF 

 
 
 

Agaricus 
blazer 

 
 
 

O

H3CO

CH3

CH3

O

CH3 CH3

CH3

OH

OH

O

H3CO

CH3

CH3

O

CH3 CH3

CH3

OH

OH

 
Agariblazeispiroles A y B 

 
 

Evita la proliferación 
de células de leucemia 
P388/VCR en ratones 

 

 
Hirotani, et. 

al.; 2003 

 
 
 

Amanita 
pantherina 

 
 
 

OH

H

 
(22E,24R)-ergosta-,5,7,9(11),22-tetraen-3-ol 

Antimicrobiana 
 

Yasunori, Y. 
et. al.; 1998 
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Grifola 
frondosa 

 
O

H

 
Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona 

Antiinflamatoria 
 

Lindequist 
et. al.; 2005 

 
 

Russula lepida 
Fr. 

 
 

 

H

OH

COOH

H

H

 
Ácido (24E)-3β-hidroxicurcubita-5,24-dien-26-oico 

 
Antifúngica 

 
Jikai L. 2002 

 
Lentinula 
edodes 

N

N
N

N

NH2

COOH

OH H

OH H

 
Eritadenina 

Hipocolesterolémica Liu J. 2004 

 
Telephora 
ganbajun 

 

O

Ph

O

MeO O

O O

Ph

O

O

Ph

O

 
p-terfenil polifenilacetoxilado 

Insecticida, 
antibacterial. 

Jikai L. 2002 

 
 
 

Lycoperdum 
perlatum 

 
 

O
O

COOH COOH

H

NH2  
Ácido licopérdico 

 
 

Acción sobre el 
sistema nervioso 

central 

 
 

Makino, et. 
al.; 2002 

 

 
 

Lepista 
nebularis 

 
 

N

N
N

N

O

OH

OHOH  
Nebularina 

 
 
 

Nucleósido altamente 
tóxico, inhibe la 

adenosin deaminasa 

 
 
 
 

Liu J. 2004 
 

 
 
 

Pleurotus 
ostreatus 

 
 
 

O

OOH

H

HH

O

O

 
Lovastatina 

Hipocolesterolémica 
 

Lindequist 
et. al.; 2005 

Inonotus 
obliquus 

O

O

O

O

OH

OH

OH

OH
O

O

OH

OH

OH

 
Inonoblina A 

Antioxidante 
Lee, et al. 

2008 
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Fistulina 
hepatica 

O

OH

OH

OH

OH

OH

O  
Quercetina 

Antioxidante 
Ribeiro, et 
al. 2007 

Agaricus 
bisporus 

OH

COOH

 
ácido p-hidroxibenzóico 

Antioxidante 
Barros, et al. 

2009 

 

 

En cuanto a los metabolitos secundarios aislados en macrohongos colombianos se 

encuentran triterpenoides, esteroles, cetoesteroides, epoxiesteroles, polihidroxiesteroles, 

ácidos esteroidales, entre otros (Chegwin, 2004. Chegwin, 2007. Cucaita, 2007. Jaramillo, 

2008), dentro de los cuales algunos han demostrado actividad biológica importante, como 

es el caso de los compuestos triterpenoidales del hongo Ganoderma lucidum cultivado 

biotecnológicamente, que exhiben una buena acción antimicrobiana frente a las bacterias 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteriditis y Staphyllococus aureus, dando según 

la escala internacionalmente utilizada una respuesta fuerte para la actividad 

antimicrobiana (Jaramillo, 2009) y los compuestos austrolactona, ácido austrálico, y los 

ácidos aplanoxídicos A, C, F, G que presentaron acción citotóxica contra las células HL-

60 de leucemia mieloide (León, et al. 2003), lo que permite ver el alto potencial en 

bioprospección. 

 

Para la selección del hongo a estudiar se tomaron tres basidiomicetos: Laetiporus 

sulphureus, Pleurotus ostreatus y Lentínula edodes, cuyos extractos se han reportado con 

actividad antioxidante (Turkoglu, et al. 2007, Yang, et al. 2002, Kitzberger, et al. 2007), a 

los cuales se les determinó su porcentaje de inhibición frente al DPPH lo que permitió la 

escogencia de Lentinula edodes para realizar el estudio total dado que su actividad 

antioxidante fue la mayor dentro de las setas analizadas y similar a la reportada en 

literatura para extractos crudos de basidiomicetos. Aunado a lo anterior está el hecho de 

que después del champiñón de Paris (Agaricus bisporus), este hongo es uno de los que 

actualmente se está posicionando en el mercado colombiano y por lo tanto su producción 

a nivel nacional se incrementa rápidamente al igual que su consumo; tendencia que se 

aprecia también a nivel mundial, (Salmones, et al. 1997, Salmones, et al. 2005), lo que 

trae como consecuencia un incremento notable en la investigación tanto de los 
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compuestos con potencial acción farmacológica, como de la eficiencia del cultivo en 

diferentes sustratos (Cucaita, 2007). 

4.2  Lentinula edodes 

4.2.1. Aspectos biológicos 

Lentinula edodes, también conocido como Shiitake, es el segundo hongo mas cultivado 

en el mundo y constituye la primera exportación agrícola del Japón, país del cual es 

originario. Crece en un rango de pH de 3.0-6.0, con un óptimo de 4.5-5.5 en la fase 

vegetativa y de 3.5-4.5 en la fase reproductiva, y a una temperatura de 25°C, a 

temperaturas por debajo de 5°C y por encima de 35°C el crecimiento del micelio se 

detiene.  

Es un organismo fototrópico, por lo tanto necesita luz para su desarrollo. Es un hongo 

saprófito que crece dentro de maderas de árboles de la familia Fagaceae, siendo los 

géneros Quercus sp (Robles), el sustrato colonizado con mayor frecuencia (Pedreros, 

2007).  

4.2.2 Clasificación taxonómica 

 

 

 

 

 

Se caracteriza por tener un sombrero de 5 a 25 cm de diámetro, semiesférico, 

inicialmente presenta un color café oscuro casi negro pero con el tiempo se torna café 

claro. La forma del sombrero en algunas ocasiones puede ser irregular, sin embargo, 

normalmente el hongo al principio debe estar un poco enrollado, a medida que se 

desarrolla debe ser encorvado y finalmente cuando alcanza la madurez su sombrero se 

vuelve aplanado. Tiene unas manchas o pelusas que aparecen irregularmente en el 
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sombrero, inicialmente son puntos de color blanco pero pueden tornarse a color café 

cuando el hongo se va deteriorando (Pedreros, 2007). 

4.2.3 Estudios químicos y farmacológicos  

 

Dentro de los hongos comestibles, el Shiitake es uno de los más estudiados y el que 

mayor número de investigaciones arroja, dadas sus cualidades medicinales y cuyos 

resultados han confirmado sus capacidades terapéuticas, revalidando así su empleo en la 

medicina oriental principalmente en el tratamiento de la hipertensión y en la disminución 

del colesterol en sangre, debido a un compuesto denominado Eritadenina (Yamada, et al. 

2007). 

 

Formando parte de la gran variedad de compuestos aislados de este hongo y que exhiben 

marcada actividad biológica y farmacológica, se encuentran polisacáridos como el 

denominado Lentinan (β-1,3 glucano), el cual es su principal componente, y que presenta 

un marcado efecto anticancerígeno, así como compuestos triterpenoidales entre los 

cuales se halla el ergosterol (componente mayoritario de los hongos) y esteroles 

estructuralmente relacionados con el mismo como son cetoesteroides, 

polihidroxiesteroles, epoxiesteroles y diepoxiesteroles, sin dejar de lado la presencia de  

ácidos grasos y sus esteres. Aunado a lo anterior, el reporte de la presencia de 

polifenoles en algunos macromicetos y la actividad antioxidante atribuida al Shitake, 

permite presumir que debe contener polifenoles y flavonoides (Dubost, et al. 2007, 

Kitzberger, et al. 2009, Choi, et al. 2006). En la tabla 2 se presentan algunos de los 

metabolitos aislados en este hongo. 

 

Tabla 2. Metabolitos aislados de L.edodes. 

COMPUESTO REF 

N

N
N

N

NH2

COOH

OH H

OH H

 
Eritadenina 

Yamada, et al. 2007, 
Liu J. 2004 

O

O

OH

OH

O

H

OH

OH

OH

H
-

OH

O

O

OH

OH

O

OH

OO

H

OH

OH

OH

O

n  
Lentinan 

Minato, et al. 1999 
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OH  
Ergosterol 

 
 

Yokokawa, et al. 1981 

OH
O

OH

H

O

 
5,6;8,9-diepoxi-(22E,24R)-ergosta-22-en-

3,7-diol 

Yaoita, et. al.; 1999 

OH
OH

O  
(22E,24R)-23-metilergosta-7,22-dien-3,5,6-triol 

Yaoita, et. al.; 1999 

O

O

OH  
Tilopiol B 

Cucaita, 2007 

OH
OH

O  
Ergosta-7,22-dien-3,5-diol-6-ona. 

Cucaita, 2007 

Los metabolitos que para esta investigación son de interés y que hasta el presente no se 

han reportado como constituyentes de las fructificaciones del hongo objeto de estudio, 

son los compuestos polifenólicos, ya que estos pueden ser los mayores responsables de 

la actividad antioxidante exhibida por los extractos del mismo. 
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4.3 Compuestos Polifenólicos 

Se caracterizan por la presencia de anillos aromáticos hidroxilados, estos se derivan de la 

L-fenilalanina (Petti, 2009), por la ruta del ácido shikímico (Figura 1). 

 

Figura 1. Ruta biosintética de los compuestos polifenólicos (Mabry, et al. 1970). 

 

 

Estos compuestos son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, pudiendo 

ser detectados por el intenso color verde, púrpura, azul o negro que producen cuando se 

les agrega una solución acuosa o alcohólica de cloruro férrico. Dada su naturaleza 

aromática presentan intensa absorción en la región UV (Lock, O 1988).  

 

Entre los compuestos polifénolicos se encuentran fenoles simples, ácidos fenólicos 

(derivados de los ácidos cinámico y benzóico), flavonoides, cumarinas, taninos 

condensados e hidrolizables y lignanos. (Naczk, 2004). 

 

Son los compuestos más ampliamente distribuidos en las frutas, vegetales, granos, 

cortezas de los árboles, raíces, tallos y flores, y debido a que son agentes reductores, se 

ha encontrado que protegen el organismo contra el estrés oxidativo y patologías 

asociadas con este, tales como el cáncer y enfermedades coronarias (Tapiero, et al, 

2002). 
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4. 3.1. Polifenoles 

Las principales clases de polifenoles son los ácidos fenólicos y los flavonoides. De los 

primeros, los más importantes son los ácidos hidroxicinámicos, los cuales están 

distribuidos en casi todas las plantas (Ferguson, 2001) siendo el más representativo de 

estos el ácido caféico (figura 2), el cual se encuentra en los alimentos, principalmente 

como un éster con el ácido quínico, el cual es conocido como ácido clorogénico (figura 2) 

(Tapiero, et al. 2002). 

 

Figura 2. Estructuras ácidos hidroxicinámicos  

COOH

OH

OH                          OH

OH

O

O OH

OH COOH

OH

 

                                Acido caféico                         Acido clorogénico 

 

4.3.2 Flavonoides. 

 

Los flavonoides corresponden a un grupo de sustancias naturales con estructuras 

fenólicas variables. Su estructura química pertenece a la de los derivados de 1,3-

difenilpropan-1-ona (chalconas), siendo uno de los grupos más conocidos los que 

contienen el sistema fenilcromona (benzo--pirona) (Arct, et al. 2008). Su esqueleto 

fundamental corresponde a los compuestos de tipo C6-C3-C6. (Figura 3)  

 

Figura 3. Estructura fundamental de los Flavonoides (Arct, J. 2008).  

 

La biosíntesis de estos compuestos se presenta en la figura 4. 
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Figura 4. Biosíntesis de los flavonoides (Shiljen, et al. 2004). 

 

 

Los flavonoides generalmente están hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3´, 4´ y/o 5´; y 

frecuentemente uno o más de estos grupos hidroxilados están metilados acetilados, 

fenilados o sulfatados.  

 

En las plantas, se encuentran usualmente como como C-glicósidos u O-glicósidos, 

frecuentemente localizados en las posiciones 6 u 8 de la aglicona, siendo los 

carbohidratos más comunes ramnosa, glucosa, galactosa y arabinosa. Los diglicósidos 

flavonoides también son frecuentes, y el azúcar más común en ellos es la rutinosa (D-

glucosa unido a L-ramnosa). Sin embargo, siempre se refieren a glicósidos flavonoides 

cuando contienen uno o más grupos de azúcar. En la figura 5 se presentan las estructuras 

básicas de los flavonoides (Arct, et al. 2008, Rijke et al. 2006) así como la de los azúcares 

más comunes en sus glicósidos. 
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Figura 5. Estructuras básicas de los flavonoides y los azúcares comunes en glicósidos 

(Arct, J. 2008). 

  

 

La importancia que revisten estos compuestos se debe a que además de ser los 

metabolitos secundarios más ampliamente distribuidos en plantas, ya que alrededor de 

5000 han sido extraídos e identificados (Arct, et al. 2008), muchos de estos compuestos 

intervienen en el sistema de defensa de las mismas, ya que protegen de la absorción 

radiación ultravioleta e inhiben el crecimiento de microorganismos, lo cual las protege de 

infecciones. También existen algunos que producen sabores desagradables evitando así 

el ataque de animales herbívoros. 

 

Aunado a lo anterior se encuentra la importante actividad antioxidante que presentan, la 

cual es debida a varios mecanismos como son atrapamiento de las especies reactivas de 

oxigeno, inhibición de las enzimas responsables de producir aniones superóxido, 

quelatación de los metales de transición involucrados en los procesos de formación de 

radicales libres y la prevención de los procesos de peroxidación por reducción de 

radicales peroxilo y alcoxilo (Pyrzynska, K, et al. 2009). Esto se debe a que los grupos 

fenólicos poseen un alto potencial de reducción 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 conjugación con el grupo 4-ceto, el cual es el responsable 

de la deslocalización electrónica en el anillo B y la presencia de hidroxilos en C-3 y C-5, 

los cuales aumentan la acción de atrapamiento de radicales libres (Makris, et al. 2006). 
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4.3.3. Actividad antioxidante 

 

El mecanismo de acción de los flavonoides y polifenoles como compuestos antioxidantes 

incluye la supresión de la formación de las especies reactivas de oxígeno (ERO), de 

nitrógeno (ERN) y de los hidroperóxidos orgánicos, debido a que interfieren en la 

inhibición de las enzimas involucradas en la generación de estos, además inhiben 

enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos y estimulan otras con 

reconocidas propiedades antioxidantes (Heim, et al. 2002). 

 

Así mismo pueden atrapar radicales libres (RL), quelatar iones metálicos e interferir en las 

reacciones de iniciación o de propagación de los RL, pues donan fácilmente átomos de 

hidrógeno a los radicales peroxilo de los lípidos que constituyen las paredes celulares 

(Heim, et al. 2002. Pérez, et al. 2003). 

 

De los mecanismos anotados anteriormente el más destacado y que es la base para 

estudios de bioprospección es el atrapamiento de radicales libres (RL), ya que son estos 

los que se consideran que afectan en mayor medida el deterioro de las células y que son 

generados por los procesos oxidativos que ocurren en el organismo, que aunque son 

necesarios para la producción de energía para los procesos biológicos, cuando hay un 

exceso de estos, pueden ocasionar el daño de tejidos y la muerte celular (Yang, et al. 

2002). En las figuras 6 y 7 se presentan los mecanismos de atrapamiento de radicales 

libres de los compuestos polifenólicos y flavonoides. 

 

Figura 6. Mecanismo de acción de un antioxidante de tipo fenólico mediante atrapamiento 

de RL (https://uvigo.tv/uploads/materials12728/Viernes_5_de_noviembre.ppt) 

.  
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Figura 7. Mecanismo de acción de un antioxidante de tipo flavonoide mediante 

atrapamiento de RL (Castañeda, A. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los RL son los causantes del envejecimiento (Yang, et al. 2002) y de enfermedades 

degenerativas, como el cáncer, problemas cardiovasculares, el decaimiento del sistema 

inmune, la disfunción cerebral, arterioesclerosis, diabetes, y cirrosis (Turkoglu, et al. 2007, 

Kitzberger, et al. 2007), y aunque el cuerpo humano posee defensas antioxidantes para 

prevenir el daño oxidativo, como las enzimas superoxido dismutasa, catalasa, glutatión 

peroxidasa (Turkoglu, et al. 2007, Kitzberger, et al. 2007) y compuestos como el ácido 

ascórbico y tocoferoles, estos suelen ser insuficientes, lo que lleva a requerir su 

complementación con antioxidantes exógenos. 

 

4.3.4 Otras actividades de los flavonoides 

 

Otra acción reportada para los flavonoides es la actividad antiinflamatoria (Heim, et al. 

2002), razón por la cual son ampliamente empleados en cosmetología para disminuir la 

irritación potencial de diversas materias primas de los cosméticos (Arct, et al. 2008). 

 

El efecto antinflamatorio se debe a interacciones complejas con factores proinflamatorios 

y enzimas que participan directa o indirectamente en la generación o propagación de las 
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etapas inflamatorias así como en la inactivación de la 5-lipooxigenasa y ciclooxigenasa, 

enzimas que desempeñan un papel clave en la transformación del ácido araquidónico en 

leucotrienos proinflamatorios y prostaglandinas, e inhiben los procesos oxidativos de las 

membranas de los lípidos, lo cual produce la liberación de ácido araquidónico ( Arct, et al. 

2008). 

 

Se ha demostrado también que un gran número de flavonoides influencian la síntesis y 

liberación de óxido nítrico, el cual es responsable de la regulación de muchas funciones 

fisiológicas, incluyendo la propagación del dolor. Asimismo, presentan una sustancial 

actividad antiinflamatoria y antiirritante de los vasos sanguíneos, puesto que disminuyen 

la congestión de los tejidos y presentan una fuerte actividad antiedematosa (Arct, et al. 

2008). 

4.3.5. Compuestos polifenólicos en hongos y actividad antioxidante 

En los trabajos efectuados sobre actividad antioxidante, casi en su totalidad sobre 

representantes del reino plantae, se destacan las investigaciones realizadas sobre las 

diferentes variedades de uva (Makris, et al. 2006) empleadas en la industria vinícola, y en 

la última década sobre las hojas de té (Peterson, et al. 2005, Wang, et al. 2001, Ferrara, 

et al. 2001), por citar sólo algunas, pero que en el reino fungi es aún territorio poco 

explorado. Los estudios sobre esta actividad en hongos son escasos y muy generales, ya 

que la mayoría de los mismos hacen referencia a las propiedades antioxidantes de los 

extractos de las fructificaciones, sin precisar que compuestos son los responsables de 

dicha bioacción (Elmastas, et al. 2007). Tal es el caso de los hongos comestibles A. 

bisporus, Polyporus squamosus, P. ostreatus, Lepista nuda, Russula delica, Boletus 

badius, y Verpa conica (Elmastas, et al. 2007), Flammulina velutipes, Lentinula edodes, 

(Yang, et al. 2002, Kitzberger, et al. 2007), Laetiporus sulphureus (Turkoglu, et al. 2007), 

Lactarius deterrimus, Suillus collitinus, Boletus edulis, Xerocomus chrysenteron 

(Sarikurkcu, et al. 2008) e Hypsizigus marmoreus (Lee, et al. 2007). 

 

En algunos de ellos se determina el contenido fenólico total (Dubost, et al. 2007), mientras 

que en otros se estudia el poder reductor, la capacidad para atrapar radicales libres, 

aniones radicales superóxido, actividad antioxidante total y actividad quelatante de 

metales, en comparación a antioxidantes conocidos (tabla 3) como butilhidroxianisol 

(BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y α-tocoferol, encontrándose que debido a la alta 
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actividad antioxidante de los extractos de algunos de los hongos podrían ser usados como 

una fuente natural de antioxidantes fácilmente asequible, pues esta es similar e incluso 

mayor que la presentada, por los compuestos comúnmente empleados como 

antioxidantes, como el BHT (Sarikurku, et al. 2008) 

 

Tabla 3. Actividad Antioxidante total de diferentes hongos comestibles a una 

concentración de 1,0 mg/ml empleando como control BHT  (Sarikurku, et al. 2008) 

Hongo 
A.Antioxidante 

(DPPH) 
Capacidad de 

atrapar radicales 
A. Quelatante 

Lactarius deterrimus 20.23 ± 1.75 11.50 ± 1.88 93.55 ± 0.33 

Suillus collitinus 89.96 ± 0.03 79.20 ± 0.03 80.83 ± 0.85 

Boletus edulis 80.15 ± 0.85 47.64 ± 1.10 90.20 ± 0.85 

Xerocomus chrysenteron 90.48 ± 0.05 54.50 ± 1.93 81.71 ± 0.39 

Butilhidroxitolueno (BHT) 98.13 ± 0.76 92.26 ± 0.87 68.20 ± 1.25 

 

Así mismo, diferentes investigaciones permiten ver que la actividad antioxidante de los 

hongos comestibles es comparable con la reportada para diversos productos vegetales 

(tabla 4), lo cual los convierte en una excelente alternativa como fuente de antioxidantes.  

 
Tabla 4. Comparación de la actividad antioxidante frente al DPPH presentada por 

basidiomicetos comparada contra productos naturales vegetales. 

Fuente 
% Actividad 

Antioxidante (DPPH) 
Referencia 

Flammulina velutipes, Lentinula 
edodes y Pleurotus 

42,9-81,8 Yang, et al. 2002 

Laetiporus sulphureus 82,2 Turgoklu, et al. 2007 

Hypsizigus marmoreus 38,6-65,2 Lee, et al. 2007 

Lactarius deterrimus, Suillus 
collitinus, Boletus edulis, 
Xerocomus chrysenteron 

14,8-97,9 Sarikurkcu, et al. 2008 

cereza 88,5 Velioglu, et al. 1998 

arándano 92,1 Velioglu, et al. 1998 

Manzana 58,4-92,3 Hossain, et al. 2009 

 

El estudio comparativo de los cuerpos fructíferos de diferentes cepas de Flammulina 

velutipes; Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus, arrojó como resultado que los Pleurotus 

presentan la mejor actividad y el mayor contenido fenólico total (Yang, et al. 2002). 

Aunado a lo anterior, se encuentra el hecho de que el extracto de P. ostreatus mejora 

considerablemente la hepatotoxicidad inducida con CCl4 en el hígado de ratas 
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(Sarikurkcu, et al. 2008) y protege el corazón, los riñones y el cerebro de las mismas 

contra el daño oxidativo (Jayakumar, et al. 2007). 

 

En lo referente a compuestos polifenólicos en hongos, hasta el presente se han reportado 

las inonoblinas A (1), B (2) y C (3) y las feligridinas D (4), E (5) y G (6) (Lee, et al. 2007), 

de los extractos metanólicos del cuerpo fructífero del hongo Inonotus obliquus (figura 8), 

las interfunginas A (1), B (2) y C (3) (figura 9) de los hongos Inonotus y Phellinus (Lee, et 

al. 2008). 

 

Figura 8. Compuestos polifenólicos aislados del cuerpo fructífero del hongo Inonotus 

obliquus.  
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Figura 9. Compuestos polifenólicos aislados de los hongos Inonotus y Phellinus spp 
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En el hongo Fistulina hepatica, fueron aislados cinco compuestos polifenólicos (Figura 

10): ácido caféico (1), ácido p-cumárico (2), ácido elágico (3), hiperosido (4) y quercetina 

(5) (Ribeiro, et al. 2007). 

 

 

 



 

 

Lentinula edodes                                                                                       Química de Hongos Macromicetos. 

35 

Figura 10. Compuestos polifenólicos aislados de Fistulina hepática. 
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Barros, et al. en 2009, identificaron los compuestos de tipo polifenólico (figura 11): ácido 

protocateico (1), ácido p-cumárico (2), ácido vainíllico (3) ácido p-hidroxibenzóico (4) y 

ácido cinámico (5), en los hongos Agaricus arvensis, Agaricus bisporus, Agaricus 

romagnesii, Agaricus silvícola, Cantharellus cibarius, Hypholoma fasciculare, Lactarius 

deliciosus, Lactarius piperatus, Lepista nuda, Leucopaxilus giganteus, Lycoperdon molle, 

Lycoperdon perlatum, Macrolepiota procera, Ramaria botrytis,y Sarcodon imbricatus. 

 

Figura 11. Compuestos polifenólicos aislados de 16 hongos silvestres de Portugal. 
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En lo referente al Shiitake se reporta que el extracto metanólico del cuerpo fructífero 

muestra una moderada actividad antioxidante evidenciada por el porcentaje de 

peroxidación de lípidos (Yang, et. al. 2002, Kitzberger, et al. 2007). Además exhibe 

efectos antibacteriales para una gran cantidad de bacterias y se han reportado efectos 

como inmunorregulador (Turgoklu, et al. 2007), antiparasitario y hepatoprotector (en 

Cucaita, 2007). 

 

En la actualidad son las frutas la fuente exógena fundamental de compuestos 

antioxidantes, sin embargo ellas en general contienen bajo contenido protéico y dado el 

auge actual de volver a lo natural y consumir alimentos funcionales se plantea como una 
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excelente alternativa el consumo de los hongos tanto como fuente de proteína de 

excelente calidad (Shashireka, et al. 2005) como aportante de compuestos antioxidantes.  

Si bien es más que conocido el valor nutricional de los hongos, no se ha prestado mayor 

atención a su actividad antioxidante ni a los metabolitos responsables de la misma, y es 

precisamente esto último lo que da pie a plantear la presente investigación no sólo con el 

fin de determinar su real potencial como antioxidantes naturales, sino determinar 

estructuralmente los compuestos responsables de la acción.  

  

4.4 RELACIÓN ESTUCTURA-ACTIVIDAD 

La capacidad antioxidante se atribuye a la distribución de los grupos funcionales en la 

estructura, pues muchos años de investigación sobre la relación estructura-actividad han 

demostrado la importancia de componentes estructurales específicos como requisitos 

para la actividad, dentro de los que se encuentran la distribución espacial y el número de 

grupos hidroxilo en la estructura, puesto que la capacidad para atrapar las especies 

reactivas de oxígeno (ERO) y de nitrógeno (ERN), depende de la alta reactividad de 

dichos grupos funcionales y mas específicamente a la estructura 3´4´-catecol (figura 12) 

 

Figura 12. Estructura de la Quercetina, un flavonoide con la estructura 3´4´-catecol. 

 

La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 del anillo A, también aumenta el 

poder antioxidante de estos compuestos, debido a que esto contribuye a la planaridad de 

la estructura, favoreciéndose de esta manera la conjugación, la deslocalización 

electrónica, así como también incremento de la estabilidad de los radicales fenoxilo 

(Heim, et al. 2002). Asi mismo, el impedimento estérico generado por la metilación de los 

grupos 3´4´-catecol o los grupos OH del anillo A, disminuye significativamente la 

capacidad antioxidante (Heim, et al. 2002). 

 

Otra función que contribuye notoriamente en la actividad, es el doble enlace en la posición 

2,3 del anillo C, en conjugación con el grupo 4-oxo. Se ha reportado que los flavonoides 

que cumplen con estos tres requerimientos, como es el caso de la quercetina, presentan 
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actividad antioxidante mucho mayor que los que carecen de uno o dos de los 

mencionados grupos funcionales en su estructura (Heim, et al. 2002, Martinez, et al. 2002, 

Pietta, 2000). 

 

Como se mencionó anteriormente, solo se han encontrado algunos reportes sobre la 

determinación de la actividad antioxidante en los hongos, pero no se conocen estudios 

sobre los flavonoides presentes y menos aún estudios sobre la relación estructura 

actividad de los mismos, por esta razón los resultados de la presente investigación no 

sólo aportaran a la química de los flavonoides en hongos, sino que permitirán aumentar el 

inventario general de flavonoides en productos naturales y aportar datos que permitan dar 

inicio a una aproximación a la relación estructura-actividad de ellos con base en las 

estructuras de los compuestos aislados y su actividad antioxidante, en comparación con 

compuestos estructuralmente relacionados, aislados de otras fuentes naturales. 

 

4.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  

 

4.5.1 Determinación del contenido fenólico total por el método de Folin-Ciocalteu 

 

El principio de este método consiste en la reducción, en medio básico, de una mezcla de 

ácidos fosfowolfrámico y fosfomolíbdico (H3Mo12O40P y H3[P(W3O10)4]) hasta sus óxidos de 

color azul (W8O13 y Mo8O23) los cuales presentan absorbancia a una longitud de onda de 

760 nm, dicha reducción es producto de la oxidación de compuestos fenólicos. 

 

La concentración de fenoles se reporta en términos de concentración equivalente de ácido 

gálico por g de muestra. (Folin-Ciocalteu, 1927, Castro, H. 2008). 

El reactivo de Folin-Ciocalteu, a pesar de ser el más comúnmente empleado para la 

determinación del contenido de polifenoles, puede reaccionar con compuestos no 

fenólicos, como son el ácido ascórbico, los azúcares y los aminoácidos, produciéndose 

así una sobrevaloración del contenido fenólico (Barros, et al. 2009)  
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4.5.2 Determinación de la actividad antioxidante por el método del 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH). 

 

Entre los métodos más ampliamente empleados para la determinación de la actividad 

antioxidante se encuentra el método del DPPH, desarrollado por Brand-Williams (1995). 

En el cual se emplea una reacción redox con el radical DPPH, este es un radical estable 

que presenta una intensa coloración violeta debido a los electrones desapareados del 

átomo de oxígeno, y después de la reacción con un átomo de hidrógeno de un ―atrapador 

de radicales‖ se forma el DPPH-H reducido, que presenta una coloración amarilla, lo cual 

permite medir la variación en su concentración por medios espectrofométricos (longitud de 

onda de máxima absorbancia de 517 nm).  

 

El ensayo consiste en adicionar a una solución de DPPH el extracto al cual se le desea 

determinar su actividad antioxidante, posteriormente (entre 30 minutos y una hora) se 

determina la variación de la absorbancia del DPPH la cual es proporcional a la actividad 

de los antioxidantes presentes en el extracto. La reacción es la siguiente: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
  

DPPH
●
 + AH  DPPH-H + A

● 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.1 Técnicas generales 

 

5.1.1 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM) 

 

Los análisis por CG-EM se realizaron en un cromatógrafo marca Hewlett Packard 6890 

con las siguientes características: columna capilar HP-5 de 30m, 0.33 mm de diámetro 

interno y 25m de espesor; gas de arrastre Helio 4.5 a 1ml/min; modo split 1:10, 

temperatura del inyector 300º C, programa de  temperatura desde 70 C hasta 300 C a 

7.4 C/min para el análisis de los ácidos grasos. Este cromatógrafo, está acoplado a un 

espectrómetro de masas 5973 con una fuente de ionización de 70eV. Los espectros 

fueron adquiridos en modo SCAN. 

 

Para el análisis de los compuestos polifenólicos se emplearon las condiciones descritas 

por Juarez, et al. (2008): temperatura del inyector 250° C, y el programa de temperatura: 

90° C por 1 min, se incrementó a 220° C a 6° C/min, y hasta 290° C a 10° C/min durante 

1,23 min y finalmente se elevó hasta 310° C a 40°C/min y se mantuvo dicha temperatura 

durante 7,5 min.  

 

5.1.2. Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas 

(CLAE-EM). 

 

Para el análisis de los compuestos por CLAE-EM se emplearon las condiciones 

cromatográficas descritas por Lin, et. al. (1999), una columna Phenomenex C18 Luna 150 

x 2,0 mm, y 5µm de espesor de la fase estacionaria.  

 

La composición de la fase móvil fue ácido fosfórico al 1% (A), y acetonitrilo (B). La elución 

se realizó de la siguiente manera: A:B en proporción 90:10 durante 30 min, a continuación 

se aumentó hasta 35:65 y se mantuvo por 35 min. La velocidad de flujo fue 1 mL/min y la 

longitud de onda para la detección de los compuestos fue 277 nm.  

 

El equipo empleado para el análisis de los compuestos fue un cromatógrafo líquido 

Shimadzu SPD-10, acoplado a un espectrómetro de masas Shimadzu 2010 EV. Los EM 
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fueron adquiridos por ionización en electrospray en modo positivo a 70 eV en el rango de 

m/z 100-2000. 

 

5.1.3 Derivatización. 

 

Este procedimiento se realizó para el compuesto polifenólico simple de la fracción 

clorofórmica, empleando el método descrito por Juarez, et al. 2008, modificando el tiempo 

de reacción. Al extracto seco se le adicionó 100 µL de BSTFA (Macherey-Nagel) y se 

mantuvo a 60ºC con agitación constante durante 8h. 

 

5.1.4 Cromatografía en columna (CC) 

 

Como fase estacionaria se utilizó Sílica Gel Macherey-Nagel (0.063 y 0.200mm de 

diámetro de partícula). Empleando como fase móvil CHCl3:MeOH:AcOH 90:10:1, por 

elución isocrática. La longitud de la columna fue de 35 cm x 1,2 cm. 

 

5.1.5 Cromatografía en capa delgada (CCD)  

Fueron realizadas en placas preparadas con Sílica Gel Macherey-Nagel (0.040–

0.060mm de diámetro de partícula), y cromatofolios de Sílica gel 60F254 Macherey-Nagel 

(0.040 y 0.060mm de diámetro de partícula). 

 

5.1.6 Reveladores 

Para la detección de los polifenoles se emplearon soluciones de Cloruro Férrico 5% en 

metanol (CFM) y Cloruro Férrico y Ferricianuro de potasio al 1% (Soares, et al.2009), las 

cuales se mezclan al momento de usar y se asperjaron sobre las placas presentando 

coloraciones azules como resultado positivo, así como los reactivos FeCl3 al 30% CF en 

agua específico para compuestos fenólicos. 

Para la detección de los flavonoides se utilizaron como reveladores Vainillina en 

etanol/Acido Sulfúrico y Vainillina en HCl al 37% (Merck, 1980) (específico para 

catequinas) que presentaban coloraciones moradas y rojas respectivamente al ser 

asperjados sobre las placas. 
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5.1.7 Reactivos. 

Los disolventes fueron de marca J.T. Baker de 99,9% de pureza, El ácido gálico, DPPH y 

catequina de marca Sigma, el hidróxido de sodio marca Scharlau, y el nitrito de sodio, el 

carbonato de calcio, y el cloruro de aluminio 98% de marca Panreac. 

 

5.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 

5.2.1 Determinación espectrofotométrica de la actividad antioxidante. 

 

Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotómetro Thermo electron 

corporation Genesys 10 UV. 

 

5.2.2 Determinación de la actividad antioxidante por el método del DPPH. 

 

Se empleó el método descrito por Kitzberger, et al. 2007, modificando en el procedimiento 

las concentraciones de analito y del DPPH. Se mezclaron los extractos de los hongos con 

una solución 0,2 mM de DPPH en Etanol, obteniéndose las soluciones de 

concentraciones 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0 mg/mL de DPPH.  

 

Después de 30 min se leyó la absorbancia a 517 nm y se calculó el porcentaje de 

actividad antioxidante (%AA) de la siguiente forma: %AA= (Ablanco-Amuestra/Ablanco)x100. 

Donde Ablanco es la absorbancia de todos los reactivos excepto el antioxidante, y Amuestra es 

la absorbancia de todos los compuestos. Los ensayos para cada muestra se realizaron 

por triplicado. 

 

5.2.3 Determinación del contenido polifenólico total por el método de Folin-

Ciocalteu. 

 

El contenido de compuestos fenólicos en los extractos de los hongos se determinó por el 

ensayo colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Barros, et al. 2007, modificando en el 

procedimiento la concentración de metanol. 2 mg del extracto se disolvieron en 1,0 mL de 

metanol al 4%, y se mezclaron con 1,0 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu.  
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Después de 3 min se adicionó 1 mL de solución saturada de carbonato de sodio y la 

mezcla se ajustó a 10,0 mL con agua destilada. La reacción se mantuvo en la oscuridad 

por 90 min, y se leyó la absorbancia a 725 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

Se empleó ácido gálico como estándar para la curva de calibración  (0,02-0,14 mg/mL). 

Se calcularon los IC50 por interpolación en las graficas de actividad antioxidante.  

 

 5.2.4 Determinación del contenido de flavonoides totales. 

 

Se empleó el método colorimétrico descrito por Barros, et al. 2007, modificando del 

procedimiento las concentraciones de extracto y los volúmenes empleados. A, a 100 µL 

de los extractos se le adicionaron 500 µL de agua destilada, y 30 µL de NaNO2 al 5%, 

después de 5 min se adicionaron 60 µL de AlCl3 al 10%, después de 6 min se adicionaron 

400 µL de NaOH 1,0 M y 110 µL de agua destilada. Se mezcló bien la solución y se midió 

la intensidad del color rosado a 510 mn. Se empleó como estándar para la curva de 

calibración (+)-catequina en un rango de concentraciones  entre 5,62x10-3 y 1,28x10-1 

mg/mL. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

 

5.3 MATERIAL FÚNGICO 

 

El cuerpo fructífero del hongo Pleurotus ostreatus fue suministrado por ASOFUNGICOL 

(Asociación de Fungicultores de Colombia) el de Lentinula edodes (Shiitake) fue adquirido 

por compra a ―Setas de San Antonio‖. El hongo Laetiporus sulphureus, fué recolectado de 

un tocón de árbol que se encontraba en el campus de la Universidad Nacional de 

Colombia-Sede Bogotá, y cumple con las características macroscópicas del espécimen 

clasificado por el micólogo Luis Guillermo Henao, el cual reposa en el herbario del 

Instituto de Ciencias de la universidad Nacional de Colombia, con el número 411969 bajo 

el nombre de Polyporus sulphureus. 

 

5.4 SELECCIÓN DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN Y DEL HONGO A TRABAJAR 

 

Para la realización de la investigación planteada y dado que la mayoría de los métodos 

aplicados se han empleado en productos naturales vegetales y siendo la pared celular de 

los macrohongos de constitución diferente, ya que contiene quitina, era necesario 

determinar las condiciones experimentales óptimas para la extracción de los compuestos 
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de interés, así mismo, seleccionar el hongo más promisorio para la misma. Para tal fin se 

siguió el siguiente protocolo: 

15 g del cuerpo fructífero seco y molido de los hongos Pleurotus ostreatus, Laetiporus 

sulphureus, y Lentinula edodes (Shiitake) fueron sometidos a extracción, empleando 

como disolvente extractante Metanol:HCl 99:1, por tres técnicas diferentes: Maceración 

durante 5 días, Soxhlet a 60ºC por espacio de 6 días y extracción asistida por Ultrasonido 

a 25°C, la cual se llevó a cabo en un baño con ultrasonido durante 15 min, se dejó 

reposar 1 hora, se filtró y se llevó nuevamente al baño con ultrasonido por 30 min, se dejo 

reposar una hora y se procedió a una tercera extracción durante 15 min, y a continuación 

se reunieron los extractos. Para los dos primeros métodos se realizó remoción diaria de 

disolvente hasta resultado negativo del ensayo de coloración con CF. 

 

Después de obtener los extractos crudos (EC) procedentes de cada una de las 

extracciones, estos fueron sometidos a partición con AcOEt:Agua (1:1) y concentrados en 

un rotavapor hasta sequedad. 

 

5.5 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DEL HONGO SELECCIONADO 

 

Con base en el rendimiento obtenido en cada uno de los métodos de extracción 

ensayados y teniendo en cuenta que el monitoreo en CCD evidencia la no formación de 

artefactos para los compuestos polifenólicos, se tomó como método de extracción el 

Soxhlet, siguiendo el protocolo que se describe a continuación: 

 

1,0 kg de hongo fue sometido a extracción exhaustiva por Soxhlet a 60C con MeOHHCl 

991, obteniéndose el extracto crudo EC que fue concentrado en rotavapor y se le 

realizó extracción exhaustiva con hexano EH, Cloroformo ECHCl3 y Acetato de etilo 

EAcOEt, mediante control con FeCl3. Cada uno de los nuevos extractos obtenidos se llevó 

a sequedad en un rotaevaporador y se reservó para las determinaciones 

correspondientes a la actividad antioxidante y su posterior purificación por técnicas 

cromatográficas. 
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Diagrama 1. Selección del hongo y del método de extracción. 

 

 

 

 

 

 

Diagrama 2. Obtención de los extractos del hongo seleccionado.  
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6. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

6.1 SELECCIÓN DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN Y DEL HONGO A TABAJAR 

Se inició el estudio químico de los hongos con la selección del método de extracción 

adecuado para los compuestos de interés. Dado que los compuestos polifenólicos 

presentan cierta acidez, la cual es proporcionada por los grupos OH en su estructura, se 

empleó como disolvente extractante el metanol acidulado. De los ensayos preliminares, 

realizados mediante maceración de muestras de 1,0 g de hongo seco y molido, 

empleando metanol acidulado, con proporciones de HCl entre 0.1% y 5 % y monitoreo por 

CCD, se determinó que entre el 1% al 5 % de ácido, la cantidad extraída era 

prácticamente la misma y además muy similar a la obtenida empleando sólo metanol. Con 

este resultado se optó por el empleo de MeOH:HCl 99:1, ya que entre menor 

concentración de ácido la formación de artefactos se vería menos favorecida. Cabe anotar 

aquí que la cantidad de compuestos grasos extraídos era menor que la presentada 

cuando el disolvente era metanol, como lo puso en evidencia el monitoreo por CCD. Así 

mismo, mediante la prueba de LB realizada al extracto se determinó la ausencia de 

esteroles y demás compuestos triterpenoidales. 

 

Este resultado se convierte en una gran ventaja, ya que en la posterior determinación de 

la actividad antioxidante se obtendrán valores más reales, puesto que la presencia de 

compuestos triterpenoidales puede en gran medida aumentar la magnitud de la actividad. 

Adicionalmente al realizar la extracción con metanol acidulado y evitar la coextracción de 

compuestos no deseados, en el caso de la realización de posteriores fraccionamientos del 

extracto crudo, los nuevos extractos resultantes sólo contendrían los metabolitos de 

interés. 

 

Habiendo determinado el disolvente extractante se realizaron ensayos con 15,0 g de cada 

uno de los hongos secos y molidos y diferentes técnicas de extracción (maceración, 

Soxhlet y ultrasonido), obteniéndose los correspondientes extractos crudos. Dado que en 

el trabajo era más importante el rendimiento en la extracción de los polifenoles, los 

extractos crudos se concentraron en rotavapor hasta obtener el 10% del volumen inicial 

para luego realizar la partición de los mismos con una mezcla de AcOEt:H2O (1:1), ya que 

dicho disolvente orgánico es el generalmente empleado para la extracción de polifenoles 
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(Simonovska, B. et al. 2003, Liu, X, et al. 2007, Froehlicher, T. et al. 2009, Zheng, G. et al. 

2009). Los nuevos extractos obtenidos se llevaron a sequedad y se pesaron. Los 

resultados se presentan en la tabla 5.  

 

Tabla 5. Comparación de métodos de extracción de  compuestos polifenólicos de los 

hongos Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus y Laetiporus sulphureus. 

 Maceración Soxhlet Ultrasonido 

Peso 
extracto 

(mg) 

%  
extracto 

Peso 
extracto 

(mg) 

% 
extracto 

Peso 
extracto

(mg) 

% extracto 

L. edodes 520 3,5 650 4,3 400 2,7 

P.ostreatus 210 1,4 470 3,1 180 1,2 

L. sulphureus 64 0,43 77 0,5 59 0,39 

 
De la tabla anterior se puede observar que la mayor cantidad de extracto se obtiene para 

el L. edodes, seguido del P. ostreatus y del  L. sulphureus.  

 

Teniendo en cuenta los resultados arrojados por la aplicación de los diferentes métodos 

de extracción se ve claramente que la técnica más apropiada para los metabolitos de 

interes de los hongos en estudio es el de soxhlet, seguido por la maceración, siendo la 

extracción asistida por US la técnica de menor eficiencia, en contraste con lo reportado 

por Huang, et al (2009), y Novak, et al (2008), en donde el empleo de dicha técnica arrojó 

buenos resultados cuando se trata de especies del reino plantae. Sin embargo, aunque 

para los hongos no hay en la literatura estudios comparativos al respecto, se puede inferir 

que puede ser la composición de la pared celular de las setas la responsable de dicho 

resultado. 

 

Así mismo, el contenido de compuestos polifenólicos totales extraídos (polifenoles y 

flavonoides) evaluado por la intensidad en la coloración obtenida al adicionar una solución 

de FeCl3 a una alicuota de cada uno de los extractos en AcOEt, permitió determinar que 

independientemente de la técnica empleada el L. edodes contiene mayor cantidad de 

polifenoles que los otros dos hongos seguido por P. ostreatus y por último L. sulphureus, 

resultados concordantes con lo reportado en literatura (Yang, et al. 2002), donde se 

reporta un mayor porcentaje de extracto para el L.edodes que para el P. ostreatus. 

 



 

 

Lentinula edodes                                                                                       Química de Hongos Macromicetos. 

49 

La actividad antioxidante se determinó por el método del 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo 

(DPPH) por ser el más ampliamente utilizado para cuantificar la capacidad de 

atrapamiento de radicales libres (Scherer, et al. 2009). 

De los resultados obtenidos (Fig. 13 – 15) se puede observar que la actividad antioxidante 

presentada por los extractos es muy similar, siendo ligeramente superior al emplear 

soxhlet, lo que es totalmente congruente con el contenido de polifenoles. Dado que los 

extractos pueden presentar adicionalmente metabolitos no polifenólicos, con actividad 

antioxidante, como es el caso de los triterpenoides (Chiung, et al. 2010, Assimopoulou, et 

al. 2005, Somova, et al  2003), se efectuó prueba para ellos empleando el ensayo de 

coloración de Lieberman-Burchard el cual arrojó resultado negativo, lo que permite inferir 

que los componentes de los extractos corresponden en su totalidad a compuestos 

polifenólicos.  

 

Figura 13. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de los extractos en 

AcOEt del hongo Laetiporus sulphureus. 
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Figura 14. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de los extractos en 

AcOEt  del hongo Pleurotus ostreatus. 

 

 

Figura 15. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de los extractos en 

AcOEt del hongo L. edodes.  

 

 

Con base en los resultados anteriores se puede determinar que el hongo que presenta 

una actividad antioxidante mayor es el L. edodes. Sin embargo, sus porcentajes de 

inhibición se encuentran entre entre 2,3 y 76,5% (figura 15) siendo menores que los 

obtenidos en el estudio realizado por Kitzberger, et al (2007) del extracto etanólico del L. 

edodes seguido de la partición con AcOEt (entre 4.0 y 92%), a concentraciones mucho 
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más bajas. Esta diferencia puede ser debida tanto a la cepa empleada como a las 

condiciones de cultivo aplicadas (Wong, et al. 2009). 

 

Con base en los resultados anteriores se escogió la extracción por Soxhlet como el 

método más adecuado para la obtención de los compuestos de interés, y se seleccionó el 

Lentinula edodes para este estudio, debido a que es el hongo que presenta el mayor 

contenido polifenólico, así como la mayor actividad antioxidante.  

 

6.2 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DE Lentinula edodes 

 

1,0 kg de hongo fue sometido a extracción exhaustiva por Soxhlet a 60 C con MeOHHCl 

991, monitoreando continuamente por medio de CCD, con el objetivo de ver el 

comportamiento de los polifenoles extraídos y suspender el calentamiento en el momento 

en que se detectara cambio en el comportamiento cromatográfico de los mismos, lo cual 

sería indicio de transformaciones por efecto del medio ácido y el calentamiento. Sin 

embargo, se logró llegar a un agotamiento total de los compuestos de interés sin 

presentarse la producción de artefactos, obteniéndose un extracto crudo EC que fue 

concentrado en rotavapor y sometido a partición exhaustiva con Hexano:H2O EH, 

Cloroformo:H2O ECHCl3 y Acetato de etilo:H2O EAcOEt, procedimiento que se realizó para 

tratar de separar los diferentes constituyentes del EC. Los extractos obtenidos fueron 

monitoreados por CCD. 

 

Al EC  se le realizó la determinación de la actividad antioxidante por el método del DPPH, 

(figura 16). En la figura se puede observar que el EC presenta actividad antioxidante de 

moderada a alta, pues ésta se encuentra entre 41,1-92,9% para concentraciones entre 

0.25 y 2 mg/mL, lo cual es un indicativo de que el extracto contiene compuestos con alta 

capacidad de atrapamiento de radicales.  

 

Adicionalmente, se encontró que dicho extracto presenta una actividad muy similar a la de 

los extractos metanólicos de algunos hongos que se conocen por poseer importante 

acción medicinal, tal es el caso del Ganoderma lucidum y Ganoderma tsugae, para los 

cuales se reportan porcentajes de inhibición entre 67,6 y 74,4% a una concentración de 

0,64 mg/mL (Cui, Y. 2005), así como el de la seta comestible Fistulina hepática, un 

basidiomiceto también perteneciente al orden de los Agaricales, en la que se reporta 
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porcentajes de inhibición de DPPH entre 45,8 y 77,7 a concentraciones de 0,25-0,75 

mg/mL (Ribeiro, et al. 2007). 

Referente al rendimiento del extracto crudo se obtuvo un 2,9%, mientras que Yang, et al. 

(2002), reportan rendimientos de extracto entre 15,9 y 18,8 %, esta diferencia puede ser 

debida bien a la selectividad del disolvente extractante empleado en este estudio ya que 

dada su polaridad y carácter ácido debe presentar una mayor selectividad por los 

compuestos polifenólicos (polifenoles simples y flavonoides) y disminuir en buena medida 

la extracción de aquellos metabolitos que proporcionarían una sobrevaloración de la 

actividad antioxidante del hongo, o a la variación del contenido de metabolitos debido 

tanto al sustrato empleado para el cultivo de los hongos como a la cepa de los mismos 

(Wong, et al. 2009) como se había indicado antes. 

 

Figura 16. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH del extracto crudo 

del hongo Lentinula edodes (Shiitake). 

 

 

Al analizar este resultado frente a lo obtenido por estudios similares en otros 

basidiomicetos (Mau et al. 2002) (figura 17) se puede ver que el extracto metanólico del 

hongo objeto del presente estudio tiene una actividad antioxidante muy superior, puesto 

que a concentraciones de 1mg/mL, iguala el poder antioxidante presentado por extractos 

metanólicos de Dictyophora indusiata a concentración de 6.5 mg/mL y sobrepasa por 

mucho el de los hongos Grifola frondosa, Hericium erinaceus y Tricholoma giganteus.  

 



 

 

Lentinula edodes                                                                                       Química de Hongos Macromicetos. 

53 

Resultados similares se obtienen al comparar lo reportado por Barros et al. en 2007, 

donde para el hongo L. giganteus la actividad antioxidante se encuentra ligeramente por 

debajo de la obtenida en este trabajo, mientras que el S. imbrincatus y el A. arvensis 

(Figura 18) presentan una actividad considerablemente menor que la de los extractos de 

Shiitake, lo que permite inferir que el Lentinula edodes cultivado en Colombia tiene un 

mayor valor nutraceútico y mejor potencial en bioprospección.  

 

Así mismo, su actividad antioxidante frente al DPPH, es comparable a las frutas 

consumidas como fuente de antioxidantes naturales como son cereza (88,5%), manzana 

(58,4-92,3%) y arándanos (92,1%) (Velioglu, et al. 1998, Hossain, et al. 2009). 

 

Figura 17. Determinación del porcentaje de inhibición frente al  DPPH reportada por Mau, 

et al. 2002 para diferentes basidiomicetos. 

 

 

Figura 18. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH reportada por 

Barros, et al. 2007 para diferentes basidiomicetos. 
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6.2.1 Extracto obtenido de la partición con hexano (EH. 

 

Con base en los resultados obtenidos para el extracto crudo metanólico el cual presenta 

una actividad antioxidante con valores entre 41,1 y 92,9 % y partiendo del conocimiento 

previo, derivado del estudio de basidiomicetos dentro del grupo de investigación, de que 

el metanol extrae gran cantidad de ácidos grasos, es de esperarse que empleando 

metanol acidificado buena cantidad de estos compuestos pudieron extraerse, éste hecho 

fue confirmado experimentalmente por medio de CCD. Siendo posible que algunos de 

ellos presenten actividad antioxidante, se procedió a realizar la partición con n-hexano con 

el objetivo de retirar dichos metabolitos del extracto crudo, para luego proceder a 

determinar la contribución de la fracción grasa a la actividad antioxidante, así como a 

elucidar estructuralmente sus componentes. 

De la realización de la partición se obtuvieron 6,5 g de fracción hexánica, que fue 

analizada por CG-EM. Su perfil cromatográfico (figura 19) presenta 7 picos a tiempos de 

retención entre los 19 y los 24 min. Con base en sus tiempos de retención y los patrones 

de fragmentación de sus espectros de masas se determinó que EH está conformado por 

los ácidos grasos y esteres comunes a los basidiomicetos. A continuación se presenta el 

análisis de los EM de cada uno de los compuestos. 

 

Figura 19. Cromatograma TIC de la fracción grasa del extracto en hexano del L. edodes. 
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6.2.1.1 Compuesto EH1. 

 

Presenta un tiempo de retención (figura 20) de 19,598 min, y muestra un M+ de 256 u, 

concordante con la fórmula molecular C16H32O2, y su patrón de fragmentación presenta 

pérdidas sucesivas de 14 unidades de masa características de compuestos alifáticos de 

cadena larga, así como pérdida de M+-OCH3 (m/z 225). Además, exhibe los picos a m/z 

74 y m/z 88 (rearreglo de McLafferty para ésteres de cadena alifática larga). Del análisis 

anterior comparación y con la base de datos del equipo se identificó como 

pentadecanoato de metilo. 

 

Figura 20. Espectro de masas del compuesto EH1. 

 

 

6.2.1.2 Compuestos EH2 yEH3. 

 

Estos compuestos presentan tiempos de retención de 20,685 min y 20,955 min y iones 

moleculares de 268 u (figura 21) y 270 u (figura 22), que se ajustan a las fórmulas 

condensadas C17H32O2 y C17H34O2, sus patrones de fragmentación presentan las pérdidas 

características de un compuesto insaturado de cadena larga y de uno saturado de cadena 

larga respectivamente, además del pico a m/z 74 (rearreglo de McLafferty para ésteres 

metílicos), lo que permitió con base en sus espectros de masas y la comparación con 

literatura, identificarlos como 9-hexadecenoato de metilo y hexadecanoato de metilo, 

respectivamente (Cucaita, 2007). 
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Figura 21. Espectro de masas del compuesto EH2. 

 

Figura 22. Espectro de masas del compuesto EH3. 

 

 

6.2.1.3 Compuesto EH4. 

 

El espectro de masas (figura 23) del compuesto EH4 muestra un pico de ion molecular a 

m/z 280 u, que se ajusta a la fórmula molecular C18H32O2, presenta a su vez picos 

correspondientes a pérdidas sucesivas de 14 unidades de masa (cadena alifática larga). 

Del análisis del espectro y comparación con literatura se identificó como el ácido 9,12-

octadecadienóico (ácido linoléico) (Chegwin, 2007, Cucaita, 2007). 
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Figura 23. Espectro de masas del Compuesto EH4. 

 

 

6.2.1.4 Compuesto EH5. 

 

El espectro de masas (figura 24) de este compuesto presenta un M+ de 284 u, 

concordante con la fórmula condensada C18H36O2, su patrón de fragmentación presenta 

pérdidas de 14 unidades de masa y el ion a m/z 74, correspondiente al rearreglo de 

McLafferty para ésteres. Del análisis de su espectro y comparación con la base de datos 

del equipo, se identificó como el heptadecanoato de metilo. 

 

Figura 24. Espectro de masas del Compuesto EH5. 
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6.2.1.5 Compuesto EH6 

 

El espectro para el compuesto EH6 (Figura 25) presenta un pico de ion molecular a m/z 

294 u que concuerda con la fórmula molecular C19H34O2. Así mismo, muestra pérdidas 

sucesivas de 14 unidades de masa características para compuestos alifáticos de cadena 

larga, presenta una pérdida a M+- OCH3 (m/z 263), además del pico a m/z 74, (rearreglo 

de McLafferty para ésteres de cadena alifática larga). De este análisis y de comparación 

con literatura el compuesto corresponde al 9,12-octadecadienoato de metilo (Cucaita, 

2007). 

 

Figura 25. Espectro de masas del Compuesto EH6. 

 

 

6.2.1.6 Compuesto EH7. 

 

Presenta en su EM (Figura 26) iones característicos de ésteres de cadena alifática, como 

son el producido por el Rearreglo de McLafferty para ésteres metílicos que presenta un 

ión a m/z = 74 u, así como los iones originados por perdida de metilo (M+ - 15), pérdida de 

metoxilo (M+ - 31) y por su cadena alifática pérdidas sucesivas de metileno. El análisis de 

su espectro de masas y la comparación con literatura permitió identificarlo como el 

octadecadienoato de metilo (Cucaita, 2007). 
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Figura 26. Espectro de masas del Compuesto EH7. 

 

 

 

Los compuestos identificados de EH (tabla 6) ponen de manifiesto que está conformado en 

su mayoría por esteres de ácidos grasos, siendo el hexadecanoato de metilo y el 9,12-

octadecadienoato de metilo los compuestos mayoritarios del mismo. Cucaita en 2007 

reporta como compuestos mayoritarios del Shiitake el hexadecanoato de metilo y el ácido 

linoléico. La diferencia en la estructura de los ésteres en el hongo estudiado frente a lo 

reportado por los estudios realizados en el grupo de hongos macromicetos (Chegwin, 

2007. Cucaita, 2007, Jaramillo, 2009, Avila, 2007), puede ser debida a que dadas las 

condiciones de extracción, metanol acidificado y calentamiento, las cuales son propicias 

para la esterificación, se presentó dicha reacción con los ácidos grasos constituyentes de 

esta fracción. Lo anterior se confirmó ya que los ésteres encontrados corresponden a los 

ácidos más comunes presentes en los basidiomicetos estudiados por los autores antes 

mencionados, adicionalmente, se reportan por primera vez en este hongo el 

pentadecanoato de metilo, 9-hexadecenoato de metilo y heptadecanoato de metilo. 
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Tabla 6. Constituyentes de la fracción grasa del extracto en metanol acidificado del 

cuerpo fructífero de Shiitake. 

Compuesto 
% Area 
relativa 

tr (min) M
+
 

Fórmula 
Condensada 

Nombre 

EH1 5,9 19,598 256 C16H32O2 pentadecanoato de metilo
§
 

EH2 0,69 20,685 268 C17H34O2 9-hexadecenoato de metilo
§
 

EH3 26,5 20,955 270 C17H36O2 hexadecanoato de metilo*,  

EH4 0,47 21,938 280 C18H32O2 
ácido 9,12-octadecadienóico (ácido 

linoléico) 

EH5 0,54 22,233 284 C18H36O2 heptadecanoato de metilo 

EH6 100,0 23,197 294 C19H34O2 9,12-octadecadienoato de metilo*,  
§
 

EH7 1,9 23,486 298 C19H38O2 Octadecanoato de metilo
§
 

      * Compuestos mayoritarios. 
         § 

Posibles Artefactos formados durante la esterificación. 
 

Debido a que uno de los objetivos del presente trabajo es explorar la producción de 

polifenólicos por parte del hongo y determinar si la actividad antioxidante reportada para 

los extractos del mismo es debida a dichos compuestos y dado que se ha reportado que 

los ácidos grasos, en especial el acido linoléico, exhiben una marcada actividad 

antioxidante, (Hur, et al. 2007, Erasto, et al. 2007), se determinó dicha actividad al 

extracto EH (figura 27), encontrándose que es considerablemente menor a la mostrada por 

el extracto crudo. Así mismo, teniendo en cuenta el estudio previo realizado por Cucaita 

en 2007, sobre la misma seta y bajo las mismas condiciones de cultivo, en el cual se 

reporta como compuesto mayoritario dentro de la fracción grasa el ácido linoleíco, la 

actividad es mucho menor que la esperada. Sin embargo, este resultado aparentemente 

incongruente presupone modificación en la composición de la misma, presunción que se 

comprobó mediante la determinación estructural y cantidad relativa de los compuestos, en 

donde la proporción de ácido linoleíco es mínima en contraste con la cantidad de linoleato 

de metilo, compuesto ausente en lo reportado en el trabajo previo mencionado. El 

resultado anterior permite determinar que el disolvente extractante empleado en la 

obtención del extracto permitió la esterificación de los ácidos grasos producidos por el 

hongo.  

 

Si se parte de la base de que se pretendía determinar la contribución real de los ácidos 

grasos al poder antioxidante del hongo el método de extracción impide que dicha 

determinación proporcione un valor real. Sin embargo, se puede hipotetizar que la 

contribución de los mismos a la actividad total exhibida por el hongo puede ser mayor, ya 

que con un mínimo contenido de ácido linoleíco (compuesto al cual se le atribuye la mayor 
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actividad antioxidante entre los ácidos grasos) el % de inhibición (37%) es 

aproximadamente la tercera parte del presentado por el extracto crudo (41,1-92,9%). 

 
Figura 27. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de EH  

 

 

6.2.2 Extractos de las particiones con Cloroformo ECHCl3 y acetato de etilo (EAcOEt). 

 

Habiendo determinado la contribución de la fracción grasa a la actividad antioxidante 

atribuída a los extractos de las fructificaciones de Lentinula edodes, se procedió a 

determinar la actividad antioxidante de las particiones en cloroformo y acetato de etilo y 

determinar estructuralmente los compuestos responsables de la misma.  

 

De la partición del EC con cloroformo se obtuvieron 8,0 g de extracto, al cual se le 

realizaron ensayos con CF, presentándose una intensa coloración verde, indicativo de la 

presencia de compuestos polifenólicos. Para realizar su purificación por CC se monitoreó 

por CCD con diferentes fases móviles, encontrándose como la más adecuada para la 

separación la mezcla CHCl3:MeOH:AcOH 90:10:1. 

 

A continuación se procedió a realizar la separación y purificación del ECHCl3, para lo cual se 

tomaron 5 g del extracto y se separaron por CC (relación 1:15), con elución isocrática, 

empleando como eluyente CHCl3:MeOH:AcOH (90:10:1). Las fracciones obtenidas se 

agruparon según su comportamiento cromatográfico en CCD, empleando como revelador 

CF-FP, obteniéndose 3 nuevas fracciones: F1 (1850 mg), F2 (410 mg) y F3 (200 mg). 
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EAcOEt (0,5 g) no pudo ser separado por cromatografía de columna clásica, debido a que 

sus constituyentes parecian poseer polaridades y estructuras muy semejantes, lo que 

impidió la separación en sus componentes por los métodos utilizados en este estudio. 

 

6.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS 

ECHCl3 Y EAcOEt POR EL METODO DEL DPPH. 

 

En la figura 28 se puede observar que ECHCl3 presenta actividad de moderada a alta (27,9-

75,4 %) frente al DPPH a concentraciones comprendidas entre 0,25-2,0 mg/mL, mientras 

que EAcOEt muestra muy baja actividad a baja concentración, pero se incrementa 

considerablemente con el aumento de ésta. 

 

Se puede observar que a una concentración de 0,25 mg/mL el ECHCl3, presenta actividad 

mucho mayor (27,9%) que el EAcOEt (2,3%), y a partir de este punto se presenta un 

incremento considerable en la actividad de EAcOEt, alcanzando un máximo de 76,2 %. 

ECHCl3 también aumenta su capacidad de atrapar radicales libres al aumentar la 

concentración de extracto, pero en menor proporción, solo a la concentración de 2 mg/mL 

este último se sitúa ligeramente por encima de EAcOEt. 

 

Con base en lo anterior, se puede pensar que EAcOEt, al tener una mayor polaridad que el 

cloroformo, contiene los compuestos de mayor polaridad y por consiguiente, los que 

presentan mejor actividad antioxidante. Sin embargo, se puede observar que esta 

diferencia en la actividad es pequeña a altas concentraciones, pero se incrementa a 

concentraciones entre 0,25-1,0 mg/mL, posiblemente debido a que los compuestos 

presentes en el extracto en acetato de etilo poseen menos grupos funcionales 

involucrados con la actividad de los mismos, y por esta razón deban encontrarse en una 

mayor concentración para ejercer un buen efecto antioxidante. 

  

Además, el extracto crudo muestra un porcentaje de actividad antioxidante mucho mayor 

que los extractos de las particiones, por lo que se podría pensar que se está presentando 

un efecto sinérgico, es decir que al encontrarse juntos los compuestos que componen los 

dos extractos, se obtiene una mejor actividad que al estar separados. 
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Figura 28. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de los extractos en 

CHCl3 y AcOEt del hongo Lentinula edodes (Shiitake). 

 

 

Al realizar la determinación de la IC50 tanto para el extracto crudo como para las 

particiones en Cloroformo y AcOEt (Tabla 7), se ve claramente que los extractos ECHCl3 y 

EAcOEt presentan valores de IC50 considerablemente más altos que los obtenidos para EC, 

siendo notablemente mayor el correspondiente a ECHCl3, lo que sugiere que los metabolitos 

presentes en este último extracto están contribuyendo en menor medida con la actividad 

antioxidante.  

 

Tabla 7. Valores de IC50 obtenidos para los extractos del L. edodes en los ensayos de 

DPPH. 

Muestra IC50 (µg/mL) 

EC 157 

ECHCl3 670 

EAcOEt 450 

 

Kitzberger et al. (2007) reportan IC50 de 183,2 µg/mL para el extracto obtenido de la 

extracción con diclorometano, solvente de polaridad similar al cloroformo. Sin embargo, 

esta diferencia tan grande puede ser debida a la presencia de algunos compuestos de 

tipo triterpenoidal en el extracto, ya que los mismos al presentar actividad antioxidante 

(Chiung, et al. 2010, Assimopoulou, et al. 2005, Somova, et al. 2003) incrementarían 

considerablemente la actividad del mismo, pues se ha determinado en trabajos previos 

que dicho disolvente tiene una muy alta capacidad de extracción para este tipo de 

metabolitos (Jaramillo, 2009). Cabe aquí anotar que al realizar la extracción inicial con 
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metanol acidíficado y posterior partición con CHCl3, el extracto clorofórmico resultante 

está libre de triterpenoides. 

Con respecto a los resultados obtenidos para EAcOEt, éstos permiten pensar que los 

compuestos solubles en esta fracción, que son los que presentan mayor polaridad, están 

influyendo en mayor proporción en la actividad antioxidante del hongo.  

 

6.4 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO POLIFENÓLICO TOTAL POR EL MÉTODO 

DE FOLIN-CIOCALTEU 

 

Dado el hecho de que en general se considera que la actividad antioxidante es debida a la 

concentración de polifenoles, se procedió a determinar el contenido fenólico total de los 

extractos en cloroformo y acetato de etilo empleando el método colorimétrico de Folin-

Ciocalteu, y se calculó a partir de la ecuación obtenida de la curva de calibración de ácido 

gálico: y = 7,719x - 0,0333, la cual presenta una buena correlación lineal, con R² = 0,9921, 

como se puede observar en la figura 30. 

 

Figura 30. Curva de Calibración con ácido gálico para la determinación del contenido 

polifenólico total por el método de Folin-Ciocalteu. 

 

 

Los resultados obtenidos (tabla 8), ponen en evidencia que el extracto en acetato de etilo 

presenta un contenido polifenólico casi dos veces mayor que el que presenta el extracto 

en cloroformo, lo cual sugiere que el Lentinula edodes contiene mayor cantidad de 

polifenoles de tipo flavonoide que de polifenoles simples. 
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Tabla 8. Contenido polifenólico total de los extractos en cloroformo y acetato de etilo del 

hongo Lentinula edodes. 

Muestra mg Ac gálico equivalentes/g 
extracto 

ECHCl3 0,0633 

EAcOEt 0,109 

 

Kitzberger et al. (2007) reportan contenidos de polifenoles, para los extractos en 

Diclorometano y AcOEt de Lentinula edodes, de 10,5 y 21,5 mg equivalentes de ácido 

gálico/g de extracto respectivamente, que si bien se encuentran muy por encima de los 

presentados en la tabla 9, se puede notar que mantienen la misma tendencia, puesto que 

el contenido polifenólico del extracto en diclorometano es alrededor de la mitad del 

extracto en acetato de etilo. 

 

Las considerables diferencias en los resultados obtenidos pueden deberse a que el 

método de Folin-Ciocalteu, a pesar de ser el más comúnmente empleado para la 

determinación del contenido de polifenoles, puede reaccionar con compuestos no 

fenólicos, como son el ácido ascórbico, los azúcares y los aminoácidos, produciéndose 

así una sobrevaloración del contenido fenólico (Barros, et al. 2009), lo que no sucede en 

el presente caso debido a una extracción más selectiva, pues se determinó por ensayos 

de coloración que el extracto de Shiitake estaba constituido principalmente por 

polifenoles, además debido a las características del disolvente empleado en la obtención 

del extracto crudo se puede descartar la presencia de azúcares y carotenoides en el 

mismo y por ende en los extractos producto de las particiones. 

 

Con el fin de determinar el potencial como nutraceúticos de los extractos obtenidos de L. 

edodes se realizó la determinación de la actividad antioxidante a la catequina y al ácido 

ascórbico como patrones positivos, a concentraciones de 0,005-2,0 mg/mL encontrándose 

porcentajes de inhibición de 14,0-92,7% y 2,2-96,4 respectivamente, como se puede 

observar en la figura 31, los cuales al ser comparados con los arrojados por los extractos 

del hongo resultan ser mayores que los obtenidos en el rango de las concentraciones de 

trabajo, e incluso a concentraciones menores, sin embargo, a altas concentraciones el EC 

presenta una actividad similar a la de la catequina y el ácido ascórbico. 
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Grafica 31. Determinación del porcentaje de inhibición frente al DPPH de catequina y 

ácido ascórbico y comparación frente a los extractos de L. edodes. 

 

   

Respecto a los IC50 calculados para los compuestos empleados como control (5,9 y 13,3 

µg/mL para la (+)-catequina y el ácido ascórbico respectivamente) (tabla 9), se puede 

notar que son considerablemente más bajos que los obtenidos para los extractos del 

hongo. 

Tabla 9. Valores de IC50 obtenidos para los extractos del L. edodes y los patrones en los 

ensayos de DPPH. 

Muestra IC50 (µg/mL) 

EC 157 

ECHCl3 670 

EAcOEt 450 

(+)-Catequina 5,90 

Acido ascórbico 13,3 

 

Con base en los anteriores resultados se pudo determinar que el hongo presenta 

actividad antioxidante similar a la de los controles a concentraciones entre 10 y 50 veces 

mayores.  

 

Es necesario anotar que la actividad antioxidante que exhiben las fuentes naturales que 

se toman como aportantes de antioxidantes a la dieta, como por ejemplo la manzana, no 

poseen la actividad antioxidante ni de la catequina ni del ácido ascórbico y en cambio 

presentan actividad antioxidante por atrapamiento de RL entre el 62.82 y 92.34 %, valores 
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comprendidos en el rango presentado por los extractos del hongo en estudio, pero para 

contenidos de polifenoles totales entre 7.36 y 10.2 mg/g (tabla 10) (Hossain, et al. 2009) 

que son muy superiores al contenido de polifenoles totales en L. edodes (0,0663 -0,109 

mg/g). Cabe aquí anotar, con base en los resultados antes discutidos referentes a la 

selectividad del solvente extractante y el no fraccionamiento del extracto, que los valores 

reportados para los extractos metanólicos de manzana probablemente están 

sobredimensionados por la presencia de otros metabolitos y que posiblemente el 

contenido real de fenoles totales sea menor. 

 

El resultado anterior posiciona al L.edodes como una buena fuente de compuestos con 

actividad antioxidante, que al ser consumidos como parte de la dieta pueden ayudar a 

prevenir el daño ocasionado por los radicales libres en el organismo reafirmando el hecho 

de considerar al Shiitake como un verdadero alimento funcional, ya que no sólo aportaría 

una proporción mayor de compuestos atrapadores de radicales libres que los contenidos 

en frutas como la manzana, sino que además proporcionaría proteína, de muy buena 

calidad y bajo costo, de la que las frutas no proveen. No está por demás recordar que los 

hongos contienen una buena cantidad de aminoácidos esenciales. 

 

Tabla 10. Capacidad de atrapamiento de radicales libres y contenido fenólico total de los 

extractos metanólicos de manzana. 

Locación Fenoles totales mg/g Actividad antioxidante(%) 

Kushtia 9,46 92,34 

Pahna 6,09 88,08 

Dakha 9,28 87,38 

Borisal 9,65 91,96 

Comiulla 10,20 83,65 

Kulhna 8,96 88,49 

Rajshahi 9,77 90,31 

Chitagong 7,36 62,82 

Sylhet 9,71 90,21 

 

 

6.5 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES. 

 

Como dentro de los polifenoles totales se encuentran los flavonoides y siendo estos 

metabolitos los que por su estructura presentan la mayor acción como antioxidantes se 

determinó el contenido de flavonoides totales de ECHCl3 y EAcOEt, empleando el método 
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descrito por Barros, et al. 2007,  y se calculó a partir de ecuación y = 5,211x + 0,00036 

obtenida de la curva de calibración de (+)-catequina, la cual muestra una buena 

correlación lineal, con un R2=0,994, como se observa en la figura 32. 

 

Figura 32. Curva de Calibración con (+)-catequina para la determinación del contenido de 

flavonoides totales.  

 

 

En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos para los dos extractos, donde se 

observa que estos presentan un muy bajo contenido de flavonoides, sin embargo, el EAcOEt 

presenta un contenido fenólico casi dos veces mayor al de ECHCl3.  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, se podría pensar que la mejor actividad de EAcOEt estaría 

dada por un contenido mayor de flavonoides. 

 

Tabla 11. Contenido de flavonoides totales de los extractos en cloroformo y acetato de 

etilo del hongo Lentinula edodes. 

Muestra 
mg de catequina 

equivalentes/g extracto 

ECHCl3 0,0139 

EAcOEt 0,0220 

 

Si bien, no se encontraron reportes del contenido de flavonoides en Shiitake, y son 

escasos los reportes donde se haga la determinación del contenido de flavonoides en 

hongos, los resultados obtenidos concuerdan con la literatura, donde se reporta que los 

hongos presentan en general un muy bajo contenido de estos compuestos (Barros, et al. 

2007).  
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7. ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS POLIFENÓLICOS DE 

LENTÍNULA EDODES 

 

7.1 EXTRACTO EN CLOROFORMO ECHCl3. 

El extracto clorofórmico fue sometido a separación y purificación mediante CC, por elución 

isocrática con CHCl3:MeOH:AcOH (90:10:1) obteniéndose tres fracciones denominadas 

F1, F2 y F3, de las cuales la enriquecida en compuestos polifenólicos corresponde a la F2. 

 

7.1.1 Fracción F2 

 

La fracción F2,  proveniente de la CC de ECHCl3 fue sometida a derivatización con BSTFA y 

posteriormente analizado por CG-EM, empleando el método descrito por Juarez, et al. 

(2008). El cromatograma de dicha fracción se presenta en la figura 33.  

 

En este se observa un compuesto mayoritario (F2.1) a un tiempo de retención de 20,553 

min y el cual presenta, a diferencia de los otros, el perfil correspondiente a compuestos 

polifenólicos (figura 33), los otros picos que se observan en el cromatograma 

corresponden, según su patrón de fragmentación, a los trimetilsilil derivados de los ácidos 

grasos reportados anteriormente (tabla 8). 

 

Figura 33. Cromatograma de la Fracción F2.  
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El compuesto F2.1 (Figura 34) tiene un ion molecular de 458 uma, el cual se ajusta a la 

formula condensada C19H38O5Si4 y se observan los iones con m/z 443 M-CH3, 399 M-

CH3-CO2 (Athanasios, et al. 2007), 355 M- TMS-2CH3, 281 M-177 (Athanasios, et al. 

2007) y un fragmento no identificado en 179. Dichos iones, al igual que las intensidades 

de los mismos coinciden en su totalidad con lo reportado por Proestos, et. al. (2006), para 

el tetrametilsilil derivado del ácido gálico, lo cual permitió identificar al compuesto F2.1 

como el ácido gálico.  

 

Figura 34. Espectro de masas del compuesto F2.1 

 

 

Como se observa en la figura 35, tanto las fragmentaciones como las intensidades del 

espectro reportado en literatura para el ácido gálico (Proestos, et. al. (2006)) coinciden en 

su totalidad con las obtenidas para la fracción F2, lo cual permitió la identificación 

inequívoca del mismo. 
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Figura 35. Espectro de masas reportado en literatura para el Trimetilsilil derivado del 

ácido gálico Proestos, et. al. (2006). 

 

 

El ácido gálico es un ácido fenólico simple, ampliamente distribuído en los productos 

naturales vegetales, como es el caso de las angiospermas y que se ha encontrado 

también en algunas algas verdes (Chanwitheesuk et al.,2007). En cuanto a su presencia 

en hongos sólo se encuentra reportado en el zigomiceto Phycomyces blakesleeanus 

(Barrero et al., 1996) y en el hongo basidiomiceto medicinal Inonotus obliquus el cual se 

ha empleado ampliamente en la medicina tradicional de Rusia y del este de Europa 

(Zheng et al., 2009). Este compuesto fenólico presenta un marcado potencial de 

atrapamiento de radicales libres debido a la estabilidad que le proporciona la formación de 

puentes de hidrógeno intramoleculares (Figura 36) (Fang, et al. 2006). 

 

Figura 36. Mecanismo de atrapamiento del radical DPPH del ácido gálico. 
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Su potente actividad antioxidante es casi tan efectiva como el tocoferol, el trolox y el ácido 

ascórbico (Yen, et al. 2002). De otra parte, además de su excelente actividad antioxidante 

este metabolito ha presentado otras actividades biológicas de gran importancia, debido a 
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lo cual en los últimos años ha sido ampliamente estudiado, arrojando importantes 

resultados. Tal es el caso de las investigaciones realizadas por Chen, et al en 2009, 

quienes encontraron que el extracto de las hojas de Toona sinensis, el cual tiene como 

componente mayoritario el ácido gálico, presenta una marcada actividad citotóxica contra 

las células DU145 de cáncer de próstata y sobre células MMT de cáncer testicular (Park, 

et al. 2008), y que tiene un efecto sinérgico con la doxorubucina (medicamento con acción 

citotóxica) en la supresión de dichas células.  

 

Con base en lo anterior, el contenido de ácido gálico en el Shiitake le proporciona un valor 

agregado al mismo, puesto que además de las importantes bioacciones reportadas para 

este hongo, su consumo como tal podría convertirse en un coadyudante en el tratamiento 

del cáncer, o en el caso de obtener el metabolito como tal, ser una fuente potencial para 

su empleo como medicamento anticáncer.  

 

La presencia de este metabolito dentro de los compuestos extraídos del carpóforo del 

hongo puede deberse a su biosíntesis por parte del mismo, lo cual está en total 

concordancia con las rutas biosintéticas de los hongos basidiomicetos en general, las 

cuales permiten producir metabolitos provenientes del ácido shikímico (Rivera, A. 1998), 

como sería el caso del ácido gálico cuya biosíntesis se presenta en la figura 37 (Ossipov 

et al. 2003) o a la presencia en el sustrato de taninos hidrolizables, que son polímeros 

heterogéneos formados por ácidos fenólicos, en particular ácido gálico, que pueden ser 

hidrolizados con facilidad y que el producto de dicha hidrólisis haya sido incorporado por 

el hongo, pues se ha encontrado que algunos basidiomicetos tienen la capacidad de 

tomar los metabolitos del medio de cultivo en el que se desarrollan (Chegwin, 2004).  

 

Sin embargo, con base en las investigaciones realizadas sobre el Inonotus obliquus 

(Zheng, W. et al. 2009), también macromiceto, en las cuales se empleó cultivo en medio 

sumergido, las cuales arrojaron como resultado la síntesis de este metabolito por el 

hongo, hace más aceptable la primera consideración y permite determinar que la 

presencia del ácido gálico es muy probablemente resultado de la producción por el hongo 

y no de la incorporación. 
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Figura 37. Biosíntesis del ácido gálico (Ossipov et al. 2003).  
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Adicionalmente, la presencia de este compuesto permite inferir que la actividad 

antioxidante que presenta el extracto en cloroformo del Shiitake se debe principalmente a 

que contiene este compuesto de tipo polifenólico simple, pues como se observa en la 

figura 29, el compuesto mayoritario de la fracción F2 corresponde al ácido gálico. 

 

7.2 EXTRACTO EN ACETATO DE ETILO EAcOEt 

 

El extracto de la partición con acetato de etilo fue sometido a análisis por CLAE-EM, y se 

obtuvo el perfil cromatográfico que se presenta en la figura 38, en el cual se observan 7 

picos entre los 9-20 min, que se denominaron EAcOEt.1 a EAcOEt.7,  de los cuales los 

correspondientes a EAcOEt6 y EAcOEt7 presentaron fragmentaciones congruentes con 

compuestos de tipo flavonoide, por lo cual se procedió a su identificación mediante el 

análisis de sus espectros de masas y comparación con literatura (Carbone, et al. 2004, 

Lin, et al. 2010) como se describe a continuación: 
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Figura 38. Cromatograma obtenido por CLAE-EM para el extracto EAcOEt 

 

 

7.2.1 Compuesto EAcOEt.6    

 

Presenta un tiempo de retención de 19,010 min, y su EM (Figura 39) exhibe un ion 

pseudomolecular M+H
+ a m/z  579, que se ajusta a la fórmula condensada C27H30O14. 

Además, se observan los iones con m/z 433, debido a la pérdida de 146 u, de un azúcar,  

que se atribuye a la pérdida de la glucosa. Estas fragmentaciones coinciden con las 

reportadas por Lin, L. et al. (2010) para el apigenin-7-O-rutinosido.  

 

En los reportes de glicósidos de flavonoides aislados de plantas, en los cuales la aglicona 

corresponde a la apigenina, la posición favorecida para el azúcar parece ser la 7 

(Taskova, R. et al. 2008, Nuengchamnong, N. et al. 2010, Liakopoulos, G. et al. 2006, 

Saracoglu, I. et al. 2004, Meng, Y. et al. 2008), lo cual hace pensar que muy posiblemente 

en el hongo se encuentre un 7-O glicósido. Adicionalmente, se observan los iones con 

m/x 545 y 523 debidos a la pérdida de una y dos moléculas de agua respectivamente. 

 

EAcOEt7 

EAcOEt6 
EAcOE

t5 

EAcOEt4 

EAcOEt3 

EAcOEt2 

EAcOE1 
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Ahora bien, también cabría la probabilidad de que en lugar de la glucosa se tuviese la 

galactosa, ya que el peso molecular sería el mismo, proporcionando un fragmento igual. 

En la figura 40 se presentan las principales fragmentaciones propuestas para este 

compuesto. 

  

O

OH

OHOH

CH3

O

O

OH

O

OH OH

O

OH O

OH

 

apigenin-7-O-rutinosido 

 

Figura 39. Espectro de masas del compuesto EAcOEt.6  
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Figura 40. Fragmentaciones propuestas del compuesto EAcOEt.6  
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 7.2.2 Compuesto EAcOEt.7 

Con un tiempo de retención de 19,566 min, un M+H
+ de 563 y un patrón de 

fragmentación (figura 41) que coincide en su totalidad con el reportado por Carbone, et. 

al. (2004) como son los iones a m/z 545 y 523, correspondientes a la pérdida de una y 

dos moléculas de agua respectivamente, las dos concordantes con la fragmentación de 

una de una unidad de azúcar de una pentosa C-enlazada a un flavonoide (Carbone, et al. 

2004). También se observan, los iones a m/z 401 y 383 correspondientes a la pérdida de 

una hexosa O-enlazada y una molécula de agua a partir de este.  

Al igual que para el compuesto anterior, no es posible establecer si la hexosa enlazada a 

la aglicona corresponde a una glucosa o una galactosa. Sin embargo, teniendo en cuenta 

lo reportado por Carbone, et al. 2004, se propone como estructura probable del 

compuesto la 7-O-β-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina. 

OCH3

OH OH

OH

O

OH O

O

O

OH

OH

OH OH

 

7-O-β-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina 

 

Las fragmentaciones principales de este compuesto se presentan en la figura 42. 
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Figura 41. Espectro de masas del compuesto EAcOEt.7 

 

Figura 42. Fragmentaciones propuestas del compuesto EAcOEt.7 
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Del análisis anterior se puede concluir que dentro de los flavonoides producidos por L. 

edodes se encuentran dos flavonas glicosiladas, cuyas estructuras pueden coincidir con la 

apigenin-7-O-rutinosido y la 7-O-β-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina. 

  

El perfil presentado por el espectro UV del extracto en AcOEt (Figura 43), se asimila al 

presentado por mezclas que contienen dentro de sus componentes el 7-O-glucosido y el 

7-O-rutinosido de la apigenina (figura 44), las cuales fueron obtenidas dentro del estudio 

realizado por Liakapoulos, G. et al. en 2004 en hojas de Olea europeae. Dichos autores 

indican que la banda alrededor de 330 nm sugiere la presencia de flavonas.  

En el espectro UV del extracto en AcOEt (figura 43), la banda anteriormente mencionada, 

junto con la que se presenta a 268 mn, indican con una con una probabilidad muy grande 

que la aglicona sea la apigenina (Lin, et al. 2010). Lo anterior permitió establecer con 
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mayor certeza que el compuesto corresponde a un 7-O-glicosido de apigenina. En lo 

referente a la crisina, esta aglicona presenta absorciones a 265 y 320 nm 

aproximadamente (Gregoris, et al. 2009) (figura 45), que también corresponden con los 

presentados por EAcOEt, lo que permite tener la posibilidad de que el glicósido de dicho 

compuesto se encuentra también dentro del extracto. 

El análisis de los espectros de masas y el comportamiento al UV permite decir que las 

estructuras más probables para los compuestos de tipo flavonoide presentes en el cuerpo 

fructífero de L. edodes corresponden, con una alta probabilidad, a las estructuras 

propuestas. 

 

Figura 43. Espectro UV de EAcOEt. 

 

 

Figura 44. Espectro UV de extractos de O. europea (Liakapoulos, et al. 2004) 
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Figura 45. Espectros UV de algunos flavonoides (Gregoris, at al. 2010) 

 

 

Dentro de las pocas investigaciones sobre el tema en macrohongos solamente se ha 

reportado un flavonoide O- glicosidado, siendo la presencia de un posible C-glicósido, un 

hallazgo novedoso para el reino fungi. 

 

En los hongos solo han sido identificados dos flavonoides en la seta Fistulina hepatica 

(Ribeiro, et. al. 2007): el hiperosido y la quercetina, los cuales son un glicósido y un 

flavonoide respectivamente (Figura 10). Sin embargo teniendo en cuenta que dicho hongo 

pertenece al orden de los Agaricales al igual que el hongo en estudio, es de esperarse 

que produzcan metabolitos similarmente estructurales.  

 

Los flavonoides glicosidados se encuentran ampliamente distribuidos en el reino plantae, 

siendo los más comunes los O-glicosidos, (Rijke, et al. 2006), siendo la glucosa el 

monosacarido al que mas frecuentemente se encuentran enlazados, sin embargo también 

se conocen glicosidos de flavonoides con galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa. Así 

mismo, se han reportado disacáridos unidos a los flavonoides, siendo los más comunes la 

rutinosa y el neoesperósido (Vukics, et. al. 2008).  

 

De igual manera, pueden presentarse como C-glicosidos ya sea como mono-C-glicosil 

flavonoides, di-C-glicosil flavonoides y flavonoides-O,C-glicosidos (Vukics, et. al. 2008),  

principalmente en dicotileledoneas, monocotiledoneas, pteridofitas, briofitas y algas 

verdes. Entre las familias en que se han aislado estos metabolitos están: Caryphyllaceae, 
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Lauraceae, Leguminosae, Rutaceae, Cucurbitaceae, Umbelliferae, y Gramineae entre 

muchas otras (Harborne, et al. 1975), y generalmente tienen.la unidad de azúcar enlazada 

en C-6 o C-8 (Harborne, et al. 1975) y siendo la apigenina y luteolina las agliconas más 

usuales. 

 

Respecto a los metabolitos parcialmente identificados en el hongo se encontró que la 

apigenin-7-O-rutinosido es un metabolito comúnmente presente en las plantas, tal es el 

caso de lo reportado por Williams, et al. en 1973, quienes identificaron dicho compuesto 

en 125 especies del la familia Palmae, en las hojas de citrus paradisi (Nordby, et al. 

1968), en las hojas de Ligustrum vulgare and Phillyrea latifolia, dos especies de la familia 

Oleaceae (Pieroni, et al. 2000), en las especies de los géneros Psilotum and Tmesipteris 

(Psilotaceae) (Wallace, et. al. 1978), más recientemente se ha encontrado en Asteraceae 

(Sareedenchai, et. al. 2009) y en las flores de crisantemo (Lin, et al. 2010), sin embargo 

no se hallaron estudios sobre la actividad antioxidante de este metabolito, pero debido a 

que es un glicosido de flavonoide se esperaría que posea una actividad mucho menor que 

la de su respectiva aglicona (Cimanga, et. al. 2006, Heim, et al 2002 ).  

 

En lo concerniente a la 7-O-β-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina al parecer es un 

metabolito muy poco común, incluso en el reino plantae, pues solo se encontró un reporte 

en literatura donde se aisló este compuesto en Cyclanthera pedata (Caigua), una fruta 

peruana, perteneciente a la familia de las Cucurbitaceae (Carbone, et al. 2004).  

Así mismo, solo se encontró un reporte de la aglicona de este flavonoide como uno de los 

compuestos característicos del propóleo y debido a las importantes propiedades 

antioxidantes, antibacteriales y antifungicas exhibidas por el mismo (Kalogeropoulos, et al. 

2009), se infiere que dicho metabolito podría estar directamente relacionado con la 

bioacción, por lo que la presencia del glicósido de crisina en el extracto del hongo podría 

contribuir a la actividad antioxidante del mismo. Cabe aquí anotar que las estructuras 

propuestas para los flavonoides aislados en este estudio se reportan por primera vez 

como posibles metabolitos para los basidiomicetos en general y para L. edodes en 

particular.  
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8. APROXIMACIÓN A LA RELACIÓN ESTRUCTURA ACTIVIDAD (REA). 

Con la aproximación a la determinación estructural realizada a los compuestos de tipo 

flavonoide presentes en el extracto en acetato de etilo de los cuerpos fructíferos de L. 

edodes, y con base en lo reportado para estos compuestos en lo referente a REA 

(Relación Estructura Actividad) en productos naturales vegetales, se puede realizar una 

comparación entre la actividad exhibida por el extracto del hongo que contiene los 

flavonoides, las estructuras propuestas y la AA frente al DPPH reportada para las 

agliconas y sus glicósidos, con el fin de explorar si el comportamiento presentado es 

congruente con el esperado para flavonoides con el esqueleto base propuesto para los 

compuestos determinados en este estudio. 

 

En primera instancia, se debe considerar el hecho de que las agliconas propuestas para 

los flavonoides producidos por el hongo corresponden a la apigenina y la crisina, 

compuestos que no tienen grupos hidroxilo en la cantidad y/o en las posiciones 

determinadas para que presenten buena acción antioxidante, lo que permite a priori 

concluir que su AA como atrapadores de radicales libres debe ser baja. Es así como en el 

caso de la apigenina, el anillo B presenta solamente un grupo OH, lo que hace que la AA 

sea poca puesto que el requerimiento estructural necesario para buena actividad es la 

presencia de la forma catecol (dos hidroxilos en posición orto) (Heim, 2002, 

Balasumdram, 2006). En los estudios de REA realizados por Seyoum et al, en 2006 se 

determinó que la IC50 para la apigenina es de 125.05 µg/mL, correspondiente a los valores 

más bajos dentro de los flavonoides no metoxilados y muchísimo más bajo que el 

presentado por la isoquercitrina (4.38 µg/mL), compuesto que sí cumple con la condición 

estructural anotada anteriormente. Si el compuesto EAcOEt7 corresponde al 7-O rutinosido 

de la apigenina, su IC50 debería ser mucho menor por la presencia de unidades de 

carbohidratos en el C7 de la aglicona, ya que se ha comprobado que azucares en las 

posiciones 3 o 7 del anillo A disminuyen la actividad antioxidante (Heim, et al. 2002, 

Cheng, et. al. 2010). La IC50 determinada para el extracto en acetato de etilo del L. edodes 

(450.00 µg/mL) es efectivamente mucho menor que el de la apigenina, lo cual concuerda 

con lo esperado. 

 

En lo referente a la 7-O-β-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina, cuya aglicona 

corresponde a la crisina, flavonoide que presenta dos OH en posición meta en el anillo A y 

cuya IC50 reportada es de 125.11 µg/mL (Seyoum et al,2006), que en este caso en 



 

 

Lentinula edodes                                                                                       Química de Hongos Macromicetos. 

83 

particular exhibe uno de ellos glicosidado, asì como un C-glicósido sobre el mismo anillo, 

lo que conllevaría a que la actividad antioxidante como atrapador de radicales libres se 

vea disminuida notablemente, ya que en estudios realizados por Gregoris et al. en 2009, 

quedó demostrado que la capacidad antioxidante de flavonoides con estas características 

es muy pequeña. Lo anterior permite inferir que la contribución de este flavonoide 

propuesto a la actividad antioxidante del extracto debe ser mínima. 

 

No está por demás anotar que la actividad en atrapamiento de radicales libres, además de 

la estructura adecuada, depende de la concentración del flavonoide y los compuestos 

analizados corresponden a los constituyentes minoritarios de extracto y por lo tanto no es 

de extrañar el valor tan bajo dado por el extracto al que se hace alusión.  

 

Otra característica estructural ya plenamente establecida, para el caso de los flavonoides 

que no presentan hidroxilos en posición orto en el anillo B, es la presencia de un grupo 

OH en C3 asociado al doble enlace C2-C3 conjugado con el anillo B (Gregoris et al. 2009) 

y como claramente se puede ver en las estructuras de los compuestos propuestos para 

L.edodes, este requerimiento no está presente, motivo por el cual no sorprende la 

actividad antioxidante encontrada. 

 

Del análisis anterior no solamente se puede inferir que, teniendo en cuenta la 

comparación con los estudios de REA realizados hasta el presente, la actividad 

antioxidante exhibida por el extracto en acetato de etilo es debida casi en su totalidad a la 

presencia del apigenin-7-O-rutinosido, sino que además se aportan datos que reafirman la 

factibilidad de que las estructuras propuestas sean las más probables. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 Los resultados arrojados por la presente investigación ponen de manifiesto que la 

extracción por soxhlet, empleando como disolvente metanol acidificado, es el 

método más conveniente para la obtención de los compuestos polifenólicos de los  

hongos estudiados. 

 

 Las diferencias encontradas en la actividad antioxidante frente al DPPH de los 

hongos estudiados frente a los reportados, pueden ser debidas tanto al disolvente 

extractante como al sustrato en el cual se cultivaron y a la cepa empleada para el 

cultivo. 

  

 La actividad antioxidante exhibida por el extracto crudo de L.edodes, es superior a 

la presentada por los hongos Dictyophora indusiata, Grifola frondosa, Hericium 

erinaceus y Tricholoma giganteus, L. giganteus, S. imbrincatus y el A. arvensis, lo 

que permite inferir que el Lentinula edodes cultivado en Colombia por Setas de 

San Antonio, tiene un mayor valor nutraceútico y mejor potencial en 

bioprospección. 

 

 La actividad antioxidante frente al DPPH del extracto crudo es comparable y en 

algunos casos mayor a la de frutas consumidas como fuente de antioxidantes 

naturales como son cereza, manzana y arándano.  

 

 En la actividad antioxidante frente al DPPH del extracto crudo de Lentinula edodes 

juegan un papel muy importante tanto la fracción grasa como los compuestos 

polifenólicos. 

 

 La contribución de la fracción grasa (extracto en Hexano) a la actividad 

antioxidante del extracto crudo es menor de la esperada si se tiene en cuenta el 

contenido de acido linoleíco reportado para el hongo, cultivado a partir de la misma 

cepa y con condiciones de cultivo idénticas,  debido a que el método de extracción 

empleado favoreció la esterificación de los ácidos grasos, disminuyendo en gran 

medida la proporción del ácido linoléico (compuesto con muy buena acción 

antioxidante). 
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 En términos de características nutraceúticas el Lentinula edodes puede incluirse 

como parte de la dieta para ayudar a prevenir en el organismo el daño oxidativo y 

las enfermedades degenerativas.  

 

 Se identificó como componente mayoritario del extracto en cloroformo, el ácido 

gálico, el cual se reporta por primera vez en L. edodes cultivado en sustrato sólido. 

 

 Las estructuras más probables para los dos flavonoides presentes en el extracto 

en acetato de etilo son: apigenin-7-O-rutinosido y 7-O-β-D-glucopiranosil-6-

fucopiranosilcrisina, de ser así, este resultado se convertiría en el primer reporte 

de estos compuestos para basidiomicetos en general y para el Lentinula edodes 

en particular. 

 

 Los basidiomicetos muy probablemente contienen dentro de sus metabolitos, 

compuestos de tipo flavonoide y estos pueden estar en forma de C-glicosidos y O-

glicosidos. Los fungiflavonoides propuestos se presentan también en el reino 

plantae. 

 
 El comportamiento como compuestos atrapadores de radicales libres presentado 

por los flavonoides del cuerpo fructífero de L. edodes es el esperado, según los 

estudios reportados sobre REA, para las agliconas sustituídas propuestas.  
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10. RECOMENDACIONES 

 

 Dado que los resultados obtenidos permiten inferir que los extractos de Shiitake 

son una buena fuente de antioxidantes se debería, con base en estudios 

posteriores más profundos, evaluar la posibilidad de que puedan ser empleados 

para disminuir la cantidad de antioxidantes sintéticos empleados actualmente, 

como el BHA y el BHT, a los cuales se les ha encontrado acción mutagénica 

(Wong, et al. 2009).  

 

 Realizar el estudio con los hongos cultivados en diferentes sustratos, con el fin de 

confirmar si se mantienen los resultados obtenidos, en cuanto al contenido total de 

polifenoles, o si en efecto, las condiciones de cultivo inciden en la producción de 

los mismos de la misma manera que ocurre con otros fungimetabolitos, como es el 

caso de los ácidos grasos y los triterpenoides. 

 

 Realizar la extracción de los compuestos polifenólicos en ausencia de ácido con el 

fin de determinar la contribución real de los ácidos grasos a la actividad 

antioxidante presentada por el hongo. 

 
 Emplear la técnica de CLAE preparativa, con la finalidad de determinar con 

exactitud la actividad antioxidante de cada uno de los compuestos y su incidencia 

en la actividad total del extracto. 
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