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RESUMEN

Esta investigación se desarrolló en la Universidad Estatal de Bolívar, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera de Ingeniería Agroindustrial, Laboratorios de Investigación, tuvo como finalidad evaluar la concentración de polifenoles totales en extractos etanólicos y metanólicos de los hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y la actividad antioxidante.  La determinación de polifenoles se realizó por el método de Folin Ciocalteu, utilizando muestras de hongos liofilizadas para la preparación de los extractos y la actividad antioxidante por el método TBARS. Los extractos preparados a partir de los hongos mostraron valores apreciables de polifenoles, encontrándose para el extracto etanólicos de Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes valores de 102,78 y 81,83 mg de ácido gálico/100 g de muestra respectivamente, comparables a los obtenidos en algunas frutas. Para los extractos metanólicos se obtuvieron valores de 100,45 y 78,92 mg de ácido gálico/100 g de muestra. Los valores de la concentración de polifenoles para el hongo Pleurotus fueron más altos en los dos tipos de extractos y más bajos para el Lentinula edodes.  Al evaluar la actividad antioxidante, se encontró una elevada actividad antioxidante para los dos tipos de hongos, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes, presentando valores de inhibición a la peroxidasa de 88,04 y 89,49 % respectivamente. 

PALABRAS CLAVE: Agroindustria, Evaluación, Polifenoles, Antioxidantes, Extractos, Hongo

[bookmark: _Toc512504983]
SUMMARY

This research was developed at the State University of Bolivar, Faculty of Agricultural Sciences, Natural Resources and Environment, Agroindustrial Engineering Career, Research Laboratories, aimed at evaluating the concentration of total polyphenols in ethanolic and methanolic extracts of the fungi Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes and antioxidant activity. The polyphenols were determined by the Folin Ciocalteu method, using lyophilized fungi samples for the preparation of the extracts and the antioxidant activity by the TBARS method. The extracts prepared from the fungi showed appreciable polyphenols values, being found for the ethanolic extract of Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes values ​​of 102.78 and 81.83 mg of gallic acid / 100 g of sample respectively, comparable to those obtained in some fruits. For the methanolic extracts values ​​of 100.45 and 78.92 mg of gallic acid / 100 g of sample were obtained. The values ​​of the polyphenol concentration for the Pleurotus fungus were higher in the two types of extracts and lower for the Lentinula edodes. When evaluating the antioxidant activity, a high antioxidant activity was found for the two types of fungi, Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes, presenting values ​​of peroxidase inhibition of 88.04 and 89.49% respectively.

KEY WORDS: Agroindustry, Evaluation, Polyphenols, Antioxidants, Extracts, Fungus
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I. INTRODUCCIÓN

Los hongos se encuentran presentes en todos los hábitats debido a que pueden crecer en casi cualquier sustrato y clima. Como objeto de estudio tienen aproximadamente 250 años, pero estos organismos se conocen hace cientos de años, existe en promedio 200.000 especies de los cuales sólo se conocen 7.000 de ellos.  La producción mundial de hongos cultivados supera los 6.2 millones de toneladas, cuyo valor se aproxima a los 30 billones de dólares, La tasa de crecimiento es del 11% y esto se debe a investigaciones sobre sus propiedades medicinales y nutritivas. Esta es la razón en la alta demanda de productos derivados de hongos comestibles. (Cano & Romero, 2016)

Pleurotus ostreatus comprende una variedad de hongos comestibles saprófitos, reducidos en hábitos ecológicos específicos (troncos de árboles secos sin nutrientes, ramas secas, hojarascas) en sistemas de cultivos intensivos se utiliza sustratos de lignina y/o celulosa preparados de forma simple. Estos hongos forman un numeroso grupo con especies muy diversas, diferenciadas por: el color (amarillo, blanco, gris, marrón, rosado), formas, sabor y exigencias técnicas (Mera, 2015). Lentinula edodes es el segundo hongo más cultivado en el mundo, conocido por sus atributos sensoriales, nutricionales y funcionales, antecedido por el champiñón blanco (Agaricus bisporus). 

El píleo (sombrero) del hongo es muy apetecido mientras que su estípite (tallo) generalmente es separado y no es comercializado debido a que dentro de sus componentes hay alto contenido de fibra. (Rivera & Albarracín, 2015)

Los extractos de algunos hongos inhiben actividad antioxidante por el proceso natural del envejecimiento resultado de la acción de los radicales libres productos del metabolismo. Esta bioacción permite inferir que, como parte de los compuestos del hongo deben estar presentes en metabolismos secundarios responsables de dicha acción. Dentro de estos compuestos se encuentran los polifenoles en general, los cuales presentan actividad antioxidante y cuyo estudio se ha centrado en el reino plantae. (Moro, 2015)
La investigación se centró en estudiar el cuerpo de Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes con el fin de explotar la presencia de polifenoles, así como la determinación de su actividad antioxidante, estos compuestos podrían ser responsables de la presencia de dicha acción en los extractos de estos hongos.

Este trabajo investigativo tuvo como objetivo general: Evaluar los polifenoles totales y capacidad antioxidante en extractos de hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y como objetivos específicos los siguientes: 

· Obtener los extractos metanólicos y etanólicos a partir de hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes.
· Determinar el contenido de polifenoles en los extractos de hongos mediante el método de Folin - Ciocalteu.
· Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos utilizando el método TBARS 
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II. PROBLEMA 

En la última década se han determinado muchas enfermedades que son provocadas por radicales libres, estas sustancias tienen la capacidad de causar reacciones oxidativas en el organismo y desencadenar enfermedades metabólicas, infecciosas y degenerativas.  Urgen investigaciones para determinar propiedades antioxidantes en productos naturales, ya que estos presentan menor toxicidad en relación a los compuestos sintéticos utilizados en aditivos alimenticios.

El consumo de hongo es común en algunos países. Estos poseen propiedades nutricionales y además contienen componentes antimicrobianos, antitumorales, antiinflamatorias y antioxidantes. De allí se desprende la necesidad de valorar hongos comestibles en su aspecto químico y poder aportar a la medicina con productos naturales como los antioxidantes y polifenoles.

Actualmente existen pocos estudios que evalúen la actividad antioxidante de los hongos comestibles y en Ecuador no se han documentado publicaciones al respecto. Por tal motivo el presente estudio se pretende evaluar en Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes mediante diversas metodologías. En base a lo expuesto se plantea la siguiente pregunta en respuesta al problema:

¿Cómo evaluar los polifenoles totales y capacidad antioxidante en extractos de hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes a partir de extractos metanólicos y etanólicos?
Por lo tanto, este trabajo investigativo tuvo como finalidad la preparación de extractos a partir de muestras liofilizadas y pulverizadas de los hongos comestibles Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y la obtención de fracciones bioactivas utilizando solventes etílicos y metanólicos, para la determinación de compuestos fenólicos y antioxidantes, los cuales constituyen la base para diversos compuestos farmacéuticos en la cura de diversas enfermedades.
[bookmark: _Toc512504988][bookmark: _Toc488386376][bookmark: _Toc488685170][bookmark: _Toc488685507]
III. MARCO TEÓRICO

0. [bookmark: _Toc506841066][bookmark: _Toc486324717]GENERALIDADES DE LOS HONGOS MACROMICETOS
Los hongos pertenecen al reino Fungi, es uno de los grupos más diversos de organismos en la Tierra que están más emparentados con los animales que con las plantas (Tedersoo et al. 2014), son eucarióticos, carentes de clorofila, unicelulares (levaduras) o pluricelulares (filamentosos), su reproducción puede ser sexual o asexual. Se dividen en cuatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. Dentro de los basidiomicetos las especies que tienen mayor importancia económica pertenecen a los géneros Agaricus (champiñón), Lentinula (shiitake) y Pleurotus (seta). Algunos de estos organismos no son comestibles, pero hay especies importantes que pueden ser consumidas. El número de especies venenosas es muy reducido mientras las letales son un mínimo porcentaje (FAO, 2005).
La mayoría de las especies fúngicas están constituidas por filamentos largos y delgados llamados hifas, los cuales están rodeadas por pared celular rígida compuesta de quitina combinada con carbohidratos complejos, como celulosa. De la ramificación y entrelazamiento de las hifas, se forma una estructura filamentosa denominada micelio. Si el micelio tiene un solo núcleo se denomina monocariótico y si tiene dos núcleos se denomina dicariótico (Aguirre et al., 2014; Ulloa y Hanlin, 2012). En su hábitat natural el micelio está oculto debajo del suelo, en madera, o en otras fuentes lignocelulósicos y en condiciones adecuadas, sobre todo en período de lluvias crecen hasta que aparecen los cuerpos fructíferos (Albertó, 2008). Los hongos incluyen especies con carpóforos grandes y visibles, es decir macromicetos (macrohongos u hongos superiores). Los ejemplos más conocidos de macromicetos son las “setas”. Tienen sombrero y talo.
Los hongos se consideran quimioheterótrofos estrictos y requieren de sustratos proveedores de energía para la biosíntesis. Debido a la pared rígida que tienen, los hongos no pueden fagocitar moléculas más complejas; sin embargo, cuentan con enzimas extracelulares complejas que les permite degradar sustratos diversos. La glucosa, maltosa, sacarosa, quitina, lignina, hemicelulosa y celulosa constituyen la fuente de energía más importante para la mayoría de los hongos lignocelulolíticos (Pokhrel et al., 2013).
Dependiendo de la forma como obtienen sus nutrientes, los hongos se clasifican en parásitos, saprófitos y micorrícicos. Los primeros consumen plantas o animales vivos, los segundos digieren células y tejidos muertos, conocidos también con el nombre de hongos lignocelulósicos o de pudrición blanca. El tercer grupo de hongos, menos numerosos, son los que establecen relaciones simbióticas con las raíces de las plantas llamadas micorrizas, en la cual, tanto el hongo como la planta se benefician (Ardón, 2007).
Los hongos como organismos saprófitos, cumplen un papel muy importante en la naturaleza, actuando como reparadores de los ecosistemas ya que al descomponer la materia orgánica permiten el reciclaje de los nutrientes especialmente de los minerales fosfatados y del carbono. (Mata, 2002; Oei, 2003; Chang et al., 2009; Hernández, 2012; Ruilova y Hernández, 2014).
Los macromicetos han sido parte de la cultura humana desde hace miles de años y aparecen descritos como alimento humano y medicinal en las más importantes civilizaciones de la historia. (Suárez y Nieto, 2012). Comprenden unas 100 000 especies descritas, pero la extensión real de la diversidad fúngica mundial se estima en 0,8 a 5,1 millones de especies según los datos adquiridos a partir de varios métodos moleculares (Blackwell 2011; O'Brien et al., 2005; Taylor et al., 2010). Para el caso sólo de macro hongos a nivel mundial, Müeller et al. (2007) mencionaron que se han descrito 21 679 especies, y estiman que debe haber entre 53 000 y 110 000 especies, de ellas se estima que cerca de 5000 especies son comestibles. 
Más de 200 especies de hongos se han usado durante mucho tiempo como alimentos funcionales en todo el mundo (Kalac, 2013), pero solo alrededor de 35 especies han sido cultivadas comercialmente (Aida et al., 2009; Xu et al., 2011). Son una fuente rica de nutrientes, particularmente proteínas, minerales y vitaminas B, C y D (Panjikkaran y Mathew, 2013). Los hongos contienen 20 – 35 % de proteína (ps), son bajos en lípidos y contienen todos los nueve aminoácidos esenciales (Kalac, 2009). Son alimentos de textura delicada y sabor agradable. Los hongos son muy cotizados y han recibido una importante atención por parte de los investigadores de alimentos y farmacéuticos debido a su componente bioactivos (Mazza, 2000; Palanca et al., 2006; Soler et al., 2010).
Los hongos comestibles considerados también medicinales como el Lentinula edodes y el Pleurotus ostreatus poseen un gran valor nutricional, estos son ricos en proteínas (18-30% ps.) (Rodríguez y Jaramillo, 2005), contienen carbohidratos, fibra, bajos en grasa y valor energético, son una buena fuente de vitaminas y minerales, apetecibles en la industria alimentaria por su sabor y aroma, lo que los coloca por arriba de la mayoría de los vegetales, frutas y verduras (Çaǧlarirmak, 2007).
3.1.1.  Morfología
En los basidiomicetos el esporóforo está formado por un pie o estípite, que sostiene al píleo o sombrero, que en ocasiones emerge de una cazoleta basal (volva). 
Figura 1: Carpóforo de basidiomiceto
[image: ]

Fuente: Mata, M. Macro hongos de Costa Rica. 1999
El estípite y el píleo están conformados por micelio ramificado. En la parte inferior del sombrero se encuentra el himenio o laminillas que son estructuras foliáceas dispuestas de forma radial desde el borde hacia el estípite, cubiertas de basidios en ambas caras. En el himenio se generan y liberan las esporas cuando el carpóforo ha madurado. Algunos basidiomicetos poseen un anillo o velo alrededor del estípite por debajo del margen del píleo.
0. [bookmark: _Toc506841073] El ciclo de reproducción de los hongos basidiomicetes
La forma de reproducción de los hongos es por esporas (Figura 2). Los hongos superiores tienen unas células madre ubicadas en el himenio que son las encargadas de producir las esporas. En el caso de los Basidiomicetes, a estas células madre se les denomina basidios. Las esporas de los basidios y de los ascos, son lanzados al exterior para la propagación de la especie. Si la espora se deposita en un lugar cuyas condiciones sean favorables darán origen al micelio. Éste se reproduce en sustratos donde las condiciones son favorables, se ramificará y se entremezclará con los micelios de otras esporas. 
En el medio donde la humedad y las condiciones sean óptimas crecerá una seta que producirá en su himenio los ascos o basidios que expulsarán al exterior las esporas, dando lugar de nuevo al ciclo biológico del hongo (Mendivil, 2013).
Figura 2: Reproducción de los hongos del género Basidiomicetes
[image: ]
 Fuente: Mata, M. Macro hongos de Costa Rica. 1999
0. [bookmark: _Toc506841067]Setas (Pleurotus ostreatus)
Los hongos del género Pleurotus ocupan el segundo lugar en el mercado mundial, produciéndose en el mundo más de 6 millones de toneladas, la mayor parte en China (Zhang et al., 2014).
El Pleurotus spp. de la clase basidiomycetes pertenece a un grupo conocido como "hongos de podredumbre blanca" (Tsujiyama y Ueno, 2013) ya que producen un micelio blanco y generalmente se cultivan en sustratos lignocelulósicos no compostados (Savoie et al., 2007). Se pueden cultivar comercialmente varios tipos de Pleurotus y tienen un valor económico considerable, que incluye P. ostreatus (seta de ostra), P. eryngii (ostra gigante o Cardoncello), P. pulmonarius (hongo phenix), P. djamor (seta de ostra rosa), P. sajor -caju (ostra india), P. cystidiosus (ostra de abulón), P. citrinopieatus (seta de ostra dorada) y P. cornucopiae (Pérez-Martínez et al., 2015, Knop et al., 2015, Zhang et al., 2016). Las especies de Pleurotus requieren un tiempo de crecimiento corto, en comparación con otros hongos. Su cuerpo fructífero no suele ser atacado por enfermedades y plagas y se puede cultivar de una manera simple y barata, con alto rendimiento, utilización de numerosos residuos lignocelulósicos, que hace que su valor socioeconómico y ecológico (biorremediación ambiental) resulte de sumo interés (Ozcariz, 2015).
Al hongo Pleurotus ostreatus, se le conoce comúnmente como hongo ostra es uno de los más comunes de todos los hongos saprofitos, distribuidos por casi todos los bosques tropicales del mundo. En su hábitat natural crece en otoño y primavera, sobre maderas duras de hoja ancha, a veces coníferas especialmente madera de algodón, roble, aliso, maple, álamo (Staments, 2002; Martínez y López, 2010). Este hongo puede crecer en una amplia temperatura entre 10 y 30 °C, en un rango de pH entre 5,5 y 6,5 y humedad relativa de 85 a 90 % (Martínez, 2012).
P. ostreatus se caracteriza por un alto contenido de agua y bajo poder calorífico (1510 kJ kg-1 partes comestibles), por lo que es adecuado para su inclusión en las dietas controladas en calorías (Jaworska y Bernás, 2009). Este hongo se valora no solo por su sabor sino también por sus cualidades nutricionales, especialmente en dietas vegetarianas. Tiene un gran valor nutricional ya que son bastante ricos en proteínas, con un contenido importante de aminoácidos esenciales, fibra y pobres en grasa, con un contenido nutricionalmente significativo de vitaminas (B1, B2, B12, C, D y E) (Heleno et al., 2010). Los hongos comestibles también podrían ser una fuente de diferentes nutracéuticos, como ácidos grasos insaturados, compuestos fenólicos, tocoferoles, ácido ascórbico y carotenoides. Por lo tanto, podrían usarse directamente en la dieta para promover la salud, tomando ventaja de los efectos aditivos y sinérgicos de todos los compuestos bioactivos presentes (Pereira et al.,2012).
0. [bookmark: _Toc486324718][bookmark: _Toc457550536][bookmark: _Toc506841068]Características morfológicas del género Pleurotus

Estas especies poseen cuerpos fructíferos (carpóforos) con forma redondeada, con la superficie lisa y abombada. El píleo es poco convexo y se aplana luego poco a poco hasta presentar forma de pétalo de flor o concha de ostra. El borde está algo enrollado al principio El color varía según la especie. El estípite de los carpóforos es lateral, corto y está recubierto de vellosidades blancas. Las láminillas pueden estar o no unidas entre sí en su base. El tamaño depende de la especie, edad y condiciones de cultivo. Crecen formando repisas o racimos naturales, poseen consistencia blanda y correosa con aroma y sabor agradables (Martínez et al., 2010). Carvajal (2010), señala que el cuerpo de las setas se constituye principalmente de: sombrero, pie reducido y láminas.
[bookmark: _Toc506841069][bookmark: _Toc506739888][bookmark: _Toc506739325][bookmark: _Toc506479109][bookmark: _Toc505753273][bookmark: _Toc505585314][bookmark: _Toc505584894][bookmark: _Toc505583583][bookmark: _Toc505583075][bookmark: _Toc505582746][bookmark: _Toc505582487][bookmark: _Toc505582278][bookmark: _Toc505550757]Figura 3:  Hongo Pleurotus ostreatus cultivado en paja de cebada
[image: ]Fuente: Ruilova et al., 2014
· Sombrero (Píleo). Este tipo de hongo tiene forma de paraguas, más o menos circular, su desarrollo se da en forma de una ostra u oreja que puede medir entre 5 - 20 cm. El color de esta variedad de hongo es muy variable, desde gris claro o gris pizarra, blanco grisáceo, pardo, ceniciento, según la especie. La carne es de olor fuerte, tierno al principio y después correoso.
· Láminas (Himenio). En esta especie de hongo las láminas están dispuestas radialmente como las varillas de un paraguas, que van desde el pie o tallo que lo sostiene, hasta el borde. Son anchas, espaciadas unas de otras, blancas o crema, a veces bifurcadas, y en ellas se producen las esporas destinadas a la reproducción de la especie.
· [bookmark: _Toc486324719][bookmark: _Toc457550537]Pie (Estípite). Es corto, lateral u oblicuo engrosado gradualmente hacia el lado del sombrero o píleo del Hongo, algunas veces no se presenta, tiene un color blanquecino, algo peludo en la base, ligeramente duro, con el principio de las laminillas en la parte de arriba. Las principales partes del cuerpo fructífero de esta variedad de hongo de Pleurotus, se puede observar en la figura que se presenta a continuación: 
Figura 4: Partes principales del cuerpo fructífero de Pleurotus
[bookmark: _Toc506841071][image: ]
Fuente: Ruilova et al., 2014

0. Clasificación taxonómica del hongo Pleurotus ostreatus

A continuación, se presenta una tabla resumen donde se puede evidenciar las principales características taxonómicas que presentan los hongos de la especie investigada.
[bookmark: _Toc506841072][bookmark: _Toc506739891][bookmark: _Toc506739327][bookmark: _Toc506479112][bookmark: _Toc505753276][bookmark: _Toc505585317][bookmark: _Toc505584896][bookmark: _Toc505583584][bookmark: _Toc505583076][bookmark: _Toc505582747][bookmark: _Toc505582488][bookmark: _Toc457546320]
Tabla 1: Clasificación taxonómica del hongo Pleurotus ostreatus
	Nombre científico
	Pleurotus ostreatus

	Reino
	Fungi

	División
	Basidiomycota

	Clase
	Himenomycetes

	Orden
	Agaricales

	Familia
	Tricholomataceae

	Género
	Pleurotus

	Especie
	Ostreatus


[bookmark: _Toc486324720][bookmark: _Toc457550538]Fuente: Michel et al., 2010

0. [bookmark: _Toc506841075]Materiales utilizados para el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus
En la naturaleza las especies de Pleurotus se desarrollan sobre plantas vivas o muertas, las cuales son pobres en nutrientes y vitaminas. Esta capacidad del Pleurotus de colonizar sustratos pobres en nitrógeno es una adaptación ecológica para desarrollarse y vivir en la naturaleza.
Por lo tanto, el Pleurotus ostreatus es un hongo comestible que tiene la habilidad para crecer sobre una gran variedad de desechos lignocelulósicos. En el mundo se generan cantidades considerables de rastrojos agrícolas, residuos agroindustriales, forestales, en mayor o menor cantidad dependiendo de la región que los produce. Los más comunes son: pajas de cereales y oleaginosas, rastrojos de las cosechas, aserrines, virutas, troncos, ramas, vainas secas de granos, bagazos, pulpas, cascarillas y otros materiales como tallos de plátano, pasto, etc. (Sánchez y Royse, 2002; Singh et al., 2011; Ruilova 2014). Una parte se utiliza como alimento animal principalmente y el resto es dejado sobre el campo agrícola para luego ser quemado. La utilización de estos residuos para el cultivo de hongos comestibles, principalmente Pleurotus ostreatus, ayudaría acelerar la biodegradación y reciclaje de estos desechos, evitando su quema y su posterior contaminación ambiental (Ruilova, 2014).
Los sustratos utilizados en el cultivo de los hongos tienen un efecto químico y funcional e influyen en las características sensoriales de los hongos (Oyetayo y Ariyo, 2013). El hongo Pleurotus ostreatus es un saprófito y extrae los nutrientes del sustrato utilizado para su crecimiento. Los materiales lignocelulósicos que son degradados por el hongo son la principal fuente de carbono, nitrógeno, vitaminas y minerales. El carbono y nitrógeno deben estar en proporciones adecuadas para un rápido crecimiento del hongo (Anonymous, 2008; Khare et al., 2010; Oseni et al., 2012; Ruilova et al., 2017).
[bookmark: _Toc486324721]La composición de los residuos lignocelulósicos es variable, la mayoría son pobres en nitrógeno, como los provenientes de bosques forestales, aserrín, el rastrojo de maíz, bagazos, pajas, etc., por lo que se considera que se pueden utilizar para enriquecer los sustratos suplementos orgánicos con mayor contenido de nitrógeno como: salvados de cereales, harinas de soya, alfalfa, girasol, etc., lo que redundará en la calidad y rendimiento del cultivo. (Guzmán et al., 2008; Muez y Pardo, 2008; Sánchez y Mata, 2012). (Ruilova et al., 2017), utilizó harina de soya con buenos resultados.
[bookmark: _Toc506841076]3.4.  Factores de crecimiento
En el cultivo de las especies de hongos del género del Pleurotus se deben controlar algunos factores que tienen gran influencia sobre el rendimiento de producción de setas, como se presentan a continuación: 

[bookmark: _Toc506841077]3.4.1.  Composición del sustrato
Es importante conocer la composición química de los sustratos antes de utilizarlos en el cultivo de hongos (Patil et al., 2010). El carbono y el nitrógeno son dos elementos esenciales en la nutrición de cualquier organismo. El carbono es muy importante para la célula fúngica y es el elemento que requiere en mayor cantidad durante el crecimiento y puede ser asimilado a partir de diferentes materiales lignocelulósicos (Chang et al., 1998; Sharma et al., 2013). Además, necesita otros minerales como son: S, Ca, Mg, P, K y en concentraciones menores los minerales: Fe, Zn, Mn, Cu y Mo (Chang y Miles, 2009; Romero et al., 2010).
En cuanto al nitrógeno se recomienda que la concentración final debe encontrarse en el intervalo de 0,5 a 1,5 % de la materia seca total. Si el contenido es menor, los rendimientos pueden resultar bajos y un contenido mayor puede favorecer la putrefacción, debido a un incremento de la actividad metabólica (Sánchez y Royse, 2002; Pardo et al., 2008; Fanadzo et al., 2010, Ruilova et al., 2017).
La adición de suplementos a los sustratos es usualmente recomendada hasta un resultado satisfactorio de relación C/N ya que concentraciones muy altas pueden producir incrementos peligrosos en la temperatura del sustrato y el desarrollo de organismos competidores (Melo et al., 2010; Cunha et al., 2011; Gea, 2011).
(Ruilova et al., 2017), encontró una relación C/N de 37 a 53 donde obtuvo una mayor productividad y contenido proteico del hongo. La relación C/N está asociada al rendimiento y calidad del hongo Pleurotus ostreatus (Getahun, 2011).
0. [bookmark: _Toc506841078]Temperatura y humedad
La temperatura va en combinación con la humedad y son factores importantes para el cultivo de Pleurotus. La temperatura no solo varía entre cepas sino también para una misma cepa según su etapa de desarrollo así, es posible y aun frecuente que un hongo tenga una temperatura óptima de germinación y que ésta sea diferente de su temperatura óptima de crecimiento micelial o de fructificación (Alberto, 2008; Ruilova et al., 2014), igual sucede con la humedad. En la etapa de incubación se mantiene la temperatura 24 - 27ºC con un 70-80 % de humedad y para entrar en la fase de fructificación por regla general las temperaturas para las especies de Pleurotus son ligeramente inferiores que las temperaturas óptimas para crecimiento micelial y están entre 15 – 18 ºC y la humedad se incrementa a un rango de 80 – 90 % (Ruilova et al., 2014). Si no se respetan estas condiciones se producen alteraciones en el crecimiento del hongo. En la etapa de producción (cosecha) la humedad puede variar entre 75 – 85 % (Ruilova et al., 2014).
0. [bookmark: _Toc506841079]Tamaño de partícula del sustrato
Aquí el tamaño de partícula tiene una relación directa con el contenido de humedad. Si el tamaño de partícula del sustrato es muy grande retiene poco la humedad y si es muy pequeño puede producirse una excesiva compactación y evitar la circulación del aire. Se recomienda un tamaño de partícula entre 2 – 5 cm (Martínez et al., 1990; Ruilova, 2017).
0. [bookmark: _Toc506841080][bookmark: _Toc506479120]Concentración de oxígeno y dióxido de carbono
Los componentes gaseosos de la atmósfera de mayor importancia en la biología de las setas son el oxígeno (20 %) y el dióxido de carbono. Pleurotus al igual que otros hongos requiere niveles de oxígeno muy bajos para su crecimiento y una concentración relativamente alta de 20 a 25 % de CO2 ya que es útil para propiciar el crecimiento del micelio. Sin embargo, concentraciones superiores al 60 % inhiben la formación de primordios. Por lo tanto, en los galpones de fructificación debe implementarse un buen sistema de ventilación de tal manera que se retire constantemente el CO2 formado por la respiración del propio hongo (Sánchez y Royse, 2002).
0. [bookmark: _Toc506841081] Luz y ventilación 
En general, las especies de Pleurotus en la etapa de incubación requieren oscuridad para el crecimiento micelial y para la fructificación requieren luminosidad de 8-12h de luz natural y si es artificial son preferibles los fluorescentes (Varnero et al., 2010). Así mismo se necesita ventilación moderada de 150 - 250 m3/h*Tn. Una ventilación deficiente se manifiesta en deformaciones del cuerpo fructífero. Esto puede ser un ligero alargamiento del estípite, la no formación del píleo o ambas cosas (Sánchez y Royse, 2002; Alberto, 2008).
0. [bookmark: _Toc506841082]El pH
Para el crecimiento de Pleurotus se han citado rangos de crecimiento entre 4 y 7 de pH. Con un óptimo entre 5 y 6. Este valor sin embargo suele variar entre cepas y especies. Así los sustratos ácidos (pH 4), inhiben el desarrollo de P. ostreatus y este hongo encuentra un pH óptimo en un rango entre 5.5 y 6.5 (Sánchez y Vásquez, 1994).
0. Propiedades nutritivas del hongo Pleurotus ostreatus
Los hongos son bien conocidos por ser nutritivos y saludables por lo que su consumo ha ganado popularidad en todo el mundo (Barros et al., 2008; Martínez, 2010; Ahmad y col., 2011). Son relativamente altos en proteínas de buena calidad cuyos valores oscilan entre 19 a 35 % (base seca) y contienen todos los aminoácidos esenciales para la nutrición humana. Si bien su proteína es menor que la de las carnes, no obstante, al hongo se le considera como un sustituto de la carne (Gorahi y col., 2009; Dundar y col., 2009; Ajonina y Tatah, 2012).
Los hongos contienen un bajo contenido de grasa entre 1,6 a 2,2 % constituida por ácidos grasos poliinsaturados como ácido linoleico (72 a 85 %) y reducidas cantidades de ácidos grasos saturados, que los convierte en saludables. Son particularmente ricos en carbohidratos (ergosterol, glucógeno y quitina), sin almidón (Sánchez y Royse, 2002), alto contenido de fibra dietética (7,5 a 8,7 %), beta-glucanos, así como minerales: potasio, calcio, fósforo, magnesio, hierro, zinc, sodio, vitaminas: niacina, tiamina (B1), riboflavina (B2), biotina, ácido ascórbico y enzimas hidrolíticas que ayudan a la digestión (Furlany y Godoy, 2008; Llauradó et al., 2011; Randive, 2012; Ahmed et al., 2013).
El contenido proteico y valor nutricional en general, puede variar dentro de la misma especie dependiendo de la cepa, composición del sustrato, condiciones de cultivo, estado de desarrollo de los cuerpos fructíferos (Valencia y col., 2006; Silva y col., 2007; Barros y col., 2008).
La tabla que se presenta a continuación muestra las principales características desde el punto de vista físico-química de la variedad de hongo que fue utilizado en la investigación. 

Tabla 2: Composición físico-química del hongo Pleurotus ostreatus
	Componentes
	Valor medio
	Desviación estándar

	Humedad (%)
	88,12
	1,24

	Cenizas (%)
	7,69
	0,32

	Proteína (%)
	31,43
	0,25

	Grasa (%)
	1,14
	0,02

	Fibra total (%) 
	15,09
	0,08

	ELN (% )
	44,71
	0,30

	Ca (%)
	0,05
	0,01

	P (%)
	0,68
	0,01

	K (%)
	0,29
	0,01

	Mg (%)
	0,17
	0,02

	Na (%)
	0,03
	0,01

	Cu (mg/kg)
	7,0
	1,0

	Fe (mg/kg)
	96,0
	1,0

	Mn (mg/kg)
	8,0
	1,0

	Zn (mg/kg)
	80,0
	1,7

	ß-glucanos (%)
	3,88
	0,01


Fuente: Ruilova et al., 2016
0. Propiedades medicinales del hongo Pleurotus ostreatus.
El género Pleurotus es uno de los hongos de podredumbre blanca más extensamente estudiados debido a sus excepcionales propiedades ligninolíticas. Es un hongo comestible y también tiene varios efectos biológicos, ya que contiene moléculas bioactivas importantes (Barba et al., 2016). Este hongo comestible se destaca no solo por su sabor y calidad sino también es reconocido por su valor medicinal (Yang et al., 2013).
Los hongos tienen una variedad de metabolitos secundarios, como compuestos fenólicos, polipéptidos, terpenos y esteroides, también tienen lecitinas, polisacáridos y polisacáridos-péptidos (carbohidratos complejos) (Sun y Liu, 2009).
Entre sus propiedades medicinales, contiene efectos antitumorales (Kim et al., 2015), anticancerígenas, antivirales, antiinflamatorios, antifúngicas, efecto antioxidante (Roupas et al., 2012), actividad antigenotoxicidad (Wang et al., 2005), antihipertensivo (Vaz et al., 2011), propiedades reductoras del estrés y también beneficiosas para pacientes diabéticos (Akata et al., 2012); convirtiéndolo así en un potenciador del sistema inmunológico (Jaramillo y Rodríguez, 2005), por lo que es considerado de gran utilidad para diversos fines industriales (Chang y Miles, 2004). Los hongos generalmente son bajos en grasas saturadas y altos en fibra y proteína, y pueden reducir el colesterol sanguíneo dañino y actuar como un supresor del apetito (Kim et al., 2011).
En los últimos años ha aumentado el interés por conocer las propiedades funcionales de cepas de Pleurotus mediante la cuantificación y caracterización de compuestos bioactivos con beneficios potenciales a la salud. Se ha reportado que estos hongos tienen propiedades tales como antiviral, antimutagénica, antiinflamatoria (Puttaraju et al., 2006; Sasidhara et al., 2014) hepatoprotectora, antitumoral, antioxidante (Patel et al., 2012).
Para determinar cuáles son las principales especies que pueden ser comidas del género del hongo Pleurotus se presenta la tabla a continuación: 
Tabla 3: Propiedades funcionales de especies comestibles de Pleurotus
	Especie
	Actividad

	P. eryngii
	Antiinflamatoria
Hepatoprotector

	P. ostreatus
	Antioxidante
Antitumoral
Antiviral contra VIH

	P. pulmonarius
	Antioxidante
Antiviral contra VIH

	P. sajor-caju
	Antibacterial
Antitumoral

	P. tuber-regium 
	Antiviral contra herpes

	P. djamor 
	Antibacterial
Anticancerígeno
Antioxidante


Fuente: Paz, 2017
[bookmark: _Toc512504991]3.7. Hongo Lentinula edodes 
Lentinula edodes, conocido comúnmente con el nombre de Shiitake pertenece a la familia Tricholomataceae, es originario de Asia, donde Japón y China concentran la mayor producción de esta seta.  También es conocido como hongo negro del bosque, esta especie forma parte de los hongos de pudrición blanca, habita de forma natural en la madera muerta de muchas especies de árboles en diversas condiciones climáticas (Villegas et al., 2007).  El cultivo de Lentinula edodes, tradicionalmente se realiza en troncos de maderas duras con la desventaja que el período de incubación y producción es sumamente largo y muy bajos niveles de producción (20 a 30% de eficiencia biológica); sin embargo, el cultivo de este hongo presenta ventajas en condiciones controladas, cuando crece sobre residuos agrícolas y forestales y se pueden emplear varios métodos para su cultivo (Kalberer 2000; Sánchez y Mata, 2012).
La producción de este hongo sigue creciendo en el mundo entero y se ha extendido ampliamente en Europa y América, compite el segundo lugar con el Pleurotus ostreatus y es valorado por sus características alimenticias y farmacológicas (Moonmoon et al., 2011; Wang et al., 2017).  Los hongos han aparecido en la medicina china tradicional durante siglos y los extractos de los cuerpos fructíferos secos ocupan un segmento lucrativo del mercado de medicinas herbales en los países occidentales. En particular, informes recientes han puesto de relieve sus propiedades medicinales, así como los potentes efectos de sus carbohidratos, incluido el lentinan, sobre el sistema inmunológico (Bisen et al., 2010; Kuppusamy et al., 2009); Shim et al., 2016).
Los extractos del micelio y el cuerpo fructífero de esta especie tienen un potencial terapéutico diverso, además de ser un biorremediador eficaz por la degradación de residuos lignocelulósicos, también se ha demostrado que L. edodes posee utilidad biotecnológica (Sánchez, 2009).
En los últimos años una gran cantidad de estudios han demostrado que posee propiedades alimenticias y medicinales importantes para el ser humano (Chang and Miles, 2004; Nieto et al., 2012; Zhang et al., 2013). Varios compuestos biológicamente activos se han aislado y purificado a partir de la setas y micelios de este hongo (Hassegawa et al., 2005; Bisen et al., 2010). Uno de estos compuestos es el lentinán, un polisacárido con alto peso molecular extraído del cuerpo fructífero del hongo Lentinula edodes, poseedor de acción anticancerígena e inmune estimuladora. El lentinán actúa como un activador de los linfocitos T (tipo de glóbulo blanco). Los linfocitos T son parte del sistema inmunitario y se forman a partir de células madre en la médula ósea. Ayudan a proteger el cuerpo de las infecciones y podrían ayudar a combatir el cáncer (Yen et al., 2007).
El hongo Lentinula edodes produce una variedad de enzimas extracelulares, incluyendo celulasas, hemicelulasas, fosfatasas, lacasas, peroxidasas y ligninasas que contribuyen a la degradación y el reciclaje de la madera en la naturaleza  (Regina et al., 2008).
[bookmark: _Toc512504992][bookmark: _Toc488386383]3.7.1. Clasificación taxonómica
Pertenece a un orden de los Basidiomicetes denominado Agaricales (Tabla 4), que son los típicos hongos conocidos por su sombrerillo y un talo falso o pedicelo.

[bookmark: _Toc511203636]Tabla 4:  Clasificación taxonómica del hongo Lentinula edodes
	Nombre científico
	Lentinula edodes

	Reino
	Fungi

	División
	Basidiomycota

	Clase
	Basidiomycetes

	Subclase
	Agaricomycetidae

	Familia
	Tricholomataceae

	Género
	Lentinula

	Especie
	Edodes


Fuente: Paz, 2017

0. [bookmark: _Toc488685513][bookmark: _Toc488685176][bookmark: _Toc488386382][bookmark: _Toc512504993]Morfología del hongo L. edodes
En el hongo hay que diferenciar dos partes fundamentales: el cuerpo vegetativo y el cuerpo fructífero (reproductor) (Boa, 2005). El cuerpo vegetativo (micelio), se encuentra bajo de la superficie del suelo, de la madera, u otras fuentes de alimento, está formado por unos filamentos llamados hifas (Chang, 2008), las cuales se encargan de absorber las sustancias minerales del suelo para alimento del hongo. La seta (a la que vulgarmente se llama hongo), es su aparato reproductor o cuerpo fructífero (Stamets y Chilton, 1983; Lopez, 2016). La estructura típica de los hongos comestibles basidiomicetes es la presentada en la Figura N° 5.
La parte comestible (cuerpo fructífero) del hongo Lentinula edodes consiste de dos partes representativas: píleo y de estípite, en una proporción aproximada de 75% y 25% del hongo en base seca respectivamente (Ming et al., 2015).

La estructura típica que tiene un hongo del género investigado denominado basidiomiceto L. edodes se presenta en la tabla a continuación:

Figura 5:  Estructura típica de un hongo basidiomiceto L. edodes

[bookmark: _Toc511203664]
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Fuente: Silva et al., 2010

· El Píleo: llamado también sombrero es color café oscuro, pero con el tiempo su color cambia a café claro, como se puede observar en la Figura N° 7 y 8, su forma puede ser irregular, normalmente el hongo al principio debe estar un poco enrollado a medida que se desarrolla debe ser encorvado (Stamets, 2000), mide aproximadamente de 5 a 25 cm de ancho, su función principal es de protección en la formación y desarrollo de las esporas, es carnoso en estado adulto y suave en especímenes inmaduros (Silva et al., 2010).

Las manchas o pelusa que aparece irregularmente en el sombrero es señal que el hongo ha alcanzado su madurez, inicialmente son puntos de color blanco, pero pueden llegar a tornarse de color café cuando el hongo se está deteriorando. (Stamets y Chilton, 1983). Para identificar estas manchas características de esta especie de hongo se presenta la imagen a continuación:
 
[bookmark: _Toc511203665]Figura 6:  Hongo Lentinula edodes

[image: ]Fuente: Mata, 2012

· Estípite: Llamado también talo o pie, se encuentra sujetando al himenio y al sombrero, mide de 3 a 5 cm de largo y de 8 a 13 mm de grosor, de superficie delgada envainada por un velo delgado, que termina en la zona apical conforme (Silva et al., 2010).

3.8. Composición nutricional del hongo Lentinula edodes

Nutricionalmente, el hongo Lentinula edodes tiene un gran valor, ya que es una buena fuente de proteínas, valor que es ligeramente menor a la de alimentos como carne de res 24-31 %, cerdo 23-24 % (Çaǧlarirmak, 2007) y mayor a cereales como el maíz 8.1 %, el trigo 14.5% y leche 3-4%, con la ventaja que en su composición se encuentran todos los aminoácidos esenciales incluyendo leucina y lisina (tablas 3 y 4) también contiene fibra, vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina y D, concentraciones altas de minerales como potasio, hierro, fósforo, magnesio, calcio, manganeso y cobre (Stamets, 2000; Martínez et al., 2004).
[bookmark: _Toc511203637]Tabla 5:  Composición proximal y nutricional del píleo y estipe del Lentinula edodes en 100g (base seca)

	Componentes
	Píleo

	Humedad
	4.7 g

	Proteína cruda
	22.8 g

	Grasa cruda
	3.2 g

	Cenizas
	6.0 g

	Carbohidratos
	48 g

	Fibra
	8.4 g

	Potasio
	1032 mg

	Fosforo
	439 mg

	Magnesio
	200 mg

	Calcio
	127 mg

	Hierro
	20.1 mg

	Zinc
	4.3 mg

	Manganeso
	5.1 mg


Fuente: Bisen et al., 2010
Los hongos o también denominados seta de la especie edodes se caracterizan por tener un alto contenido nutricional, el mismo que tiene un gran aporte principalmente de vitaminas, dentro de las cuales se caracteriza por tener vitaminas del grupo B, principalmente las vitaminas B1 y B2 que dan un gran aporte en la generación de ácido láctico de la masa muscular, además se caracteriza por su aporte de Niacina, las concentraciones mínimas de vitaminas de esta especie de hongo se presentan en la tabla a continuación: 

[bookmark: _Toc511203638]Tabla 6:  Concentración de vitaminas de la seta del L. edodes en 100 g
Fuente: Bisen et al., 2010
	Vitaminas
	Concentración

	Tiamina (B1)
	0,05 mg

	Riboflavina (B2)
	0,15mg

	Niacina
	2,6mg

	Ácido ascórbico
	2,1 mg

	Ácido fólico
	0,03mg

	Vitamina D
	-

	Pro-Vitamina D ergosterol
	679μg


Fuente: Bisen et al., 2010

Al comparar el contenido de proteína del L. edodes de 18% con la obtenida de la carne (24-31%), se puede observar que el hongo contiene una cantidad baja de este nutriente, sin embargo, en la proteína del L. edodes se encuentran todos los aminoácidos esenciales para el hombre (tabla N° 7), esta composición incluye leucina y lisina en grandes cantidades, las cuales por lo general están ausentes en la mayoría de cereales y sus subproductos (Miles y Chang, 2004).

[bookmark: _Toc511203639]Tabla 7: Composición de aminoácidos esenciales de la seta L. edodes
	Aminoácidos
	Concentración (g/16gN)

	Treonina
	3.2

	Valina
	6.7

	Metionina
	0.8

	Isoleucina
	4.9

	Leucina
	7.3

	Fenilalanina
	4.2

	Lisina
	6.4

	Histidina
	2.3

	Arginina
	8.0


Fuente: Bisen et al., 2010

Por otra parte las setas del Lentinula edodes contienen bajos porcentajes de lípidos totales (3,2 %), que en su mayoría son insaturados (77.7 %), como son los ácidos grasos: palmítico, esteárico, araquídico, oleico, linoléico y linolénico, proporcionándole al hongo un valor adicional ya que son requeridos en la dieta humana (Bisen et al., 2010).
3.9. Propiedades medicinales del hongo Lentinula edodes
Lentinula edodes no es solo un alimento popular que es aromático y rico en múltiples nutrientes (Hiraide et al., 2004; Liu et al., 2015) sino también una buena fuente de compuestos bioactivos con propiedades medicinales específicas tales como: fortalecimiento del sistema inmunológico (Nagashima et al., 2013; Dai et al., 2015), actividad antitumoral (Yu et al., 2010; Cao et al., 2013), actividad antioxidante (Sasidharan et al., 2010), efectos antihipertensivos. (Chen et al., 2013).
Todas estas cualidades hacen que los hongos sean muy cotizados y hayan recibido una importante atención por parte de los investigadores de alimentos y farmacéuticos debido a sus componentes bioactivos (Sheu et al., 2007; Mariga et al., 2014). Estas biomoléculas, como compuestos fenólicos, terpenos, esteroides y polisacáridos, tienen diversas actividades biológicas (Shang et al., 2015).
Tabla 8: Efectos terapéuticos y compuestos bioactivos de los extractos del L. edodes

	Los efectos terapéuticos
	Compuestos bioactivos
	Referencias

	Antitumoral
	Lentinán (þ -D-glucanos), KS-2-a-manano-péptido, LEM, LAP (heteroglucano-proteína), EP3
	(Wasser y Weiss, 1999)
(Chihara, 1993)

	Inmunomodulación
	Manoglucano, polisacárido
complejo de proteínas, glucano, Lentinán, polisacárido L-II, (1-3) -ésimo-D-glucano
	(Chihara, 1993)
(Chibata et al., 1969)
(Zhang et al., 2014)

	Antimicrobiano
	Lentinamicina
	(Van Ba et al., 2017)
(Casaril et al., 2011)
(Kitzberger et al., 2007)

	Antivirulento
	Lentinán, LEM, JLS-18, EP3, EPS4
	(Breene, 1990)
(Chihara, 1993)

	Antibacteriano
	LEM, lentionina, cloroformo y acetato de etilo extractos
	(Kitzberger et al., 2007)
(Hirasawa et al., 1999)

	Cardiovascular y hipolipemiante
	Eritadenina, lentinacina, Lentinán
	(Chibata et al., 1969)

	hepatoprotector
	Lentinán, LEM, extracción con agua caliente y extracción con etanol
	(Zhu et al., 1985)

	Hemaglutinante
	Lectina
	(Vetchinkina et al, 2008)


Fuente: Bisen et al., 2010
3.10. Radicales libres y actividad antioxidante  
Para los organismos aerobios la oxidación es esencial en la obtención de la energía necesaria para realizar procesos biológicos. Sin embargo, la producción descontrolada de radicales libres derivados del oxígeno es dañina para las células y sus funciones; y es el origen de una reacción en cadena que da lugar a la generación de nuevos radicales libres que causan cambios o transformaciones oxidativas (Jin-wei et al., 2005).
Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que en su estructura atómica presentan un electrón desapareado o libre en su orbital más externo lo que les confiere un carácter de moléculas inestables y altamente reactivas y con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica, tienden a captar un electrón de moléculas estables (Venereo, 2002). Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrón que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrón desapareado, iniciándose así una reacción en cadena que destruye nuestras células.
Los radicales libres son los derivados del Oxígeno tales como el radical peroxilo (RO• 2), anión superóxido (O•2) y el radical hidroxilo (HO•) (Roginsky y Lissi, 2005). También existen especies reactivas con N, como el peroxinitrito (ONOO-), formado por la reacción entre el óxido nítrico y el superóxido o el dióxido de nitrógeno (NO2), y con Cl, como el triclorometilo (CCl3•) (Prior et al., 2005; Sánchez-Moreno, 2002). El anión superóxido, puede producirse en múltiples reacciones intracelulares (Roginsky y Lissi, 2005). Esta especie reactiva de oxígeno se transforma en otras especies destructivas como el peróxido de hidrógeno (H2O2), o peróxidos lipídicos (LOO•) que pueden en su momento causar daño celular. Por lo tanto, los radicales libres pueden dañar biomoléculas como carbohidratos, proteínas, lípidos y ADN (Choksi, R. et al., 2004).

La célula se protege de los radicales libres mediante la acción de sistemas enzimáticos antioxidantes como el superóxido dismutasa (SOD), la lactoferrina, la catalasa o el glutatión peroxidasa   y de sistemas no enzimáticos donde se incluyen antioxidantes como las vitaminas E y C, flavonoides y carotenoides provenientes de la dieta (Yilmaz, S. 2003 y Szeto, Y. 2002). Sin embargo, cuando los radicales libres producidos en el organismo sobrepasan la capacidad de la célula para protegerse o repararse por sí misma, conducen al estrés oxidativo, que se define como un desequilibrio entre especies oxidantes y reductoras a nivel celular en un organismo (Miller et al., 1993). Los organismos vivos poseen propiedades antioxidantes que los protegen contra el daño oxidativo, pero hay casos donde las especies oxidativas están en mayor proporción que las especies antioxidantes y pueden reaccionar con los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, u otras moléculas. Esto puede promover al padecimiento de enfermedades degenerativas o crónicas, como el cáncer, la arterioesclerosis, la artritis reumatoidea, el mal de parkinson, la diabetes mellitus, el envejecimiento, entre otras (Alves et al., 2013; Fuchs, J. 1998). 
Entonces la acción oxidativa causada por los radicales libres puede ser neutralizada mediante el uso de antioxidantes naturales o sintéticos. Otros cofactores como el glutatión, el ascorbato y las enzimas dependientes del NADPH como el glutatión reductasa son importantes para regenerar las moléculas/enzimas reducidas (Finley et al., 2011).
Los antioxidantes se definen como aquellos compuestos que son capaces de inhibir o retardar la oxidación de otras moléculas y que pueden ser de producción endógena o ser aportados a través de la dieta (FAO/WHO, 1998 en Dilis and Trichopoulou, 2010). Estos antioxidantes actúan principalmente en reacciones de terminación de cadenas de radicales libres, impidiendo la oxidación de lípidos y otras moléculas cediendo átomos de hidrógeno (Rivero y Betancort, 2006). Los antioxidantes pueden eliminar o bloquear los radicales libres e inhibir la peroxidación lipídica (Mikheil, 2010). La actividad de los compuestos antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifenólicos y de su estructura química (Royse y May, 2003).


3.11. Actividad antioxidante (AA) de los hongos comestibles y técnicas de análisis
Algunos hongos poseen compuestos con propiedades analgésicas, anti-inflamatorias, antioxidantes, protectoras del sistema cardiovascular, antivirales, e hipoglucemiantes (Royse y May, 2003). Las diferentes especies de hongos son fuente importante de compuestos fenólicos con actividad antioxidante. La mayoría de esos compuestos son ácidos fenólicos, aunque algunos flavonoles, como la catequina y la miricetina, también han sido detectados usando métodos por HPLC. 

Barros et al. (2009) determinaron la actividad antioxidante de hongos Agaricus sp. por ensayos bioquímicos y voltametría. Sus resultados mostraron que las especies A. silvicola y A. ilvaticus tienen una relevante actividad antioxidante. Entre los compuestos que se encontraron destacan el ácido hidroxibenzoico, ácido camarico y ácido caféico. Sus conclusiones fueron que en general, todas las especies analizadas sintetizan compuestos con propiedades antioxidantes como bloqueadoras de radicales libres y con capacidad de inhibición de la peroxidación lipídica.
Mau et al. (2002) realizó un estudio de extractos del hongo Coriolus versicolor y observó entre un 60-80 % de inhibición de la peroxidación lipídica, esa capacidad de inhibición fue mayor que la encontrada para extractos de Ganoderma lucidum  y Ganoderma tsugae, que presentaron valores de 40 % y 10 %, respectivamente. 
Bueno et al. (2010), realizaron estudios sobre la evaluación de la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles en el hongo Shiitake, y encontraron que el contenido de polifenoles aumentó tres veces, aproximadamente, sometiendo el hongo a un tratamiento térmico.
Algunos autores han encontrado una correlación entre el contenido de fenoles totales y la actividad bloqueadora de radicales libres (Dobre et al., 2011). 
Existen algunos reportes del contenido de compuestos fenólicos y actividad antioxidante (AA) para la especie P. djamor. Los extractos provenientes de carpóforos más empleados para la cuantificación de estos metabolitos y su AA, son los extractos etanólicos, metanólicos y acuosos debido a que los compuestos antioxidantes de interés son polares. Se puede observar que el contenido de fenoles totales (FT) se encuentra en un intervalo de 2.25 ± 0.04 a 32.55 ± 0.21 mg EAG/g ms (Jegadeesh et al., 2014; Sasidhara y Thirunalasundari, 2014) y 27.00 ± 4.89 mg EAG/g extracto seco. En relación a la actividad antioxidante determinada por el método de reducción del radical DPPH se han reportado IC50 entre 0.065 y 7.25 mg/mL (Jegadeesh et al., 2014; Sasidhara y Thirunalasundari, 2014; Arbaayah y Umi, 2013) y determinada mediante Poder Reductor (PR), un IC50 = 6.30 ± 0.50 mg/mL. Babu et al. (2012) El Poder Reductor (PR) también se ha expresado como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de masa seca (mg EAG/g ms), capacidad reductora (CR) expresado como porcentaje, e índice de capacidad reductora equivalente de quercetina (ICREQ).
Liang et al. (2013), reportaron en P. eryngii un contenido de FT de 12.65 ± 0.82 mg EAG/g ms, un IC50 = 2.47 mg/mL por el método del radical de DPPH y un IC50 = 9.18 ± 0.03 mg/mL con el método de PR. Vamanu (2014) en P. ostreatus reportó 35.40 ± 6.75 mg/g biomasa; mientras que Ćilerdžiċ et al. (2015) reportaron un contenido de FT de 14.41 ± 1.68 mg EAG/g extras y AA con el radical de DPPH un IC50 de 13.94 mg/mL.
En la actualidad hay diversos métodos para medir la capacidad antioxidante, un método muy usado se basa en la estabilidad del radical 2, 2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH), y es ampliamente usado para determinar la actividad antioxidante en alimentos (Lee et al., 2008).
El DPPH es un radical libre soluble en metanol y presenta coloración morada. Cuando un antioxidante es mezclado con DPPH en la solución de metanol, el radical libre es reducido y la solución cambia de color morado a amarillo. Este cambio es medido a través de la disminución de la absorbancia a 515 nm, usando un espectrofotómetro, la magnitud de la disminución indica la eficiencia del antioxidante añadido para bloquear el radical (Brand-Williams et al., 1995). 

El método de inhibición de β-caroteno consiste en su decoloración (oxidación) inducido por la degradación oxidativa de productos de ácido linoleico. Este método estima la habilidad de los componentes antioxidantes de fuentes de extractos naturales para recoger radicales peróxidos del ácido linoleico que oxida al β-caroteno presente en una emulsión. La reacción no ocurre a altas temperaturas y puede ser usada para determinar los compuestos termolábiles con actividad antioxidante. La determinación se realiza por espectrofotometría, registrando los valores de absorbancia de las emulsiones a 470 nm.

Siddhuraju y Becker (2003) determinaron la actividad antioxidante por medio del método de la decoloración del β-caroteno, la oxidación de liposomas por medio de las sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) y la capacidad de capturar radicales superóxidos y DPPH. El método usado comúnmente para análisis del contenido de fenoles totales en alimentos y vegetales es el de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sódico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolíbdico-fosfotúngstico. La transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolíbdico-fosfotúngstico en óxidos (Gutiérrez et al., 2008).

La cromatografía de líquidos de alta presión es la técnica analítica de separación, identificación, y cuantificación, más ampliamente utilizada. El perfil individual de los compuestos fenólicos se puede evaluar por cromatografía de líquidos con arreglo de diodo (HPLC-DAD) (Palacios et al., 2011). La variación de polaridades (altas, intermedias y bajas) de los diferentes flavonoides permite su extracción con disolventes polares, solos o en mezclas (agua, etanol y metanol generalmente). Algunos métodos implican la extracción primaria con disolventes no polares para eliminar grasas y ceras principalmente, y en seguida se utilizan mezclas acuosas con etanol, que se fraccionan con disolventes orgánicos de diferente polaridad (Lock y Cabello, 2006).
En diversas especies de hongos se ha encontrado que los principales compuestos antioxidantes son: los ácidos cafeicos, clorogénico, coumarico, ferúlico, fálico, gentísico, hidroxibenzoico, homogentísico, y protocatéquico, además de la catequina, el pirogalol, y la miricetina; esos compuestos son solubles en alcohol (Palacios et al., 2011).
Existen algunos reportes del contenido de compuestos fenólicos y actividad antioxidante (AA) para la especie P. djamor. La mayor parte de ellos provienen de países asiáticos, donde también es común su consumo. Los extractos provenientes de carpóforos más empleados para la cuantificación de estos metabolitos y su AA, son los extractos etanólicos, metanólicos y acuosos debido a que los compuestos antioxidantes de interés son polares. Se puede observar que el contenido de fenoles totales (FT) se encuentra en un intervalo de 2.25 ± 0.04 a 32.55 ± 0.21 mg equivalentes de ácido gálico por gramo de masa seca (mg EAG/g ms),9.10 y 27.00 ± 4.89 mg equivalentes de ácido gálico/g de extracto seco (mg EAG/g ext s). El contenido de flavonoides totales (FVT) de 0.002 ± 0.0001 a 14.88 ± 2.13 mg equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g ext s) en extractos metanólico y etanólico, respectivamente de esta especie.11,12 En relación a la actividad antioxidante determinada por el método de reducción del radical DPPH se han reportado IC50 entre 0.065 y 7.25 mg/mL 10,12 y determinada mediante Poder Reductor (PR), un IC50 = 6.30 ± 0.50 mg/mL.11 El Poder Reductor (PR) también se ha expresado como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de masa seca (mg EAG/g ms), capacidad reductora (CR) expresado como porcentaje, e índice de capacidad reductora equivalente de quercetina (ICREQ).
Las investigaciones realizadas para cuantificar compuestos fenólicos y AA en extractos de micelio de P. djamor hasta el momento son nulas. Liang y colaboradores15 reportaron en P.eryngii un contenido de FT de 12.65 ± 0.82 mg EAG/g ms, un IC50 = 2.47 mg/mL por el método del radical de DPPH y un IC50 = 9.18 ± 0.03 mg/mL con el método de PR. Vamanu16 en P. ostreatus reportó 35.40 ± 6.75 mg/g biomasa y un contenido de FVT de 28.00 ± 5.70 mg EQ/g biomasa. Mientras que para P. ostreatus Ćilerdžiċ y col.17 reportaron un contenido de FT de 14.41 ± 1.68 mg EAG/g extras, FVT de 4.42 ± 0.86 mg EQ/g extras, y AA con el radical de DPPH un IC50 de 13.94 mg/mL.
La AA de los carpóforos por el método radical DPPH y expresada como IC50 = 1.46 mg/mL es aproximadamente diez veces menor al obtenido a partir de micelio, IC50 = 13.94 mg/mL. El primer valor de IC50 corresponde a P. djamor y el segundo a P. ostreatus. Esto podría sugerir que la AA es mejor en los extractos provenientes de los carpóforos. Sin embargo, la escasa información y la comparación de valores en especies diferentes 
Por otro parte, no hay mención respecto al origen de las cepas a las cuales se evaluó la AA, si proceden de cepas silvestres o híbridas. Los valores de FT, FVT y PR se han reportado en diferentes unidades. Así también, las cepas empleadas para la obtención de los extractos miceliales no pertenecen a P. djamor. 
Los hongos de la especie de los carpóforos se caracterizan por presentar diversas funciones en cuanto a su acción molecular, esta acción está a expensas de la utilización de dos tipos de extractos: metanóicos y extractos etanóicos. Las respuestas a la digestión de estas especies están vinculadas directamente con el índice de capacidad equivalente, como se presenta en la tabla a continuación: 
Tabla 9: Valores de especies carpóforos
	Especie


	FT
	FVT
	IC
	PR
	País



	
	mg EAG/ g ms
	(mg EQ/g ext s)
	mg
/mL
	(mg EAG/ g ms)
	mg/mL
	ICREUQ
	

	djamor
	Metanólico
	3,60
	1,90
	1,90
	ND
	ND
	India

	djamor
	Metanólico
	2,52
	2,87
	ND
	5,87
	ND
	India

	djamor
	Metanólico 
	3,25
	3,55
	1,87
	ND
	ND
	India

	roseau
	Etanólico
	12,30
	7,25
	2,31
	6,3
	0.71
	Malasia

	roseau
	Etanólico
	14,80
	6,50
	ND
	ND
	0,84
	Malasia

	roseau
	Etanólico
	ND
	0,12
	3.86
	ND
	ND
	Malasia

	Ostreatus . spp
	Etanólico
	12,65
	5,70
	2,47
	9,18
	ND
	China

	Ostreatus . spp
	Etanólico
	12,65
	5,70
	2,47
	9,18
	ND
	Serbia

	Ostreatus . spp
	Etanólico
	11,23
	6,52
	ND
	ND
	ND
	Rusia


Fuente: Mata, 2012
3.12. Métodos para medir la capacidad antioxidante
Los métodos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante de una sustancia se clasifican en dos grandes grupos: 
· Métodos indirectos. - Son aquellos generalmente usados para medir la capacidad de una molécula de reducir un radical libre artificial y estable (por transferencia de hidrógeno o electrones), o un metal de transición (por transferencia de electrones). Algunos ejemplos de estos métodos son el DPPH, y los ensayos de poder antioxidante por reducción del hierro férrico, así como la voltametría cíclica. 
· Métodos directos. - Involucra un sustrato oxidable; se basan en la evaluación del efecto inhibitorio de una sustancia potencialmente antioxidante sobre la degradación oxidativa de un sustrato en un sistema de prueba sujeto a condiciones naturales o aceleradas de oxidación. Este tipo de aproximación parcialmente modelada se combina con una estrategia de medición basada en la detección de los productos de oxidación (Laguerre et al., 2007). Los métodos de cuantificación de uso más extendido son el del poder antioxidante del hierro reductor (FRAP); el del ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS o TEAC); el del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); y el de la capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) (Pérez-Jiménez et al., 2008). También ha encontrado aplicación una versión de la prueba ABTS en la que el radical ABTS fue reemplazado por el radical catiónico estable DMPD
3.12.1. Método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
Es un método muy utilizado en el estudio de antioxidantes naturales por proporcionar resultados en tiempos relativamente cortos. Fue probado por Blois (1958) por primera vez para medir la capacidad antioxidante de diversos compuestos naturales. 
Su principio se sustenta en la teoría de que el antioxidante tiene la capacidad de neutralizar al radical libre DPPH, el cual se reduce al aceptar un átomo de hidrógeno estable, siendo el efecto antioxidante proporcional a la decoloración del DPPH en muestras analizadas (Brand-Williams et al., 2015).
Figura 7: Estructura química del DPPH
[image: ]Fuente: Kosar., et al., 2005
La cuantificación de la cantidad de DPPH, se realiza espectrofotométricamente a una longitud de onda de 515 nm; conforme el color del sistema cambia de violeta a amarillo como resultado de la captación de los átomos de hidrógeno del antioxidante por el DPPH.
Para estandarizar los resultados reportados en varios estudios, se usa como unidad el equivalente de Trolox (TE); la actividad antioxidante de una muestra se expresa en términos de micromoles de equivalentes de Trolox por 100 g de muestra (TE/100 g). Los resultados también se han reportado como IC50, que es la cantidad de antioxidante necesario para reducir hasta el 50 % la concentración inicial de DPPH (Koşar et al., 2005; Joon-Kuan and Shibamoto, 2009).
Este método se aplica en el análisis de alimentos de consumo común como cacao, frutos secos, uvas y sus derivados (Pérez-Jiménez eta al., 2008), hierbas de uso culinario (Koşar et al., 2005), té verde (Samaniego-Sánchez et al., 2011), y de otros productos como la patata o la fresa (Simirgiotis and Schmeda-Hirschmann, 2010; Joong-Keun et al., 2011).

3.12.2. Método FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)
Es un método con un mecanismo de transferencia de electrones (ET) parecido al método ABTS (Huang et al., 2005), que se basa en la reducción del complejo de la tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso por un antioxidante en medio ácido (pH de 3,6) (Benzie and Strain, 1996; Floegel et al., 2011), es decir, lo que mide es el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion férrico (Fe3+) al ion ferroso (Fe2+).  Esta reacción produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la absorbancia a 595 nm durante 4 minutos, según el método original, aunque este tiempo fue posteriormente ampliado hasta 30 minutos (Pulido, Bravo & Saura-Calixto, 2000), ya que a los 4 minutos muchos compuestos todavía no habían acabado de reaccionar. Los resultados se expresan en equivalente Trolox (μmol Trolox/g o μmol Trolox/L), tras elaborar una curva de calibrado de este compuesto, un análogo hidrosoluble de la vitamina E muy utilizado en la expresión de resultados de capacidad antioxidante.
3.12.3. Método ABTS (Acido 2,2′-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6- sulfonico)
Es ampliamente usado para evaluar la actividad antioxidante en plantas, alimentos y bebidas ya que proporciona rápidamente los resultados empleando equipo de laboratorio relativamente común (Dudonné et al., 2009). ABTS+ es soluble en solventes acuosos como orgánicos, por lo que se usa para medir compuestos hidrofílicos, aunque se han sugerido modificaciones al método original para determinar la capacidad antioxidante de los compuestos lipofílicos de una muestra (Pulido et al., 2003).
Este método fue usado por (Miller et al., 1993), se trata de una reacción de transferencia de electrones  (SET),  en el que el radical catiónico ABTS es oxidado por radicales peróxido, por persulfato de potasio  u otro oxidante hasta formar el catión radical libre ABTS+, el cual presenta un intenso color verde-azul y en la medición los compuestos con capacidad antioxidante presentes en la muestra reaccionan directamente disminuyendo el color del catión radical ABTS+ y lo convierten en su forma neutra incolora que se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de Trolox o TEAC (por sus siglas en inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).
3.12.4. Método TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Species)
La utilización de la reacción con TBA para medir la peroxidación lipídica se remonta a varios años atrás cuando Kohn y Liversedge (1944) observaron que tejidos animales incubados aeróbicamente con TBA producían un color rosado. Bernheim y colaboradores (1948) descubrieron que el color rosado se debía a un complejo formado por productos de oxidación de ácidos grasos no saturados y TBA.
Se basa en la medida de la absorbancia a 532-535 nm. de un complejo cromógeno formado entre el ácido tiobarbitúrico y el malondialdehído (MDA), siendo éste un producto secundario de la oxidación lipídica, formado a partir de ácidos grasos poliinsaturados de al menos 3 enlaces. Cuanto más efectivos sean los antioxidantes presentes en la muestra, menor será la cantidad de MDA generado, y, por tanto, la asorbancia medida (Fernández, Pérez-Álvarez & Fernández-López, 1997).
3.12.5. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
El método ORAC consiste en medir la disminución en la fluorescencia de una proteína como resultado de la pérdida de su conformación cuando sufre daño oxidativo causado por una fuente de radical peróxido (ROO).  El método mide la capacidad de los antioxidantes en la muestra para proteger la proteína del daño oxidativo.  La proteína usada es la fluoresceína.
El mecanismo de la reacción se basa en la transferencia de un átomo de hidrogeno del antioxidante al radical libre. Por esto, se utiliza el radical iniciador, el AAPH, para generar el radical peroxil ROO. Un mol de AAPH, pierde un mol de nitrógeno, para generar dos moles de radical AAPH. En una solución saturada de aire, el radical AAPH reacciona    rápidamente con el oxígeno para dar un radical peroxil más estable, ROO·. La pérdida de fluorescencia de la FL es el indicador de la extensión de la oxidación con el radical peroxil. En presencia de un antioxidante, RRO· capta, preferiblemente, un átomo de hidrógeno del antioxidante estable. Como consecuencia, la disminución de la fluorescencia de la FL por acción del radical peroxil es disminuida o inhibida (Dávalos et al., 2004).
Las curvas de calibración se realizan con ácido 6-Hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox), 20-100 μM en solución salina. Los resultados de capacidad antioxidante son expresados en mili moles de equivalentes de trolox/100g de peso fresco (mmol TE/100g PF). Las muestras preparadas con el estándar de calibración y fluoresceína se incuban en oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron 60 μL de dihidrocloruro de 2,2-Azobis-2-metilpropionamidina (AAPH), se agita y mide la fluorescencia en un lector de microplacas, con filtro de excitación 485/20 nm y de emisión 528/25 nm. Se calculan las áreas bajo la curva de las gráficas de intensidad de fluorescencia vs tiempo.
3.12.6 Método DMPD (N, N-dimetil-p-fenilendiamina)
Es un método con un mecanismo de transferencia de electrones (SET) parecido al del método ABTS (Huang et al., 2005) que emplea la N, N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD). El protocolo experimental es rápido y económico y asegura la sensibilidad y reproducibilidad en la cuantificación de la actividad antioxidante de compuestos hidrofílicos, aunque existen reportes de que también es eficaz para evaluar los liposolubles (Corral-Aguallo et al., 2008; Rodriguez-Nogales et al., 2011). La eficacia de método DMPD en alimentos fue evaluada inicialmente en muestras de vino italiano ya que la CA de esta bebida proviene exclusivamente de la cantidad de compuestos fenólicos presentes (Fogliano et al., 1999).
El radical rosa DMPD·+, se decolora a la forma DMPD conforme se verifica la acción antioxidante involucrada en la transferencia de un átomo de hidrógeno. El radical se obtiene mezclando 1 mL de solución DMPD (200 mM), 0,4 mL de cloruro férrico (III) (0,05M) y 100 mL de buffer de acetato de sodio, ajustando el pH a 5,25. La solución alcanza valores estables de absorbancia a 505 nm después de un periodo de 18 a 21 h después de su preparación si es mantenida en la oscuridad y refrigeración. (4-5°C)
Tras añadir la muestra con antioxidantes a la solución del radical, la absorbancia es monitorizada durante 10 minutos es comparada con la de un blanco, expresándose finalmente los resultados en equivalentes de Trolox (Fogliano et al., 1999). Recientemente se ha incrementado la estabilidad de la solución acuosa de DMPD al disolver el reactivo en buffer acetato con un 5 % de dimetilsulfóxido (DMSO) (Kubo et al., 2008).
3.13. Compuestos fenólicos
Los fenoles o polifenoles son “metabolitos secundarios” que se sintetiza exclusivamente en los alimentos de origen vegetal, son considerados como los principales antioxidantes de origen natural.  En los últimos años se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales puede mejorar la salud y disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Dahech et al., 2013).
La actividad antioxidante de los alimentos está en estrecha relación con la composición cualitativa y cuantitativa de las sustancias antioxidantes; y la composición puede ser tan diversa como es la diversidad taxonómica del reino vegetal. Así, se encuentran variaciones entre familias, géneros, especies, e incluso diferentes variedades o cultivares de una misma especie pueden exhibir una composición de polifenoles y actividades antioxidantes diferentes (Jin-wei et al., 2005).
Los compuestos fenólicos son estructuras químicas formadas por un anillo aromático de benceno unido a uno o más grupos hidroxilo. Estos compuestos se encuentran conjugados con uno o más residuos de azúcar unidos a los grupos hidroxilo (Boudet, 2007). Los compuestos fenólicos se pueden clasificar en función de su estructura química básica como: fenoles simples (C6), ácidos fenólicos (C6-C1), ácidos fenilacéticos (C6-C2), ácidos cinámicos, cumarinas (C6-C3), flavonoides, chalconas, lignanos, antocianinas y antocianidinas (C15) (Vermerris y Nicholson, 2008; Paliyath et al., 2008; Rodríguez-Casado, 2011)
Figura 8: Grupo fenol característico de la estructura de los compuestos fenólicos
[image: ]


Fuente: Pietta, 2000
Siendo los ácidos fenólicos y los flavonoides los más ampliamente distribuidos en plantas (frutos, tallos, raíces y granos) (Han et al., 2007).
3.14. Compuestos fenólicos y actividad antioxidante 
El comportamiento antioxidante de los compuestos fenólicos está relacionado con su capacidad de actuar como captadores y estabilizadores de radicales libres, pudiendo producir quelación de metales aquellos que poseen en su estructura grupos carboxílicos. Además, su acción antioxidante ha sido atribuida a la inhibición que pueden ejercer sobre enzimas prooxidantes como la lipooxigenasa (Decker, 1995; Decker, 1997). Los antioxidantes fenólicos interfieren en la oxidación de lípidos y otras moléculas por donación rápida de un átomo de hidrógeno a los radicales libres, generando de esta manera, radicales fenoxi intermediarios relativamente estables debido a deslocalización por resonancia y carencia de sitios adecuados para el ataque del oxígeno molecular (Shahidi y Naczk, 1995). 

Los flavonoides se encuentran entre los más potentes antioxidantes provenientes de las plantas, esto debido a que poseen elementos estructurales involucrados en la actividad antirradical; además, la eficiencia antioxidante de estos compuestos está directamente relacionada con su grado de hidroxilación y disminuye al encontrarse en forma de glicósidos (Bravo, 1998). Así mismo, los flavonoides como la quercetina, uno de los antioxidantes naturales más potentes, y la curcumina incrementan la actividad de algunas enzimas antioxidantes como el glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa, catalasa y glutatión reductasa in vitro e in vivo (Han et al., 2007).
Entre los compuestos fenólicos con actividad antioxidante reconocida destacan también algunos ácidos fenólicos entre ellos los ácidos hidroxicinámico, hidroxibenzóico, cafeico y clorogénico además de los taninos, chalconas y cumarinas, entre otros (Martínez-Velarde et al., 2000). Del mismo modo, la actividad antioxidante de los ácidos fenólicos y sus ésteres depende del número de grupos hidroxilo en la molécula (Shahidi y Naczk, 1995). Así, los ácidos hidroxicinámicos como el cafeico y derivados del ácido ρ-cumárico han mostrado poseer una eficiencia antioxidante significativamente mayor que los ácidos hidroxibenzoicos (Kim et al., 2006).

En relación a los mecanismos de actividad antioxidante de los ácidos fenólicos, éstos pueden ser varios; compuestos como el ácido dihidrocaféico tienen la capacidad de secuestrar radicales libres como el anión superóxido y los radicales hidroxilos y peroxilo en células endoteliales humanas (Han et al., 2007). Así mismo, el ácido ferúlico ha mostrado la capacidad de disminuir la peroxidación lipídica y aumentar los niveles de glutatión y enzimas antioxidantes en ratas (Balasubashini, 2004).
Los hongos no solo han sido utilizados como material alimenticio por su sabor y textura únicos, sino también son reconocidos como una fuente importante de compuestos biológicamente activos de valor medicinal (Alam, Yoo y Lee, 2011). Las setas tienen una variedad de metabolitos secundarios tales como compuestos fenólicos, polipéptidos, terpenos y esteroides. Las setas también tienen lectinas, polisacáridos, polisacárido-péptidos y polisacárido-proteína complejos que se sabe que tienen actividad inmunomoduladora contra el cáncer (Sun y Liu, 2009).
El análisis del contenido en compuestos polifenólicos de un alimento es importante debido a la gran variedad de actividades biológicas que estos compuestos presentan, considerándose uno de los fitoquímicos alimentarios más importantes por su contribución al mantenimiento de la salud humana. La actividad biológica de los polifenoles está relacionada con su carácter antioxidante. Además de los efectos sobre la salud, muchos compuestos polifenólicos tienen un efecto sobre la calidad de los alimentos que los contienen, puesto que son responsables de algunas propiedades sensoriales (Veitch y Grayer, 2011).
Su determinación puede realizarse por medio de diversos métodos. En este artículo se describe el ensayo Folin-Ciocalteu que se basa en que los compuestos fenólicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH básico, dando lugar a una coloración azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm.
Los compuestos fenólicos constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios de los vegetales, donde desempeñan diversas funciones fisiológicas. Se trata de compuestos que intervienen en el crecimiento y reproducción de las plantas, así como en procesos defensivos contra agentes patógenos, depredadores o radiación ultravioleta. Tradicionalmente se han considerado como sustancias antinutritivas debido al efecto adverso de uno de sus componentes principales, los taninos, en la digestibilidad de proteínas. Sin embargo, actualmente existe gran interés en estos compuestos debido a la gran variedad de actividades biológicas que presentan, considerándose uno de los compuestos fitoquímicos alimentarios más importantes por su contribución al mantenimiento de la salud humana (He & Giusti, 2010; Tsuda, 2012).
La actividad biológica de los polifenoles está relacionada con su carácter antioxidante, el cual es debido a su habilidad para quelar metales, inhibir la actividad de la enzima lipooxigenasa y actuar como atrapadores de adicales libres. De hecho, diversas organizaciones internacionales, en el ámbito de la nutrición, recomiendan un consumo diario como mínimo de cinco raciones de fruta o verdura, para asegurar una adecuada ingesta de antioxidantes y prevenir enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Buchanan et al., 2015).
3.15. Contenido de fenoles totales por el reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C)
El método de Folin-Ciocalteu (F-C) es un método comúnmente utilizado en el área de agroquímica e industrias alimenticias, por su simplicidad, por la disponibilidad comercial del reactivo y por ser un procedimiento ya estandarizado (Singleton et al., 1999).
El método Folin-Ciocalteu se utiliza   como medida del contenido en compuestos fenólicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenólicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH básico, dando lugar a una coloración azul susceptible de ser   determinada   espectrofotométricamente a 765 nm.  
Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sódico y molibdato sódico en ácido fosfórico y reacciona con los compuestos fenólicos presentes en la muestra.  El ácido fosfomolibdotúngstico (formado por las dos sales en el medio ácido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles.
Figura 9: Mecanismo de acción del reactivo de Folin-Ciocalteu
[bookmark: _Hlk10542267][image: ]
Fuente: Singleton et al., 1999
El mecanismo de reacción es una reacción redox, por lo que además puede considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.
La oxidación de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparición de una coloración azulada que presenta un máximo de absorción a 765 nm, y que se cuantifica por espectrofotometría en base a una recta patrón de ácido gálico. Se trata de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones, fundamentalmente en lo relativo a los volúmenes utilizados de la muestra a analizar, concentración de reactivos y tiempo de reacción.  
Figura 10: Ácido gálico
[image: ]
Fuente: Singleton et al., 1999
También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los resultados, sin embargo, el patrón recomendado es el ácido gálico. Este ensayo de análisis de los polifenoles totales se utiliza con frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales, como zumos de fruta, al tratarse de un parámetro que generalmente, muestra una estrecha correlación con los diferentes métodos de medición de la actividad antioxidante.











[bookmark: _Toc526279938]IV. MARCO METODOLÓGICO

4.1.  Ubicación de la investigación
Esta investigación se desarrolló dentro del proyecto “Aprovechamiento de los Principios Bioactivos de Macro hongos y Plantas Autóctonas y su aplicación en la Agroindustria. El cultivo de los hongos se realizó en un cuarto climatizado, con control de temperatura y humedad. El desarrollo de la fase experimental (preparación de muestras y análisis) en el Departamento de Investigación de la Universidad Estatal de Bolívar.
 Localización de la prueba de campo
Tabla 10: Localización del trabajo de campo

	Ubicación
	Localidad

	Provincia
	Bolívar

	Cantón
	Guaranda

	Sector
	Guanujo

	Dirección
	“Alpachaca” Av. Ernesto Che Guevara y Av. Gabriel Secaira.

	Lugar experimental
	Cuarto climatizado, con control de temperatura y humedad, Universidad Estatal de Bolívar.



Del mismo modo la fase experimental de la investigación debió desarrollarse dentro de ambientes adecuados para el proceso de siembra y cosecha de los hongos, pues los mismos deben tener condiciones de bioseguridad optimas que impidan que las muestras puedan contaminarse y sufrir algún tipo de alteración en los resultados finales, para ellos se dispuso de las instalaciones del Laboratorio del Investigación de la Universidad Estatal de Bolívar, según se detalla en la tabla a continuación:

4.1.1. Localización del desarrollo de la fase experimental

Tabla 11: Localización del desarrollo de la fase experimental
	Ubicación
	Localidad

	Provincia
	Bolívar

	Cantón
	Guaranda

	Sector
	Laguacoto 2 

	Dirección
	Laguacoto II “Vía a San Simón”. 

	Lugar experimental
	Laboratorios del Departamento de Investigación de la Universidad Estatal de Bolívar.



4.1.2. Situación geográfica y climática de la localidad

Tabla 12: Situación Geográfica y Climática
	Parámetros climáticos
	Valor

	Altitud 
	2.800 m.s.n.m.

	Latitud
	01º34’15’’ sur

	Longitud
	78º 0’02’’

	Temperatura Máxima
	14,5 °C

	Temperatura Mínima
	21 °C

	Temperatura Media Anual 
	7 °C

	Humedad relativa
	70%

	Precipitación promedio anual 
	980 mm


Fuente: Estación Meteorológica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente, 2019

4.1.4. Zona de Vida
De acuerdo con la clasificación de las zonas de vida, realizado por Holdrige, L.; el sitio corresponde a la formación bosque seco – Montano bajo (bs-MB).
4.2. [bookmark: _Toc526279942]Materiales
4.2.1. Material experimental
· Cepa de hongo comestible Pleurotus ostreatus (716/12)
· Cepa de hongo comestible Lentinula edodes cepa L-SSC
4.2.2. [bookmark: _Toc526279945]Equipos y materiales
· Espectrofotómetro marca NANO DROP
· [bookmark: _Toc526269056][bookmark: _Toc526273441][bookmark: _Toc526279949]Analizador Elemental marca ELEMENTAR
· Centrifuga marca 5804R
· Cámara ultrasónica
· Ultra congelador
· Termo agitador marca YVIMEN TR100-G
· [bookmark: _Toc526269053][bookmark: _Toc526273438][bookmark: _Toc526279946]Balanza analítica marca DHAUS 
· [bookmark: _Toc526269054][bookmark: _Toc526273439][bookmark: _Toc526279947]Estufa marca MEMMERT (20 °C a 220 °C)
· [bookmark: _Toc526269055][bookmark: _Toc526273440][bookmark: _Toc526279948]Mufla marca THERMOLINE (0 °C a 1000 °C)
· Vasos de precipitación
· Varilla de agitación
· Balones de aforo
· Tubos Eppendorf
· Puntas de pipetas automáticas
· Micro pipetas automáticas
· Bandejas de plástico
· Espátula
· Pinza
· Desecador
· Crisoles
· Capsulas
· Gradillas
· Probeta
· Embudos
· Papel filtro Whatman #1
· Frascos de vidrio color ámbar
4.2.3. Reactivos de Laboratorio
· Metanol
· Etanol
· Carbonato de sodio
· Reactivo Folin – Ciocalteu
· Ácido gálico
· Ácido Gálico (99,90%)
· Carbonato de Sodio marca Fisher (Grado analítico)
· TBA
· Ácido Acético
· BHT
4.2.4. [bookmark: _Toc526279943]Materiales de oficina
· Computadora
· Flash memory
· Cámara fotográfica.  
· CD´S.
· Mandil
· Material de escritorio
· Registros
· Impresora
· Papel de impresión A4
4.3 [bookmark: _Toc526279951]Métodos
[bookmark: _Toc526279952]4.3.1 Factores en estudio
Los factores en estudio corresponden, el factor A: tipo de hongo: Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y el factor B: tipo de disolvente: metanol y etanol, la respuesta experimental contenido de polifenoles totales, según se detalla a continuación: 
Tabla 13:  Factores en estudio 
	Factor
	Código
	Niveles

	
Tipo de hongo 
	
A
	a1 = Pleurotus ostreatus
a2 = Lentinula edodes

	Tipos de disolvente  
	B
	b1 = Extracto Metanólico 
b2=   Extracto Etanólico                  


Fuente: (Gavilánez y Mejía, 2019)
4.3.2. Combinación de tratamientos
Los tratamientos propuestos en la investigación se detallan en la tabla que se presenta a continuación: 
Tabla 14: Tratamientos propuestos para la investigación 
	Tratamiento
	Código
	Descripción

	1
	a1b1
	H. Pleurotus + E. Metanólico

	2
	a1b2
	H. Pleurotus + E. Etanólico

	3
	a2b1
	[bookmark: _GoBack1]H. Lentinula + E. Metanólico

	4
	a2b2
	H. Lentinula + E. Etanólico


Fuente: (Gavilánez y Mejía, 2019)

4.3.3. Características del experimento

El experimento en su fase de campo tuvo las siguientes características: 

Tabla 15: Características del experimento
	Factores en estudio 
	2

	Tratamientos 
	4

	Repeticiones 
	3

	Unidad Experimental
	3 gramos

	Total de tratamientos 
	12


Fuente: (Gavilánez y Mejía, 2019)
4.3.4. Tipo de Diseño experimental

En esta investigación se aplicó un diseño completamente aleatorizado (DCA) en arreglo factorial 2 x 2 con tres repeticiones, el cual se ajusta al siguiente modelo matemático. 
Yijk = µ + Ai +Bj + (AB)ij  + εij
						
Donde: 
Yijk = Diseño completamente aleatorizado 
μ = Efecto global
Ai = efecto del i ésimo nivel del factor A; i = 1, ..., a
Bj = efecto del j ésimo nivel del factor B; j = 1, ..., b
(AB)ij= efecto de la interacción entre los factores A, B
εiik = Residuo o error experimental
4.3.5.  Análisis estadístico
· Para establecer las diferencias entre los tratamientos se aplicó el análisis de varianza (ADEVA).
· Para conocer las diferencias entre las medias de los tratamientos se aplicó la prueba de Tukey al 5 % para promedios y factores en estudio. 
4.4. Mediciones Experimentales

En los hongos pulverizados (Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes) se realizaron los análisis físicos en el Laboratorio General de la Universidad Estatal de Bolívar, según como de detalla a continuación: 
4.4.1	 Variables físicas 
· [bookmark: _Toc489611835][bookmark: _Toc457550600]Humedad
Se realizó bajo la norma internacional (AOAC925.10)
· [bookmark: _Toc457550601][bookmark: _Toc489611836]Cenizas
La medición de las cenizas se realizó con la técnica determinada por la norma internacional (AOAC923.03)

· Análisis elemental de Carbono y Nitrógeno

Estos análisis se realizaron en el analizador elemental marca (vario macro cube/1922261/120V), según la metodología Dumas.

4.5. Manejo del experimento

Para la obtención de extractos ricos en compuestos fenólicos se realizó la extracción utilizando dos tipos de disolventes: metanol y etanol debido a su polaridad que ayuda en la extracción de los compuestos deseados siguiendo el siguiente proceso: 




Diagrama de flujo

	Obtención de los carpóforos de hongos

                                               Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes
Pesado


Deshidratado por liofilización (4-6 % H)



                            Pulverizado



Pesado

                                      
Preparación de los extractos 


                                                      
Macerado (Por 3 días)


Agitación



Centrifugado


Filtrado

                      	Pallet

Medición del volumen 


Almacenado en refrigeración



Fuente: Ruilova, 2014
Los hongos cosechados de las dos especies (Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus), se fragmentaron en trozos pequeños y fueron ultracongelados a una temperatura de -80°C, para luego proceder a la liofilización, que se realizó a una temperatura de -52 °C, presión de 0,03 mbar, por un tiempo de 48 horas. Las muestras obtenidas se pulverizaron, guardaron en fundas ziploc y almacenaron en refrigeración para su posterior uso.
De los hongos pulverizados se tomaron muestras y realizaron los análisis físicos de humedad, cenizas y carbono
4.5.1. Preparación de los extractos 
· Se pesaron 3 gramos de hongo por cada tratamiento y se colocaron en frascos de vidrio color ámbar, se adicionó 25 ml de cada uno de los solventes al 80 % (metanol y etanol). Los tratamientos se realizaron por triplicado.

· Se agitaron los frascos en el Termo agitador marca YVIMEN TR100-G por 15 minutos y posteriormente se almacenaron en un lugar libre de luz por un periodo de 24 horas. Al finalizar esta etapa, se repitió la agitación para facilitar la extracción y los extractos fueron tratados 10 minutos a 25 °C en una cámara ultrasónica celular con agitación moderada 

· Posteriormente los extractos se centrifugaron (centrífuga marca 5804R) durante 12 min a 6000 rpm, a una temperatura de 10 °C, el sobrenadante se filtró a través de papel filtro Whatman #1. Las muestras fueron almacenadas en refrigeración en frascos ámbar de vidrio para su posterior uso. 

[bookmark: _Toc526279965]4.5.2. Procedimiento para la determinación de la concentración de polifenoles totales por el método de Folin – Ciocalteu
La concentración de polifenoles totales en extractos fue medida por espectrofotometría, basándose en una reacción colorimétrica de óxido-reducción. El agente oxidante utilizado fue el reactivo de folin-Ciocalteu. Para la aplicación de este método se requiere previamente hacer la curva de calibración del espectrofotómetro.
· Preparación de la curva de calibración
Se utilizó una solución estándar de ácido gálico (0.1 mg/ml) de la cual se tomaron volúmenes de 0 µL a 160 µL en intervalos de 20 µL (se utilizaron tubos Eppendorf de ml) y se completó el volumen de cada una de las diluciones a 500 µL con agua destilada, obteniéndose un total de 9 diluciones incluido el blanco.
· Determinación de la concentración de polifenoles totales
 A cada una de los estándares y muestras previamente preparadas se le adicionaron 250 µL de reactivo de folin-ciocalteu 1N y se sónico por 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 250 µL de Na₂CO₃ al 7,5 % se dejó reposar por 1 hora. Se midió la absorbancia a 750 nm, los resultados fueron expresados en mg de ácido gálico por gramos de extracto (mg GA/g extracto).
4.5.3. Determinación de la actividad antioxidante mediante el método (TBARS) 
La actividad antioxidante se realizó bajo la metodología descrita por Rojano y col. (2008) con modificaciones, para lo cual se prepararon diferentes concentraciones de las muestras de hongo (100, 200, 500 y 1000 μg/mL), de las diluciones preparadas se tomaron 500μL y se mezcló con 500μL de aceite de oliva (previamente oxidado utilizando el método TBARS) en tubos eppendorf de 2 mL. Además, se preparó estándares BHT (Butil hidroxi tolueno) a las mismas concentraciones que la muestra y de igual manera se mezcló con 500 μL de aceite oxidado. Las muestras y los estándares permanecieron a 28ºC por 8 horas en el microincubador con agitación constante a 400 rpm. Después de este proceso de incubación se procedió a añadir a cada muestra 1mL de ácido tiobarbitúrico al 1%. Las muestras preparadas permanecieron en el microincubador a 95ºC por 60 minutos a 400 rpm, posteriormente éstas se enfriaron con hielo durante 5 minutos y se realizó la medición en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 532 nm, también se midió la absorbancia del aceite oxidado. La actividad antioxidante se expresó como % de inhibición de oxidación mediante la siguiente ecuación:  



Donde: 
At: Absorbancia de la muestra  
		Ac: Absorbancia del control 

Las mediciones de la actividad antioxidante realizada a las diferentes muestras se realizaron por triplicado. 



















[bookmark: _Toc506841119]V. RESULTADOS Y DISCUSION
[bookmark: _Toc506841120]5.1. Caracterización físico-química de los hongos liofilizados y pulverizados (Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes)
[bookmark: _Toc505583595][bookmark: _Toc505584911][bookmark: _Toc505585375]En la tabla N° 16 se muestran los resultados de la caracterización físico química y se presentan los valores promedio de las muestras de los hongos liofilizadas y pulverizadas. 
Tabla 16: Valores medios y desviación estándar de la composición de los hongos liofilizados y pulverizados.
	Hongo pulverizado
	Humedad
(%) 
	Cenizas
(%)
	N
(%)
	C
(%)     
	C/N
(%)

	Hongo Pleurotus
	4,00
(0,20)
	4,28
(0,25)
	5,33
(0,13)
	37,56
(2,26)
	7,05
(1,28)

	Hongo Lentinula   
	3,13
(0,14)
	3,47
(0,22)
	4,87
(0,22)
	38,87
(2,17)
	7,98
(2,01)


Valores entre ( ) representan la desviación estándar

El contenido de humedad en los dos tipos de hongo es bajo como producto de la liofilización, 4% para el Pleurotus ostreatus y 3,13 para el Lentinula edodes, por lo tanto, el contenido de humedad en los dos tipos de hongos tiene una variación de 0,87%. Gómez., et al, 2014, manifiesta que la humedad de hongos liofilizados no debe ser mayor al 5% del producto pues humedades superiores deteriora el producto y lo hace más susceptible al ataque de microorganismos y agentes patógenos; además si la humedad supera este porcentaje supone que el proceso de liofilizado no fue el adecuado o que hubo un manejo descontrolado del proceso.  

Atehortúa, 2017, Establece que los hongos que son cultivados a partir de residuos vegetales aportan un contenido de cenizas entre 3 y 5%, lo que provoca que el hongo incremente su contenido de macro (sodio, potasio, calcio y fosforo) y microelementos (hierro, yodo, cobre, zinc). En este caso el hongo de la variedad Pleurotus tiene el mayor porcentaje con un valor de 4,28% y el de la especie Lentinula 3,47%, de este modo establecemos que las dos especies de hongos cumplen el parámetro de ceniza estipulado en bibliografía, lo que le convierte en un alimento rico en nutrientes y beneficioso para la salud. 

El contenido de nitrógeno en los hongos constituyen uno de los macroelementos más importantes para la nutrición del mismo pues ayuda a mejorar a masa vegetal y estimula el pleno crecimiento y desarrollo del mismo; Vega y Franco, 2016, mencionan que un hongo comestible debe ser superior al 3,5% pues este contenido mínimo de nitrógeno es el responsable de la formación de aminoácidos, proteínas y fibra que son de vital importancia para la adecuada nutrición de las personas, en este caso el Pleurotus tiene el mayor porcentaje con 5,33% seguido del Lentinula  con 4,87%, valores que están dentro de los rangos establecidos por bibliografía para hongos de calidad. 

El autor también menciona que el contenido de carbono debe ser superior al 30% pues los hongos que superan estos porcentajes indica que las condiciones de siembra fueron las adecuadas pues los nutrientes que se proveyeron para su cultivo pudieron ser absorbidos adecuadamente por el hongo ya que su mineralización aumenta y hace que el hongo pueda tener elevados componentes minerales que contribuyen a la nutrición de los consumidores, en este caso el Hongo Lentinula tuvo el mayor porcentaje con un 38,87%

Cortez., et al, 2014, Establece que los hongos liofilizados y pulverizados deben tener valores de relación carbono/nitrógeno superior al 6,5%; como se muestra en los resultados obtenidos los dos tipos de hongos tiene valores superiores al planteado en bibliografía, lo que evidencia que la biomasa del hongo y la evolución de su materia orgánica son las más adecuadas debido a que las condiciones de siembra fueron las más adecuadas. 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos de la concentración de polifenoles evaluados en los hongos investigados según se detalla en la tabla a continuación: 

Tabla 17:  Concentración de polifenoles de los hongos liofilizados y pulverizados
	Código
	Descripción
	Polifenoles totales (mg de ácido gálico/100 g de muestra)

	a1b1
	H. Pleurotus + E. Etanólico 
	102,78

	a1b2
	H. Pleurotus + E. Metanólico
	100,45

	a2b1
	H. Lentinula + E. Etanólico 
	81,83

	a2b2
	H. Lentinula + E. Metanólico
	78,92


Fuente: (Gavilánez y Mejía, 2019)
Los resultados obtenidos muestran que el contenido de polifenoles predomina en el tratamiento a1b1 correspondiente al hongo pleurotus + extracción con etanólico y el valor más bajo (78,92 mg/100g de muestra) es el tratamiento 4 correspondiente al hongo lentinula + extracción metanólico. Según Radice., et al. 2017, el contenido de polifenoles en alimentos y en hongos (setas) deben superar los 92 mg por cada 100 gramos de muestra, lo que pone en evidencia que el hongo pleurotus cumple este parámetro ya que presenta en el ser humano un efecto muy favorable principalmente en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares ya que tiene efectos vasodilatadores, además de un efecto antioxidante en la regeneración de las células corporales. 
Para establecer las diferencias entre tratamientos se aplicó el análisis de varianza (ANOVA), según se detalla a continuación: 


Tabla 18: Análisis de varianza (ADEVA) para la variable respuesta polifenoles totales de los hongos liofilizados y pulverizados
	Fuente
	Gl
	Suma de Cuadrados
	Cuadrado Medio
	Razón-F
	Valor-P

	A: Tipo de hongo
	2
	12,64
	6,32
	
	0,000

	B: Tipo de disolvente
	3
	3007,77
	1002,59
	
	0,000

	Interacción AB
	6
	9,52
	1,59
	639,7**
	0,000

	Total 
	11
	3029,93
	
	
	


** Diferencia altamente significativa
Fuente: Datos experimentales, 2019

El análisis de varianza desarrollado muestra la variación que existe en relación a la respuesta experimental polifenoles totales debido al efecto del factor A: tipo de hongo y el efecto del factor B: tipo de disolvente. Esto muestra que no hay correlación entre estas dos variables de estudio, es decir tienen independencia la una de la otra pues presentan diferencias altamente significativas del contenido de polifenoles.
Los valores obtenidos de la interacción AB con un valor de 639,7, lo que denota que presentan diferencias altamente significativas entre los factores estudiados en vista que su valor de p (0,000) en menor que 0,05 y menor que 0,01. Por lo tanto el efecto de los dos factores evidencian que cada uno de los niveles del factor A. tipo de hongo y los niveles del factor B: tipo de disolvente no tienen efecto sobre la respuesta experimental.
Debido a que los tres valores p obtenidos son menores que 0,05; se determinó que estos factores tienen un efecto estadístico significativo sobre los polifenoles totales con un 95% de nivel de confianza.  Estos resultados son comprobados por Orús (2014) que establece que valores de F teóricos superiores a 500 determinan una diferencia ampliamente marcada entre los diferentes factores de estudio. 
Al tener valores que presentan significancia estadística (639,7) se procedió a realizar la prueba de Tukey para establecer la diferencia de las medias de los tratamientos, según se detalla en la tabla a continuación:
Tabla 19: Comparación según Tukey al 5% de las medias de los tratamientos de la variable respuesta polifenoles expresados en mg. ácido gálico/100 g

	Tratamientos 
	Medias 
	Rangos

	1
	102.78
	            a

	2
	100.45
	b

	3
	81.83
	      c

	4
	79.82
	       c


Fuente: Datos experimentales, 2019

Se aplicó la prueba de Tukey para determinar que medias son significativamente diferentes de las otras.  Se identificaron 3 grupos homogéneos según la alineación de las letras, lo que confirma la existencia de diferencias estadísticamente significativas entre los 4 tratamientos aplicados.  El tratamiento 1 destaca pues presenta el mayor valor de polifenoles con 102,78 mg que según lo señalado por Radice., et al. 2017, el contenido de polifenoles en alimentos y en hongos (zetas) deben superar los 92 mg por cada 100 g de muestra, por ende, al tener valores que superen este rango el hongo presentaran mejor calidad, así mismo lo hace el tratamiento 2 con 100,45 mg por cada 100 g de muestra. 

[bookmark: _Toc526279973]Entonces el valor más alto de polifenoles corresponde al tratamiento T1, lo que demuestra que un mayor contenido de polifenoles se encuentra en el hongo liofilizado y pulverizado Pleurotus ostreatus utilizando los dos tipos de solvente etanol y metanol respectivamente y los más bajos corresponden al hongo Lentinula edodes.

5.2 Análisis de la actividad antioxidante 
La actividad antioxidante que se basa en una oxidación lipídica evaluada por el método TBARS se presenta en la tabla a continuación:

Tabla 20: Actividad antioxidante de las muestras de hongo evaluadas
	Muestra
	% de inhibición a la peroxidasa

	Hongo Pleurotus ostreatus
	89,41

	Hongo Lentinula edodes
	88,04


Fuente: (Gavilánez y Mejía, 2019)

En la tabla N° 20 se puede evidenciar la actividad antioxidante de los hongos evaluados, dentro de los cuales destaca la capacidad del hongo Pleurotus ostreatus pues al tener el valor más alto 89,41%, inhibe la degradación oxidativa gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres, estos valores concuerdan con lo manifestado en la investigación desarrollada por Guzmán., et al., 2013, en el que determina que el porcentaje de inhibición a la peroxidasa de un hongo debe ser superior al 85% pues de esta forma actuaría el producto promueve la actividad de las enzimas antioxidantes evitando que el hongo pueda deteriorarse.  
Figura 11: Actividad antioxidante de los hongos Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus 
Fuente: Datos experimentales, 2019
En la figura se detalla el porcentaje de inhibición a la peroxidasa de los dos tipos de hongos Lentinula y Pleurotus. Se observa que las dos muestras presentan un alto porcentaje de inhibición lo que es muy beneficioso pues al ser ingeridas estas tienen la capacidad de prevenir la oxidación de las moléculas que producen radicales libres que dañan las células del cuerpo, Gómez., et al, 2014.  La medición de inhibición de la peroxidasa tiene una ligera variación entre las dos especies de hongos pues el Pleurotus tiene 88,04 y el Lentinula 89, 41 %. De esto se deprende que los dos tipos de hongos poseen una elevada capacidad antioxidante, asociada al contenido de polifenoles.
Un alto poder antioxidante e inhibición de la peroxidación lipídica fue encontrada en el hongo Lentinula edodes por Liu, et al, 2016, quienes reportan valores entre 80,32-93,73 %. Jin et al (2018), encontraron elevada actividad antioxidante en los cuerpos fructíferos de Pleurotus ostreatus















VI. COMPROBACIÓN DE LA HIPÓTESIS

En la presente investigación, se plantearon las siguientes hipótesis: 

6.1. Hipótesis Nula (H0)
Ho: Los tipos de solventes y especies de hongos no influyen en el contenido de polifenoles del Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y no muestran actividad antioxidante 
6.2. Hipótesis Alternativa (Ha)
Ha: Los tipos de solventes y especies de hongos influyen en el contenido de polifenoles del Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes y muestran actividad antioxidante
Para aceptar o rechazar la hipótesis de investigación planteada, se utilizó la prueba “F de Fisher”, se comparó el valor obtenido de la Razón F obtenida de la tabla de análisis de varianza para la interacción (AB), denominado F teórico con un valor tabulado obtenido de tablas, denominado F tabulado, obtenido de la siguiente manera: 
Grados de libertad para el numerador (k -1), donde K = número de tratamientos, entonces:
GL numerador = (k -1) 
GL numerador = (4 -1) 
GL numerador = 3

Grados de libertad para el denominador k (n – 1), donde n = replicas, entonces:
GL denominador = k (n -1) 
GL denominador = 4 (3 -1) 
GL denominador = 4 (2) 
GL denominador = 8 

Se ingresó a la tabla de distribución F al 0,05 de significancia, con 3 grados de libertad para el numerador y 8 grados de libertad para el denominador, con estos valores se obtiene un F tabulado de 4,0662 

· Regla de decisión 
Si el valor F tabulado > F teórico, aceptamos la hipótesis nula 
Si el valor F tabulado < F teórico rechazamos la hipótesis nula
· Decisión 
Como el valor F tabulado (4,0662) es menor que el F teórico (639,7), rechazamos la hipótesis nula, por lo tanto, existe evidencia estadística significativa al 95% de confianza para rechazar la hipótesis nula (H0) y aceptar la hipótesis alternativa (Ha)
De acuerdo a los resultados obtenidos para la concentración de polifenoles utilizando los dos tipos de solventes, se determinó que los resultados guardan similitud, pues la concentración de polifenoles en las dos especies de hongos fue diferente tanto el Pleurotus ostreatus como el Lentinula edodes, además su actividad antioxidante también arrojo valores diferentes, estos resultados son comprobados por Orús, 2014; establece que valores de F teóricos superiores a 500 determinan una diferencia ampliamente marcada entre los diferentes factores de estudio. 









VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones
· Se extrajo extractos metanólicos y etanólicos a partir de hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes como alternativa tecnológica a la obtención de nutrientes, el hongo Pleurotus ostreatus tuvo los mejores resultados de sus principios activos en cuanto al contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante, considerándolo como un alimento nutraceútico por sus particularidades fisiológicas que proveen al organismo sustancias bioactivas que mejoran la calidad de vida.

· El empleó el método de Folin Ciocalteu para obtener los extractos preparados de muestras liofilizadas de hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes. El mejor solvente para extraer el extracto fue el etanólico a partir del hongo Pleurotus ostreatus obteniendo el mayor valor con 102,78 mg, comparables a los obtenidos en algunas frutas como los cítricos que se encuentran alrededor de 104 mg de polifenoles, demostrando que los tratamientos con extractos etanólicos tuvieron mejor efectividad en la obtención de polifenoles totales a diferencia de los extractos metenólicos, estableciendo que el contenido fenólico varía en función de la especie de hongo empleada.

· La actividad antioxidante utilizando el método TBARS, fue similar para los dos tipos de hongos, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes, es decir que los dos extractos utilizados presentaron actividad antioxidante similar con valores de inhibición a la peroxidasa de 89,49% y 88,04% respectivamente, destacándose el mejor contenido en el hongo Pleurotus ostreatus lo que determina que este hongo presenta una mejor interacción entre la actividad antioxidante y los compuestos en polifenoles. 


7.2. Recomendaciones

· Obtener extractos metanólicos y etanólicos de otras especies de hongos como por ejemplo Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus, Cantharellus cibarius y Craterellus cornucopioides que son conocidos por presentar alta actividad biológica y así poder realizar estimaciones de nutrientes que permitan mejorar la nutrición de consumidores y la salud pues estos impiden la oxidación de las células evitando el deterioro de la salud y envejecimiento prematuro.  

· Evaluar el contenido de polifenoles utilizando extractos vegetales como por ejemplo extractos oleosos, extractos hidro alcohólicos y extractos glicólicos preparados a partir de hongos frescos y deshidratados con la finalidad de establecer si el contenido de polifenoles predomina en los hongos en estado natural o en este tipo de extractos y así sugerir un consumo adecuado que permitan aprovechar sus bondades nutricionales.

· Medir la actividad antioxidante en los hongos estudiados mediante la aplicación de la determinación de flavonoides pues este también es un método que identifica la capacidad antioxidante, de este modo se podría establecer si los polifenoles o los flavonoides mejoran la absorción de radicales libres en este tipo de alimentos.
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ANEXO 1

MAPA DE UBICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN
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ANEXO 2
BASE DE DATOS
[image: ]
[image: ]


ANEXO 3
RESULTADOS DE ANÁLISIS FÍSICO QUÍMICOS

Curva de calibración del ácido gálico


Fuente: Datos experimentales, 2019
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ANEXO 4
FOTOGRAFÍAS DE LA INVESTIGACIÓN

Siembra mediante incubación y colonización en fundas oscuras del hongo pleurotus ostreatus y lentinula edodes
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Preparación de los extractos
Secado y selección de las partes del hongo Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes
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Pulverizado y pesado de las muestras del hongo pleurotus ostreatus y lentinula edodes
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Centrifugado y filtrado de las muestras para la extracción de los extractos líquidos libres de materia extrañas 
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ANEXO 5
GLOSARIO DE TÉRMINOS

Saprofito: es el adjetivo que se emplea para calificar a los organismos cuya alimentación consiste en ingerir sustancias orgánicas en estado de descomposición.
Lignina: es una clase de polímeros orgánicos complejos que forman materiales estructurales importantes en los tejidos de soporte de plantas vasculares y de algunas algas.
Agaricus bisporus: El champiñón común, champiñón de París —cuyo nombre científico es una especie de hongo basidiomiceto de la familia Agaricales nativo de Europa y América del norte, cultivado extensamente para su uso en gastronomía.
Pileo: implica el desarrollo de nuevas estrategias pedagógicas que buscan despertar en los estudiantes el deseo y el gusto hacia la lectura y la escritura.
Inhibir: Impedir o reprimir el ejercicio de facultades o hábitos.
Fenoles: Los fenoles o compuestos fenólicos son compuestos orgánicos en cuyas estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromático unido a lo menos a un grupo hidroxilo.
Fungí agrupa: Los hongos son organismos vivos eucariotas que se clasifican dentro del reino Fungí, incluyéndose las levaduras, mohos y setas.
Glucógeno: Sustancia blanca y amorfa que se encuentra en abundancia en el hígado y en los músculos y puede transformarse en glucosa cuando el organismo lo requiere.
Simbionte: Los Simbiontes son una raza ficticia de parásitos extraterrestres amorfos que aparecen en el universo compartido de Marvel Comics.
Líquenes: Grupo de organismos constituidos por un alga y un hongo que viven en asociación simbiótica; el hongo proporciona una estructura que puede proteger al alga de la deshidratación y de las condiciones desfavorables, mientras que el alga sintetiza y excreta un hidrato de carbono específico que el hongo toma y utiliza como alimento.
Boletus edulis: es el nombre en latín de una seta comestible, también conocida en España como boleto, hongo, hongo blanco, hongo pambazo, ​ seta calabaza, seta de calabaza o simplemente calabaza.
Langermannia gigante: Calvatia gigantea, comúnmente conocido como cuesco grande de lobo, es una especie de hongo que pertenece a la familia Agaricaceae
Lentinano: El lentinano es un beta-glucano con una vinculación glucosídica β-1, 3: β-1, 6​ Se trata de un polisacárido antitumoral de la seta shiitake. ​ El lentinano es un polisacárido que tiene un peso molecular de aproximadamente 500.000 Da.


	



% de Inhibición a la peroxidasa	
H. Pleurotus ostreatus	H. Lentinula edodes	88.04	89.41	Tipo de hongo

% de inhibición a la peroxidasa


Curva de calibracion 
Absorbancia	0	2	4	6	8	10	12	14	16	0	0.22	0.41	0.56000000000000005	0.72	0.87	1.03	1.21	1.36	Concentracion de acido galico (ppm)

Absorbancia (750 nm)
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acido), de color amarilo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azulintenso, cuya intensidad esla que medimos para evaluar el
contenido en polifenoles (Figura 2).
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El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademas puede

considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante
total

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico
(Figura 3). Se trata de un método preciso y sensible, que puede padecer
numerosas variaciones, fundamentalmente en o relativo a los volimenes utiizados
de la muestra a analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion
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Figura 3. Acido gélico

También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los resultados, sin
embargo, el patron recomendado es el acido galico. Este ensayo de analisis de
los polifenoles totales, se utiiza con frecuencia en el estudio de las propiedades
antioxidantes de alimentos vegetales, como zumos de fruta, al tratarse de un
parametro que generalmente, muestra una estrecha corelacion con los

e

difarant. stados do madician dala actiidad antiovidante.
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