Revista Politécnica de Aguascalientes, Vol 3, Ao 3, Mayo 2024 ISSN: 2954-5102

Determinacion de la actividad antioxidantes por el método DPPH y
ABTS en hongos comestibles

Miguel Angel Cuapio-Rodriguez', Yudimar Lopez Dominguez', Jhuremy Alexandra Moreno Hernandez!, Lilia
Sanchez Minutti', Raquel Garcia-Barrientos', Ericka Santacruz Juarez' y Luis Alberto Santiago-Santiago'.

Laboratorio de Cuerpo Académico de Tecnologias Quimico-Bioldgicas, Universidad Politécnica de Tlaxcala, Av. Universidad
Politécnica No. 1, San Pedro Xalcaltzinco, Tepeyanco, Tlaxcala. C.P. 90180, México. luisalbeto.santiago@uptlax.edu.mx.

Resumen

Los antioxidantes, ya sean naturales o sintéticos, desempeifian un papel crucial en la prevencion del daiio celular y se encuentran en
una variedad de alimentos, incluyendo frutas, verduras, hortalizas y especialmente hongos. El cultivo de hongos puede llevarse a cabo
en diferentes sistemas y condiciones, como fermentaciones solidas y liquidas, con variaciones en pH, agitacion, entre otros. Estos métodos
permiten la obtencion y recuperacion de metabolitos con diversos usos en areas como la alimentacion, la farmacologia, la medicina, la
ecologia y la agricultura. Optimizar los sistemas de cultivo puede incrementar los rendimientos de biomasa, la produccion de
biomoléculas y reducir los costos. En este estudio, se evaluaron dos métodos para determinar la actividad antioxidante utilizando los
reactivos DPPHe y ABTSe+, y tres compuestos de referencia: acido cafeico, acido gilico y trolox. Posteriormente, se investigé la
produccion de antioxidantes en fermentacion liquida utilizando dos cepas de hongos: Pleurotus ostreatus y Cantharellus cibarius. Se
comparo la sensibilidad y correlacion de ambas metodologias, demostrando que el uso del reactivo Trolox resulta mas adecuado para
determinar la concentracion de biomoléculas en extractos miceliares de las cepas mencionadas. Ademas, se realizo la lisis de la biomasa
obtenida del cultivo en frascos para las cepas de P. ostreatus p83, P. ostreatus CL y C. cibarius mediante sonicacién con etanol/agua 60:40
v/v. Los sobrenadantes resultantes se almacenaron a 4°C para su analisis posterior, lo que permite una evaluacion exhaustiva de la
actividad antioxidante de los extractos. Los resultados obtenidos muestran una actividad antioxidante de C. cibarius, P. ostreatus CL y P.
ostreatus p83 con los tres compuestos de referencia tanto por el método DPPHe como ABTSe+ son comparables con los valores reportados
en bibliografia.
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Abstract

Antioxidants, whether natural or synthetic, play a crucial role in the prevention of cell damage and are found in a variety of foods,
including fruits, vegetables and especially mushrooms. Mushroom cultivation can be carried out in different systems and conditions,
such as solid and liquid fermentations, with variations in pH, agitation, among others. These methods allow obtaining and recovering
metabolites with diverse uses in areas such as food, pharmacology, medicine, ecology and agriculture. Optimizing cultivation systems
can increase biomass yields, biomolecule production and reduce costs.

In this study, two methods were evaluated to determine antioxidant activity using DPPH- and ABTS-+ reagents and three reference
compounds: caffeic acid, gallic acid and trolox. Subsequently, the production of antioxidants in liquid fermentation was investigated
using two fungal strains: Pleurotus ostreatus and Cantharellus cibarius. The sensitivity and correlation of both methodologies were
compared, demonstrating that the use of the Trolox reagent is more suitable for determining the concentration of biomolecules in
mycelial extracts of the mentioned strains. In addition, lysis of the biomass obtained from the flask culture was performed for P. ostreatus
p83, P. ostreatus CL and C. cibarius strains by sonication with 60:40 v/v ethanol/water. The resulting supernatants were stored at 4°C
for subsequent analysis, allowing a comprehensive evaluation of the antioxidant activity of the extracts. The results obtained show
antioxidant activity of C. cibarius, P. ostreatus CL and P. ostreatus p83 with the three reference compounds by DPPH- and ABTS-+
methods are comparable with values reported in the bibliography.
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China es el pais con el registro histérico antiguo y moderno
mas importante en el uso de hongos, no solo por sus
propiedades nutritivas y sabor, sino también por sus
propiedades curativas y son empleados en algunas terapias
tradicionales [5]. Aunque el uso de hongos en diversos paises

[.  INTRODUCCION

I os hongos se definen como organismos vivos que se
reproducen por esporas y que carecen de clorofila, algunos
hongos se caracterizan por vivir a costa de otros seres,

haciéndolo de forma saprofitica, simbidtica o parasita [1].
Actualmente han sido descritas unas 80.000 especies de
hongos, sin embargo, se estima que podrian existir
aproximadamente 1.5 millones [2]. De las especies conocidas,
aproximadamente el 50% podrian ser comestibles, de éstas,
alrededor de 2000 lo son con toda seguridad, y alrededor de 700
especies son conocidas por sus importantes propiedades
farmacologicas [3],[4].

tiene una larga historia, en los paises occidentales ha aumentado
su popularidad en las ltimas décadas. Se estima que el mercado
mundial de hongos comestibles tiene un valor de 42000
millones de dolares al afio [6].

Los basidiomicetos son el segundo grupo mas grande de los
hongos y en su mayoria son macroscopicos e incluye los
conocidos hongos agaricales dentro de los que se encuentran
algunas de las setas comestibles mas conocidas [7]. Al menos
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350 especies de hongos se consumen como alimento y dentro
de los hongos basidiomicetos mas consumidos se encuentran el
hongo ostra (Pleurotus ostreatus) y una especie silvestre
(Cantharellus cibarius) [8].

Los metabolitos primarios y secundarios se pueden producir
tanto del micelio como del cuerpo fructifero y también del
medio de cultivo empleado. Dentro de estos metabolitos se
encuentran: B-glucanos, enzimas, polipéptidos, policétidos,
acidos grasos, polifenoles, flavonoides y terpenoides, entre
otros. Algunas de las propiedades atribuidas a estos compuestos
son: anticancerigenas, antitumorales, hipocolesterolémicas,
antivirales, antibacterianas, o inmunomoduladoras, entre otras
[91, [10], [11], [12].

El cultivo de hongos se puede llevar a cabo bajo diferentes
sistemas, como las fermentaciones sélidas y liquidas y a través
de ellas se pueden recuperar metabolitos de interés. La
optimizacion de los sistemas de cultivo puede garantizar
mayores rendimientos de biomasa, produccion de biomoléculas
y una reduccién del costo del proceso.

En el presente trabajo se evalué la implementacion de una
metodologia para cuantificar la produccion de antioxidantes en
fase micelial de tres cepas de hongos: Pleurotus ostreatus CL,
P. ostreatus p83 y Cantharellus cibarius,

La capacidad antioxidante de un compuesto se evalla
mediante el uso de diferentes métodos cuyo fundamento es la
cuantificacion del producto de reacciéon entre una especie
quimica inestable y el antioxidante de prueba. Los radicales
usados para poder determinar la actividad antioxidante son 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH¢) y &cido 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-acido ~ sulfénico) ~ (ABTSe+).  Los
porcentajes de inhibicién por los ensayos anteriores son
generalmente convertidos a equivalentes de acido cafeico, o de
acido galico o trolox (TE) [13].

El objetivo del trabajo fue determinar la mejor metodologia
en base a la curva de calibraciéon y su correlacion para
determinar la sensibilidad usando tres estandares reactivos tales
como acido cafeico, acido galico y trolox, para con ello poder
determinar la capacidad antioxidante a través de los ensayos de
DPPHe y ABTS y el contenido de polifenoles totales presentes
en extractos etanolicos de micelio de hongos comestibles.

II. MATERIALES Y METODOS

A. Material Biologico: Reactivacion de las Cepas.

Se emplearon dos cepas de Pleurotus ostreatus: la cepa CL 'y
la cepa p83 y una cepa de Cantharellus cibarius, las cuales se
cuenta con ellas en conservacion en el laboratorio del cuerpo
académico. Para su reactivacion se inocularon en medio de
cultivo de agar papa dextrosa (PDA), el cual se esterilizé a 15
Ib/in? durante 15 min en una autoclave. Posteriormente se dejo
enfriar y bajo condiciones de asepsia se vertio en cajas Petri.
Las cajas fueron inoculadas por pellets con micelio de los
hongos e incubadas a 25 °C en oscuridad durante 15 dias hasta
que el micelio invadio las cajas Petri.
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B.

Las cepas reactivadas, se transfirieron a frascos que
contenian 150 g de sorgo, se ajustaron las condiciones de
humedad para permitir la proliferacion del micelio y se
incubaron en oscuridad a una temperatura de 27°C durante 15
dias. El grano de sorgo invadido con las cepas se utilizé6 como
indculo para la fermentacion liquida en frascos.

Produccion de inoculo en sustrato solido.

1)
Fig. 1. Reactivacion de las cepas de hongos. (1) P. ostreatus p83, (2) P.
ostreatus CL, (3) C. cibarius.

) A3)
Fig. 2. Produccion de indculo de las cepas de hongo. (1) P. ostreatus CL, (2) P.

ostreatus p83 'y (3) C. cibarius.

C.

La biomasa obtenida del cultivo en frascos para las cepas de
P. ostreatus p83, P. ostreatus CL 'y C. cibarius. Fue lisada para
su analisis. Se realizdé con un sonicador de la marca UP400S,
Hielscher, Teltow, Germany utilizando etanol/agua 60:40 v/v.
Se ajustd a una amplitud al 100% y se sénico durante 10 min
(24 Khz, 400 W), a una temperatura de 30-40 °C (el uso de un
bafio de agua fria o de hielo ayuda a mantener baja la
temperatura de sonicacion). Posteriormente se eliminaron los
solidos por centrifugacion (1000 rpm a 4 °C por 10 min).
Finalmente se almacenaron los sobrenadantes a 4°C para su
respectivo analisis.

D. Elqboracio’n de Curva de Calibracién de Acido
Cafeico, Acido Galico y Trolox por el método DPPH*

Ensayo DPPHe.. Las actividades antirradicales de varios
antioxidantes se determinaron utilizando el radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH*) (SIGMA-ALDRICH®) [14],
[15] mediante la reaccion de una solucion stock del radical a 0.1
mM (0.39 mg) se aforé a 10 mL de metanol al 80%.

Se realizaron 3 curvas de calibracion con soluciones estandar
0.01 mM de Acido Cafeico (0.018 mg en 10 mL de metanol al
80%), Acido Galico (0.017 mg en 10 mL de metanol al 80%) y
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico)

Obtencion de extractos etandlicos.
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(0.025 mg en 10 mL de metanol al 80%) a partir de la cual se
obtuvieron concentraciones en un intervalo de 0—10 pM. Dichas
mezclas se dejaron reaccionar durante 30 min, posteriormente
las lecturas se realizaron en un espectrofotometro marca
Jenway 6405UV/Vis a una absorbancia de 517 nm [16], [17].

Finalmente, para la obtencion del porcentaje de inhibicion se
ha utilizado la siguiente formula:

Yinhibicién = “——-100% (1)

En donde AP= Absorbancia del Blanco y AM= Absorbancia
de la muestra.

E. Elaboracién Curva de Calibracion de Acido Cafeico,

Acido Galico y Trolox por el método del ABTS++

Ensayo ABTSe+. La capacidad antioxidante se evalu6 con el
método de ABTSe+ [18] el radical ABTS++ se obtiene mediante
la reaccion de una solucidn stock de ABTSe+ acido 2,2 -azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) (SIGMA-
ALDRICH®) 7 mM (3.8 mg) se aforo en 1 mL persulfato
potésico 2.45 mM (3.3 mg) misma que se encontraba aforada
anteriormente en 5 mL de agua desionizada, la solucion se
almaceno en oscuridad a temperatura ambiente por 12 h antes
de su uso. Posteriormente se tomaron 150 pL de muestra y
diluy6 en 14 mL buffer de fosfatos (compuesta por 8 g NaCl,
0.2 gKCly 1.44 g KH,PO, contenido en 1 L de agua destilada)
hasta obtener una absorbancia de 0.700 (+0.020) a una longitud
de maxima absorcion de 734 nm (en caso de tener una
absorbancia menor se recomienda adicionar méas mL del
radical, en caso contrario mas cantidad de buffer) [18], [19]. Se
realizaron 3 curvas de calibracion con soluciones estandar de
Acido Cafeico (0.18 mg en 10 mL de etanol al 95%), Acido
Galico (0.17 mg en 10 mL de etanol al 95%) y Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) 0.1 mM
(0.25 mg en 10 mL de etanol al 95%) a partir de la cual se
obtuvieron concentraciones en un intervalo de 0-90 uM. Dichas
mezclas se dejaron reaccionar durante 6 min, posteriormente las
lecturas se realizaron en un espectrofotometro marca Jenway
6405UV/Vis a una absorbancia de 734 nm [15], [19], [23].

Finalmente, para la obtencion del porcentaje de inhibicion se
utilizo la siguiente férmula:

Yinhibicion = 2 EEO—ABTEZ0) 4500, (2)

ABTS (t=0)
En donde ABTS (t=0) =absorbancia obtenida en el tiempo
cero, ABTS (t=6) =absorbancia después de 6 minutos.

F. Preparacion de extractos

Para comprobar cuidl de las curvas se obtenia mejor
determinaciéon de concentracion se evaluaron extractos
provenientes de los micelios de 2 cepas de hongos comestibles,
se colocaron 100 pL de cada muestra en una celda
espectrofotométrica y se adicionaron 900 uL de DPPH [8].

Se realizé el mismo procedimiento antes mencionado, pero
se adicionaron 1000 uL ABTSe+ [22].
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II1. RESULTADOS

A. Curvas de Calibracion por Método del DPPH*

De cada una de las curvas de calibracion se realizaron a partir
de una solucion madre 10 pM, mostrados en las Fig. 1,2 y 3,
todos los resultados de absorbancias se les calcul6 el porcentaje
de inhibicion por el radical DPPHe y determinar su correlacion.

45

35
30 o
25
20 .
15
10 L4 _
- y=4.4814x + 1.7471
° R2=0.9931

% Inhibicion

0 2 4 6 8 10 12
[uM]
Fig. 3. Curva de Calibracion de Acido Cafeico por el método DPPHe.
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Fig. 4. Curva de Calibracion de Acido Galico por el método DPPHe.
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Fig. 5. Curva de Calibracién de Trolox por el método DPPHe.

En las figuras anteriores se obtuvieron correlaciones de 0.993
para el acido cafeico (fig. 3), 0.996 para el 4cido galico (fig. 4),
0.965 para el Trolox (fig. 5).
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B. Curvas de Calibracion por Método del ABTS*+

Para este segundo método la determinacion antioxidante se
realiz6 a partir de una soluciéon madre de 100 uM, mostrados en
las Fig. 4, 5 y 6. Posteriormente se calcul6 el porcentaje de
inhibicion y se linealizaron los resultados, de las tres muestras
realizadas.

% Inhibicion
W

40 60
[uM]

Fig. 6. Curva de Calibracion de Acido Cafeico por el método ABTSe+.
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Fig. 7. Curva de Calibracion de Acido Galico por el método ABTSe+.
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Fig. 8. Curva de Calibracion de Trolox por el método ABTSe+.

En las Fig. 6, 7, 8 se obtuvieron correlaciones de 0.9938 para
el acido cafeico, 0.995 para el acido galico, 0.994 para el
Trolox.
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C. Determinacion de concentraciones de extractos
etandlicos de distintas cepas de hongos comestibles por
radical DPPH-.

En las Tablas 1, 2 y 3 se indica el porcentaje de inhibicion
antioxidante, posteriormente con base a las curvas de
calibracién obtenidas de Acido Cafeico, Acido Galico y Trolox
aplicando el método antioxidante de DPPHe, se determiné la
concentracion de extractos miceliales de distintas especies de
hongos comestibles.

TABLA 1.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
TROLOX [uM].

Muestra Repeltlcwn Repe;ncnon Repe;wlon X o( i)
CCM1 23.035 22.772 19.449 21.752 | 1.999
ccMm2 22.508 27.202 25.250 24987 | 2.358
cCM3 18.553 18.605 19.660 18.939 | 0.625
PO M1 22.455 20.504 20.346 21.102 | 1.175
PO M2 13.912 13.384 15.230 14.175 | 0.951
PO M2 18.711 18.658 19.344 18.904 | 0.382
PO M3 22.244 23.141 24.037 23.141 | 0.897

Nota: PO=Pleorotus ostreatus, CC=Cantharellus cibarius, M=Muestra 1,2y
3.

TABLA 2.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
ACIDO GALICO [pM].

Muestra

Repe;ncnén Repe;wl()n Repe?t’lcuin X o i)
CC M1 13.062 12916 11.079 12.352 | 1.105
cCM2 12.770 15.365 14.286 14.140 | 1.304
CC M3 10.584 10.613 11.196 10.798 | 0.345
PO M1 12.741 11.662 11.575 11.993 | 0.650
PO M2 8.0189 7.727 8.747 8.164 | 0.525
PO M2 10.671 10.642 11.021 10.778 | 0.211
PO M3 12.625 13.120 13.616 13.120 | 0.496
TABLA 3.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
ACIDO CAFEICO [pM].

Muestra

Repe;ncnon Repeztlcwn Repe;ncnon X o i)
CCMl1 12.686 12.544 10.753 11.994 | 1.077
cCM2 12.401 14.931 13.880 13.737 | 1.271
CCM3 10.269 10.298 10.866 10.478 | 0.337
PO M1 12.373 11.321 11.236 11.643 | 0.633
PO M2 7.768 7.484 8.479 7910 | 0513
PO M2 10.355 10.326 10.696 10.459 | 0.206
PO M3 12.259 12.742 13.226 12.742 | 0.484
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Los datos mostrados en las tablas de actividad antioxidante
usando las curvas de calibracion podemos observar en el caso
de Trolox es donde se obtuvo mayor sensibilidad, y permite
determinar mejor la actividad antioxidante presente en los
extractos miceliales etandlicos obtenidos a las diferentes
condiciones de cultivo, aun cuando la correlacion de la curva de
calibracion es la mas baja de las tres.

D. Determinacion de concentraciones de extractos
etandlicos de distintas cepas de hongos comestibles por
radical ABTS*+.

En las Tablas 4, 5 y 6 se indica el porcentaje de inhibicion
antioxidante, posteriormente con base a las curvas de
calibracion obtenidas de Acido Cafeico, Acido Galico y Trolox
aplicando el método antioxidante de ABTSe+, se determind la
concentracion de extractos miceliales de distintas especies de
hongos comestibles todas estas se realizaron por triplicado.

Al igual que el método antioxidante anterior ,las curvas de
Trolox es donde se obtuvieron mayor sensibilidad y estabilidad
en las concentraciones de los extractos etanolicos miceliales.

TABLA 4.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
TROLOX [uM].
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TABLA 6.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
ACIDO CAFEICO [uM].

Muest; Repeltlcmn Repeztlcmn Repe;ncnon X o( i)
CCMI1 | 147919 149.825 152.366 150.037 | 2.231
CCM2 | 109.798 106.621 110.115 108.845 | 1.932
CCM3 | 65.006 71.042 57.699 64.582 6.682
POMI1 | 56.429 49.122 56.429 53.993 4.219
POM2 | 61.829 58.970 48.169 56.323 7.205
POM2 | 55476 56.111 53.252 54.946 1.501
POM3 | 57.699 64.053 64.688 62.147 3.865

M:I:St Repeltlcmn Repe;wlon Repe;nclon X o i)
CcC 218.273 220.921 224.451 221.215 | 3.099
1(\?/[(13 165.319 160.906 165.760 163.995 | 2.684
1(\Z/IC2 103.098 111.482 92.948 102.509 | 9.281

Pgllf/ll 91.183 81.033 91.183 87.800 5.860

PO M2 98.685 94.713 79.709 91.036 | 10.008

PO M2 89.859 90.742 86.770 89.124 2.086

PO M3 92.948 101.774 102.656 99.126 5.368

TABLA 5.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CEPAS, pleurotus y C. Cibarius POR
AcCIDO GALICO [uM].

Muest Repeticion Repeticion Repeticion X o i)
ra 1 2 3
CCM1 11.460 11.610 11.810 11.62 | 0.176
CcC M2 8.461 8.211 8.486 8.3786 0.152
CC M3 4.937 5412 4.3624 4904 | 0.526
PO M1 4.262 3.687 4.262 4.070 | 0.332
PO M2 4.687 4.462 3.612 4254 | 0.567
PO M2 4.187 4.237 4.012 4.145 | 0.118
PO M3 4.362 4.862 4912 4712 | 0.304

Iv. CONCLUSIONES

Se logré observar que, de las tres curvas utilizadas con los
diferentes reactivos de Acido Cafeico, Acido Galico y Trolox,
se calculd el porcentaje de inhibicion de cada uno de modo que
se pudiera linealizar de manera preliminar, tanto por el método
DPPHe como ABTSe«+ se encontré que la actividad antioxidante
en el caso de Trolox es donde se obtuvo mayor sensibilidad en
las concentraciones obtenidas en unidades micro molar.

Podemos mencionar que de las tres curvas el que mas ofrece
una mayor concentracion de extractos de la muestra
determinada (en este caso muestra extracto etandlico de
distintos hongos), es Trolox, un precursor de la vitamina E y
utilizado en diferentes ensayos antioxidantes, por otro lado, es
muy recomendable que cuando se desee leer alguna muestra
espectrofotométrica, es muy importante realizar un barrido para
conocer longitud de onda exacta de donde encuentres
compuestos de interés.

Los resultados obtenidos muestran wuna actividad
antioxidante de C. cibarius, P. ostreatus CL y P. ostreatus p83
con los tres compuestos de referencia tanto por el método
DPPHe como ABTSe+ son comparables con los valores
reportados por Gonzalez-Morales et al. en [15].

También podemos observar que se pueden utilizar cualquiera
de las dos metodologias con los tres reactivos de referencia para
determinar la actividad antioxidante en los extractos, lo Gnico
que varia es la sensibilidad en las concentraciones.
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