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RESUMEN

Del extracto etandlico obtenido del hongo comestible Pleurotus djamor fue
aislada mediante columnas abiertas desarrolladas sobre silica gel la fraccion
esterolica. El analisis quimico realizado mediante cromatografia de gases
de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas permitio identificar
13 compuestos esteroidales, los cuales son reportados por primera vez en
esta especie. Al extracto etanolico le fue evaluada la actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH y ABTS encontrando valores IC,, de 115.5
ug/mLy 29,37 ug/mL, respectivamente. Los datos obtenidos sugieren que
Pleurotus djamor puede ser usado como una Sustancia antioxidante natural.

ABSTRACT

The sterolic fraction was isolated from the ethanolic extract obtained from
mushroom Pleurotus djamor by chromotaghaphy columns on silica gel. Its
chemical analysis was done through high resolution gas chromotaghrophy
coupled to mass expectrometry identifying 13 sterolic compounds which
are found for the first time in this specie. The evaluation of the antioxidant
activity for the ethanolic extract was carried out by DPPH and ABTS methods,
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finding values IC,, of 115.5 ug/mL and 29,37 ug/mL respectively. The data obtained suggest that Pleurotus djamor

can be used as a natural antioxidant substance.

INTRODUCCION

Los hongos han estado en la cumbre de la medicina
oriental desde hace 2000 afos, los productos deri-
vados de estos organismos actualmente presentan
los mas altos volimenes de venta en el mercado de
alimentos saludables en paises como Taiwan y China.
Recientemente, el cuerpo fructifero y las esporas estan
recibiendo mucha atencion, no solo como medicina
homeopatica sino como una nueva fuente promisoria de
medicamentos. Numerosos compuestos con actividad
cardiovascular, citotoxica, inmunomodulatoria, analgési-
ca, antidiabética, antioxidante, insecticida y nematicida
se han aislado en las dos ultimas décadas [1].

Esta amplia gama de metabolitos secundarios es de-
bida principalmente a que los hongos son incapaces
de sintetizar macromoléculas a partir del dioxido de
carbono y la energia procedente de la luz por el hecho
de no poseer clorofila, por lo tanto, su biogénesis esta
condicionada principalmente por el tipo de nutrientes
que conforman el sustrato donde se desarrollan,
ademas de las condiciones climaticas que los rodean,
haciendo que hongos presentes en regiones diferentes
0 que crezcan en sustratos que varien en composicion,
puedan alterar y cambiar su metabolismo generando
una amplia variedad de compuestos quimicos [2] [3].

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de or-
ganismos (se han descrito aproximadamente 500.000,
pero se estima que pueden existir entre 1y 1,5 millones
de especies) que presentan una amplia distribucion
en la naturaleza, contribuyendo a la descomposicion
de la materia organica y participando en los ciclos
bioldgicos, solo un pequefio nimero son patdgenos
a animales y plantas. [4] Actualmente estan siendo
utilizados cultivos de algunas especies comestibles a
gran escala como una alternativa de alimentacion de
bajo costo rica en vitaminas, minerales, aminoacidos,
fibray baja en grasa [5].

Colombia por su ubicacion geografica, su historia geo-
logica, sus tipos de vegetacion y clima tiene una gran
biodiversidad en micoflora ya que ofrece las condiciones
necesarias para que los hongos puedan producir una va-
riedad importante de compuestos quimicos. En nuestro
pais son relativamente pocos los estudios adelantados
con relacion a la constitucion quimica de los hongos
y estas investigaciones principalmente enfatizan en el
contenido de ergosterol (provitamina D,) [6].

En lo referente a la region del departamento de Cordoba,
nuestro grupo de investigacion ha informado sobre la
identificacion de cinco nuevos productos naturales
aislados del hongo Ganoderma lucidum, a los cuales
les fue avaluada su capacidad antioxidante obteniendo
promisorios resultados [7]. También, se realizo un tra-
bajo sobre el hongo Ganoderma concinna, en el cual
se informo acerca de la identificacion de tres nuevos
metabolitos secundarios [8]. Por esta razon, es fun-
damental el seguir estudiando desde el punto de vista
quimico y de su bioprospeccion este tipo de organismos
adicionando otras especies de diferentes géneros de las
que se sabe habitan en la region, explorando de esta
forma el potencial de bioactividad que poseen estos
productos naturales.

Pleurotus spp. es un género de hongos superiores am-
pliamente distribuido a nivel mundial e incluye especies
comestibles de alto valor economico en muchos paises,
resulta particularmente interesante desde el punto de
vista nutricional en funcion de su contenido de proteinas,
lipidos, niveles tolerables de acidos nucleicos y por
la presencia, ademas de vitaminas, minerales, fibra
dietética, beta glucanos, de compuestos con actividad
antioxidante e hipocolesterolémico [9][10][11]. Por lo
tanto, los hongos pertenecientes a este género pueden
ser utilizados para la produccion de nuevos antibioticos,
moléculas y compuestos utiles para mejorar la salud
humana. Por su parte Pleurotus djamor es un hongo
con distribucion pantropical que crece de manera natural
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sobre troncos en descomposicion de varios arboles.
Esta especie se encuentra con frecuencia en zonas
célidas de Africa, América, Asia y Australia. P djamor
€S una especie consumida principalmente a partir de
ejemplares silvestres ya que su cultivo comercial es
adn incipiente, aunque se han observado avances en
el consumo de dicha especie [12].

Asi, dentro de este contexto general, y aprovechando la
buena distribucion de esta especie en nuestro medio,
el presente trabajo describe el estudio quimico de la
fraccion esterdlica y actividad antioxidante del extracto
etandlico del hongo Pleurotus djamor recolectado en
el departamento de Cordoba.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes del hongo Pleurotus djamor fue-
ron recolectados en el corregimiento de Berastegui,
municipio de Ciénaga de Oro en el departamento de
Cordoba, esta es una zona tropical, se caracteriza
por una temperatura de 27°C, humedad relativa del
80 %, precipitacion promedia anual de 1200 mm, 160
m.s.n.m. El hongo fue clasificado taxonomicamente
en la Fundacion Flora y Fauna del departamento de
Cordoba. Luego de la recoleccion, el material fungico
fue dividido en pedazos y sometido a percolacion en
EtOH por 8 dias, posteriormente se filtro y se destilo
a presion reducida obteniéndose de esta manera el
extracto etanolico crudo.

Cromatografia en columna y cromatografia en capa
fina: Una vez obtenido el extracto crudo, se sometio
a un proceso de separacion y purificacion mediante
cromatografia en columna desarrollada sobre silica
gel ((0.063-0.2 mm, Merck®) utilizando como mezcla
isocratica eluente hexano:acetato de etilo en relacion 1:5
hasta obtener la fraccion esterdlica. Los procesos de
fraccionamiento y purificacion de la fraccion esterolica
también se llevaron a cabo mediante CC empleando una
relacion fase estacionaria: muestra (50:1) y como fase
movil se utilizaron mezclas de solventes con gradiente
de polaridad de Diclorometano, Acetato de etilo y Me-

tanol. EI monitoreo fue realizado por cromatografia en
capa delgada (CCD) con cromatoplacas de aluminio de
silica gel 60F 254 y un espesor de 0.2 mm utilizando
como fase movil mezclas de los solventes antes men-
cionados y colesterol como sustancia de referencia. La
deteccion se llevo a cabo por medio de una lampara Ul-
travioleta marca CAMAG (con longitudes de onda de 254
y 366 nm), y solucion de acido fosfomolibdico al 5%
en etanol con posterior calentamiento, como revelador.

Cromatografia de gases de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas: El andlisis por Cromatografia
de gases de alta resolucion acoplada a espectrometria
de masas (CGAR-EM) para la fraccion esterolica se
realizd en un equipo Hewlett Packard 6890, utilizando
como columna capilar Modelo Agilent 19091J-433,
HP-5, 025 mm de diametro, 30m de largo y 0.25um
de espesor de la pelicula, temperatura maxima 350 °C
y Helio como gas de arrastre. El detector utilizado fue
un espectrometro de masas Hewlett Packard 5973,
equipado con una fuente de ionizacion de 70 eV.

Actividad antioxidante

Método DPPH

Muestra: se evaluo el extracto etanolico, para esto se
prepararon por triplicado soluciones con concentracio-
nes de 80, 100, 120, 140, 160 y 180 ug/mL del extracto
etandlico, en DMSO y posteriormente diluidas con
solucion de DPPH medidas a una absorbancia ajustada
a 0.311 hasta completar 2 mL en el tubo de reaccion.
Blanco de la muestra: A 20 uL de cada concentracion
del extracto etanolico se le adicionaron 1980 uL de Me-
tanol. Referencia: A 20 uL de DMSO se le adicionaron
1980 uL de solucion madre de DPPH'y se introdujeron
en tubo de reaccion. Después de incubar a temperatura
ambiente por 30 min en la oscuridad se procedio a leer
la absorbancia a 517 nm. Posteriormente, se grafico el
porcentaje de inhibicion Vs la concentracion de la mues-
tra para obtener la concentracion eficiente en el 50%
(CE,,); es decir la concentracion de extracto necesario
para captar el 5% de los radicales libres de DPPH" [13].
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Método ABTS

Muestra: se prepararon por triplicado soluciones de
5,10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm del extracto etanolico
en DMSO y posteriormente diluidas con solucion de
ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato
de amonio) con una absorbancia ajustada a 0.702
hasta completar 2 mL en el tubo de reaccion. Blanco
de la muestra: A 20 uL de cada concentracion del
extracto etanclico se le adicionaron 1980 uL de buffer
fosfato pH: 7.33. Referencia: A 20 uL de buffer fosfato
se le adicionaron 1980 uL de solucion de ABTS. Se
determing la variacion de la absorbancia a 732 nm, se
grafico el porcentaje de captacion Vs la concentracion
de la muestra para obtener la concentracion eficiente
en el 50 % (CE,,).

RESULTADOS

El extracto etandlico (2g) fue sometido a fracciona-
miento en CC repetitiva sobre silica gel, con sistemas
eluentes de CH2CI2, CH2CI2:AcOEt 5:3, CH2CI2:AcOEt
1:1 y AcOEt, hasta obtener una fraccion esterdlica de
Rf en CCD similar al colesterol. Luego esta fraccion
esterdlica fue analizada por CGAR-EM. El analisis cro-
matografico y de los espectros de masas permitio la
elucidacion estructural de 13 compuestos, los cuales
fueron identificados como; 24-nor-5a-colest-22-en-
3pB-ol (1), colest-22-en-3p3-0l (2), colest-33-ol (3),
ergost-22-en-3p3-ol (4), ergosta-5-24(28)-dien-343-ol
(5), ergost-3p-ol (6), estigmasta-5-24(28)-dien-
3B-ol (7), estigmast-24(28)-en-33-ol (8), ergost-
24(28)-en-3pB-o0l (9), estigmast-28-en-33-ol (10),
24¢-estigmast-3p-ol (11), 24¢-estigmast-33-ol (12),
24¢-estigmast-7-en-3p-ol (13). Los compuestos (11)
y (12) tienen estructuras similares, pero posiblemente
tienen estereoquimica diferente, puesto que poseen el
mismo patron de fragmentacion en el espectro de masas
y tiempos de retencion muy parecidos, los cuales son
37.705 y 37.765 min respectivamente. Por su parte
del compuesto (8) no se encontrd informacion en la
bibliografia consultada (figura 1), por lo que se propone
como novedoso. De otro lado es importante destacar

que es la primera vez que se reporta la extraccion e
identificacion de compuestos esteroidales en el hongo
Pleurotus djamor.

Figura 1. Estigmast-24(28)-en-3p-ol (8)

CH,

CHj

HO

A continuacion se presentan algunos datos espectros-
copicos de los esteroles mayoritarios en la fraccion
esterolica, la cadena lateral se abrevia como (CL)

Colest-3-B-0L (3). EMIE, m/z [388]*(66.6%), 373
[M-CH,]*(43.1%), 355 [M-CH,-H,0]*(17.6%), 331
[M-C,H, (CL)]*(7.8%), 233 [Fision anillo D ]*(84.3%),
215 [Fision anillo D-H,0]*(100%), 147 [Fision anillo
C-H,0-CH,]*(21.5%). Formula molecular: C,,H,,0
Ergostan-3-B-ol (6). EMIE, m/z [402]*(50%), 387 [M-
CH,]*(30.7%), 369 [M-CH,-H,0]*(13.4%), 233 [Fision
anillo D ]*+(80.7%), 215 [Fision anillo D-H,0]*(100%),
147 [Fision anillo C-H,0-CH,]*(21.1%). Formula mo-
lecular: C,H, 0

Estigmast-24(28)-en-3-3-0l (8). EMIE, m/z
[414]*(39.2%), 399 [M-CH,]*(5.8%), 353 [M-Isopro-
pilo-H,0]*(11.7%), 316 [M-CH,, (CL)]*(15.6%), 302
[M-C,H,, (CL)]*(50.9%), 275 [M-CL]*(13.7%), 273 [M-
CL-2H]*(90.2%), 257 [M-CL-H,0]*(76.4%), 233 [Fision
anillo D]*(23.5%). 215 [Fision anillo D-H,0]*(43.1%)
Formula molecular: C,,H, 0

Estigmast-28-en-3-Bol (10). EMIE, m/z [414]*(75.5%),
399 [M-CH,]*(34.6%), 381 [M-H,0-CH,]*(30.6%),
353 [M-Isopropilo-H,0]+(10.2%), 330 [M-C,H,,
(CL)]*(51%), 303 [M-C,H,, (CL)]*(53%), 275 [M-
CL]*(34%), 255 [M-CL-2H-H,0]*(34.6%), 233 [Fision



Facultad de Ciencias Agropecuarias
Vol 7 No.2 Julio - Diciembre 2009 67

anillo D]*(75.5%). 215 [Fision anillo D-H,0]*(100%) 24¢-estigmast-3p-ol (12). EMIE, m/z [416]*(28%),

Formula molecular: C,,H, 0. 401(18%), 383(14.2%), 316(20%), 290(10%),
233(69%), 215(97%), 165(16%), 107(59%), 43(100%).

24¢-estigmast-33-ol (11). EMIE, m/z [416]+(63%), Formula molecular: C,.H,,0

401(32.6%), 383(14.2%), 316(6%), 290(12%),

233(81.6%), 215(100%), 165(42.8%), 107(44%), Enlatabla 1 se muestran los compuestos identificados

43(44%). Formula molecular: C,H,,0 en la fraccion esterolica de Pleurotus djamor, y su

Tabla 1. Esteroles monohidroxilados aislados del hongo Pleurotus djamor

; Tiempo
Cadena lateral Nucleo L . P.M. Nombre
retencion (min.)
CHj
1 H3C\£\ACH3 a° 29.557 372 24-nor-colest-22-en-33-ol
2 HsC e CHj
M A° 31.938 386 colest-22-en-3p-ol
MWW CH3
3 HsC CHj
m A0 33.889 388 colest-3g-ol
CHg
CHj
4 HSCK\)\KCW a° 34.448 400 ergost-22-en-3p-ol
CHg
CH,
5 H@:%cm a° 34.877 398  ergosta-5-24(28)-dien-3p-ol
CHg
CHg
6 HaC CHa A 35.806 402 ergost-3p-ol
CH3
CHg
7 NS 36.055 i 5. -dien-
HSCY\/EKCW 412 estlgmastasg_ildf(%) dien
MM CH3
CHj
A° 36.132

414 Estigmast-24(28)-en-33-ol

%

(o]
I
W
0
OET
I
(¢}
I
5

4]

9 H3C

CHs A° 36.227 400 Ergost-24(28)-en-3p-ol

(0]
I
@

}

/CH2
10 A° 37.533 .
HsC CHs 414 Estigmast-28-en-33-ol
CHj
CHj
1 A 37.705
HSCY\/QKC% 416 24¢-estigmast-3-ol
CH

:
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CHj
12 A 37.765
HsC CHs 416 24¢-estigmast-343-ol
CHs
CH3
13 N 38.032
HaC CHs 414 24¢-estigmast-7-en-33-ol
CHg
Nucleo:
Hs Hs Hs
Ha Ha CHs
HO HO HO
movilidad cromatografica (tiempos de retencion), s~ AGRADECIMIENTOS

identificaron 13 compuestos, 10 de ellos con ndcleo
A" otros dos con nucleo A®y solo uno con nicleo A'.
Nucleo: A otros dos con nucleo A’y solo uno con
nucleo A'.

La evaluacion de la actividad antioxidante para el ex-
tracto etandlico se llevo a cabo mediante los métodos
DPPH y ABTS, encontrandose valores de GE,, de
115.5 ug/mL y 29.37 ug/mL respectivamente. Estos
resultados encontrados permiten considerar como
promisoria las sustancias de la especie del hongo
Pleurotus djamor.

CONCLUSIONES

De la fraccion esterolica del extracto etanclico del
hongo Pleurotus djamor, se identificaron 13 com-
puestos, 10 de ellos con nucleo A, otros dos con
nucleo A%y solo uno con nucleo A’. El compuesto
estigmast-24-en-3p3-ol (8) se propone como estruc-
tura novedosa.

El extracto etanolico del hongo Pleurotus djamor
presentd actividad antioxidante promisoria segun los
resultados obtenidos por los métodos DPPH y ABTS,
encontrandose valores de IC, de 115.5 ug/mLy 29,37
ug/mL, respectivamente

Los autores desean expresar agradecimientos a la
Universidad de Gordoba por la financiacion del trabajo
y a la Fundacion Flora y Fauna de Cordoba por la cla-
sificacion del hongo.
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