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RESUMEN

Los hongos son microorganismos que producen metabolitos secundarios que en su mayoria
exhiben compuestos bioldgicamente activos. Stereodiscus trivialis (Speg.) Rajchenb. & Pildain
(codigo 1611), Gloeosoma mirabile (Berk. & M.A. Curtis) Rajchenb., Pildain & Riquelme (cédigo
1612), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (codigo 1672), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (cédigo
1673), Gloeocystidiellum rajchenbergii Gorjén & Hallenb. (cbdigo 1683),
Stereodiscus patagonicus (Nogal, Telleria, M. Duefias & M.P. Martin) Rajchenb. & Pildain
(codigo 1688), Gloeosoma decorticans Rajchenb., Pildain & Riquelme (cédigo 1689),
Gloeosoma vitellinum (Lév.) Bres. (codigo 1716), Gloecystidiellum sp. (cédigo 1726) y
Gloeocystidiellum sp. (Cédigo 1736), son hongos saprotrofos, pertenecientes a la familia
Stereaceae. Se encuentran distribuidos de manera restringida en el hemisferio Sur y crecen
asociados sobre especies del género Nothofagus. El propdsito de esta investigacion es evaluar
la capacidad antioxidante y el potencial antimicrobiano de los extractos totales pertenecientes
a éstas 10 especies fungicas. Asi también se determiné el perfil quimico de los extractos totales
mediante un cromatdgrafo de gas acoplado a un espectrometro de masa (GC-MS). La actividad
antibacteriana se evalu6 sobre 6 cepas bacterianas de interés clinico, utilizando el método de
difusién en agar. Todos los extractos exhibieron una elevada actividad antioxidante determinada
en un IC 50 menor a 6 mg/ml. G. mirabile (1612) y S. hirsutum (1672) presentaron un IC 50 de
0,87 + 0,06 mg/mly 1,26 + 0,04 mg/ml respectivamente, siendo los extractos mas activos a baja
concentracion. En cuanto a la actividad antibacteriana, ningun extracto ejercié efecto sobre las
cepas bacterianas utilizadas a las concentraciones testeadas. Se discute el hallazgo en la

composicién quimica de posibles agentes antioxidantes y antibacterianos.
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ABSTRACT

Fungi are microorganisms that produce secondary metabolites that mostly exhibit biologically
active compounds. Stereodiscus trivialis (Speg.) Rajchenb. & Pildain (code 1611), Gloeosoma
mirabile (Berk. & M.A. Curtis) Rajchenb., Pildain & Riquelme (code 1612), Stereum hirsutum
(Willd.) Pers. (code 1672), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (code 1673), Gloeocystidiellum
rajchenbergii Gorjon & Hallenb. (code 1683), Stereodiscus patagonicus (Nogal, Telleria, M.
Duefias & M.P. Martin) Rajchenb. & Pildain (code 1688), Gloeosoma decorticans Rajchenb.,
Pildain & Riquelme (code 1689), Gloeosoma vitellinum (Lév.) Bres. (code 1716),
Gloecystidiellum sp. (code 1726) and Gloeocystidiellum sp. (code 1736), are saprotrophic fungi,
belonging to the family Stereaceae. They are found in a restricted distribution in the Southern
Hemisphere and grow in association on species of the genus Nothofagus. The purpose of this
research is to evaluate the antioxidant capacity and antimicrobial potential of total extracts
belonging to these 10 fungal species. The chemical profile of the total extracts was also
determined using a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer (GC-MS). The
antibacterial activity was evaluated on 6 bacterial strains of clinical interest, using the agar
diffusion method. All extracts exhibited high antioxidant activity determined at an IC 50 less than
6 mg/ml. G. mirabile (1612) and S. hirsutum (1672) presented a Cl 50 of 0.87 £ 0.06 mg/ml and
1.26 + 0.04 mg/ml respectively, being the most active extracts at low concentration. As for
antibacterial activity, no extract exerted any effect on the bacterial strains used at the
concentrations tested. The finding of possible antioxidant and antibacterial agents in the

chemical composition is discussed.
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1. INTRODUCCION

Los hongos son unos de los organismos menos explorados del planeta. A nivel mundial se
estima que hay entre 2,2 a 13,2 millones de especies de hongos. Actualmente se han descritos
alrededor de 120.000 especies, lo que corresponde a un 3 - 8% del total de especies
(Hawksworth & Liicking, 2017; Kew, 2018; Wu et al., 2019; Baldrian et al., 2022; Antonelli et al.,
2020).

Los hongos son organismos eucariontes heterétrofos, dependientes de compuestos
carbonados (azucarados), caracteristica que les ha ayudado a establecerse en la mayoria de
los ambientes, ocupando una enorme diversidad de nichos y ofreciendo importantes servicios
ecosistémicos (Dighton, 2018; Choi & Kim, 2017). Para llevar a cabo la obtencion de
nutrientes, los hongos realizan digestibn enzimatica extracelular, luego absorben los
productos degradados y solubilizados mediante un sistema de tubos ramificados
denominados hifas. El conjunto de hifas es llamado micelio. Dada las condiciones éptimas
surgen agregados de hifas, las cuales constituyen el cuerpo fructifero. Esta estructura hifal
permite la dispersion de propagulos del organismo fangico, y la colonizacién de una amplia
variedad de sustratos (Webster & Weber, 2007). Dependiendo de su modo de nutricion, los
hongos pueden clasificarse en sapréfitos (Baldrian, 2006; Baldrian & Valaskova, 2008;
Fukasawa, 2021), parasitos (Zhao et al., 2019), simbiontes mutualistas con insectos (Li et al.,
2021), algas verdes y cianobacterias (Oberwinkler, 2012) y micorrizas con plantas y arboles
(Tedersoo et al., 2010, Tedersoo and Smith, 2013; Rimington et al., 2020; Tedersoo et al.,
2020).

En Chile, se han reportado mas de 4.600 especies de hongos, sin embargo, hasta la fecha el
namero va en ascenso de acuerdo con los Ultimos reportes de nuevas especies realizado
(Boonmee et al., 2021; Caiafa et al.,, 2021; Garnica et al., 2021; Nouhra et al., 2021,
Rajchenberg et al., 2021).

1.1. Region Andino patagonica

La region Andino patagonica comprende las subregiones de Chile central, las subregiones
subantarticas y las subregiones presentes en la Patagonia (Figura 1) (Morrone, 2018). Se ha
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reportado que los bosques de la region Andino patagonica que se encuentran entre la IV y Xl
region, representan uno de los mas importantes hotspot de biodiversidad en el mundo,
extendiéndose entre los 25° y 47° S (Morrone, 2015). Asi también los bosques del sur de
Argentina y Chile presentan un bioma caracteristico debido a la relacién histérica con las
masas continentales gondwanicas que conllevdé a un aislamiento del resto de América
(Rajchenberg et al., 2021), representando un territorio Gnico en cuanto a sus ecosistemas y

microclimas.

Es importante destacar la region geografica de los Andes patagonicos, debido al contenido de
hongos que ésta alberga, muchos de ellos aun desconocidos asociados a bosques endémicos
de Chile y Argentina. En un estudio realizado por Aqueveque et al. (2017), se determiné que,
del total de especies analizadas, el 60 % posee actividad biolégica contra uno o0 mas
microorganismos patdégenos, demostrando asi el enorme potencial que poseen las especies

de hongos en ésta region geografica como fuentes de metabolitos secundarios bioactivos.
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Figura 1. Mapa sudamericano que destaca la region Andino Patago6nica (Morrone, 2018)
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1.2. Lafamilia Stereaceae Pilat (1930) (Russulales, Basidiomycota)

Stereaceae Pilat (1930) es una familia de hongos formada en su mayoria por especies que
presentan un estilo de vida saproétrofa, siendo degradadores de material lignoceluldsico
(Webster & Weber, 2007). Estd compuesta por 22 géneros y 125 especies aproximadamente
(Kirk et al., 2008). Presenta especies distribuidas de manera restringida en el hemisferio Sur y
endémicas de la region patagonica en Chile y Argentina. Principalmente utilizan como
hospedero ramas de distintas especies de Nothofagus, como Nothofagus antartica, Nothofagus

betuloides, Nothofagus dombeyi y Nothofagus pumilio (Rajchenberg et al., 2021).

Las especies de la familia Stereaceae se caracterizan por presentar basidioma aplanado,
aprisionado o resupinado, con un himenio liso en la superficie inferior. Las basidiosporas suelen
ser amiloides con paredes hialinas de finas a gruesas, presentan un sistema hifal mono o
dimitico con hifas generativas simples-septadas o pinzadas y pueden presentar o0 no un

conjunto de una serie de tipos de cistidios (Rajchenberg et al., 2021; Webster & Weber, 2007).

Para esta familia en Chile, se han reportado hongos del género Gloeocystidiellum, Stereum,
Gloeosoma, Stereodiscus, Acanthobasidium, Aleurocystidiellum (Rajchenberg et al., 2021;
Gorjén & Hallenberg, 2013).

Del género Stereum se han aislados varios compuestos bioactivos, entre los que se destacan
sesquiterpenoides, dihidrobenzofurano, lactonas y derivados de fenol, dando como resultado
propiedades biologicas que incluyen actividad antibacteriana, antifingica, antioxidante vy
citotoxica (Cayan et al., 2019). Por otra parte, del género Gloeosoma, se ha descubierto que la
especie Aleurodiscus vitellinus syn. Gloeosoma vitellinum presenta fomanoxina, un compuesto
quimico derivado del benzofurano que muestra excelentes propiedades neuroprotectoras
(Gonzélez-Ramirez et al., 2018).

En este estudio se trabajé con 10 especies, Stereodiscus trivialis (Speg.) Rajchenb. & Pildain
(codigo 1611), Gloeosoma mirabile (Berk. & M.A. Curtis) Rajchenb., Pildain & Riquelme (cédigo
1612), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (codigo 1672), Stereum hirsutum (Willd.) Pers. (codigo
1673), Gloeocystidiellum rajchenbergii Gorjén & Hallenb. (codigo 1683),

Stereodiscus patagonicus (Nogal, Telleria, M. Duefias & M.P. Martin) Rajchenb. & Pildain
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(cédigo 1688), Gloeosoma decorticans Rajchenb., Pildain & Riquelme (cédigo 1689),
Gloeosoma vitellinum (Lév.) Bres. (cédigo 1716), Gloecystidiellum sp. (cédigo 1726) y
Gloeocystidiellum sp. (Cédigo 1736).

1.3. Metabolitos de origen fangico

El gran éxito evolutivo que presentan los hongos se debe mayormente a su amplia gama de
vias metabdlicas (Gargano et al., 2017). Al ser microorganismos sésiles y que no realizan
fotosintesis, una de las estrategias de proteccion desarrolladas a través de su historia evolutiva
son los mecanismos quimicos de defensa (Spiteller, 2015). Los productos metabdlicos pueden
ser sintetizados por la via del metabolismo primario o secundario (Demain, 2014). Los
productos del metabolismo primario son esenciales para el crecimiento del organismo y
desempeiian roles especificos en los procesos fisiologicos normales (Barrios-Gonzalez &
Tarrago-Castellanos, 2017), ademés poseen una amplia distribucion en todos los seres vivos
(Frisvad et al., 1998). Los metabolitos secundarios son regulados de forma congruente en
respuesta a algun estrés, el cual puede ser tanto bidtico como abidtico, es mas, se ha
observado que la pérdida o sobreproduccion pueden alterar el desarrollo fungico, la
sobrevivencia o las relaciones intra o inter especificas (Keller, 2019). Los organismos fungicos
poseen un amplio rango de compuestos bioactivos producto de su metabolismo secundario
(Stadler & Hoffmeister, 2015; Spiteller, 2015; Dai et al., 2010; Anke & Weber, 2009; Abraham,
2001). La mayoria de los compuestos aislados de estos metabolitos secundarios son
alcaloides, lactonas, fenoles, terpenoides, esteroides, lignanos, polisacaridos, entre otros
(Lobo et al., 2018; Vallavan et al., 2020). Junto con ello se ha reportado que éstos metabolitos
secundarios producidos por los hongos presentan actividad antioxidante, antibacteriana,
antifangica, antivirales, nematicida, fito téxica, inseticida, anticancerigena, antitumorales,
inmunosupresora, antialérgica, hipoglicemica, antiinflamatoria y actividad hepatoprotectora
(Hyde et al., 2019; Gargano et al., 2017; Vallavan et al., 2020; Vieira Gomes et al., 2019;
Dimitrijevic et al., 2019; Acharya et al., 2019; Heleno et al., 2012; Cayan et al., 2019; Essien
et al., 2015).

El micelio y los cuerpos fructiferos del hongo se desarrollan en ambientes competitivos, por lo

tanto, estan constantemente expuestos a la amenaza de los depredadores y otros organismos,

15


http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Gloeosoma

lo que probablemente explica la produccion de compuestos biolégicamente activos en
respuesta a las presiones selectivas ejercidas (Gargano et al., 2017; Spiteller, 2015; Kramer
& Abraham, 2012; Anke & Weber, 2009; Hanson, 2008; Gloer, 2007). El uso de estos
compuestos activos ha generado un interés investigativo especialmente en el area de
enzimas, control biolégico, produccion de antibidticos y otros compuestos activos
farmacolégicos (Aqueveque et al., 2017).

Actualmente se han descubierto alrededor de 15.000 metabolitos secundarios con diversas
propiedades bioactivas presentes en los hongos, de las cuales muchos se han convertido en
productos farmacéuticos de gran relevancia, generando un gran interés investigativo en los
productos naturales provenientes de éstos organismos (Vallavan et al., 2020 ; Gloer, 2007). La
obtencidn, aislamiento, determinacion estructural y sintesis de nuevos compuestos bioactivos
de origen fungico es uno de los fines de la quimica de productos naturales (Spiteller, 2015;
Stadler & Hoffmeister, 2015; Dai et al., 2010; Abraham, 2001).

1.4. El estrés oxidativo

La ocurrencia de procesos degenerativos se correlaciona en biologia molecular con la
existencia de un exceso de radicales libres, promoviendo procesos oxidativos nocivos para el
organismo. El estrés oxidativo participa de manera activa en la fisiologia de enfermedades muy
comunes como diabetes, cancer, hipertension arterial, preeclampsia, aterosclerosis,
insuficiencia renal aguda, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, como lo son
el Alzheimer y Parkinson (Cayan et al., 2019; Hameed et al., 2017). En Chile para el afio 2040,
segun las estimaciones de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (AIRC),
habra 94.807 nuevos casos de cancer, lo que corresponde a un aumento de 77,6 % en los
préximos 21 afios. En la actualidad, el cancer ocasiona 28.443 muertes en Chile, las que
llegaran a 55.698 para el afio 2040 (Parra-Soto et al., 2020).

Las células, al metabolizar el oxigeno, crean especies reactivas de oxigeno (ROS), que son
potencialmente dafinas. En circunstancias normales, la formacion de oxidantes se equilibra con
la velocidad de su eliminacién, sin embargo, la pérdida de este equilibrio entre prooxidantes y

antioxidantes resulta en estrés oxidativo (Cayan et al., 2019), por lo tanto, altos niveles de ROS
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en las células bioldgicas tienen un gran impacto, lo que conduce a un funcionamiento celular

deficiente, envejecimiento o enfermedad (Rodrigo, 2009; Podkowa et al., 2021).

Los ROS, tales como radicales superoxidos, peréxido de hidrogeno (H202), radicales
hidroxilos, 6xido nitrico y sus metabolitos varian respecto a su reactividad y nocividad dentro de
la célula (Alshehri et al., 2022). EI mayor impacto negativo se forma durante la fosforilacion
oxidativa en las crestas mitocondriales al final del proceso de respiracion aerdbica (Poprac et
al., 2017; Chen et al., 2016). La oxidacién celular puede llegar a ser tan dafiina que puede
afectar el ADN, causando dimerizacion de nucleétidos y errores en los procesos de replicacion.
Ademas, puede causar alteracion funcional en proteinas estructurales de la célula, como por
ejemplo un impacto en la cadena de acidos grasos insaturados de fosfolipidos de membrana,

produciéndose finalmente una lisis celular (Escobar et al., 2019).

En los hongos, el estrés ambiental y el exceso de ROS son factores conocidos que promueven
la expresion de grupos de genes biosintéticos que codifican metabolitos secundarios para
contrarrestar estos compuestos reactivos y radicales para mantener el metabolismo central y
las actividades intracelulares (Brakhage, 2013; Keller, 2019). Por ejemplo, los hongos
saprofitos, secretan enzimas extracelulares activas en carbohidratos denominadas CAZ
enzimas (Lombard et al., 2014). La variedad de CAZ enzimas incluye enzimas hidroliticas
especificas (celulasas, hemicelulasas, pectinasas, esterasas y quitinasas), asi como
oxirreductasas auxiliares de transferencia de electrones (lacasas, oxidasas, peroxidasas y

peroxigenasas).

El modo de accion por parte del antioxidante puede clasificarse de acuerdo con su capacidad
para: inhibir la formacion de radicales libres (antioxidantes indirectos), eliminar directamente los
radicales libres generados quimicamente (antioxidantes directos) o fortalecer la capacidad
celular para hacer frente a altas cargas de ROS. Se ha propuesto que la mayoria de las
moléculas bioactivas actian como antioxidantes directos y no tienen dependencia de enzimas
intracelulares enddgenas para ejercer su accion reaccionando directamente con los radicales
libres (Kitic et al., 2022; Dhyani et al., 2022)
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Los hongos se identifican como una excelente fuente de sustancias antioxidantes, ya que
presentan terpenos, compuestos fendlicos, indole, carotenoides, vitaminas y minerales. Dentro
de las estructuras que se han aislado esta el acido clorogénico, norbadiona A, Lovastatina,
ergotioneina, acido Xerocomico (Podkowa et al., 2021; Torres et al., 2019). Numerosos estudios
demuestran que los antioxidantes juegan un papel esencial en el mantenimiento de la salud
humana, la prevencion y el tratamiento de enfermedades, debido a su capacidad para reducir
el estrés oxidativo. Por lo tanto, medir la actividad antioxidante de los hongos es relevante no
solo para garantizar la calidad del extracto fungico, sino que para estudiar la eficiencia de los
antioxidantes en la prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas al estrés
oxidativo (Essien et al., 2015; Munteanu & Apetrei, 2021).

1.5. Bacterias multirresistentes

Uno de los hechos mas importantes que marcé el inicio de la investigacion en hongos y su
produccién de sustancias bioactivas fue el descubrimiento accidental de la Penicilina en 1928
por parte del cientifico Alexander Fleming, dando mucha atencion por parte de la comunidad
cientifica al posible papel de los hongos como antibiéticos. Hoy en dia se ha reportado actividad
antibacteriana presente en muchos géneros de hongos, originandose otras fuentes de
obtencion de compuestos de relevancia antimicrobiana y sus derivados (Gargano et al., 2017;
Vallavan et al., 2020). Por lo tanto, el desarrollo de nuevos antibiéticos, la bioprospeccion de
posibles compuestos naturales antibacterianos y la mejora de los sistemas de administracion
de farmacos, son algunas de las estrategias actuales para controlar la amenaza de resistencia

a los antimicrobianos (Lazar et al., 2018).

Hoy en dia, existe una creciente necesidad de agentes antibiéticos nuevos y efectivos debido a
la reciente aparicion de infecciones causadas por bacterias multirresistentes (BMR) que
amenazan la vida. Las BMR causan unas 60.000 muertes cada afio. Los modelos de proyeccion
estima que para 2050, 2,4 millones de personas moriran debido a infecciones transmitidas por
bacterias resistentes a los antibidticos (Clericuzio et al., 2021). Es por esto que, para hacer
frente a las BMR, la organizacion mundial de la salud (OMS) publicé en 2015 un Plan de Accion
Mundial, en el que se ha establecido una lista de seis especies bacterianas contra las que es

obligatorio descubrir y desarrollar nuevos farmacos (Basak et al., 2016). El acronimo ESKAPE
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engloba a estos patdégenos humanos, tipicamente asociados con infecciones nosocomiales y
que merecen la mayor atencion desde el punto de vista clinico: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y especies de Enterobacter (Vallavan et al., 2020). Con esto la Organizacion
mundial de la salud (OMS), ha promovido la investigacion con el objetivo de utilizar productos
naturales que a menudo son competitivos con las drogas sintéticas en el desempefio clinico.
Los hongos se consideran una fuente importante de moléculas bioactivas y por lo tanto son

candidatos potenciales en la busqueda de nuevos antibioticos (Clericuzio et al., 2021).

Dentro de las bacterias de importancia clinica utilizadas en este estudio estan: Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 1706),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) vy
Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990).

E. faecalis es una bacteria Gram positiva, anaerébica facultativa y patégena oportunista (Rocas
et al., 2004). Es muy tolerante a las condiciones ambientales, soportando un amplio rango de
pH, salinidad y temperatura (Fair & Tor, 2014). Coloniza principalmente la cavidad oral, el
intestino, tracto urinario y érganos reproductores de humanos y animales (Xiang et al., 2020).
Esta bacteria puede asociarse a diversas patologias, incluidas las infecciones del tracto urinario,
enfermedades endododnticas persistentes, infecciones del torrente sanguineo y periodontitis

cronica (de Almeida et al., 2018).

E. coli es una bacteria gram negativa, comensal, anaerdbica facultativa y parte de la microbiota
normal en humanos (Croxen et al., 2013). Dentro de las patologias que presenta esta bacteria
son enfermedad entérica/diarreica, infeccion del tracto urinario y meningitis (Kaper et al., 2004).

K. pneumoniae es un patégeno oportunista, gram negativo y clinicamente relevante que causa
una amplia gama de infecciones (Tang et al., 2020). Entre las enfermedades principales que se
destaca es la neumonia, infecciones intraabdominales, infecciones del tracto urinario e

infecciones del torrente sanguineo (Imai et al., 2019).

P. aeruginosa es una bacteria gram negativa, aerdbica y oportunista. Puede sobrevivir a una
amplia gama de condiciones ambientales y es metabdlicamente muy versétil. Es la principal
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causa de infecciones del tracto urinario, del torrente sanguineo e infecciones crénicas, como lo

es la neumonia (de Sousa et al., 2021).

S. aureus es una bacteria patdgena oportunista, de alta prioridad, gram positiva y anaerdbica
facultativa (Frieri et al., 2017). Es causante de enfermedades tales como neumonia, infecciones

de las vias respiratorias e infecciones cardiovasculares (Cheung et al., 2021)

S. epidermidis es un estafilococo comensal, gram positivo y anaerobio facultativo. Estas
bacterias suelen ser peligrosas para las personas inmunodeprimidas y los recién nacidos
(Bocian et al., 2020) Participa causando infecciones nosocomiales del torrente sanguineo,
infecciones cardiovasculares e infecciones de ojos, oidos, nariz y garganta (Vuong & Otto,
2002).
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2. HIPOTESIS

Las especies fungicas pertenecientes a la familia Stereaceae presentes en la region andino
patagonica, tienen la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios con actividad antioxidante

y antibacteriana frente a cepas de importancia clinica

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante, el potencial antimicrobiano y determinar el perfil quimico
mediante cromatografia GC-MS de los extractos totales de hongos andino patagdnicos

pertenecientes a la familia Stereaceae

3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos totatles pertenecientes a la familia
Stereaceae mediante ensayo DPPH y ABTS.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos totales pertenecientes a la familia
Stereaceae sobre distintas cepas de bacterias de importancia clinica

3. Determinar los nudcleos quimicos presentes en los extractos fangicos mediante un

cromatégrafo de gas acoplado a un espestrémetro de masa (GC-MS).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cultivo de cepas fungicas

Los cultivos miceliales puros se obtuvieron mediante la generacién de réplicas de cada hongo
ya aislados en placas Petri en el Laboratorio de Quimica aplicada y sustentable (LabQAS) en
la Universidad del Bio-Bio. Para ello cada placa Petri contiene medio de cultivo PDA (HiMedia

Laboratories), preparado a una concentracion de 39 ¢g/L. Las placas inoculadas fueron

almacenadas en una cadmara de cultivo en oscuridad y a temperatura ambiente.

Tabla 1. Cepas fungicas utilizadas en este estudio.

. ;. . GenBank GenBank
Especie Coédigo Localidad ITS LSU
Stereodiscus trivialis 1611 Argentina 0OP964613 OP558006
Gloeosoma mirabile 1612 Brasil MT568513 -

Stereum hirsutum 1672 Chile OP388911 -
Stereum hirsutum 1673 Chile - -
Gloeocystidiellum rajchenbergii 1683 Chile opP9o64677 -
Stereodiscus patagonicus 1688 Chile MT831057 0OP964739
Gloeosoma decorticans 1689 Chile MT831042 OP964776
Gloeosoma vitellinum 1716 Chile - -
Gloecystidiellum sp. 1726 Chile - -
Gloeocystidiellum sp. 1736 Chile OP558000 0OP964777

Luego de 30 dias, las cepas inoculadas en las placas Petri son cultivadas en medio liquido YPD
sin agar, compuesto por Levadura (3g/L), Peptona (10 g/L) y Dextrosa (20 g/L). Los cultivos
liquidos se realizaron en matraces de 1 L con 300 mL de medio de cultivo YPD, en agitacion
constante a 120 rpm con una temperatura de 20°C en una incubadora Shaking (LABWIT ZWY -
240).

4.2. Obtencion de extractos totales

Pasado 30 dias de fermentacién, se agrega acetato de etilo al medio de cultivo liquido en una
relacion 1:1 y se deja durante 24 hrs en movimiento a 120 rpm con una temperatura de 20°C,
para posteriormente realizar extraccion liquido-liquido. Ya separado el micelio desde el medio
de cultivo mediante filtracién, usando gaza y un embudo de porcelana Buchner en un matraz
Kitasato, acoplado a una bomba de vacio, se utiliza un embudo de decantacién para realizar la
extraccion liquido-liquido. Este paso se realiza 3 veces agregando en cada ocasion Acetato de
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etilo en una relacion 1:1 para extraer la mayor cantidad de metabolitos secundarios contenidos
en cada muestra de hongo. Finalmente se concentra la fase organica mediante un evaporador
al vacio (RE-2000 A Rotary Evaporator), en el cual se utiliza una bomba de vacio (Buchi V-100)
acoplada con un controlador de presion (Buchi Interface 1-100). El agua utilizada como
refrigerante de la columna del evaporador al vacio es recirculada por el equipo JSRC-13C,
manteniendo constantemente la temperatura a -4°C. Los extractos totales secos son
almacenados en viales y protegidos de la luz a 4°C, para asi ser usados posteriormente en cada

ensayo bioldgico.
4.3. ldentificacion de la composicion quimica de los extractos totales

Para obtener informacién general respecto a la quimica de los extractos totales, fue analizada
cada muestra y comparada mediante un cromatografo de gas con detector de masas (GC-MS),
a una concentracion de cada muestra de 2 mg/ml. La determinacién de los compuestos
presentes en los extractos totales fue realizada en un cromatografo de gas acoplado a un
espectrofotometro de masa GC-MS (Agilent 7890), System VLMSD, equipado con un inyector
automatico Agilent y usando una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm de didmetro interno,
con una pelicula de 0,25 pm de espesor). El espectrémetro de masas posee un detector HP
Modelo 5975. Como gas de arrastre se empled helio con un flujo de 1 mL/min. Las temperaturas
del detector e inyector fueron a 250 °C y 300 °C, respectivamente. El programa de temperatura
gue se utilizoé es de 100 °C 2 min, isotérmica de 41 100-280 °C, a 8 °C/min, 280 °C, con una
duracion de 40 min y un rango de barrido de masas 100- 500 AMU. Se inyecté 1 uL de la
muestra disuelto en acetato de etilo. Los porcentajes relativos de los componentes del extracto
fueron obtenidos desde el area bajo el peak. La identificacion de los compuestos fue confirmada
por comparacion de los espectros de masa con la base de datos de NIST17 (Hewlett Packard
Mass Spectral Library, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA).

4.4. Actividad biolégica de los extractos totales

Para cada extracto fungico se evalué la capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS (2,2-
azino-bis-3-etilbenzoazolina-6-sulfonato) y DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) en el Laboratorio
de Quimica de productos Naturales de la facultad de Ciencias naturales y Oceanograficas de la

Universidad de Concepcion, sede Concepcion. Asi también se evalud el potencial rol como
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agentes antibacterianos utilizando los criterios propuestos por la CLSI (2022) en el Laboratorio
de Investigacion en Agentes Antibacterianos (LIAA), perteneciente a la facultad de Ciencias

Biologicas de la Universidad de Concepcion, sede Concepcion.

4.5. Determinacién de actividad antioxidante mediante ensayo ABTS

El ensayo ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzoazolina-6-sulfonato) se determin6 usando el método
descrito por Re et al. (1999) con algunas modificaciones de Shah & Modi, (2015). La reaccion
del cation radical ABTSe es generada usando una concentracion de 7mM de la solucion ABTS
con 2,45 mM de la solucion de persulfato de potasio, ambas soluciones son preparadas con
agua destilada. Posteriormente se mezclan ambas soluciones en partes iguales, dependiendo
de la cantidad a utilizar, dejando en oscuridad a temperatura ambiente por un periodo de 16
hrs. Pasado el tiempo, la solucion con el radical generado, se diluye con Metanol hasta obtener
un valor de absorbancia de 0,70 + 0,02 a 754 nm. Para medir la actividad antioxidante, se toman
10 pL del extracto fangico y 190 pL de la dilucion del radical ABTSe. Después de 30 minutos se

realiza la lectura en espectrofotdmetro (Epoch de BioTek).

El % de inhibicion del radical ABTS se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion utilizada
por Masek et al. (2020):

Arc — A
% inhibicién = (CZ—E) % 100
CcS

Donde Acs es la absorbancia de la muestra control sin el extracto, y Ae es la absorbancia en
presencia del extracto flngico. A partir de los valores de % de inhibicidn se realiza una curva
para cada muestra, la cual permite calcular mediante ecuacién de la recta el valor IC 50
(concentracidn necesaria del extracto para inhibir un 50 % del radical). Dicho valor se expresa

en mg/ml.

Se prepara una solucién estandar de Trolox (1 mg/ml) con Metanol a diferentes concentraciones
(2,7 - 106,7 pg/ml) para comparar la actividad antioxidante de los extractos fungicos. Cada

ensayo fue realizado por triplicado.
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4.6. Determinacién de actividad antioxidante mediante ensayo DPPH

Para determinar la capacidad antioxidante mediante el ensayo DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo) se realiz6 el procedimiento descrito por Brand-Williams et al. (1995) con algunas
modificaciones. Se prepara en un frasco de vidrio completamente cubierto con papel de
aluminio una concentracion de 20 mg/L del radical DPPH+ en Metanol, dejando en oscuridad y
a temperatura ambiente durante 3 horas. Pasado el tiempo se toma una cantidad suficiente de
la solucién dependiendo de la cantidad a utilizar y se diluye con Metanol, llevando a una
absorbancia de 0,4 + 0,02 a 517 nm. Para medir la actividad antioxidante, se toman 25 pL del
extracto fangico y 100 pL de la solucion DPPHe. Después de 30 minutos se realiza la lectura en

espectrofotometro.

El % de inhibicidn del radical DPPH* se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion utilizada
por Masek et al. (2020):

Arc — A
% inhibicién = (CZ—E) x 100
CcS

Donde Acs es la absorbancia de la muestra control sin el extracto, y Ae es la absorbancia en
presencia del extracto fungico. A partir de los valores de % de inhibicién se realiza una curva
para cada muestra, la cual permite calcular mediante ecuacion de la recta el valor IC 50
(concentracion necesaria del extracto para inhibir un 50 % del radical). Dicho valor se expresa

en mg/ml.

Se prepara una solucién estandar de Trolox (1 mg/ml) con Metanol a diferentes concentraciones
(2,7 - 106,7 pg/ml) para comparar la actividad antioxidante de los extractos fungicos. Cada
ensayo fue realizado por triplicado.

4.7. Ensayo de difusion en agar frente a cepas bacterianas

El método de difusion en disco de agar fue utilizado para determinar la actividad antimicrobiana
basandose en Jacinto-Azevedo et al. (2021) con algunas modificaciones. Se utilizaron bacterias
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multirresistentes Gram positivas (Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC UC-459)) y Gram negativas (Escherichia
coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae (ATCC UC-295), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853)). Los cultivos de bacterias se inocularon en placas Petri con medio de cultivo TSA (40
gr/L) y se dejaron incubando por 16-24 horas a 37 °C. Luego, se tomaron colonias de bacterias
y de suspendieron en agua destilada estéril para obtener una turbidez estandar de 0,5
McFarland (1,5 x 108 UFC), para posteriormente ser inoculadas en placas con 25 ml de medio
Mueller-Hinton Agar (MHA). Los extractos totales fueron resuspendidos a una concentracion de
10 mg/ml en Metanol. Luego se afiadié un volumen de 10 pl de extracto a cada disco de papel
filtro Whattman N° 1 de 6 mm, equivalente a 100 pg de extracto. Como control positivo fue
usado el antibioético Imipenem (10 ug) y como control negativo Metanol. La actividad
antimicrobiana se determiné midiendo el halo de inhibicion después de 24 h de incubacién

(Aqueveque et al., 2015)

4.8. Andlisis de datos

Todos los resultados obtenidos de los ensayos antioxidantes (ABTS y DPPH) fueron
expresados como media + desviacién estandar (SD), ya que se evalud por triplicado cada
extracto fungico. En cuanto a la actividad antibacteriana, los resultados se analizaron utilizando
los criterios del Instituto de Estandares Clinico y de Laboratorio (CLSI 2022). Los extractos que
produjeron un halo de inhibicibn mayor o igual a 20 mm de diametro fueron considerados activos

contra las cepas bacterianas.
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5. RESULTADOS

5.1. Cultivo de cepas fangicas

Las cepas cultivadas presentan a nivel macromorfolégico un micelio blanquecino con
variaciones en su estructura, algunos mas rugosos que otros, con relieves y con un crecimiento
fragmentado, en todos oscureciéndose hacia el punto de inoculacién en el centro de la placa
(Figura 2).

Figura 2. Micelio en placa de hongos pertenecientes a la familia Stereaceae utilizados en este
estudio. 1) Stereodiscus trivialis (1611), 2) Gloeosoma mirabile (1612), 3) Stereum hirsutum
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(1672), 4) Stereum hirsutum (1673), 5) Gloeocystidiellum rajchenbergii (1683), 6)
Stereodiscus patagonicus (1688), 7) Gloeosoma decorticans (1689), 8) Gloeosoma vitellinum
(1716), 9) Gloecystidiellum sp. (1726), 10) Gloeocystidiellum sp. (1736).

5.2. Composicién quimica de los extractos

La composicidon quimica de cada extracto fue determinada mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (Anexo 1). Para ello cada extracto se preparé a una
concentracion de 2 mg/ml disueltos en acetato de etilo. Para cada muestra analizada, se
presenta el cromatograma gaseoso (Figura 3-12).

TIC jonhatan-1611.Didata.ms

Abundance

80000] ||
eocoo\

\
LWL

6(13 8(1) 1OCD 12(1) 14(D 16(1) 18CXJ Z)Q) 2(!) 24(1) 2600 2800

,E

Time (min)

Figura 3. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Stereodiscus trivialis 1611
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Figura 4. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de
Gloeosoma mirabile 1612
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Figura 5. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de
Stereum hirsutum 1672
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Figura 6. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Stereum hirsutum 1673
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Figura 7. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Gloeocystidiellum rajchenbergii 1683
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Figura 8. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Stereodiscus patagonicus 1688
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Figura 9. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Gloeosoma decorticans 1689.
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Figura 10. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Gloeosoma vitellinum 1716.
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Figura 11. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de
Gloecystidiellum sp. 1726.
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Figura 12. Cromatograma del extracto total de acetato de etilo del medio de cultivo de

Gloeocystidiellum sp. 1736.
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Figura 13. Una seleccion de nucleos quimicos mayoritarios presente en los extractos

fungicos utilizados en este estudio analizados por GC-MS.
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5.3. Evaluacioén de actividad antioxidante

Se determiné el valor IC 50 (concentracion necesaria para inhibir el 50 % del radical) para cada
extracto fungico utilizando el ensayo ABTS y DPPH. Cada ensayo se realizé por triplicado para

cada extracto fungico, determinando asi su desviacion estandar (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad antioxidante de los extractos fungicos utilizados en este estudio
pertenecientes a la familia Stereaceae mediante ensayo DPPH y ABTS.

Actividad antioxidante

Ensayo Ensayo

DPPHe ABTSe

IC 50 IC 50
Especie Cadigo (mg/ml)a (mg/ml)a
Stereodiscus trivialis 1611 4,04 £ 0,35 2,79 = 0,07
Gloeosoma mirabile 1612 0,87 £ 0,06 1,56 £ 0,13
Stereum hirsutum 1672 4,64 £ 0,23 1,26 +£ 0,04
Stereum hirsutum 1673 561+0,65 2,74 +0,01
Gloeocystidiellum rajchenbergii 1683 2,68 £ 0,10 1,39 £ 0,04
Stereodiscus patagonicus 1688 1,85 + 0,05 2,21 £ 0,05
Gloeosoma decorticans 1689 0,99 £+ 0,09 2,81 £0,29
Gloeosoma vitellinum 1716 2,99 £ 0,07 4,37 £0,42
Gloecystidiellum sp. 1726 1,28 £0,01 3,08 £ 0,06
Gloeocystidiellum sp. 1736 4,67 £ 0,06 3,72 £ 0,46
Trolox - 0,06 £ 0,01 0,18 £0,03

@ Los valores IC 50 representan la media + desviacion estandar por

triplicado

El ensayo ABTS mide la capacidad de los antioxidantes presentes en el extracto para neutralizar
el cation radical estable ABTSe cromdéforo azul-verde de maxima absorcion a 734 nm, cuya
intensidad disminuye en la presencia de antioxidantes. En cuanto al ensayo DPPH, se basa en
la donacién de electrones de los antioxidantes para neutralizar el radical DPPHe, esta reaccion

va acompafada por la decoloraciéon del radical DPPHe medido a 517 nm, actuando como
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indicador de la actividad antioxidante (Munteanu & Apetrei, 2021). En cuanto a los resultados
obtenidos se puede observar que para una misma especie existe gran diferencia en el valor IC
50, esto se puede deber al uso de diferentes reactivos para cada metodologia, diferentes
estructuras estereoquimicas de los radicales DPPH+ y ABTSe, la solubilidad de los extractos, la
polaridad y la capacidad de quelacion de metales por parte de los antioxidantes (Sridhar &
Charles, 2019). Sin embargo, especificamente se desconoce la interaccién que ocurre entre el
extracto fungico y los radicales ya que la reaccion que se produce se debe a una sinergia de
compuestos presentes en los extractos fungicos, por lo que son necesarios estudios mas

especificos que ayuden a responder esta interrogante.

5.4. Evaluacién de actividad antibacteriana

Para considerar un agente antibacteriano como efectivo contra una cepa bacteriana segun los
criterios del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), el halo de inhibicién debe ser
mayor o igual a 20 mm con 30 pg de extracto. Se evaluo la actividad antibacteriana utilizando
el método de difusion en papel de disco de agar, sobre 6 cepas bacteriana de interés clinico
(Figura 14)
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Figura 14. Cultivos de bacterias utilizadas en este estudio. 1) Klebsiella pneumoniae (ATCC
1706), 2) Enterococcus faecalis (ATCC 29212), 3) Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990),
4) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 5) Escherichia coli (ATCC 25922), 6)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

La cantidad de extracto utilizado en los ensayos fue de 100 ug. Los extractos fungicos no

ejercieron ningun efecto sobre las cepas bacterianas probadas, pasado 24 h de incubacion

(Tabla 3)

Tabla 3. Actividad antibacteriana de los extractos fangicos utilizados en este estudio

perteneciente a la familia Stereaceae

Bacterias Extractos (100 pg) Control
1611 1612 1672 1673 1683 1688 1689 1716 1726 1736 Imipenem

Klebsiella pneumoniae - - - - - - - - - - 30

Enterococcus faecalis - - - - - - - - - - 27

Staphylococcus epidermidis - - - - - - - - - - 49
Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - - - 25
Escherichia coli - - - - - - - - - - 27
Staphylococcus aureus - - - - - - - - - - 45
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6. DISCUSION

Los metabolitos secundarios provenientes de hongos han demostrado ser una fuente
abundante de nuevos compuestos bioactivos. El cultivo de hongos en medio liquido ofrece
muchas ventajas importantes, ya que la cepa cultivada es capaz de producir compuestos y

liberarlos al medio en el que esta inmerso (Aqueveque et al., 2017b).

El analisis de GC-MS revel6 la presencia de compuestos que presentan una amplia gama de
bioactividades, destacando en su mayoria compuestos que son agentes antioxidantes y
antibacterianos (Anexo 1). Dentro de las estructuras quimicas de relevancia presente en los
extractos, S. trivialis 1611 presenta un compuesto clorado denominado drosofilin A metil éter
(CAS# 000944-78-5), compuesto halogenado que en su mayoria son reportados exhibiendo un
amplio espectro de bioactividad (Anke & Weber 2009). S. hirsutum 1672 present6 dentro de su
composicién quimica Orcinol (CAS# 000504-15-4), compuesto fendlico que exhibe una notable
actividad antioxidante (da Silva et al., 2020). S. patagonicus 1688 presentdé un anillo Pirrol
(CAS# 019179-12-5) y Gloeocystidiellum sp. 1736 wuna estructura denominada
Bencenopropanol (CAS# 000122-97-4), ambos compuestos han sido reportados generando
actividad antioxidante importante y actividad antibacteriana (Rajalakshmi et al., 2016; Ser et al.,
2015).

La actividad antioxidante evaluada para cada extracto fungico fue bastante elevada para ambos
ensayos (ABTS Y DPPH), lo que tiene una estrecha relacion respecto a la composicion quimica
gue poseen. Todas las especies presentaron un IC 50 por debajo de los 6 mg/ml, demostrando
gue la cantidad de extracto necesaria para inhibir el 50 % del radical oxidante es minimo. G.
mirabile (1612) resulté ser la especie con mejor actividad antioxidante para el ensayo DPPH
con un IC 50 de 0,87 £ 0,06 mg/ml, mientras que para el ensayo ABTS con un IC 50 de 1,26 +
0,04 mg/ml, la especie S. hirsutum (1672) resulté ser la mejor especie con actividad
antioxidante. Se han reportado valores de IC 50 en otras familias de hongos de las especies
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, Grifola frondosa, Lentinus edodes y Russula
sanguineae que exhiben un valor IC 50 por sobre los 50 mg/ml (Wu & Xu, 2015),
concentraciones que son, al menos, 10 veces superior a las demostradas por las especies de

la familia Stereaceae en este trabajo.
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Se evalud la actividad antibacteriana de los extractos totales de las 10 cepas fungicas, frente a
6 bacterias de relevancia clinica. La cantidad del extracto utilizado en el ensayo fue de 100 ug
por cada disco de papel filtro. Los extractos no ejercieron ningun efecto sobre las cepas
bacterianas utilizadas. Posiblemente uno de los motivos por lo que sucedi6 esto es la cantidad
de extracto utilizado, ya que, segun la CLSI, la cantidad a utilizar es para compuestos puros.
No es lo mismo realizar ensayos utilizando moléculas puras y aisladas, que utilizar extractos
totales ya que el compuesto que produce actividad antibacteriana puede que esté en muy poca
concentracion dentro del extracto. Otro motivo por el cual no ejercieron actividad antibacteriana
los extractos se puede deber a que el agar es una preparacion acuosa y los compuestos
apolares no difundieron, por lo que las moléculas que ejercen actividad antibacteriana no
lograron difundir al medio y visualizarse halos de inhibicién (Vallavan et al., 2020). Debido a
esto, no fue posible realizar ensayos antimicrobianos de mayor sensibilidad como el de la
concentracion minima inhibitoria o la concentracion minima bactericida descrita en el trabajo de
Liu et al., (2013).

Los resultados de este trabajo evidenciaron que los extractos totales utilizados en este estudio
pertenecientes a la familia Stereaceae presentan un valioso potencial para futuras aplicaciones
CcOmo nuevos agentes antioxidantes naturales. Para lograrlo se deben caracterizar con precision
la quimica de estos extractos y realizarse estudios farmacoldgicos exhaustivos (Dokhaharani et
al., 2021).
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio evalud la composicion quimica, la actividad antioxidante y el rol potencial
como agente antibacteriano de 10 especies fungicas pertenecientes a la familia Stereaceae,
Stereodiscus trivialis (Speg.) Rajchenb. & Pildain (cédigo 1611), Gloeosoma mirabile (Berk. &
M.A. Curtis) Rajchenb., Pildain & Riquelme (codigo 1612), Stereum hirsutum (Willd.) Pers.
(codigo 1672), Stereum hirsutum (willd.) Pers. (cbdigo 1673),
Gloeocystidiellum rajchenbergii Gorjon & Hallenb. (codigo 1683),
Stereodiscus patagonicus (Nogal, Telleria, M. Duefias & M.P. Martin) Rajchenb. & Pildain
(codigo 1688), Gloeosoma decorticans Rajchenb., Pildain & Riquelme (cédigo 1689),
Gloeosoma vitellinum (Lév.) Bres. (cédigo 1716), Gloecystidiellum sp. (cédigo 1726) y
Gloeocystidiellum sp. (Cédigo 1736).

Basado en los compuestos quimicos presentes en cada extracto, se demostro que estos hongos
presentan metabolitos secundarios que les permite ser buenos agentes antioxidantes y

antibacterianos.

La actividad antioxidante de los 10 extractos fungicos demostré ser elevada, evidenciada en un
IC 50 por debajo de los 4,5 mg/ml en el ensayo ABTS y 6,0 mg/ml en el ensayo DPPH. En
cuanto a la actividad antibacteriana de los extractos totales, fue nula frente a las 6 cepas
bacterianas a una concentracién de 100 pg, sin embargo, se propone evaluar la actividad
antibacteriana utilizando otro tipo de técnica para poder definir mejor esta actividad, ya que los
metabolitos presentes en la composicion quimica de los extractos revelan un potencial

antibacteriano para cada cepa fangica

Los resultados evidenciados en este estudio abren camino a seguir estudiando los hongos
pertenecientes a la familia Stereaceae de manera ain mas especifica, realizando exploraciones
adicionales para determinar qué tipo de compuestos son responsables de las propiedades
evidenciadas y asi generar un escalamiento en la produccion de nuevos agentes bioactivos

basado en los productos naturales.
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9. ANEXO 1

Tabla 4. Composicion quimica de los extractos totales de las cepas fungicas pertenecientes a

la familia Stereaceae

TR Masa AR Fl
(min) D FM molecular CASH (Area%) (Qual)
12,010 1,2,4,5-tetracloro-3,6-dimetoxibenceno C8H6CI402 274 000944-78-5 2,36 99
14,384 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 1,90 96
o 14,989 Acido heptadecanoico C17H3402 270 000506-12-7 1,29 98
& 15,159 Acido cis-10-heptadecenoico C17H3202 268 029743-97-3 2,37 97
16,048 Acido oleico C18H3402 282 000112-80-1 3,55 93
21,248 Decanodioato de bis(2-etilhexilo) C26H5004 426 000122-62-3 2,03 93
14,393 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 7,60 99
N 16,057 Lineoleato de metilo C19H3402 294 1000336-44-2 4,73 99
9 21,248 Decanodioato de bis(2-etilhexilo) C26H5004 426 000122-62-3 2,19 92
21,409 Escualeno C30H50 410 000111-02-4 14,50 99
7,945  Orcinol C7H802 124 000504-15-4 10,44 97
8,711  4-metoxibenzoato de etilo C10H1203 180 000094-30-4 2,88 96
13,987 Hexadecanoato de metilo C17H3402 270 000112-39-0 1,24 98
«~ 14,431 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 8,24 99
%5 15,613 Lineoleato de metilo C19H3402 294 002462-85-3 10,81 99
15,660 (Z)-octadec-13-enoato de metilo C19H3602 296 1000333-58-3 2,26 99
21,182 (3 E,12 Z)-nonadeca-1,3,12-trieno C19H34 262 1000131-11-3 0,80 93
21,248 Decanodioato de bis(2-etilhexilo) C26H5004 426 000122-62-3 1,48 87
21,409 Escualeno C30H50 410 000111-02-4 7,33 99
7,680  4-metoxibenzoato de metilo C9H1003 166 000121-98-2 18,42 97
8,001  Orcinol C7H802 124 000504-15-4 4,03 93
o 8,578  4-(2-hidroxietil)fenol C8H1002 138 000501-94-0 3,31 87
5 10,289 Acetato de 2-(4-hidroxifenil)etilo C10H1203 180 058556-55-1 3,35 86
13,986 Hexadecanoato de metilo C17H3402 270 000112-39-0 0,78 96
14,403 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 8,46 99
15,613 Lineoleato de metilo C18H31CIO 298 002462-85-3 3,71 99
14,403 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 6,27 99
15,613 Lineoleato de metilo C19H3402 294 000112-63-0 1,70 99
8 16,086 Acido linoleico C18H3202 280 000060-33-3 21,21 99
€ 16,208 Linoleato de etilo C20H3602 308 000544-35-4 4,61 99
16,256 Acido linoleico C18H3202 280 000060-33-3 1,92 95
21,248 Decanodioato de bis(2-etilhexilo) C26H5004 426 000122-62-3 2,90 93
12,540 Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona, hexahidro-3-(fenilmetil)- C7H10N202 154 019179-12-5 0,45 83
13,987 Hexadecanoato de metilo C17H3402 270 000112-39-0 0,48 98
14,431 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 5,35 99
8 15,613 Lineoleato de metilo C19H3402 294 000112-63-0 2,41 99
9 16,133 Acido linoelaidico C18H3202 280 000506-21-8 17,57 99
16,256 Acido linoleico C18H3202 280 000060-33-3 5,32 99
17,845 Acido linoleico C18H3202 280 002420-56-6 0,24 90
25,579 Ergosterol C28H440 396 000057-87-4 3,43 99
8,786  Precoceno 1 C12H1402 190 017598-02-6 0,37 91
12,965 Aromadendreno C15H24 204 025246-27-9 0,88 90
14,374 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 2,99 99
15,584 Acido 8,11-octadecadienoico, éster metilico C19H3402 294 056599-58-7 0,47 99
15,849 Estearato de metilo C19H3802 298 000112-61-8 0,16 96
& 16,000 Acido linoleico C18H3202 280 002420-56-6 2,41 99
9 16,076 Acido linoelaidico C18H3202 280 000506-21-8 0,50 94
16,190 Linoleato de etilo C20H3602 308 000544-35-4 0,65 99
16,218 Acido estearico C18H3602 284 000057-11-4 0,83 98
17,305 Eicosano C20H42 282 000112-95-8 0,18 96
18,118 Tetracosano C24H50 338 000646-31-1 0,35 98
21,087 Octacosano C28H58 394 000630-02-4 0,45 99
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1716

1726

1736

TR Masa AR Fl
(min) D FM molecular CASH (Area%) (Qual)
7,973  4-(2,2-Dimetil-6-metilenciclohexil)butan-2-ona C13H220 194 013720-12-2 2,62 81
10,554 2,2,5,6-tetrametil-3 H-1-benzofurano C12H160 176 063577-97-9 5,82 80
12,540 Drimenol C15H260 222 000468-68-8 5,16 99
18,156 Tetracosano C24H50 338 000646-31-1 0,59 97
18,941 Pentacosano C25H52 352 000629-99-2 0,86 96
19,698 Eicosano C20H42 282 000112-95-8 1,05 96
13,968 Hexadecanoato de metilo C17H3402 270 000112-39-0 0,23 96
14,374 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 5,32 99
16,010 Lineoleato de metilo C18H3202 280 000060-33-3 12,26 99
16,180 Linoleato de etilo C20H3602 308 000544-35-4 3,33 99
18,119 Eicosano C20H42 282 000112-95-8 0,36 98
5,562  Bencenopropanol C9H120 136 000122-97-4 6,20 96
14,384 Acido palmitico C16H3202 256 000057-10-3 1,10 96
16,019 Acido linoleico C18H3202 280 000060-33-3 3,61 99
16,209 Linoleato de etilo C20H3602 308 000544-35-4 1,33 99
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