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RESUMEN

Del extracto en acetato de etilo del hongo
comestible Laccaria laccata se aislaron 3
acidos grasos, 6 esteres etilicos, 5 este-
roles y un triterpeno ergostanico.

Los compuestos se identificaron por
EM como 4cido palmitico, acido linoléico
y acido oléico, hexadecanoato de etilo,
8-octadecenoato de etilo, 9-octadecenoato
de etilo, 9,12-octadecadienoato de etilo,
estearato de etilo, eicosanoato de etilo, er-
gosta-2,5,7,9(11),22-pentaeno, ergosta-
5,7,22-trien-36-0l (ergosterol), ergosta-
7,22-dien-3B-o0l, ergosta-7-en-33-ol, er-
gosta-5,7,9(11),22-tetraen-33-o0l y estig-
mast-5-en-33-ol. Tanto los ésteres como
los dos dltimos compuestos se reportan
por primera vez en la especie laccata.

Palabras clave: esteroles, macromi-
ceto, hongo comestible, Laccaria lacca-
ta, acidos grasos.

ABSTRACT

From the extract in ethyl acetate of the ea-
table fungus Laccaria laccata were isola-
ted three fatty acids, 6 ethylic esters, 5
sterols and an ergostanic triterpene.

The compounds were identified by
M.S. as palmitic, linoleic and oleic acid,
ethyl Hexadecanoate, ethyl 8-octadece-
noate, ethyl 9-octadecenoate; 9,12-ethyl
octadecadienoate, ethyl estearate, ethyl ei-
cosanoate, ergost-2,5,7,9(11),22-pentae-
ne, ergost-3,7,22-triene-33-ol (ergoste-
rol), ergost-7-22-diene-33-ol, ergost-7-
ene-33-ol, ergost-5,7,9 (11),22-tetraen-
3p-ol and estigmast-5-ene-33-ol. The es-
ters and the two latter compounds are re-
ported by first time in the Laccata mush-
room.

Key words: Sterols, macromycete,
eatable fungus, Laccaria laccata, fatty
acids.
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RESUMO

Do extrato em acetato de etilo do fungo
comestivel Laccaria laccata, isolaram-se
3 4cidos graxos, 6 ésteres etilicos, 5 este-
réis e um triterpeno ergostanico.

Os compostos identificaram-se por
E.M. como acido palmitico, acido linoléi-
co e acido oléico, hexadecanoato de etilo,
8-octadecenoato de etilo, 9-octadecenoato
de etilo, 9,12-octadecadienoato de etilo,
estearato de etilo, eicosanoato de etilo, er-
gosta-2,5,7,9(11),22-pentaeno, ergosta-
5,7,22-trien-38-0l (ergosterol), ergosta-
7,22-dien-33-0l, ergosta- 7-en-3$-ol, er-
gosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-0l y estig-
mast-5-en-343-ol.

Os ésteres e os dois Ultimos esterois re-
portaram-se pelo primeira vez na espécie
laccata.

Palavras-chave: esterdis, macromi-
ceto, fungo comestivel, Laccaria lacca-
ta, 4cidos graxos.

INTRODUCCION

Las investigaciones realizadas sobre los
metabolitos secundarios en hongos macro-
micetos se centran casi exclusivamente en
aquellas especies que se han empleado
desde siempre en las culturas orientales
para el tratamiento de varias enfermeda-
des, y cuyo estudio ha arrojado la presen-
cia de componentes con bioactividad, en-
tre las cuales se encuentran adaptogénica,
antihipertensiva, antialergénica, hipoco-
lesterolémica (triterpenoides), inmuno-
moduladora, antiviral (triterpenos tetraci-
clicos), antibacterial, antibidtica, pro-vita-
mina D (esteroles y sesquiterpenos), hepa-
toprotectora (4cidos lanostanicos), anti-
flngica (ésteres diterpénicos), antitumoral
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(esteroles, lactonas, acidos esteroidales,
beta y heteroglucanos y enzimas), insecti-
cida (ecdisteroides), antimicrobiana (al-
dehidos sesquiterpénicos insaturados) e
inmunoestimulativa (beta, heteroglucanos
y enzimas) entre otras. Sin embargo, se ha
dejado de lado el estudio quimico de los
hongos comestibles, los cuales también
pueden presentar dentro de sus constitu-
yentes metabolitos con bioaccion.

En el caso del hongo Laccaria laccata,
sus estudios se han basado casi exclusiva-
mente en su calidad nutricional y en su apli-
cacion agrondmica ya que posee caracter
ectomicorricico, propiedad que lo hace be-
neficioso en plantaciones que se encuentran
en terrenos de poca fertilidad (1, 2), hallan-
dose solo un estudio quimico preliminar so-
bre sus metabolitos secundarios (3).

En el presente articulo se muestran los
resultados obtenidos del estudio quimico
de los metabolitos secundarios de la frac-
cion en éter de petrdleo y en acetato de
etilo (AcOEt) provenientes del extracto
etanodlico de dicho hongo, el cual arroja
como resultado la presencia de tres acidos
grasos, seis ésteres, cinco esteroles y un
triterpeno ergostanico.

MATERIALES Y METODOS

La recoleccion fue realizada en el parque
natural represa del Neusa (Colombia),
zona de alta pluviosidad, con una tempe-
ratura promedio de 16,5 °C y una altura
cercana a los 3000 msnm, en agosto de
2004. El hongo se encontré como una es-
pecie gregaria, desarrollandose princi-
palmente en los bosques de pino, y fue
identificado por el ingeniero agrénomo
Luis Guillermo Henao de la Fundacién
Inguedé.
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Del hongo previamente limpio, seco y
molido se sometieron a extraccién con
etanol del 96% 500 g, durante ocho dias
con remocién diaria de solvente. El ex-
tracto etandlico obtenido se concentré al
vacio y se saponific6 de la manera usual.
La parte saponificada se traté con HCI
(dil) hasta pH 4cido al papel universal con
el fin de regenerar los 4cidos, los cuales
se extrajeron con éter de petrdleo. A la
fraccion insaponificable, previa neutrali-
zacion, se le efectio particion AcOEt/
agua 1:1. La fase orgénica se llevo a se-
quedad (5,5 g), se procedi6 a la separa-
cion de los compuestos presentes em-
pleando cromatografia de columna (CC)
en silica gel, con una relacién muestra:si-
lica 1:30, utilizando como eluyente diclo-
rometano/acetato de etilo 95:5 con gra-
diente de elusion desde O hasta 5% de
AcOE:t.

En todos los casos las fracciones se ca-
racterizaron por CG-EM en un cromat6-
grafo Hewlett Packard 6890 (Columna
Capilar HP5 30 m; 0,33 mm didmetro in-
terno, y 25 um de espesor. Gas de arras-
tre He 4,5 a 1 ml/min modo split 1:10.
Temperatura desde 90 °C hasta 300 °C a
5 °C/min) acoplado a espectrémetro de
masas 5973 (70eV en modo scan).

RESULTADOS Y ANALISIS

Los componentes de la fraccion saponifi-
cada fueron identificados como los acidos
palmitico, linoleico y oleico, con base en
los rompimientos caracteristicos de esta
clase de compuestos como son [M -
agua]*, [M-OH]*, [M - CO,H]" y pérdi-
das consecutivas de 14 unidades de masa,
asi como el pico m/z 60, que corresponde
al rearreglo de McLafferty.

De la separacion por columna de la
parte insaponificada se obtuvieron dos
fracciones denominadas A y B. De la
fraccién A se aislaron 6 compuestos que
en su espectro de masas presentan iones
caracteristicos de ésteres de cadena alifa-
tica, como son el producido por el rearre-
glo de McLafferty (m/z = 88 u.m.a), asi
como los iones correspondientes a pérdi-
das de etilo [M - 29]*, pérdida de etoxilo
[M-45]", y pérdidas sucesivas de metile-
no, lo que permitié identificarlos como
hexadecanoato de etilo (palmitato de eti-
lo), estearato de etilo y eicosanoato de eti-
lo. Los tres compuestos restantes, ade-
mas de contar con algunos de los iones
antes mencionados, tienen en comun la
presencia de sefiales correspondientes a
fragmentaciones tipicas de cadenas do-
blemente insaturadas, como son los iones
de la serie C,H,, 5 (67, 81, 95, 109,123,
137...), y la presencia de iones de la serie
C.Hy 1"y CH,o ™. Ademas del ion tipi-
co de ésteres etilicos a m/z = 88; aparece
un fragmento m/z 81, que es debido a un
rearreglo con un hidrégeno gama a un do-
ble enlace y luego una ruptura de tipo A3
con el otro doble enlace, formandose un
carbocatién (CH,=CH-CH,-CH*-CH=
CH,) en posicion alilica a un doble enlace
cuya estabilidad es alta (4). El patrén de
fragmentacion descrito anteriormente
permite identificarlos como: 8-Octadece-
noato de etilo, 9-octadecenoato de etilo
(Oleato de etilo), y 9,12-octadecadienoa-
to de etilo.

La fracciéon B estd constituida por 6
compuestos de carécter triterpénico
(I-VI) (Figura 1).

Compuesto I. Su espectro de masas

(IE) 70 eV m/z (in. Rel.) muestra un
[M]" am/z = 394 (85), consistente con la
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Figura 1. Compuestos de caracter triterpénico.

formula molecular C;0Hs,0, y fragmenta-
ciones tipicas de esteroles como son: 379
[M - metilo]* (70), 376 [M - H,0]"
(100), 361 [M - Metilo - H,O]* (65), 269
[M - Cadena lateral]* (90) , 251 [M - Ca-
dena lateral - H,O]* (94), 209 [fisi6n ani-
llo D - H,0]* (36) y 141 [M - H,0 - Fi-
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sién anillo C - metilo]* (43), que con-
cuerda con lo reportado para el ergosta-
5,7,9(11),22-tetraen-35-ol. (5, 6).

Compuesto II. Este compuesto pre-
senta en el EM (IE) 70 eV m/z (in. Rel.)
un [M]* = 396 (55) u.m.a. (C,xHy0), y
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los iones caracteristicos de esteroles. El
pico am/z = 381 [M - metilo]* (78), 378
[M - H,0]* (65), 363 [M - metilo - H,0]*
(75), 337 [M - 59]* (60), asi como los io-
nes especificos m/z = 271 [M - cadena la-
teral] ™ (68), m/z = 253 [M - cadena late-
ral - agua]* (85), m/z = 229 [fisi6n del
anillo D] (45), m/z = 211 [fisién del
anillo D - H,0]" (50), los cuales se pre-
sentan cuando el ndcleo es diinsaturado.
Las fragmentaciones con m/z = 158 [fi-
sién anillo C]*, 143 [158 - metilo] " y 128
[158 - dos grupos metilo]* muestran con
gran claridad que el esterol es del tipo
A*7-3B-hidroxiandrostano presentando to-
tal coincidencia con lo reportado para el er-
gosta-5,7,22, trien-33-ol, mejor conocido
como ergosterol, el cual es el esterol mas
abundante en los hongos superiores (7).

Compuesto III. Revela en el EM (IE)
70 eV m/z (in. Rel.), el pico de i6n mole-
cular en 398 u.m.a., concordante con la
férmula condensada C,sH,O, asi como
picos a m/z = 383 [M - metilo]" (42),
380 [M - H,0]" (65), 365 [M -Metilo -
H,O]" (78), 337 [M - 59]" (55) pérdida
de isopropilo y los iones caracteristicos
m/z = 273 [M - cadena lateral]* (72),
271 [M - cadena lateral — 2H]" (65), 255
[273 - H,0]* (77), 213 [fisién del anillo D
- H,0]" (41), para esteroles monoinsatu-
rados.

Haciendo uso de los picos diagnosti-
cos, el ibn am/z = 246 (46) permite loca-
lizar la insaturacién del nicleo en el C-7,
y los fragmentos m/z = 273 [M - cadena
lateral]* y m/z = 300 (38), localizan la
instauracion de la cadena lateral en el
C-22, lo que permiti6 identificarlo como
ergosta-7,22 - dien-33-ol (8) (9) (10).

Compuesto IV. Su EM (IE) 70 eV m/z
(in. Rel.), muestra un [M]* a m/z = 400
(65), consistente con la formula condensa-
da CyxH,0. Este compuesto presenta, al
igual que el anterior, los iones generales
para esteroles, y los caracteristicos para
nticleos A’, salvo la no aparicion del i6n a
m/z = 300, de donde se deduce que la ca-
dena lateral es saturada. El anlisis del es-
pectro de masas permite identificarlo
como ergosta-7-en-36-ol (11).

Compuesto V. Presenta en su EM
(IE) 70 eV m/z (in. Rel.), un i6n molecu-
lar en m/z = 414 (65) (C,Hs,0), y las
fragmentaciones generales de esteroles
enm/z = 399 [M - metilo] " (36), 396 [M
- metilo - agua] * (85), 273 [M - cadena la-
teral] ™ (73), 255 [M - CL - agua]™ (85),
m/z = 231 [fisién del anillo D]* (54),
213 [fision del anillo D - agua]™® (50); y
los correspondientes a m/z = 329 [M -
85]* (41) y 303 [M - 111]* (38) caracte-
risticos de esteroles con insaturacion en el
C-5. La pérdida de 141 u.m.a, corres-
pondientes a la cadena lateral, sugiere el
aumento de la misma en un metileno en el
carbono 24, lo que esté acorde con las ru-
tas biosintéticas en los hongos (12), y per-
mite proponer como estructura para el
compuesto la correspondiente al estig-
mast-5-en-33-o0l, compuesto que tiene
como caracteristica estructural —-que lo
diferencia de los esteroles comunes- la
presencia de un grupo etilo en la posicién
24. Cabe anotar que compuestos triterpe-
noides con esta misma caracteristica se
han aislado de hongos poliporaceos (13).

Compuesto VI. Su EM (IE) 70 eV
m/z (in. Rel.), muestra un [M]* am/z =
376 (70), que se encuentra acorde con la
formula C,gH,o. La ausencia en el espec-
tro de masas de un ién a [M - agua] *, des-
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carta la posibilidad de que sea un esterol,
y hace suponer que en el anillo A se en-
cuentra localizada una de las insaturacio-
nes, pero la presencia de picos debidos a
la pérdida de metilo (m/z = 361) (92) y
cadena lateral (m/z = 251) (100), asi
como los iones a m/z = 209 (52), 156
(72) y 141(47), que sugieren la presencia
de un niicleo esteroidal A>7°UY hacen in-
ferir que se trata de un triterpeno tetraci-
clico. La cadena lateral se pierde gracias
auna ruptura del enlace C-C en los carbo-
nos C17-C20, originando el i6bn a m/z =
251, que por la posicién alilica de la carga
positiva origina un carbocatién bastante
estable, constituyéndose asi en el pico
base. Debido a la pérdida de 125 u.m.a,
se logra situar una de las insaturaciones
en la cadena lateral, y de esta misma for-
ma ubicar 3 dobles enlaces en lo que resta
de molécula (m/z = 251). Este i6n a su
vez pierde un grupo metilo y un hidroge-
no originando el ibn a m/z = 235. Por fi-
sion del anillo D en los carbonos
C13-C17y C15-C16 con transposicion de
un hidrégeno se forma el i6n am/z = 225
(40), y el i6bn a m/z = 209 que a su vez
pierde un grupo metilo para formar el i6n
am/z = 194 (64). La fision del anillo C
con transposicién de H conlleva la forma-
cion del i6n a m/z = 156, que también
pierde un metilo y forma el i6n a m/z =
141, caracteristico de triterpenos tetraci-
clicos con insaturaciones en los carbonos
5,7y 9. De acuerdo con el anilisis men-
cionado, y teniendo en cuenta las rutas
biosintéticas en los hongos (12), logra
identificarse como: Ergosta- 2,5,7,9
(11),22-pentaeno que fue reportado por
primera vez en el hongo Laetiporus sulp-
hureus (14).

Los acidos grasos han sido propuestos
por algunos autores como marcadores
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quimiotaxondmicos. En el caso del hongo
estudiado los componentes mayoritarios
de la fraccién de 4cidos grasos correspon-
den a los compuestos C16:0, C18:1,
C18:2, A%, 1o cual coincide con las in-
vestigaciones realizadas en 13 hongos ec-
tomicorricicos (15).

Diferentes reportes han demostrado
que la aparicion de dichos compuestos es
comun a varias familias, asi como la va-
riabilidad en la cantidad de los mismos
(16, 17). Los resultados obtenidos arro-
jan que el uso de ellos como un recurso
quimiotaxondmico es debatible. Sumado
a esto se sabe que el contenido de 4cidos
grasos puede variar dependiendo de la
parte (pileo, lamela) o fase de crecimien-
to del basidiocarpo analizado, por lo que
los estudios se han dirigido al analisis de
las esporas para el planteamiento de es-
quemas que ayuden a la diferenciacion
entre especies haciendo uso del contenido
de 4cidos grasos (18).

Es conocido que el componente mayo-
ritario en hongos superiores a nivel de
compuestos triterpenoidales es el ergoste-
rol (II); sin embargo, el presente estudio
revela que dicha posicién en la especie
laccata la ocupa el ergosta-7,22-dien-
3p-ol (III), con lo cual éste marca una di-
ferencia en relacién con las demas setas.
Dicha diferencia puede deberse a los
cambios morfolégicos que implican el de-
sarrollo de una ectomicorriza, como por
ejemplo cambios bioquimicos importan-
tes como son la acumulacion de polipépti-
dos, dando como resultado una reorgani-
zacion estructural de las proteinas, por tal
razén se esperan cambios dramaticos en
el patréon de metabolitos secundarios y,
por qué no, en la cantidad de cada uno de
ellos, que podrian en un futuro explicar
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claramente las interacciones entre las rai-
ces de los arboles y el suelo que soporta el
hongo ectomicorricico (19).

No obstante la presencia de los estero-
les (I, II, III, IV) cominmente encontra-
dos en hongos comestibles, y siendo la
Laccaria laccata una seta consumida
principalmente por tribus indigenas, se ve
la importancia en la dieta, lo cual promo-
veria su introduccién en la alimentaciéon
de otros sectores de la poblacidn, asi
como la implementacién de técnicas para
su cultivo, lo que abriria nuevos horizon-
tes en su estudio.

Cabe anotar que en los reportes sobre
el analisis quimico del contenido graso de
la Laccaria laccata éste solo arroja la pre-
sencia de 4cidos grasos, de manera que
los ésteres identificados en la presente in-
vestigacion se reportan por primera vez.
Lo mismo sucede con el estigmast-
5-en-34-ol (V) y el ergosta- 2,5,7,9(11),
22-pentaeno (VI).
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