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RESUMEN

El hongo del género Ganoderma contiene componentes como polisacaridos, triterpenos y
compuestos fendlicos que presentan propiedades antioxidantes. Los métodos de extraccion vy el
solvente utilizado, influyen en la cantidad de compuestos obtenidos del hongo. El objetivo fue
optimizar el proceso de extraccion de Ganoderma curtisii colectado en la localidad de la Escalera en
Michoacdn. Se efectlo la caracterizacion fisicoquimica del material de estudio y por
espectrometria de absorcién atdmica se comprobd la ausencia de plomo, cadmio, cobre, cromo,
niquel, y arsénico. Se utilizaron dos metodologias de extraccion, por calentamiento directo y por
Soxhlet. Los extractos fueron analizados por HPTLC, CG/EIMS vy el método fenol sulfurico para la
cuantificacidn de azucares. Se establecid el método de extraccion por calentamiento directo para la
optimizacidn de compuestos activos de G. curtisii usando un disefio central compuesto para la
extraccion etandlica y otro para la acuosa. Los factores de estudio fueron temperatura y tiempo de
extraccién vy las variables de respuesta fueron rendimiento de polisacaridos y triterpenos. Se
determind que para la extraccidon etandlica la temperatura de 74°C durante 117 minutos es la
Optima para una mayor extraccion de compuestos terpénicos. La temperatura y tiempo 6ptimos
para la extraccién de polisacaridos (105 mg) fue de 81°C y 122.5 minutos. Se observé que en la
extraccién etandlica, la temperatura fue significativa en el rendimiento de triterpenos. Se
identificaron derivados de ergostanol, acidos grasos, azUcares, acidos carboxilicos, acido ganodérico
A vy acido ganodérico C,.

Se determind la actividad antioxidante por DPPH de los extractos etandlico, hidroalcohdlico y
polisacaridos, presentando porcentajes de inhibicion a 1 mg/ml de 90%, 89% y 83%
respectivamente la cual estd directamente relacionada con la concentracién del extracto. Se
determinaron polifenoles totales, los cuales se correlacionan con la capacidad antioxidante de los

extractos.

Palabras clave: Extraccion, triterpenos, polisacaridos, compuestos fendlicos, antioxidante.
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ABSTRACT

The fungi of the genus Ganoderma contains components like triterpenes, polysaccharides and
phenolic compounds having antioxidant properties. Methods of extraction and the solvent used,
influence the amount of obtained compounds. The aim was to optimize the extraction of
Ganoderma curtisii collected in the locality of La Escalera in Michoacan. Physicochemical
characterization of study material was performed and atomic absorption spectrometry confirms
absence of lead, cadmium, copper, chromium, nickel, and arsenic. Two methods of extraction were
used by direct heating and Soxhlet. The extracts were analyzed by HPTLC, GC / EIMS and phenol
sulfuric method for quantification of sugars. Extraction method by direct heating was established to
optimize G. curtisii active compounds using a central composite design for ethanol extraction and
other for aqueous extraction. Factors studied were temperature and extraction time and response
variables were yield of polysaccharides and triterpenes. It was determined that for ethanol
extraction temperature of 74 °C during 117 minutes was optimal for higher extraction of terpene
compounds. Optimum temperature and time for extraction of polysaccharides (105 mg) were 81 °C
and 122.5 minutes. It was observed that in ethanolic extraction, temperature was significant in the
yield of triterpenes. Ergostanol derived compounds, fatty acids, sugars, carboxylic acids, ganoderic
acid A and ganoderic acid C; were identified. DPPH scavenging activity percentage was determined
on ethanol, hydroalcoholic and polysaccharides extracts, scavenging activity percentage at 1 mg/ml
was 90%, 89% and 83% respectively, the antioxidant activity is directly related to the concentration
of the extract. Total polyphenols were determined, which are correlated with the antioxidant

capacity of the extract.

Keywords: Extraction, triterpenes, polysaccharides, phenolic compounds, antioxidant.
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1. INTRODUCCION

Por sus propiedades medicinales y nutricionales, el hongo Ganoderma denominado como Lingzhi,
Reishi o Mannentake, ha sido usado en la medicina herbolaria tradicional desde hace
aproximadamente 2000 afios y su empleo se ha extendido a todo el mundo (Wachtel-Galor et al.,
2004; Lindequist et al., 2005). Es un hongo basidiomiceto, poliporaceo, presenta una variada
policromia en tonos que van del amarillo, ocre, anaranjado, rojo y hasta el negro; de superficie
exterior brillante y textura amaderada (Figura 1). Crece en latitudes calidas, principalmente
bosques densos con alta humedad y poca luz, en arboles muertos, pinos, quercus, entre otros (Zhao

et al,, 1994).

Figura 1. Hongo Ganoderma

1.1 Produccion de Ganoderma

La produccion mundial de Ganoderma es de aproximadamente 6,000 toneladas anuales, mas de la
mitad proveniente de China (Lai et al., 2004). El hongo se obtiene de forma silvestre y por cultivo en
invernaderos en sustratos lignoceluldsicos (granos, aserrin, pajas de cereales y troncos) (Stamets P.,
2000; Chang et al., 1999; Wasser et al., 2005; Boh et al., 2007) y corcho (Riu et al., 1997). El método
de cultivo mas utilizado es el aserrin suplementado (Figura 2), sin embargo, el método mas
eficiente es el que emplea camas de troncos de arboles de maderas duras enterrados en suelos
enriquecidos, previa inoculacién de micelio de G. lucidum (Figuras 3 y 4). Debido a que el cultivo del
hongo tarda varios meses, se han desarrollado otras técnicas para obtener sus principios activos,
como son el cultivo de micelio y cultivo liquido (Avtonomova et al., 2006; Sanodiya et al., 2009;

Evsenko et al., 2009; Wagner et al., 2003). En México, el cultivo aun no se realiza industrialmente,
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solo se tienen referencias de investigaciones sobre el cultivo del hongo realizadas por el Instituto de

Ensefianza e Investigacion en Ciencias Agricolas de Puebla (Tello-Salgado, 2010).

Figura 4. Cultivo de Ganoderma en camas de troncos
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En Michoacan, Ganoderma crece de manera silvestre, se han colectado ejemplares de diferentes
localidades de la zona oriente del estado, principalmente de la localidad La Escalera, situada en el
Municipio de Charo. Es importante destacar que el cultivo silvestre de Ganoderma en Michoacdn
representa un alto potencial de comercializacién del hongo, partiendo de sus propiedades

bioactivas con impacto en la salud del consumidor.

1.2 Composicion quimica y Compuestos bioactivos del Hongo Ganoderma

Para la mayoria de los hongos el agua constituye el 90 % de su peso. Para las especies de
Ganoderma, representa el 75% y el 25 % restante se compone de 26 a 28 % de carbohidratos, 3-5 %
de grasa cruda, fibra cruda 59 %, 7-8 % de proteina cruda y 1.8 % de minerales (Mau et al., 2001).
Ademas, Ganoderma contiene una amplia variedad de componentes bioactivos tales como
terpenoides, esteroides, fenoles, glicoproteinas y polisacaridos. Entre los polisacaridos destacan: la
quitina, el glucano y el manano o el galactomanano. Numerosos autores han demostrado que los
triterpenos y polisacaridos son los principales componentes fisiolégicamente activos de Ganoderma

lucidum (Boh et al., 2007; Zhou et al., 2007).

1.2.1 Triterpenos

Los triterpenos son un grupo de compuestos farmacéuticamente activos que contribuyen a las
actividades medicinales de Ganoderma (Yuen et al., 2005; Shi et al., 2010). Los triterpenos son un
subtipo de terpeno, una clase de compuestos de origen natural, compuestos de una o mas
unidades de isopreno. Los terpenos estdan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se han
encontrado diversos subtipos de terpenos que tienen actividad anti-inflamatoria, anti-
carcinogénica, e hipolipidémica (Haralampidis et al., 2002). Los triterpenos contienen seis unidades
de isopreno. Los isoprenos pueden formar cadenas lineales o plegables y formar una estructura
similar a un anillo. El acido ganodérico es un sub-tipo de triterpeno con cuatro isoprenos ciclicos y
dos isoprenos lineales (Figura 5). Hay mas de 140 especies de triterpenos identificadas en especies

de Ganoderma (Yue et al., 2008).
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Figura 5. Acido Ganodérico

La extracciéon de triterpenos suele realizarse por medio de solventes como metanol, etanoal,

acetona, cloroformo, éter, o una mezcla de estos disolventes (Su et al., 2001).

Estudios han demostrado que extractos de triterpenos de Ganoderma lucidum inducen
directamente la apoptosis de multiples lineas celulares cancerosas en humanos (Yuen et al., 2005)
(Figura 6). El efecto citotoxico es variable entre los diferentes subtipos de triterpenos. Algunas
subespecies de triterpenos han mostrado efectos citotoxicos a bajas concentraciones en varias

lineas celulares cancerosas de humanos, estos triterpenos incluyen:

1. Acido Ganodérico T: es el 4cido triterpénico mas abundante encontrado en Ganoderma
lucidum y ha demostrado efectos anticancerigenos significativos tanto en estudios in vitro

como in vivo (Chen et al, 2010; Tang et al., 2006; Xu et al., 2010).

2. Acido Ganodérico A: ha demostrado efectos en la supresion del crecimiento y la invasién de
células de cancer de mama altamente invasivas a través de regulacion a la baja de la
expresion de la quinasa dependiente de ciclina 4 que regula la progresion de la fase G1 del
ciclo celular, y a través de la supresion de la secrecidon de tipo uroquinasa activador del
plasmindgeno que esta implicada en la invasidon tumoral y la metastasis de células cancerdsas

(Jiang et al., 2008).
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3. Acido Ganodérico D: Ha demostrado unirse a la proteina 14-3-3 , esta unién contribuye a la

apoptosis observada en las células Hela (Yue et al., 2008).

4. Ganoderiol F (GA-F): es un terpeno tetraciclico encontrado en especies de Ganoderma (Chang
et al., 2006; Min et. al., 2000). GA-F ha mostrado citotoxicidad in vitro contra el carcinoma
pulmonar de Lewis (LLC), Sarcoma Meth-A, Sarcoma 180 y Lineas celulares T-47D (cancer de
pecho) (Min et. al., 2000; Gao et al., 2002). Ademas el efecto antitumoral de GA-F ha sido

demostrado in vivo en ratas implantadas con células infectadas de LLC (Gao et al 2006).

Otros triterpenos aislados de G. lucidum han mostrado citotoxicidad en las siguientes lineas

celulares cancerosas de humanos: P388, Hela, BEL-7402, y SGC-7901 (Guan et al., 2008).
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1 12-hydrox yganoderic acid C; A f<OH pPOH oOH OH - 534
2 Ganoderic acid C, A p-OH PpOH oOH H - 518
3 Ganoluaidic aad B A f-OH H oOH H - 502
4 Lucidenic acid N B f-OH B-OH =0 H - 460
5 Ganoderic acid Cg A p-OH =0 =0 p-OH - 530
6 37-hydrox y-4,4,1 4-tnmethy 7,11, 15-tnoxochol- B p-OH =0 =0 H - 458
8<n-240ic acid
7 Ganoderic acid G A f-OH B-OH =0 p-OH - 532
8 Ganoderenic acid B A f-OH pB-OH =0 H Axnn 514
9 Ganoderic acid B A p-OH B-OH =0 H - 516
10 Lucidenic acid E B p-OH =0 =0 pOAc - 516
11 Ganodenc acid AM, A f-OH =0 =0 H - 514
12 Ganoderenic acid K A p-OH B-OH =0 pOAc Ann 572
13 Ganoderic acid K A f-OH B-OH =0 pOAc - 574
14 7,15-dihydroxy-4,4, 14-tnmethy -3 ,1 1-dioxochol- B =0 OH OH H - 460
8en-24oic acid
15 Elfvingic acid A A =0 =0 pOH o«OH Ann 528
16 Ganoderic acid A A =0 PpHOH aOH H - 516
17 Ganoderic acid H A p-OH =0 =0 pOAc - 572
18 12,15-bis(acctylox y)-3-hydroxy-7,11,23 trioxo- A OH =0 OAc OAc - 616
lan ost-8 <n-26-0ic acid
19 Ganoluadic aad A A =0 H oOH H - 500
20 12-hydroxy-3,7,11,15,23 -pentaox o-lanost-8<n- A =0 =0 =0 OH - 528
26-o0ic acid
21 Lucidenic acid A B =0 p-OH =0 H - 458
2 12-hydrox yganoderic acid D A =0 pB-OH =0 OH - 530
23 Ganoderenic acid D A =0 pB-OH =0 H Ann 512
24 Lucidenic acid F B =0 =0 =0 H - 456
25 Ganoderic acid D A =0 p-OH =0 H - 514
26 Lucidenic acid D B =0 =0 =0 pOAc - 514
27 Ganoderic acidF A =0 =0 -0 H - 512
28 12-acctoxy ganoderic aad D A =0 p-OH =0 OAc - 572
29 3-acctylganoderic acid H A f-OAc =0 =0 p-O0Ac - 614
30 Ganoluaidic acid D C - - - - - 500
31 12-acctoxy ganoderic acd F A =0 =0 =0 BOAc - 570
32 Ganoderic acid J A =0 =0  aOH H ~ 514

Figura 6. Estructuras de Triterpenos (Tomado de Yang et al., 2007)
1.2.2 Polisacaridos

Los polisacaridos son moléculas de azucar de cadena larga unidos por enlaces glucosidicos. Varios
tipos de polisacdridos con pesos moleculares que van de 4 x 10° a 1 x 10° Da, se han identificado en
Ganoderma, sobre todo en el cuerpo fructifero y micelio, y algunos han sido encontrados en las
esporas (Sanodiya et al., 2009). Entre los polisacaridos destacan: el glucano y el manano o el

galactomanano.
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El analisis estructural muestra que los polisacaridos de Ganoderma lucidum son heteropolimeros
(Chan et al., 2007). La glucosa forma la mayor parte de las moléculas de polisacaridos, junto con la
xilosa, manosa, galactosa, ribosa, ramnosa, arabinosa, acido D-galacturdnico y acido D-glucurdnico
en diferentes conformaciones. Se formuld la hipdtesis de que los polisacaridos extraidos de
diferentes partes de Ganoderma lucidum inducen respuestas inmunes en el organismo (Chan et al.,
2007). Las diferentes conformaciones de ramificacion y caracteristicas de solubilidad afectan a las
propiedades antitumorales de estos polisacdridos (Sone et al., 1985). Se sabe que los B-D-glucanos
con enlaces en (1-3) -, (1-4) - y (1-6) -B-D (Figura 7) tienen una potencia anti-tumoral fuerte y mejor

absorcion que otros polisacdridos en Ganoderma (Sone et al., 1985).

Molecular structure Beta-D-Glucan

CH,OH
1 CH,OH ]
_ __”);0 Q--1-- == CH,
u f h
CH,OH N » 0 0--t-
N
Lo o & OH ! < OH
) g OH OH
I 5 OH
HO “m
OH 3-1.3 [_p-16 |
- -d )

Figura 7. Estructura molecular de B-glucanos de Ganoderma (Modificado de www.adaptogeno.com)

Junto con la alta concentracion de polisacaridos de alto peso molecular, el hongo también se
compone de una matriz del polisacédrido quitina (Figura 8), que es indigerible y es en parte

responsable de la dureza fisica del hongo (Upton, 2000).
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0 0
CH: CH3
N N
HO HO HO
0 0 0
HO 0 HO 0
0} 4 0 4 0
HO N HO HO N HO HO N
0 0 OJ
CH, CH, CH,

Figura 8. Fragmento de quitina (Tomada de Borgognoni et al., 2006)

1.2.3 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos entre los organismos Vvivos,
especialmente en las plantas donde desempefian un papel importante en la respuesta a agentes
patégenos, tienen actividad antibacteriana y antiparasitaria, algunas veces altamente especifica
(Del Signore et al., 1997). Tales compuestos tienen uno o mas anillos aromaticos, con uno o mas
grupos hidroxilo; se pueden encontrar en forma de moléculas simples (acidos fendlicos,
fenilpropanoides, flavonoides) o como compuestos altamente polimerizados (lignina, melanina,
taninos) y la mayoria de sus efectos biolégicos se han atribuido a su actividad antioxidante (Barros
et al., 2009). A pesar de que su presencia ha sido reportada en muchas especies de macromicetes
comestibles y no comestibles, estos compuestos han sido poco estudiados en el género
Ganoderma. Se ha informado que los polifenoles son los principales componentes antioxidantes en
extractos acuosos de G. lucidum (63.51 mg GAE/g extracto) y de G. tsugae (24,0 a 35,6 mg/ g) (Mau
et al., 2005), estos valores son superiores a los reportados para otros macromicetos como Lentinula
edodes (14.70 mg GAE/g extracto), Pleurotus eryngii (20.95 mg GAE/g extracto) y Volvariella
volvaceae (20.88 mg GAE/g extracto) (Noorlidah et al, 2012).

1.3 Propiedades Medicinales del Hongo Ganoderma
Entre las propiedades del hongo destacan las anticancerosas (Gordan et al., 2011; Furusawa et al.,

1992; Huang et al., 2010; Lin et al., 2011), inmunomoduladoras (Weng et al., 2011; Bao et al.,
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2001), antiinflamatorias (Ko et al., 2008; Ho et al., 2007; Li et al., 2007), hipoglucemiantes (Teng et
al., 2012; Seto et al., 2009; Hikino et al., 1985), hipolipemiantes (Kim et al., 2010; Berger et al.,
2004; Olarewaju et al., 2010) y hepatoprotectoras (Li, Yang et al., 2006, Li Y, Luang et al., 2006;
Hirotani et al., 1986). Hay algunos informes realizados en China, Japdn, Polonia, India y Portugal, en
relacion con las propiedades antioxidantes de G. lucidum, tanto de extractos metandlicos (Mau et
al, 2002) y acuosos (Lin et al. 1995), asi como también de sus polisacaridos (Jia et al. 2009; Liu et al.
2010; Kozarski et al. 2011) y compuestos fendlicos (Kim et al. 2008, Ferreira et al. 2009).

Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno estan relacionados con la patofisiologia de una amplia
gama de enfermedades. El dafio oxidativo al ADN es capaz de desencadenar la carcinogénesis (Ajith
et al. 2007). Se ha sugerido que las actividades antitumorales e inmunomoduladoras de los
polisacaridos estan en gran medida relacionadas con sus propiedades antioxidantes (Russell et al.

2006) y que estas se deben a la concentracién de grupos hidroxilo disponibles (Ker et al. 2005).

Algunos reportes sobre los principios aislados de extractos de Ganoderma y su actividad
farmacoldgica son: triterpenos, se asocian con los efectos anticancerigenos (Min et al., 2000; Yue et
al., 2008; Lin et al., 2003), polisacaridos (Miyazaki et al., 1981; Sone et al., 1985; Shao et al., 2004;
Lin et al., 2005; Kuo et al., 2006; Gao et al., 2003) o proteinas inmunomoduladoras (Lin et al., 2005;
Lin et al., 1997) con mecanismos que involucran la inhibicién de la DNA polimerasa (Mizushina et
al., 1998), inhibicién de la modificacién post-traduccidon de la oncoproteina Ras (Lee et al., 1998) o
la estimulacién de la produccién de citoquinas (Wang et al., 1997). Inhibicidn de la proliferacién vy el
comportamiento invasivo de las células de cancer de mama por la supresion de la secrecién del
activador de plasminégeno dependiente de uroquinasa (uPA) (Sliva et al., 2002; Slivova et al., 2004;
Jiang et al., 2004), inhibicion del crecimiento e induccion de la apoptosis de las células de cancer de
mama y prostata a través de la regulacion de la expresiéon de p21 y Bax (Hu et al., 2002,; Jiang et al.,
2004); Entre otros efectos, G. lucidum puede incrementar la capacidad plasmdtica antioxidante
(Wachtel-Galor et al.,, 2004a; Wachtel-Galor et al.,, 2004b) y aumentar la respuesta inmune en

pacientes con cancer avanzado (Gao et al., 2003).
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1.4 Extraccion de los compuestos bioactivos de Ganoderma

Existen diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicidon quimica del hongo dependiendo
de la especie o cepa, las condiciones de cultivo, asi como de los diversos métodos de produccién
empleados para su procesamiento (Wasser et al., 1999; Stamets, P., 2000; Hobbs Ch., 1995; Mizuno
et al., 1995; Mizuno et al., 1997; McKenna et al., 2002). El procesamiento para la comercializacién
de G. lucidum puede modificar la cantidad de cada uno de sus componentes y diferir entre los
productos naturales y comerciales. Las condiciones del proceso de extraccién de los componentes
de Ganoderma incrementa significativamente la cantidad de proteinas y carbohidratos mientras
que la fibra cruda disminuye (Wasser et al., 2005). Un estudio sobre 11 muestras seleccionadas al
azar de productos comerciales de Ganoderma a las que se les evaluaron los principales
componentes activos (triterpenos y polisacaridos) muestran que el contenido de triterpenos varia
de trazas hasta 7.8% y el de polisacdridos de 1.1-5.8% (Chang et al., 2008).

A la fecha, numerosos métodos de extraccién se han desarrollado con el objetivo de obtener
extractos con mayores rendimientos y menores costos. Tal es el caso de la extracciéon con
disolventes orgdnicos, como etanol, cloroformo, hexano y acetona (Liyan et. al. 2010; Jianguo et al.,
2009; Ruhan et al., 2008; Su et al., 2001).

En general, la mayoria de los polisacaridos se extraen con agua y precipitacién con alcohol (Zhou et
al., 2012; Huang et al., 2010). La solubilidad y la eficacia de la extracciéon en agua depende del peso
molecular del polisacarido y la temperatura del agua; polisacaridos con peso molecular bajo
extraidos utilizando agua caliente han mostrado un incremento en la eficiencia del método (Gao et
al., 2003). El agua ha demostrado ser capaz de extraer diferentes clases de compuestos en funcién

de la temperatura utilizada (Ruhan et al., 2008; Sheng-quan et al., 2010; Yi-Wei et al., 2004).

1.5 Productos comerciales de Ganoderma

Una gran variedad comercial de productos con Ganoderma se suelen encontrar en herbolarios,
farmacias o tiendas de complementos nutricionales en forma de polvos, extractos, suplementos
nutricionales, tés, cafés y comidas funcionales. La forma mas habitual de comercializarlo, es en
capsulas o tabletas de polvo de hongo deshidratado, esporas, extracto secos, alcohdlicos o acuosos.

El polvo del hongo se utiliza también para infusiones como té, café, sopas y bebidas. EIl Ganoderma
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se prepara tradicionalmente usando el fruto fresco o seco cortado fino o pulverizado, el cual se
hierve en agua. También se utilizan los extractos alcohdlicos con varios efectos medicinales,
incluyendo propiedades antivirales (Lindequist et al., 2005). Segun la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos (2001) un “Elixir” es una solucién hidroalcohdlica que contiene el o los
principios activos y aditivos, su contenido de alcohol puede ser de 5 al 18%. Comercialmente se
encuentran productos de este tipo, como son: Reishi (Healthyvillage de EUA, Host Defense® Reishi
Extract (Fungi Perfecti de EUA), Ganoderma lucidum extracto liquido (Harbin Yeekong Herb Inc. De

China), Reyshen (Megasalud Internacional de México), entre otros productos.

2. TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS

2.1 COLORIMETRIA
Hunter L, a, by CIE 1976 L * a * b * (CIELAB) son escalas de color basadas en laTeoria de los colores
complementarios. Esta teoria asume que los receptores en el ojo humano perciben el color como

los siguientes tres parametros de opuestos:

L representa la luminosidad de color (L*, L*=0 rendimientos negro y L*=100 indica blanca), a su
posicién entre rojo y verde (a*, valores negativos indican verde mientras valores positivos indican
rojo) y b su posicién entre amarillo y azul (b*, valores negativos indican azul y valores positivos

indican amarillo) (Hunterlab, 2012)(Figura 9).

L,a,b Color Solid

L=100

Figura 9. Sistema Hunter y las coordenadas L, ay b.
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Una medida objetiva de color se logra con tres sensaciones o atributos psicométricos que son: el
tono, la luminosidad y la saturacion. El tono o matiz, puede ser calculado a través del *Hue y este

valor se obtiene por medio de las ecuaciones 1y 2 (Figuras 10 y 11).

°Hue = arctan (Z) °Hue = arc tan (S) + 180

Ecuaciéon 1. Cuando a20 Ecuacion 2. Cuando a<0

La saturacién o pureza, describe el grado o la intensidad con la que un color se separa del gris
neutro y se acerca a un color puro del espectro (Figura 11), este valor se conoce como Chroma y se

calcula para el material de estudio a través de la Ecuacién 3.

C = +a? + b?

Ecuacién 3
La Luminosidad o brillo, L, permite clasificar el color como claro u oscuro, equivalente a una escala

de grises que va desde el blanco maxima luminosidad 100, hasta el negro minima luminosidad 0,

(Figura 11).

Hue Value/Chroma Chart

e

2107 330

180

240 ‘ 300
270

Figura 10. Angulo Hue Figura 11. Chroma o saturacién del color

2.2. ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (AAS)
La absorcion de la luz por medio de atomos brinda una herramienta analitica poderosa para los

analisis cuantitativos y cualitativos. La espectroscopia de absorcién atdomica (AAS) se basa en el
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principio que los atomos libres en estado fundamental pueden absorber la luz a una cierta longitud
de onda. La absorcion es especifica, por lo que cada elemento absorbe a longitudes de onda Unicas.
AAS es una técnica analitica aplicable al andlisis de trazas de elementos metalicos en minerales,

muestras bioldgicas, metalurgicas, farmacéuticas, aguas, alimentos y de medio ambiente.

La fuente mas comun que proporciona la luz que absorben los dtomos para las mediciones, es la
[dmpara de catodo hueco. Consiste en un cilindro de vidrio cerrado, relleno con un gas inerte (Ar,
Ne). En su interior se ubica el catodo fabricado del elemento que se analizard y un anodo de

tungsteno, el area por donde sale la luz que emite el catodo es de cuarzo.

Se necesita calor para gasificar la muestra. El calor se genera desde una llama u horno de grafito.
AAS por llama puede solamente analizar soluciones, mientras que AAS con horno puede analizar
soluciones, hidrogeles y muestras sdlidas. Un atomizador de llama consiste en un nebulizador el

cual transforma la muestra en un aerosol que alimenta el quemador.

Un atomizador electrotérmico brinda alta sensibilidad porque atomiza el 100% de la muestra. La
atomizacion ocurre en un horno cilindrico de grafito abierto de ambos lados y con un hueco central
para la introduccidon de muestras. Se utilizan dos corrientes de gas inerte con presidn positiva que
evitan que el aire entre en el horno y permiten extraer los vapores generados por la combustién de

la muestra. El gas mayormente usado es el argén.

El monocromador cumple la funcién de aislar las lineas espectrales no deseadas, de la longitud de

onda seleccionada para el analisis. Un fotomultiplicador convierte la luz en sefales eléctricas.

2.3. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA DE ALTA EFICIENCIA (HPTLC)

Entre las herramientas analiticas modernas la cromatografia de capa fina de alta eficiencia (HPTLC)
es un poderoso método analitico adecuado para los analisis cualitativos y cuantitativos. En la
actualidad, la HPTLC esta jugando un papel importante en el analisis de compuestos, sin entrar en
competencia con la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) sino mas bien como un método
complementario. Una de las principales diferencias entre las dos técnicas es el uso de fases

invertidas en la HPLC en comparacion con la silica gel sin modificar que es utilizada en HPTLC,
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resultando en cromatografia de particidn y cromatografia de adsorcién respectivamente

(Attimarad et al., 2011).

La principal diferencia con la cromatografia de capa fina (TLC) es el empleo de placas de mayor
calidad con particulas de menor tamafio en la fase estacionaria lo que permite una mejor

resolucion (Reich, 2005).

A diferencia de otros métodos, la HPTLC produce complejos cromatogramas visibles y la
informacién sobre toda la muestra estd disponible a simple vista. Multiples muestras se ven
simultdneamente. Asi que las muestras de referencia y de prueba se pueden comparar para su
identificacion. Varios cromatogramas pueden ser comparados directamente, incluso de diferentes
placas. Ademas de los cromatogramas visibles, también estan disponibles los picos analdgicos de
datos a partir del cromatograma. Estos se pueden evaluar, ya sea por el software de imagen basada
en VideoScan o mediante el escaneo de densitometria con escdner para TLC que se basa en la
medicién de la absorcion y / o fluorescencia de las sustancias en la placa. La HPTLC es una técnica
en la que los pasos subsiguientes son relativamente independientes, lo que permite el tratamiento
paralelo de multiples muestras durante la cromatografia, la derivatizacion y la deteccion. (Chandra

and Kant, 2010)
Caracteristicas principales de la HPTLC

1. Procesamiento simultdneo de la muestra y el estandar - mejor precisién analitica vy
menor necesidad de exactitud del patrén interno.

Varios analistas trabajan simultdneamente.

Menores tiempos de analisis y menor costo por analisis.

Bajo costo de mantenimiento.

Preparacion de muestras sencillo - manejo de muestras de diferente naturaleza.

No se requiere de un tratamiento previo para disolventes como la filtracidén y la desgasificacién.

Bajo consumo de fase mavil por muestra.

©® N o v B W N

Ninguna interferencia con el andlisis anterior — Se utilizan fases estacionarias y mdviles nuevas
para cada analisis — por lo que no hay contaminacion.

9. Deteccidn visual posible.
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2.4. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

Esta técnica permite el andlisis rapido y exacto de gases, vapores liquidos; permite identificar los
componentes individuales de las mezclas gaseosas. Iniciada a finales de 1952, se ha desarrollado
notablemente en separacidn, identificacidon y determinacién de compuestos volatiles (gases y
liquidos) de puntos de ebullicidn de hasta 350-400°C. El método tiene las ventajas de ser sensible,
rapido y sencillo, y si se maneja con suficiente cuidado, suministra informacidn cuantitativa exacta

con cantidades muy pequefias de muestra.

En cromatografia de gases (GC) la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucidn se produce por el flujo de un fase mévil de un gas inerte a diferencia de
los otros tipo de cromatografia, la fase movil no interaccionan con la moléculas del analito; su Unica
funcién es la de transportar el analito a través de la columna.Existen dos tipos de cromatografia de
gases:la cromatografia Gas-Sdlido (GCS) y la cromatografia gas liquido (GLC).La cromatografia gas
liquido tiene gran aplicacion en todos los campos de la ciencia y su denominacion se abrevia

normalmente como cromatografia de gases (GC).

La cromatografia de gases es una técnica separativa que permite la separacion de mezclas muy
complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes
individuales de una muestra problema, el Unico dato de que disponemos para la identificaciéon de
cada uno de ellos es el tiempo de retencién de los correspondientes picos cromatograficos. Este
dato no es suficiente para una identificacién inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras

con un numero elevado de componentes.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de una
mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro

obtenido por superposicidén de los espectros particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (Gas Chromatography) y MS (Mass Spectrometry)
da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e identificacién de mezclas

complejas (Skoog, 1998).
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2.5. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

La base de la espectroscopia Visible y Ultravioleta consiste en medir la intensidad del color (o de la
radiacidon absorbida en UV) a una longitud de onda especifica comparandola con otras soluciones
de concentracidn conocida (soluciones estandar) que contengan la misma especie absorbente. Para
tener esta relaciéon se emplea la Ley de Beer, que establece que para una misma especie
absorbente en una celda de espesor constante, la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion.

La coloracidon de la soluciéon se debe a la especie absorbente y esta coloraciéon puede ser natural o
inducida. La coloracién natural puede ser la base de la cuantificacion de una especie, como por
ejemplo: la clorofila en ciertas plantas, los complejos metdlicos que se encuentran presentes en
solucion acuosa, como son los iones de Cobre (I1), Manganeso (VII), Cobalto (lll), etc. (Skoog, 1998).

Las técnicas analiticas UV-Visible han recibido gran aceptacién debido, entre otras a las siguientes

razones:

1. Amplio campo de aplicacién: Como ya se ha mencionado, las técnicas espectroscopicas UV-Vis.,
son ampliamente empleadas ya que son muchas las especies que son activas en el Visible, y muchas
mas las que con un tratamiento adecuado son capaces de formar especies coloridas. Lo mismo

puede decirse de la espectrocopia UV.

2. Selectividad adecuada: Aunque no es muy comun si es posible tener interferencias en UV-Visible.
Cuando esto ocurre, es posible emplear los métodos para andlisis de multicomponentes. Otra

alternativa es aislar el analito de la interferencia, o separa la interferencia misma.

3. Buena Exactitud y Precision: En estas técnicas espectroscopicas es normal tener errores relativos
del 1 al 3 %, por lo cual se puede considerar que se tendran resultados analiticos con un minimo de

incertidumbre si se procede en la forma correcta.

4. Facilidad y Conveniencia: Aunque existen instrumentos altamente sofisticados acoplados a

computadoras y con sistemas épticos y electrénicos de alta precision, es posible obtener resultados
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muy aceptables para analisis de rutina, con instrumentos o espectrofotémetros de los mas sencillos

en el mercado, a un costo muy accesible.

2.6. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR DPPH

Existen muchos métodos para medir la capacidad antioxidante de una especie o sustancia, un
método muy usado se basa en la estabilidad del radical 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se
atribuye a la deslocalizacién del electron desapareado, esta deslocalizacidon también le otorga una
coloracién violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucién etandlica, centrada
alrededor de 517 nm (Molyneux 2004). Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una
sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie radical (R) se produce la
forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color (cambia a coloraciéon
amarillo) y por lo tanto la pérdida de la absorbancia (Figura 12). El pardmetro ICso que es la
concentracion necesaria para obtener un 50% de efecto, es generalmente usado para la

interpretacion de este método.

14 Q &
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Figura 12. Grafico que muestra el cambio de color de DPPH de purpura a amarillo
cuando se expone a una sustancia antioxidante. (Tomado de Mendoza, et al. 2013)

2.7. METODO DE FOLIN-CIOCALTEU PARA DETERMINACION DE POLIFENOLES

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico, que reaccionan
con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico y fosfotungstico (Peterson, 1979).

La transferencia de electrones a pH bdsico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en
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oxidos cromoégenos de color azul intenso, de tungsteno (Wg023) y molibdeno (MosgO), siendo

proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula.
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3. JUSTIFICACION

La extraccién de compuestos bioactivos es un proceso importante para su aplicacion en la industria
y en la investigacion y el desarrollo, y esto ha llevado a la publicacién en los ultimos afios de
numerosos trabajos de investigacion sobre la tecnologia para la extraccion de compuestos
bioactivos de plantas y hongos. Varios métodos han sido desarrollados para extraer los compuestos
bioactivos con propiedades medicinales de cuerpos fructiferos del hongo del género Ganoderma
(Mizuno, 1999). El extracto del hongo Ganoderma curtisii colectado en Michoacan, se ha
comercializado en Meéxico desde hace algunos afios. Sin embargo no existen a la fecha
publicaciones en relacién a la actividad bioldgica ni a los componentes bioquimicos de esta especie
y particularmente de las producidas en el estado de Michoacan. La rica composicién de elementos
de Ganoderma, como los polisacdridos, triterpenos y compuestos fendlicos, entre otros, es la que
explica la gran variedad de efectos saludables y curativos que se le atribuye al hongo del genero

Ganoderma.

La cantidad y el tipo de compuestos bioactivos disponibles en esta especie estan relacionados con
las condiciones del proceso de extraccién, por lo que es importante establecer un método que

permita optimizar dicho proceso en funcidn de sus principios bioactivos y la cantidad de estos.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una técnica util para estudios de optimizacion.
La MSR es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas Utiles para el modelado y analisis de
los problemas en los que una respuesta de interés es influenciada por diversas variables y el

objetivo es optimizar esta respuesta (Montgomery, 2005).
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4. HIPOTESIS

Optimizando las variables tiempo y temperatura se incrementara el rendimiento de triterpenos y
polisacaridos en el proceso de extraccién de Ganoderma curtisii utilizando como herramienta la

metodologia de superficie de respuesta.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Optimizar el proceso de extraccion del hongo Ganoderma curtisii colectado en Michoacdn, en

funcion del mayor rendimiento en polisacaridos y triterpenos.

5.2. Objetivos Especificos

1. Hacer la determinacién taxonémica del hongo Ganoderma curtisii colectado en la localidad
de La Escalera en el estado de Michoacan.

2. Hacer la determinacién fisicoquimica y evaluacién de metales pesados del hongo
Ganoderma curtisii seco y molido.

3. Seleccionar la metodologia de extraccién, que represente el mayor rendimiento de
polisacaridos y triterpenos de Ganoderma curtisii.

4. Optimizar el proceso de extraccion de polisacéridos y triterpenos del hongo Ganoderma
curtisii.

5. Determinar compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante del extracto de

Ganoderma curtisii.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material de estudio
El hongo Ganoderma fue proporcionado por la empresa Kamuhro, colectado en la comunidad de La
Escalera Municipio de Charo, Michoacdn. La Escalera se ubica a 1721 msnm, sus coordenadas

geograficas son Latitud Norte: 19° 36' 09”, Longitud Oeste:- 101° 01' 05" (figura 13).

Figura 13. Zona de Colecta de Ganoderma

El hongo se limpié y se deshidraté en secador solar a una temperatura ambiente promedio de
21.5°C, alcanzando una temperatura maxima en deshidratador de 52°C durante 8 h.

Posteriormente el hongo se molié en un molino de martillos para su posterior analisis.

6.2 Reactivos
e Acido ascérbico JT Baker
e Acido clorhidrico 0.5 M JT Baker
e Acido galico Aldrich
e Acido nitrico (HNO3) de alta pureza JT Baker
e Acido perclérico (HCIO4) de alta pureza JT Baker
e Acido sulfdrico Merck

e Agua purificada CIEL
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Agua desionizada

e Agua destilada

e Alcohol etilico absoluto Baker

e Alcohol etilico 96% ATZA

e BSTFA (bis-trimetilsilyl-trifluoroacetamida) Sigma-Aldrich
e Carbonato de sodio JT Baker

e Cloroformo JT Baker

e Diclorometano JT Baker

e Estandares de azucares: D-Glucosa, D-Manosa y D-Xilosa. Sigma-Aldrich
e Estandar de Ergosterol Santa Cruz Biotech

e Eter de petréleo Merck

e Fenol Golden Bell

e Glucosa en polvo JT Baker

e Hexano JT Baker

e Hidroxido de sodio NaOH JT Baker

e Isooctano. Merck

e Metanol JT Baker

e n-octanol JT Baker

e Oxido de mercurio HgO JT Baker

e Piridina Sigma-Aldrich

e Reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) Aldrich
e Reactivo Folin-Ciocalteau. Merck

e Rojo de metilo como indicador Meyer

e Soluciones reguladoras de pH 4y pH 7 JT Baker

e Sulfato de sodio Na;SO4 concentrado BIO RAD

e Tiosulfato de sodio Na;SOz JT Baker

e Vainillina Sigma
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6.3 Equipo

Balanza analitica marca Sartorius modelo BL 120S.

Bomba de vacio marca Siemens.

Centrifuga marca Centrificient IV.

Colorimetro de Reflectancia Hunter Lab marca Color Flex®.

Cromatodgrafo de gases marca Agilent Technologies 7890A GC series, equipado con inyector
automatico (7693 Autosampler) y con una columna J &W DB-1MS de 60 m x 250 um de
diametro x 0.25 um de espesor de la fase estacionaria compuesta por 100% de
dimetilpolisiloxano acoplado a un espectrdmetro de masas con ionizacidn por impacto
electrénico y separacién por cuadrupolo EIMSD 5975C Innert XL MSD Triple Axis Detector,
Agilent Technologies.

Equipo de calentamiento multiple para extracciones Soxhlet, marca NOVATECH modelo
VARY HEAT 125*100*30.

Equipo HPTLC automatizado marca CAMAG que incluye un despachador automatico de
muestra TLC 4 (ATS 4), cdmara de desarrollo automdtica (ADC 2) y una cdmara de
visualizacién TLC controlada por computadora.

Espectrofotometro marca Espectro Genesys 10 S UV Vis Thermo Scientific.

Espectrémetro de absorcion atémica marca PerkinElImer modelo AAnalyst 200.

Estufa de Incubacion marca Felisa.

Manta de Calentamiento para matraz de 3000 ml marca EVEL, modelo MC-3000.
Microscoépio dptico Carl Zeiss, marca Axiostar.

Mufla marca Felisa modelo Fe-363.

Plancha de Calentamiento con agitacion marca IKA modelo C-MAG HS 7.

Potenciometro marca CORNING HS7.
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6.4. Métodos

6.4.1 Estrategia Metodoldgica

Hongo Ganoderma

Taxonomico

Fisicoquimico

)
J

Metales

pesados

Extraccion por L
calentamiento directo con Extraccion hidroalcohdlica Extraccion Soxhlet con
solventes por separado hasta agotamiento solventes por separado
v \ 4 A 4 \ 4
Cromatografia Extraccién y Cromatografia Cromatografia Extraccién y
HPTLC Cuantificacion HPTLC HPTLC Cuantificacion de
GC/MS de Polisacdridos cG/Ms Polisacdridos
A 4 \ 4
Determinacion de Capacidad
Compuestos Antioxidante
Fendlicos DPPH
Extraccion en funcion del método estadistico
predeterminado para la optimizacion
\ 4 | \ 4
Cromatografia HPTLC Cromatog}raffa cUs)r(Z;EZIZZ : e
Gases (CG/EIMS,
( ) Polisacdridos

Figura 14. Estrategia Metodoldgica General
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6.4.2 Caracterizacion taxondmica

La caracterizacidon taxondmica se realizdé con apoyo del EBUM (Herbario de la Facultad de Biologia
de la Universidad Michoacana) en donde se depositaron 2 ejemplares del hongo Ganoderma curtisii

como referencia. Se desarrollé una memoria descriptiva del material de estudio.

6.4.3 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacién de la materia prima se realizd6 en el hongo seco y molido y consistid en las

siguientes determinaciones:

6.4.3.1 Tamaio de particula.

El tamafio de particula se determind mediante el método por tamizado que calcula el porcentaje de
tamafio de particulas (%DTP) retenidas en cada una de las mallas utilizadas.

El tamizado se realizé6 tomando muestras de 20 g agitando durante 15 min para realizar la
separacion de particulas.

De cada malla se determiné el peso retenido de hongo molido y con ello se calculé el porcentaje en
relacidn al total de muestra expresandose como %DTP de cada una de las fracciones del hongo.

Se utilizaron las siguientes férmulas:

No. de malla x gramos de muestra final = Resultado

Suma de resultados / Muestra inicial (20 g) = No. Malla

6.4.3.2 Color.
Se realizd la caracterizacién del color del hongo seco y molido y de las extracciones

hidroalcohdlicas por el método de colorimetro y por espectrofotometria.

Se utilizd un colorimetro de Reflectancia Hunter Lab para obtener la Luminosidad (L) y las
coordenadas de color a y b. Se utilizé un patrdn de calibracién blanco con las coordenadas L=92.19,

a=-1.31, b =0.95. 10° del observador e iluminante D65.

Se realizé un barrido en espectrofotémetro de las extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento

desde una longitud de onda de 250 hasta 500 nm.
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6.4.3.3 pH
Fue tomado 1 g del hongo molido y se licué en 50 ml de agua destilada. Se calibré el potencidmetro

con soluciones reguladoras de pH 4y pH 7 y se procedi6 a realizar la lectura (NMX-F-317-5-1978).

6.4.4 Analisis quimico proximal

El andlisis quimico proximal del hongo Ganoderma consistié en la determinaciéon de humedad,
extracto etéreo (Soxhlet), cenizas, carbohidratos totales, proteinas (Kjelhdal) y Fibra total (AOAC,

2005).

6.4.5 Determinacion de Metales pesados

Los metales pesados en el hongo Ganoderma se determinaron mediante el método de
Espectrometria de Absorcidon Atémica (AAS) a la flama, segun la Norma Oficial Mexicana NOM-117-
SSA1-1994, Bienes Y Servicios. Método de Prueba para la Determinacién de Cadmio, Arsénico,
Plomo, Estafio, Cobre, Fierro, Zinc y Mercurio en Alimentos, Agua Potable y Agua Purificada por
Espectrometria de Absorcién Atdmica. Para esta determinacion fue necesario realizar una digestion

acida utilizando HNO3 y HCIOa.

6.5 Seleccion del Proceso de extraccion del hongo Ganoderma curtisii
Para seleccionar el método de extraccién a seguir en la presente investigacion se realizaron 3

métodos de extraccidon que se describen a continuacién:

6.5.1 Extraccion hidroalcohélica hasta agotamiento

En una sola muestra de 5 g de hongo, se realizaron siete extracciones hidroalcohdlicas hasta
agotamiento comprendido este como una pérdida de color visual en el extracto, cada extraccidn se

realizé con nuevo solvente (aguay etanol 3:2).

6.5.1.a Caracterizacidon quimica de los extractos hidroalcohdlicos hasta agotamiento de G. curtisii
Para evaluar la cantidad de compuestos presentes en cada extraccidon se realizaron cromatografias
en capa fina de alta eficiencia (HPTLC). En la figura 15 se muestra el proceso de extraccidn

hidroalcohdlica hasta agotamiento del Ganoderma curtisii.
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DIAGRAMA DE FLUJO EXTRACCION HIDROALCOHOLICA HASTA AGOTAMIENTO
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Figura 15. Diagrama de flujo de la Extraccidn Hidroalcohdlica hasta agotamiento

6.5.2 Extraccion por calentamiento directo

Determinacion
HPTLC

Determinacion
HPTLC

Determinacion
HPTLC

Determinacion
HPTLC

Se realizd una extraccién por calentamiento directo del hongo (5 g) con los solventes (alcohol y

agua) por separado a la temperatura de ebullicion de cada uno de los solventes. Se hicieron dos

extracciones con cada tipo de solvente. En la figura 16 se muestra el equipo utilizado para esta

extraccion.
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Figura 16. Extraccion por calentamiento directo

6.5.3 Extraccion por el Método de Soxhlet

Se realizé la extraccion de 5 g de hongo Ganoderma, utilizando un equipo Soxhlet con los solventes
(alcohol y agua) por separado a la temperatura de ebullicion de cada uno de los solventes. Se
hicieron dos extracciones con cada tipo de solvente. En la figura 17 se muestra el equipo utilizado

para esta extraccion.

Figura 17. Extraccion por Soxhlet

La metodologia a seleccionar estara en funcién de la técnica que permita el mayor arrastre de

compuestos polisacaridos y triterpenos.
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6.5.4 Diagrama de flujo del proceso de extraccion de Ganoderma

En la figura 18 se muestra el diagrama del proceso de extraccion de Ganoderma tanto para el
método por calentamiento directo como por Soxhlet. Los dos métodos se realizan con los solventes
Alcohol y Agua, a la temperatura de ebullicion de cada solvente y durante el mismo tiempo de

proceso de 120 minutos.

Hongo Ganoderma 19 Extraccién
curtisii deshidratado y acuosda Agua**
molido T=96°C, =120 min
Etanol*
1¢ Extraccion Filtrad Determinacién
alcohélica raco HPTLC
T=78°C, t=120 min
Agua**
2° Extraccidén
Determinacion " acuosa
HPTLC Gl T=94°C, =120 min
Etanol*
29 Extraccién Filtrad Determinacion
alcohdlica firaclo HPTLC
T=78°C, t=120 min
Hongo
Determinacién . Ganoderma
HPTLC Filtrado curtisii
agotado

Figura 18. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de Ganoderma

*Por cada 5 gr. de hongo se utilizan 200 ml. de etanol
** Por cada 5 gr. de hongo se utilizan 200 ml. de agua.

Una vez seleccionado el método de extraccidon por calentamiento directo, se procedié a la
extraccion en funcién del disefio estadistico. Para los tratamientos, se consideraron los niveles de

los factores establecidos en el disefio estadistico.
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6.6 Caracterizacion de los extractos alcohdlicos y acuosos.

La caracterizacién quimica del extracto de Ganoderma curtisii consistid en la determinacién de
Polisacdridos y Triterpenos, mediante las técnicas de cromatografia de capa fina de alta eficiencia
(HPTLC), Extraccién y cuantificacién de polisacaridos crudos por el método Fenol-sulfurico (Skalicka-
Wozniak, 2012) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con ionizacién por

impacto electrénico (GC/EIMS) (Jin-Zhe et al., 2012; Wei et al., 2010; Ying Qi et al., 2012).

6.6.1 Cromatografias de capa fina de alta eficiencia HPTLC.

Las cromatografias de capa fina de alta eficiencia se realizaron en las extracciones hidroalcohdlicas
hasta agotamiento, en las extracciones alcohdlicas y acuosas por el método de soxhlet y por
calentamiento directo, asi como en las extracciones alcohdlicas por el método de calentamiento
directo utilizando el modelo estadistico seleccionado para la metodologia de superficie de

respuesta a diferentes temperaturas y tiempos.

En las cromatografias realizadas a las extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento, se utilizaron
como fase movil, dos sistemas de solventes indicados para la identificacidon de terpenos, el primero
fue diclorometano-metanol (9:1) y el segundo cloroformo-metanol-agua (30:4:1) y como revelador

la vainillina-acido sulfurico.

En las extracciones alcohdlicas por soxhlet y calentamiento directo se utilizé como fase moévil en el
desarrollo de la cromatografia el sistema Cloroformo-metanol-agua (30:4:1) porque el tiempo de
desarrollo fue menor y se observa mejor separacién con este sistema de solventes. También se

utiliza el revelador vainillina-acido sulfurico y el ergosterol (0.5 mg/ml) como patrén de referencia.

En las extracciones acuosas por soxhlet y calentamiento directo se utilizd como fase moévil en el
desarrollo de la cromatografia el sistema Acetato de etilo-propanol-acido acético-agua (16:8:8:4) y
se utiliza el revelador de orcinol-acido sulfurico. Como patrones de referencia se utilizan estandares
de azucares: D-Glucosa (11 mg/1.5 ml), D-Galactosa (9.7 mg/1.5 ml), D-Manosa (9.9 mg/ml) y D-
Xilosa (9.3 mg/ml).
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Las cromatografias de capa fina de alta eficiencia se realizaron en las extracciones alcohélicas por el
método de calentamiento directo, utilizando el modelo estadistico seleccionado para la

metodologia de superficie de respuesta a diferentes temperaturas y tiempos (Tabla 1y 2).

Se utilizé como fase movil en el desarrollo de la cromatografia el sistema diclorometano-metanol
(9:1). Se utilizé vainillina-acido sulfurico como revelador y el ergosterol (0.5 mg/ml) como patrén de

referencia (Wagner, 1996; Wagner, 2011).
Se utilizaron placas de HPTLC Fertigplatten Nano-ADAMANT UV 254 de 10 x 10 cm.

El equipo de HPTLC utilizado se muestra en la figura 19.

LAMAG AUTOMATIC TLC SAMPLER 4

Figura 19. Equipo HPTLC automatizado
6.6.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de las extracciones alcohdlicas.

Las muestras de las extracciones alcohdlicas (100 pl) se derivatizaron secdndolas con N, se
mezclaron con 80 ul de BSTFA (bis-trimetilsilyl-trifluoroacetamida) y 20 ul de piridina, se incubaron

en agitacion durante 30 min a 80°C y después se les agregd 100 ul de isooctano.

Las muestras fueron analizadas por cromatografia de gases (Figura 20). Se inyecté 1ul de la muestra

sin particion (splitless) y se utilizé helio como gas acarreador con un flujo constante de 1ml/min.

La colecta de informacién proveniente del equipo de espectrometria de masas se realiza por el

programa MS Chem resultando en un grafico de tiempo vs el total de iones registrados por el
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electromultiplicador (Total lon Chromatogram). Para cada componente eluyente de la columna o
pico se considerd su tiempo de retencién en el apice de acumulacién. En este punto se evalud la
composicidon de los iones. Se utilizdé el programa Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System (AMDIS) y para la identificacién de los espectros que se compararon con el
programa MS Data Search frente a los espectros de la base de datos del NIST 11 Mass Spectral Data

Base del Departamento de Comercio de los Estados Unidos.

Figura 20. Equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrémetria de masas por impacto electrénico

6.6.3 Evaluacion del contenido de polisacaridos en el extracto acuoso por calentamiento directo y

por Soxhlet y en el extracto acuoso por calentamiento directo optimizado por MSR

Los polisacaridos fueron aislados de la extraccién acuosa segun el método propuesto por Skalicka
(Skalicka-Wozniak 2012); mediante el cual se realizaron tres extracciones acuosas con 200 ml de
agua en una misma muestra de 5 g de hongo G. curtisii deshidratado y molido con solvente nuevo
(200 ml) en cada ocasién. Para las extracciones acuosas por calentamiento directo y Soxhlet se
utiliz6 una temperatura de extracciéon de 85°C durante 5 horas. Para los trece tratamientos
establecidos en el método estadistico se emplearon las temperaturas y los tiempos calculados para

este método (
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Tabla 2). LOs tres extractos acuosos de cada tratamiento se combinaron y se concentraron a 100 ml
(Figura 21). Posteriormente se agregaron 300 ml de etanol a 4°C y se mantuvieron a 4°C durante 24
horas, al término se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos para la obtencion del precipitado, el
cual se lavd con etanol 96% y se secd a 60°C. El residuo obtenido representa a los polisacaridos

crudos o totales (Figura 22).

3a Extraccion

Combinacion
tres extracciones

—

Figura 21. Combinacion y concentracidn de las tres extracciones acuosas

Figura 22. Polisacaridos precipitados y secos

6.6.3.a Determinacion de azucares totales en Polisacaridos crudos.

Los azucares totales en la muestra de Polisacaridos crudos se determinaron utilizando el método
fenol-sulfurico (Dubois, 1956). Un miligramo de la muestra de polisacaridos crudos se disolvid en 10
ml de agua destilada. Un mililitro de esta solucion se mezclé con 1 ml de solucién de fenol al 5% y 5

ml de acido sulfurico concentrado. La mezcla se agitdé en vortex, se dejé reposar 10 minutos y
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después se colocd en un bafio de agua a 25°C durante 10 minutos y se dejo enfriar a temperatura
ambiente (20°C). Se mezclé la solucion en vortex y se leyd la absorbancia a 490 nm.
Los azucares totales se calcularon en base a una curva estandar de glucosa. El experimento fue

realizado por triplicado.

6.6.3.b Procedimiento de Calibracion.

La curva de calibracién fue analizada tres veces con cinco diferentes concentraciones: 10 pg/ml, 20
ug/ml, 30 pg/ml, 40 pug/ml y 50 pg/ml de glucosa. La cuantificacion se llevd a cabo midiendo la
absorbancia. Las curvas de calibracidn se caracterizaron por su coeficiente de regresion, la

pendiente de la recta (b) y la interseccién de la linea recta con el eje Y(a).

6.7 Determinacion de la Actividad antioxidante de los Extractos de Ganoderma curtisii por el
método DPPH

El ensayo de captacién de radicales DPPH es un modelo ampliamente aceptado para evaluar la
actividad eliminadora de radicales libres en un tiempo relativamente corto (Naik et al. 2003; Yuan
et al. 2005). El ensayo evita reacciones secundarias tales como la quelaciéon de iones metdlicos y la
inhibicion enzimatica, que complican los ensayos basados en radicales libres producidos en el
laboratorio tales como el hidroxilo y el anién superdxido (Amarowicz et al., 2004). La capacidad de
los antioxidantes para secuestrar DPPH se atribuye a su capacidad de donar hidrégeno (Liu et al.

2013).

La capacidad para capturar radicales libres de los extractos de Ganoderma curtisii fue determinada
utilizando como referencia la disolucion de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) de acuerdo al método
reportado por Chung-wah Ma et al. (2013). Se tomaron 2 ml de cada extracto (Etandlico,
Hidroalcohdlico y polisacaridos) con diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y 1 mg/ml)y
se le adicion6 a cada uno 2 ml de solucién etandlica 0.2mM de DPPH. El control fue etanol como
sustituto de DPPH y el etanol fue utilizado como blanco. Se agitaron los tubos en vortex durante 15
s, se dejaron reposar por 30 min a temperatura ambiente en ausencia de luz, posteriormente se
midid la absorbancia a 517 nm en el espectrofotdmetro. El acido ascérbico fue utilizado como
estdndar positivo a las mismas concentraciones que las muestras. Los experimentos se llevaron a

cabo por triplicado.
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La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion lo cual corresponde a la
cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentracién, de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

. . e As - Ac
Porcentaje de inhibicion (%) = ( 1- T) * 100
Donde 4s = absorbancia de la solucién muestra y DPPH, Ac es la absorbancia de la solucién control
de etanol y A es la absorbancia de la solucion incluyendo 2 ml de DPPH y 2 ml de etanol.
El parametro ICso que es la concentracidn necesaria para obtener un 50% de efecto, se calcula por
interpolacion en la grafica de porcentajes de inhibicidn y los valores ICso menores a concentraciones

de 0.1 mg/ml no pueden ser calculados de la grafica y se expresan como 1Cs0<0.1 mg/ml (Figura

23). Un valor bajo de ICsp corresponde a una mayor actividad antioxidante del extracto del hongo.
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Figura 23. Grafico de Capacidad Antioxidante de extractos de G. curtisii
6.8 Determinacion de polifenoles totales en los extractos hidroalcohdlico y etanédlico
Para la determinacidn de polifenoles totales en los extractos de Ganoderma curtisii preparados, se
siguid el método espectrofotométrico realizado por Nagaraj et al (2014) modificado. Extractos
hidroalcohdlicos y alcohdlicos de 5 g de G. curtisii se obtuvieron en una mezcla de 200 ml de
agua/etanol (3:2) y en etanol (200 ml) a una concentracién de 524.5 mg/100 ml y 344.1 mg/100

ml, respectivamente. Las muestras de extractos (0.5 ml) se mezclaron con reactivo de Folin-
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Ciocalteu (2.5 ml, previamente diluido en agua 1:10, v/v) y carbonato de sodio (75 g/I, 2 ml). Los
tubos se mezclaron en vortex por 15 s y se dejaron reposar en obscuridad por 40 min a
temperatura ambiente (21°C). Se realizé una curva de calibracion estandar de acido galico en agua
(0.0094-0.15 mg/ml) (Figuras 24 y 25). Se midid la absorbancia a 765 nm. Para cada una de las
muestras se calculd la concentracién de acido galico usando la ecuacién basada en la curva de
calibracion: Y = 0.0974x — 0.0047, R? = 0.9995; donde x fue la absorbancia y Y fueron los mg de
acido galico. Con la concentracion de acido galico obtenida, se calculd el contenido de compuestos
fendlicos totales como acido galico equivalente (GAE) por la siguiente ecuacion: T = (Cx V) / M.
Donde T es el contenido fendlico total en mg/g de los extractos como GAE, C es la concentracion de
acido galico establecida a partir de la curva de calibracion en mg/ml, V es el volumen de la solucién

del extracto en mly M es el peso del extracto en gramos (Figuras 24 y 25).

0.15
Y = 0.0974x -0.0047
j R2 =0.9995
sP Prob <0.0001 - :
S 8 014 { i
Bada
8 1 gl -
o Ea Ewm. 5w E
0.05 = ]
> 2 £ )
‘ & o33 0o =
b T} ' N
N ol off
0 . < =t \BS \ =] /
T T T o 41 \ o o
0 5 1 15 3 \ ¥/ \BDi ‘ol =
Absorbancia 765 nm ’ : Vi e ») K = €.
Curva‘de calibragion de Acido galico
Figura 24. Curva de calibracidn de acido galico Figura 25. Tubos con diferentes concentraciones de acido gélico
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7. OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION ALCOHOLICO-ACUOSA DE

Ganoderma curtisii

Una vez seleccionado el método de extraccion por calentamiento directo, se procedié a la
extraccién en funcién del disefo estadistico. Se establecid la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR)(Huang et al., 2010) para identificar el punto 6ptimo al cual los factores
temperatura y tiempo de extraccion proporcionan el mayor rendimiento en la variable de
respuesta: Cantidad de polisacdridos y triterpenos. El disefio experimental utilizado fue un disefo
central compuesto (DCC).

Se elabord un modelo codificado de segundo orden, de acuerdo a:

Y = Bo+ Bixy + Boxs + B11X + Bazxi + BraXiXy
Dénde:
Y: es la respuesta estimada (Rendimiento); 5o, 51, Bz 11, [zz [12:son los coeficientes de regresion;
X1y X2 son las variables independientes: temperatura y tiempo de extraccion.

Se establecié un DCC para la extraccion alcohdlica y uno para la extraccidn acuosa.

7.1 Extraccion alcohdlica

El modelo incluyé 4 puntos factoriales, 5 réplicas en el punto central y 4 puntos axiales. Las
variables dependientes fueron la temperatura de extraccidon (X1) con tres niveles (54 °C, 64 °C, 74
°C) y tiempo de extraccion (X2) con tres niveles (90, 135 y 180 min). El arreglo experimental se

presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Arreglo experimental usado para las diferentes combinaciones de extraccién etandlica: temperatura y tiempo de extraccion.

Variables codificadas Variables no codificadas
No. Tto X1 X2 Temperatura de Tiempo de extraccion
extraccion (°C) (min)
1 -1 -1 54 90
2 -1 +1 54 180
3 +1 -1 74 90
4 +1 +1 74 180
5 -a (-1.414) 0 50 135
6 +o (1.414) 0 78 135
7 0 -a. (-1.414)0 64 71
8 0 +o (1.414)0 64 199
9 0 0 64 135
10 0 0 64 135
11 0 0 64 135
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o
o

12 64 135
13 0 0 64 135

7.1.1. Diagrama de flujo del proceso de extraccion etandlica de Ganoderma curtisii

En la figura 26 se muestra el diagrama del proceso de extraccion etandlica de Ganoderma curtisii
por el método de calentamiento directo en funcién de las temperaturas y tiempos establecidos en

el método estadistico de Metodologia de superficie de Respuesta MSR (Tabla 1).

5 g de G. curtisii
deshidratado y molido

Extraccidn etandlica
200 ml etanol T=en funcion MSR,
t = en funcion MSR

Determinacion HPTLC
y CG/MS Filtrado

Hongo G. curtisii desecho

Figura 26. Diagrama del proceso de extraccidn etandlica por el
método de calentamiento directo

7.2 Extraccion acuosa

El modelo incluyé 4 puntos factoriales, 5 réplicas en el punto central y 4 puntos axiales. Las
variables dependientes fueron temperatura de extraccion (X1) con tres niveles (72 °C, 82 °C, 92 °C)
y tiempo de extraccién (X2) con tres niveles (90, 135 y 180 min). El arreglo experimental se

presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Arreglo experimental usado para las diferentes combinaciones de extraccidn acuosa: temperatura y tiempo de extraccion

Variables codificadas Variables no codificadas
No. Tto X1 X2 Temperatura de Tiempo de extraccion
extraccion (°C) (min)
1 -1 -1 72 90
2 -1 +1 72 180
3 +1 -1 92 90
4 +1 +1 92 180
5 -a (-1.414) 0 68 135
6 +o (1.414) 0 96 135
7 0 -a (-1.414) 82 71
8 0 +o (1.414) 82 199
9 0 0 82 135
10 0 0 82 135
11 0 0 82 135
12 0 0 82 135
13 0 0 82 135

7.2.1. Diagrama de flujo del proceso de extraccion acuosa de Ganoderma curtisii

En la figura 27 se muestra el diagrama del proceso de extraccién acuosa de Ganoderma curtisii por
el método de calentamiento directo en funcién de las temperaturas (T) y tiempos (t) del método

estadistico de MSR (Tabla 2).
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5 g Hongo G. curtisii
deshidratado y molido

Agua 200
mi
12 Extraccion
acuosa
T=MSR, t=MSR
Concentracién de
Filtrado 1 filtrados (1,2 y 3)
V=100 ml
Agua 200
mil
22 Extraccién
acuosa Precipitacion con 3 fogad
T=MSR, t=MSR volimenes de etanol a 4°C, Centrifugado 15
min a 3500 rpm
24 horas
Filtrado 2
Agua 200 Secado de
mi Polisacdridos crudos polisacaridos
32 Extraccién precipitados
acuosa
T=MSR, t=MSR

Hongo G. curtisii

agotatk Filtrado 3

Figura 27. Diagrama del proceso de extraccion acuosa de Ganoderma curtisii por el método de calentamiento directo

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media * desviacion estandar (SD). Todos los analisis se llevaron a cabo
por triplicado.

El andlisis estadistico se realizé mediante el analisis unidireccional de la varianza (ANDEVA) seguido
de la prueba HSD de Tukey con a=0.05. Las diferencias significativas entre los grupos se

determinaron en p <0.0001. Se utilizé el programa estadistico JMP version 6.

8.1. Optimizacidon

El valor numérico maximo o minimo para cada variable de respuesta para encontrar el valor éptimo
de mayor rendimiento por el proceso de extraccién tanto alcohdlica como acuosa se determind
usando el paquete estadistico JMP versién 6. Se usaron los modelos predictivos para representar

graficamente cada sistema a través de una superficie de respuesta.

Para validar el modelo se realizé un andlisis de varianza, determindndose el coeficiente de
determinacién (R?), y el F-cal, el cual, si es mayor que el F-tab., indica que el modelo interpreta
adecuadamente la respuesta. Finalmente se construyeron superficies de respuesta para definir las

regiones de interés.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Caracterizacion del Material de estudio “Ganoderma curtisii”’

9.1.1 Caracterizacion TaxonOmica

Se realizd la caracterizacién taxondmica del hongo Ganoderma, quedando registrada en el
Herbario de la Facultad de Biologia de la UMSNH con el numero de ficha 24032. El hongo fue
identificado como Ganoderma curtisii, especie que presenta una amplia plasticidad morfolégica y
que varia dependiendo del estado de maduracién del basidiocarpo, no obstante, presenta dos
caracteristicas distintivas como son el contexto duplex y las capas resinosas que no cambian con la
edad del ejemplar (Torres-Torres y Guzman-Davalos, 2005), G. curtisii se distingue de G. lucidum

por las esporas que son de menor tamano y por la franja de color amarillenta que no esta presente

en G. lucidum.

En la Tabla 3 se enlistan las caracteristicas macroscopicas y microscépicas del hongo estudiado,

asi como las caracteristicas del habitat donde se localizaron los ejemplares de estudio

Tabla 3. Ficha taxonédmica de Ganoderma curtisii (Berk.) Murill

Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota

Clase: Agaricomycetes

Orden: Polyporales

Familia: Ganodermataceae

Especie: Ganoderma curtisii (Berk.) Murill, North Amer. Flora 9:120, 1908

Caracteristicas Macroscopicas

Forma Reniforme a semicircular

Tamaiio 155-235x 120-182 mm

Textura Consistencia corchoso a semilefioso

Pileo Opaco, no obstante, se observan secciones con brillo
(laqueada), superficie glabra, margen entero a ondulado, en el
margen blanco, amarillento claro a amarillo rojizo, al centro
café rojizo, café violaceo (Figura 28).

Estipite 60-150 x 35-45 mm, lateral a excéntrico, cilindrico, atenuado
hacia la base, rojo oscuro a café violaceo, superficie brillante.

Contexto Duplex (dos capas) de 23 mm de grosor, la capa superior es
blanquecina a café claro, en la cual se distingue una franja
amarilla por debajo de la cuticula, la segunda capa es café con
tres bandas resinosas (Figura 29).

Poros 3-4 por mm, semicirculares a angulares, blanquecinos,
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amarillentos y café claro al tacto.

Tubos De 3 a 7 mm de longitud, café, sin estratificacion.

Sistema hifal Trimitico, con hifas generativas, esqueléticas y conectivas
(Figura 30).

Cuticula De tipo himeniforme (Figura 32).

7

Células claviformes

50-80 x 9-12.5 um

Basidiosporas

Caracteristicas
microscopicas

10-11.7 x 6.3-7 um, elipsoides con el apice truncado, doble
pared (0.5 um) de pared rugosa, con poro apical visible (Figura
31).

Basidios

19-20 x 6-7 pum.

Sustrato/huésped

Gregario, sobre un tocén de encino (Quercus sp.) en bosque de
pino-encino.

Ubicacion habitat

Caracteristicas
del habitat

México, Michoacan, Charo, La Escalera. Latitud norte: +
19.36.09; Longitud oeste: -101.01.05, Altitud: 1721 msnm

Notas

Considerado por algunos como una forma de G. lucidum.

Referencias

Overholts (1953), Lowe & Gilbertson (1961), Gilbertson &
Ryvarden 1987, Torres-Torres, M. G. y L. Guzman-Davalos.
(2005).

Determinaciéon Taxondémica

D.C. Victor Manuel Gémez Reyes
Responsable de la coleccidon de macromicetos del Herbario de la
Facultad de Biologia (EBUM). UMSNH

Ficha Herbario

EBUM 24032

Figura 28. Pileo de Ganoderma curtisii
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Figura 29. Caracteres distintivos de G. curtisii: a) Contexto duplex; b) las capas resinosas;
c) franja amarilla por debajo de la cuticula.

Figura 31. Basidiosporas de doble pared y ornamentadas
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Figura 32. Trama de la cuticula himeniforme, se distinguen por las células claviformes.

Ganoderma curtisii es considerado por algunos micélogos como una variedad diferente de
Ganoderma lucidum, debido a sus colores amarillo brillante y a la restriccion geografica para el
sudeste de Estados Unidos y México. Sin embargo, la mayoria considera a Ganoderma lucidum y
Ganoderma curtisii como la misma especie debido a su apariencia y hdbitat similares, ambos
prefieren crecer en maderas duras. En "North American polypores", Gilbertson y Ryvarden (1987),
no consideran a G. curtisii una especie separada de G. lucidum.

La razoén principal para mantenerlos como especies separadas es la especificidad de cada hongo a
su hospedador.

En México la especie Ganoderma curtisii ha sido registrada casi en toda la republica (Torres-Torres y

Guzman-Davalos, 2005), creciendo desde los 1000 hasta los 2000 msnm.

9.1.2 Caracterizacion Fisicoquimica

e Tamano de particula por tamizado.

Tabla 4. Resultados Tamario de Particula

N° de N° de malla Muestra inicial (g) Muestra final (g) Resultados
muestra
M1 10 20 4.3347 43.347
M2 20 20 10.4502 209.004
M3 40 20 1.9070 76.28
M4 60 20 2.3747 142.482
471.113/20
Promedio 23.555

El tamafio de particula del hongo fue de 0.841 mm que corresponde a la malla #20
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e Color.
Los resultados obtenidos en la determinacion de color de la muestra de hongo Ganoderma curtisii

se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de Color de G. curtisii

Muestra a b
N° muestra estandar Verde - Amarillo + °Hue Chroma
L Rojo + Azul -
m1 32.80 8.43 14.91
M2 32.78 8.50 14.91
60.438 17.133
m3 32.77 8.43 14.89

Promedio  32.78310.03 8.4531#0.07 14.90310.02
Valores positivos (+), Valores negativos (-)

El valor L indica una baja luminosidad reflejada por el material de estudio. En referencia a la
coordenada de color “a” su valor positivo indica una coloracién rojiza en la muestra, en tanto que la

coordenada de color “b” con valores positivos indica tonos amarillos.

o n

Considerando “L” y las coordenadas de color “a” y “b”, el valor de "Hue (60.438) coloca a la muestra

en los grados de coloracién rojo-anaranjados (Figura 33).

Figura 33. Coloracién hongo Ganoderma
El valor de Chroma de 17.133 indica que la coloracidn es intensa, alejandose de las tonalidades
grises.
La coloracién del hongo no varia con la edad del ejemplar.

e pH

El pH fue de 5.18. En estudios realizados en el cultivo de Ganoderma (Papinutti L., 2009), se ha

demostrado que el pH influye de manera importante en la produccién de exopolisacaridos como los
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B-glucanos que tienen un importante efecto antitumoral. El rango de pH entre 5 y 6 fue el que
permitiéd una mayor produccién de este tipo de compuestos. El pH registrado en la determinacidn
de la muestra de G. curtisii objeto del presente estudio se encuentra situado en estos valores de
pH, por lo que puede suponerse que el hongo de cultivo silvestre se desarrolla también en este

intervalo de pH.

e Analisis quimico proximal

En la tabla 6 se enlistan los resultados obtenidos en porcentajes de los andlisis realizados a la
muestra de hongo Ganoderma curtisii. Se onserva que los carbohidratos representan el mayor
porcentaje de compuestos presentes en el hongo, seguido por la fibr, esto estd relacionado con los

compuestos como la quitina que es un polisacarido estructural del hongo responsable de su dureza.

Tabla 6. Analisis Quimico Proximal

Determinacion Porcentaje
Humedad 9.00+0.01
Materia Seca 91.0+0.05
Carbohidratos 53.31+0.03
Fibra cruda 20.67+0.12
Proteina 15.1840.25
Cenizas 10.48+0.05
Grasas 0.37+0.01

9.1.3 Determinacion de Metales

El analisis de metales (Tabla 7) indica cantidades por debajo de la dosis letal (LD*) y de la Ingesta
diaria aceptable (ADI**) de Plomo (Pb), Cromo (Cr), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Zinc (Zn) y Arsénico
(As); cantidades de Cobre (Cu) y Fierro (Fe) similares a lo reportado en la literatura (Durkan, 2008;
Chiu et al., 2000). La presencia de Calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio (K) concuerda con lo

reportado por Watcher-Galor (2004).

Tabla 7. Contenido de Metales en hongo Ganoderma curtisii

mg/Kg (base seca)
Muestra As Cu Pb Cr Zn Ni Cd Fe Ca Mg K
G. curtisii <LD* 20.9 <LD* <LD* <LD* <LD* <LD* 1067.4 163.16 179.85 205.53
<ADI** +0.2 <ADI**  <ADI** <ADI** <ADI** <ADI** +0.3 +0.5 +0.05 +0.8

LD = Dosis Letal
ADI= Ingesta Diaria Aceptable
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*Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995 ** Codex Alimentario 193-1995
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9.2 Extracciones de Ganoderma curtisii.

9.2.1 Proceso de extraccion hidroalcohdlica de Ganoderma curtisii hasta agotamiento

En la figura 34 se muestra cada una de las extracciones y la coloracidn que presentaron las
extracciones hidroalcohdlicas de G. curtisii. Se observa que la intensidad del color disminuye
conforme se incrementa el numero de extraccidn siendo la extraccidon 7 la que presenta menor
coloracién, lo anterior estd directamente relacionado con la cantidad de compuestos extraidos
siendo el de mayor concentracidn la muestra 1, esto puede ser observado en las cromatografias de

capa fina (9.2.1.d).

Figura 34. Extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento

9.2.1.a Determinacion de color de Extracciones hidroalcohdlicas de G. curtisii por colorimetria

Los resultados de la determinacién de color de cada una de las extracciones hidroalcohdlicas se
muestran en la tabla 8. En las extracciones de la 1 a la 5 se observan valores de “a” positivos,
indicando tonalidades rojas, mientras que los valores de las extracciones 6 y 7 son negativos
ubicdndose en el rango de coloracién verde. En los valores de “b”, todas las extracciones
presentaron resultados positivos clasificandose en las tonalidades amarillas. Los valores de °Hue
estan entre los tonos rojos hasta los amarillos. Y los valores de Chroma van disminuyendo

indicando una pérdida de color.
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Tabla 8. Resultados de Color para las siete extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento de G. curtisii
Muestra a b
N° muestra estandar Verde - Amarillo + °Hue Chroma
L Rojo + Azul -
Extraccion 1 8.40610.23 ¢ 1.75+0.31 ab 3.466+0.25 ab 63.210+2.42 d 3.8910.25 a
Extraccion 2 9.566+0.23 ab 2.42+0.31a 3.816+0.25 b 57.618+2.42 d 4.21+0.25a
Extraccion 3 10.496+0.23 a 1.526+0.31 ab 3.596+0.25 ab 67.005+2.42 cd 3.913+0.25a

Extraccion 4
Extraccion 5
Extraccion 6

Extraccion 7

9.826+0.23 a

8.526+0.23 bc
7.41+0.23 cd
6.81+0.23d

0.666+0.31 bc

0.293+0.31 bc

-0.026+0.31 ¢
-0.1+0.31 ¢

3.033+0.25 abc

2.573+0.25 bcd
2.046+0.25 cd
1.376+0.25d

77.615+2.42 bc
83.503+2.42 ab
97.242+2.42 a
94.156+2.42 a

3.107+0.25 ab
2.553%0.25 bc
2.052+0.25 bc
1.381+0.25 ¢

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia estadistica en las medias, Tukey-Kramer HSD.

9.2.1.b Determinacion de color de Extracciones hidroalcohdlicas por espectrofotometria.

En la figura 35 es apreciable que la absorbancia de cada una de las extracciones va disminuyendo,
siendo las extracciones 1y 2 las que presentan absorbancias mayores y a partir de la extraccion 3
las absorbancias disminuyen considerablemente, confirmandose la relacién de color con la cantidad
de absorbancia registrada y niumero de compuestos. Existe una correlacién importante entre la
coloracién de los compuestos organicos y su estructura. Diversos compuestos organicos que
presentan enlaces conjugados tienen influencia en la longitud de onda y las absorbancias que
presentan. Los picos de absorbancias de los compuestos que presentan mayor cantidad de enlaces
conjugados en su estructura se localizan en regiones de longitudes de onda superiores a los
compuestos con menos enlaces conjugados. Los picos de absorcion también se ven influenciados
por los grupos funcionales presentes en la estructura quimica. Entre mas grupos funcionales tiene
un compuesto la absorbancia se presenta a longitudes de onda mayores (Shimadzu, 2009). Algunos
de los compuestos identificados en los extractos del hongo del genero Ganoderma son polifenoles,
acidos grasos insaturados y terpenoides, que tienen en sus estructuras enlaces conjugados y grupos
funcionales hidroxilo que presentan absorbancias en longitudes de onda de regiones UV entre 220
y 320 nm (Chentan, 2007). Las absorbancias registradas en las extracciones hidroalcohdlicas 1 y 2

estan entre las regiones UV de 250 a 350 nm, por lo que se deduce que la presencia de estos
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compuestos esta relacionada con la coloracién de éstas extracciones y que la disminucién de color y

absorbancias en las extracciones 3 a 7 se debe a una menor cantidad de compuestos en estas.

Curvas de Absorcion de las Extracciones
Hidroalcoholicas
6
- R2=0.529, Prob>F =0.0001
g 5
g 4
23
N
< 2 7
1 \
E————————— —————
0
O O © © © © © © O O O © © © © © © O O O O O © O
NN AN NN OO O O OO N0 OO 0N 9 9@ 9@ 9@ @ @ S < S N
Longitud de onda A
e Extraccion 1 Extraccion 2 Extraccion 3 Extraccion 4
Extraccion 5 EXtraccion 6 e Extraccion 7

Figura 35. Curvas de absorcidn de extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento de G. curtisii.

9.2.1.c Determinacion de pH de Extracciones Hidroalcohdlicas de G. curtisii

En la figura 36 se muestran los diferentes valores de pH de las siete extracciones hidroalcohdlicas. A
partir de la primera extraccion, el valor de pH se incrementa con respecto al pH del hongo
deshidratado. Lo anterior, esta relacionado con la cantidad y el tipo de compuestos extraidos. Entre
los compuestos identificados en las extracciones de Ganoderma, los acidos carboxilicos, los acidos
grasos y los compuestos fendlicos, influyen en el pH ligeramente acido que presentan los extractos
y el aumento en el valor del pH de las extracciones tiene relacién con la disminucidon de estos
compuestos en las extracciones 3 a 7. Chentan et al., (2007) mencionan que los compuestos
fendlicos son mas estables a pH entre 3y 6, y que la concentracion de estos disminuye al aumentar
el pH del medio. Friedman estudié la estabilidad de los polifenoles de plantas y establecié que el pH

basico afecta su estabilidad (Friedman M. and Jirgens H. S., 2000).
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Determinacion de pH de las extracciones de Ganoderma
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Figura 36. Valores de pH para las siete extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento.
9.2.1.d Determinacion por HPTLC de compuestos terpénicos presentes en las Extracciones
Hidroalcohdlicas.
En las figuras 37 y 38 se presentan las placas de HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas
reveladas y analizadas con luz blanca en las cuales se observa que la cantidad de compuestos
terpénicos es mayor en las dos primeras extracciones, a partir de la tercera extraccion ya no hay

presencia considerable de compuestos.

Figura 37. HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas de
Ganoderma curtisii en solvente diclorometano-metanol
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Figura 38. HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas de

Ganoderma curtisii en solvente Cloroformo-metanol-agua.
En las figuras 39 y 40 se presentan las placas de HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas
reveladas y analizadas a 254 nm y 366 nm respectivamente, en las cuales también se observa que
la cantidad de compuestos terpénicos es mayor en las dos primeras extracciones, y que a partir de

la tercera extraccién disminuye considerablemente la presencia de compuestos.

Figura 39. HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas de Ganoderma Curtisii a 254 nm
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Extracciones hidroalcohdlicas hasta agotamiento

Figura 40. HPTLC de las 7 extracciones hidroalcohdlicas de Ganoderma Curtisii a 366 nm.

Lo anterior lleva a considerar que en las dos primeras extracciones existié un mayor arrastre de

compuestos terpénicos, por lo que no es recomendable una tercera extraccion.

Estos resultados complementan las observaciones realizadas en las pruebas de colorimetria y
espectrofotometria en donde también se observa una coloracion mas intensa en las dos primeras

extracciones (9.2.1.ay 9.2.1.b).

9.2.2 Extraccion por calentamiento directo

En la figura 41 se presentan las extracciones realizadas por calentamiento directo, se observa que el
color de las segundas extracciones tanto de alcohol como de agua disminuye. Sin embargo el
cambio de solvente de alcohol a agua, permite extraer compuestos solubles en este solvente y que

no son extraidos por el etanol.

Figura 41. Extracciones de Alcohol y agua
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Determinacion de pH de Extracciones por calentamiento directo

Se determind el pH de las extracciones realizadas por calentamiento directo. El pH de las

extracciones alcohdlicas y acuosas por calentamiento directo se muestra en la figura 42, en ella se

observa un aumento de pH de 6.31 a 6.59 entre las extracciones alcohdlicas y un descenso de pH de

6.19 a 5.69 entre las extracciones acuosas.
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Figura 42. pH de extracciones por Calentamiento directo.

9.2.3 Extraccién por Soxhlet

En la figura 43 se muestran las extracciones de G. curtisii por Soxhlet. La coloracién de las

extracciones es menos intensa en comparacién a las extracciones por calentamiento directo. No

obstante, siguen el mismo patron de comportamiento que con el calentamiento directo (9.2.2).

Figura 43. Extracciones de Alcohol y agua por Soxhlet
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Determinacion de pH de Extracciones por Soxhlet

El pH de las extracciones alcohdlicas y acuosas por Soxhlet se presenta en la figura 44. Se observa
un aumento de pH de 6.11 a 6.34 entre las extracciones alcohélicas y un descenso de pH de 6.32 a

6.22 en las extracciones acuosas.

Extraccion por Soxhlet
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1a Extraccion | 2a Extraccion | 1a Extraccion | 2a Extraccion
Alcohodlica Alcohdlica Acuosa Acuosa
=—4—pH 6.113 6.34 6.32 6.22

Figura 44. pH de Extracciones por Soxhlet

El aumento de pH observado en las extracciones etandlicas y el posterior descenso de pH en las
extracciones acuosas es un indicativo de los diferentes compuestos extraidos por ambos solventes
y la diferencia de valores de pH entre las primeras y segundas extracciones esta relacionado con la
cantidad y tipo de compuestos. En el caso de compuestos fendlicos, acidos grasos, acidos
carboxilicos y otros compuestos extraidos con el etanol, los valores de pH aumentan entre las
primeras y segundas extracciones, mientras que en el caso de los polisacaridos, los valores de pH
disminuyen entre las primeras y segundas extracciones. La estabilidad de los polisacaridos es menor
en valores de pH acidos (Dumitri, 2005), contrario a los compuestos fendlicos que presentan mayor

estabilidad a pH ligeramente acidos (Chentan, 2007).
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9.3 Identificacion por HPTLC de compuestos terpénicos en extracciones alcohdlicas por
calentamiento directo y por Soxhlet.

En las figuras 45 y 46 se presentan las placas de HPTLC de las extracciones por calentamiento
directo y por soxhlet analizadas con luz blanca. Se observa que la cantidad de compuestos
terpénicos es mayor en las primeras extracciones, tanto por calentamiento directo como por

soxhlet.

Figura 45. HPTLC de las extracciones alcohdlicas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet.
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Figura 46. HPTLC de las extracciones alcohdlicas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet.

En las figuras 47 y 48 se presentan las placas de HPTLC de las extracciones alcohdlicas tanto por
calentamiento directo como por soxhlet. En las cuales también se observa que la cantidad de
compuestos terpénicos es mayor en las primeras extracciones que en las segundas.

No se observa una diferencia en la cantidad de compuestos que son extraidos por ambos métodos.

Figura 47. HPTLC de las extracciones alcohdlicas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet a 254 nm.
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Figura 48. HPTLC de las extracciones alcohdlicas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet a 366 nm.

9.4 Identificacion por HPTLC de azlcares en extracciones acuosas por calentamiento directo y
por Soxhlet.

Las placas de HPTLC de las extracciones acuosas por calentamiento directo y por soxhlet analizada
con luz blanca y a 366 nm respectivamente, en las que se aplicaron 30 pl de muestra de la primera
y segunda extraccion asi como 0.5 pl de cada uno los estandares de D-glucosa, D-galactosa, D-
manosa y D-xilosa se muestran en las figuras 49 y 50. Se observa la presencia de glucosa, galactosa
y xilosa en las primeras extracciones por calentamiento directo y por soxhlet, sin embargo en las
segundas extracciones no se observa la presencia de estos azlcares. Estos monosacaridos son los
principales azucares que forman parte de los polisacaridos de Ganoderma (Sone, 1985; Wasser,

2005).

No se observa diferencia en la cantidad de compuestos que son extraidos por ambos métodos.
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Figura 49. HPTLC de las extracciones acuosas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet y estandares de azlcares.
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1a 2a 1a 2a
Extraccion Extraccién Extraccién Extraccion
Acuosa Acuosa Acuosa  Acuosa D-Glucosa D-Galactosa D-Manosa D-Xilosa
Calentamiento Calentamiento Soxhlet Soxhlet

Figura 50. HPTLC de las extracciones acuosas por Calentamiento
Directo y por Soxhlet y estandares de azlcares a 366 nm.

9.5 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de las extracciones alcohdlicas.

La cromatografia de gases realizada a las extracciones alcohélicas del hongo Ganoderma por
calentamiento directo y por Soxhlet muestra que en la extraccion alcohdlica por calentamiento
directo hay 137 compuestos extraidos, tanto de interés particular como otro tipo de compuestos
poco representativos. En la extraccion por soxhlet hay 111 compuestos, lo que representa una
diferencia de 26 compuestos entre los dos métodos de extraccion. También se puede observar que
las concentraciones de los compuestos son ligeramente mayores en la extraccién por
calentamiento directo. En la figura 51 se muestra un fragmento comparativo de la cromatografia de

gases de las extracciones por calentamiento directo y por soxhlet.
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Figura 51. Comparativo de CG/MS de extracciones por calentamiento y por Soxhlet.

Entre los compuestos extraidos se identifican dcidos grasos: oleico, linoleico, palmitico y estearico,
derivados de ergostanol: Ergosta-5,7,22-trien-3-B-yloxy y 3-B,22E-ergosta-7,22-dien-3-yloxy,
azucares como, a-D-glucopiranosida, B-D-glucopiranosa, Galactopiranosa, D-galactosa, D-manitol,
D-Trehalosa y acidos carboxilicos como acido galacténico, dcido glucénico y acido Glucurénico (Lv,

2012; Gao, 2012; Trigos, 2011; Chan, 2007; Wasser,2005; Villares, 2012; Xie,2012).

9.6 Extraccion y Cuantificacion de compuestos en extracciones acuosas por calentamiento directo
y por Soxhlet.

En la figura 52 se presentan las tres extracciones tanto por calentamiento directo como las
extracciones por soxhlet. Se observa que en las extracciones por calentamiento directo la

coloracién de las extracciones es mas intensa que en las extracciones por soxhlet.
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Figura 52. Comparativo extracciones acuosas por calentamiento directo y Soxhlet.

En la figura 53 se presentan las mezclas de las tres extracciones tanto por calentamiento directo
como por soxhlet y sus correspondientes concentrados de 600 ml a 100 ml. Se observa en las
mezclas de las extracciones una ligera diferencia de color en los dos extractos, siendo la extraccion
por calentamiento directo la que es mas oscura. En los concentrados no hay diferencia visible de

color.

Calentamiento
directo g Soxhlet

Calentamiento Soxhlet
directo -

Concentrados de las tres extracciones

Mezcla de las tres extracciones

Figura 53. Concentrados extracciones acuosas por calentamiento directo y por Soxhlet.
En la figura 54 se presenta el precipitado formado después de agregar etanol frio, mantener 24
horas a 4°C y centrifugar los concentrados de las extracciones acuosas. Se presentas también los
polisacaridos secos obtenidos de las extracciones acuosas por calentamiento directo y por Soxhlet.

Se puede observar que el precipitado obtenido por calentamiento directo es mayor que por Soxhlet
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y por consiguiente los polisacdridos obtenidos por el método de calentamiento directo: 192.1 mg.

también son mas abundantes que por el método de Soxhlet: 95.15 mg.

Polisacaridos
secos

‘Precipitados desp ' “ lisacaridos
! de qentrifugacio ‘ ‘ ‘ F}recipitados

»

192.1 mg_.95. 15mg

Calentamiento Calentamiento
directo Soxhlet direcio Soxhlet

Figura 54. Polisacaridos crudos precipitados y secos.
9.6.1 Identificacion y cuantificacion de aztcares por el método Fenol-sulfurico

En la figura 55 se muestran los tubos que contienen las soluciones coloreadas que se emplean para
construir la curva estandar de calibracién para la glucosa, siendo este el principal monosacdrido que

se forma al momento de hidrolizar los polisacdridos presentes en el Ganoderma.

Figura 55. Soluciones coloreadas para curva de calibracién por el método fenol-sulftrico

En la figura 56 se muestra la curva de calibracién para la glucosa y la ecuacion de regresion lineal
resultante, en la que se interpolé la lectura promedio de la absorbancia registrada para las

muestras de polisacéridos de Ganoderma (0.1 mg/ml), la cual fue de 0.75+0.03 obteniéndose la
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concentraciéon de glucosa para las muestras de polisacaridos que fue de 64.99 pg/2 ml o bien 32.5

ug/mi.
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Figura 56. Curva de calibracion para la glucosa y ecuacion de regresion lineal

Por lo anterior, el método de extraccién con mayor rendimiento para la obtencién de compuestos
bioactivos de G. curtissi es por calentamiento directo, utilizando los solventes agua y alcohol de

forma independiente y realizando un maximo de dos extracciones por muestra de hongo.
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9.7 Optimizacidn de la extraccion etandlica de G. curtisii.

El efecto de las variables de proceso, temperatura de extraccion (54-74°C) y tiempo de extraccion
(90-180 minutos) fueron investigados en este trabajo. En total se realizaron 13 experimentos
(Figura 57). Los valores de rendimiento experimentales y predichos medidos, asi como la cantidad
de compuestos presentes en los extractos etandlicos optimizados por la MSR y analizados por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se muestran en la tabla 9. Se observa
que en los cinco puntos centrales la variabilidad en la cantidad de compuestos extraidos es minima,

por lo que el error esperado serd menor en el analisis de superficie de respuesta.

Tabla 9. Arreglo estadistico establecido para las trece extracciones etandlicas y cantidad de compuestos obtenidos.

No. de Temperatura Tiempo Cantidad de Cantidad de
Extraccion °C (minutos) compuestos compuestos
X1 X2 Experimental Predicho
1 54 90 65 66.830
2 54 180 61 64.994
3 74 90 80 80.505
4 74 180 81 83.669
5 50 135 60 56.812
6 78 135 81 79.687
7 64 71 80 79.280
8 64 199 84 80.219
9 64 135 73 75.6
10 64 135 76 75.6
11 64 135 75 75.6
12 64 135 75 75.6
13 64 135 79 75.6
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Figura 57. Grafica de las 13 extracciones etandlicas optimizadas por MSR y cantidad de compuestos obtenidos
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Tabla 10. Analisis de Varianza de las extracciones etandlicas de G. curtisii

Fuente Suma de Grados de Cuadrados ValorF Valor P
cuadrados Libertad Medios

Modelo 670.49602 5 134.099 12.9331 0.002

Residual 72.5809 7 10.369

Total 743.07692 12

Temperatura 523.23674 1 523.23674 50.4631 0.0002*

Tiempo 0.88236 1 0.88236 0.0851 0.779

Temperatura*Tiempo 6.25 1 6.250 0.6028 0.4629

Temperatura*Temperatura 93.95217 1 93.95217 9.0611 0.0197%*

Tiempo*Tiempo 29.95217 1 29.95217 2.8887 0.133

Residual 72.5809 7

Total 743.07692 12

R-square = 0.902324
Adj. R-Square = 0.832555

El ANDEVA (Tabla 10) es altamente significativo lo que representa que alguno de los factores
evaluados, como la temperatura de extracciéon (F = 50.4631, P=0.0002) y su cuadratico
Temperatura*Temperatura (F = 9.0611, P = 0.0197), tienen efecto sobre el rendimiento de

extraccién de compuestos y que el modelo de segundo orden es correcto para describirlo.

Tabla 11. Parametros estimados de las extracciones etandlicas

Término Estimado Error t Radio Prob>t
estandar

Intercepto 75.6 1.44 52.5 <0.0001
Temperatura (54,74) 8.0873 1.1384 7.1 0.0002
Tiempo (90,180) 0.3321 1.1384 0.29 0.779
Temperatura*Tiempo 1.25 1.61 0.78 0.4629
Temperatura*Temperatura -3.675 1.2208 -3.01 0.0197
Tiempo*Tiempo 2.075 1.2208 1.7 0.133

Los resultados de la Tabla 11 muestran que el rendimiento de los compuestos de las extracciones
etandlicas puede ser representado por la siguiente ecuacion del modelo ajustado, expresado en

términos de variables codificadas:

Y = 75.6 + 8.0878X; + 0.3321X, — 3.675X% + 2.075X?
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Donde:

Y= Rendimiento (Cantidad de compuestos), X7 = Temperatura (°C) y Xz = Tiempo (minutos)

Los resultados anteriores indican que el modelo completo de segundo orden es significativo por lo

que se rechaza la hipotesis:

Ho: B1 =2 =11 = 22 =F12 =0

La probabilidad de que los efectos sean iguales con cero es pequefia (0.0020); por tanto en este
experimento, los tiempos y las temperaturas usadas solas o combinadas, presentan un efecto
significativo sobre el rendimiento de extraccién y por tanto los éptimos encontrados son confiables.
La R2= 0.9023 y es altamente significativa, la R? ajustada = 0.8325 nos indica que el modelo explica
el 83.25% de lo ocurrido experimentalmente, lo que significa un adecuado ajuste.

Los altos valores de los coeficientes de rendimiento muestran una estrecha concordancia entre los
resultados experimentales obtenidos y los valores predichos por los modelos polinédmicos. Cuando
son cercanos los valores de R (coeficiente de correlacién multiple) a 1; mejor sera la correlacién
entre los valores experimentales y predichos.

En la tabla 12 se observa que la temperatura es un factor importante (P < 0.0002) y el tiempo no (P

= 0.779). Otro efecto significativo en el rendimiento es el cuadratico Temperatura*Temperatura (P

=0.0197).
Tabla 12. Analisis de los Efectos para las extracciones etandlicas de G. curtisii
Fuente Nparm DF Suma de F Ratio Prob > F
cuadrados

Temperatura (54,74) 1 1 523.2367 50.4631 0.0002*
Tiempo (90,180) 1 1 0.88236 0.0851 0.779
Temperatura*Tiempo 1 1 6.25 0.6028 0.4629
Temperatura*Temperatura 1 1 93.95217 9.0611 0.0197*
Tiempo*Tiempo 1 1 29.95217 2.8887 0.133

En el siguiente resultado (Tabla 13) se encontré un maximo en la superficie de respuesta y los
valores codificados y decodificados de Temperatura y Tiempo donde se alcanza este maximo son

1.03375 (74.3375°C) y -0.391396 (117.38717°C) respectivamente.
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Tabla 13. Valores Optimos encontrados para la extraccidn etandlica de compuestos de G. curtisii

Variable Valor Critico Valor Decodificado
Temperatura (°C) 1.03375 74.3375
Tiempo (min) -0.391396 117.38

La solucion es una silla de montar

Rendimiento de Compuestos 79.715137

Graficas de superficie de respuesta extraccion etandlica.

Como se observa en el analisis anterior, los modelos son altamente significativos para la respuesta

rendimiento por lo que se construyd la superficie de respuesta para definir las regiones de interés

(Figuras 58 y 59)

Figura 58. Grafico de Superficie de Respuesta Tiempo y Temperatura versus Rendimiento
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Figura 59. Curvas de Contorno y rendimiento dptimo de la extraccion etandlica.

En las Figuras 60 a 62, se observan las gréficas de contorno que permiten definir las condiciones
Optimas para maximizar los rendimientos, se observa que cuando los valores de Temperatura

oscilan entre 60°C y 70°C, el rendimiento de compuestos aumenta de 72 a 79 compuestos. Con

respecto al factor tiempo, lo cual no afecta el rendimiento de compuestos.

Figura 60. Gréfico de Contornos extraccion etandlica a una Temperatura de 60°C y tiempo de 120 min
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Figura 61. Grafico de Contornos extraccion etandlica a una Temperatura de 65°C y tiempo de 120 min
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Figura 62. Grafico de Contornos extraccion etandlica a una Temperatura de 70°Cy tiempo de 120 min

De acuerdo a diferentes autores, una temperatura mas elevada puede incrementar el contenido de
compuestos al aumentar la solubilidad, la velocidad de difusidn, la tasa de extraccién, reducir la
viscosidad del solvente y la tensién superficial (Ju & Howard, 2003; Shi et al. 2003). Sin embargo,
elevar mas la temperatura de extraccion podria causar la degradacién de los compuestos, debido a
la interferencia de la estabilidad del compuesto por degradacidn quimica y enzimatica, o a la
reaccion con otros componentes del vegetal (Ganoderma) reduciendo la eficiencia de la extraccién
(Durling et al., 2007; Al-Farsi & Lee, 2008).

Un mayor rendimiento de compuestos en el extracto etandlico (84 compuestos) se observa a una
temperatura de 77.5°C, sin embargo es necesario tiempos prolongados de proceso de hasta 180

minutos (Figura 63), por lo que el 6ptimo obtenido de 79 compuestos se alcanza a una
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Temperatura de 74°C durante 117 minutos (Figura 64), siendo estos parametros adecuados en

funcién de minimizar los costos y tiempos de proceso.
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Figura 63. Grafico de Contornos extraccion etandlica a una Temperatura de 77.5°C y tiempo de 180 min

Contour Profiler

Horiz Vert Factor Current X
® (O Temperatura 743375
) (& Tempo 117 3872
Response Contour  Current Y Lo Limit Hi Limit
~ Rendimiento 70 79.715137
180T+
N Rendimiento
1704 |
160
150
2 1404
5
i 130

1204 Temperatura

110+ {+

100

90

Temperatura

Figura 64. Grafico de Contornos extraccion etandlica en los puntos éptimos de Temperatura 74°C y tiempo de 117 min
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9.7.1 Cromatografia de Capa Fina de alta Eficiencia (HPTLC) de compuestos terpénicos en

extracciones alcohélicas optimizadas por MSR.

En la figura 65 se presenta la placa de HPTLC de las 13 extracciones por calentamiento directo
optimizadas por la MSR. La cantidad de sefales que representan a los compuestos terpénicos es
similar en los trece tratamientos. Por lo que se usé la CG/MS para obtener el rendimiento de los

compuestos presentes en cada una de las trece extracciones etandlicas.

Es posible distinguir al menos tres compuestos terpénicos que presentan actividad bioldgica
reportados por Wagner en Chromatographic Fingerprint Analysis of Herbal Medicines (2011) para
Ganoderma lucidum analizados por HPTLC utilizando el mismo sistema de disolvente y revelador;

acido ganodérico A (Rf = 0.46), acido ganodérico C; (Rf = 0.3) y Ergosterol (Rf = 0.93).

| Rf0.93
0.0 | e e e R A 108 Ergosterol

.8 0.8

0.7+ 10.7
b.6 106

K 1°°Rf0.46

l0.4 Acido ganodérico A
] 45 RI03

|" Acido ganodérico C
10.2

0.4

0.3
0.2

10.1

Figura 65. HPTLC de las extracciones alcohdlicas optimizadas por MSR
Aunque en este trabajo no se realizaron pruebas sobre la actividad biolégica del ergosterol y de los
acidos ganodéricos A y C,, se considerd importante hacer la referencia a las investigaciones

realizadas a estos compuestos en relacion a su funcién bioldgica.

Paterson (2006) reporta la actividad biolégica y medicinal de los acidos ganodéricos A y C en
actividades de hepatoproteccion, propiedades antioxidantes, inhibicion de la absorcidon de

colesterol, actividad antiviral HIV e induccidn de la apoptdsis.
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Trigos y Sudrez (2011) reportan que el ergosterol ha sido estudiado en la Inhibicidon de la
angiogénesis inducida por tumores sdlidos, inhibicion del crecimiento del cancer de vejiga en ratas,
inhibicidn de la peroxidacion lipidica dependiente del hierro de las membranas celulares, reduccidn
del dolor asociado a la inflamacién, reduccién de la incidencia de enfermedades cardiovasculares y

actividad antimicrobiana.

9.7.2 Compuestos identificados en las extracciones etandlicas optimizadas por MSR.

Las trece extracciones etandlicas optimizadas por MSR se analizaron por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas por impacto electrénico. En la tabla 14 se presentan algunos
de los compuestos identificados asi como las referencias donde se mencionan sus propiedades
medicinales o actividad bioldgica, principalmente antioxidante, antiinflamatoria y antibacterial.
Estos resultados confirman la presencia de compuestos con actividad bioldgica y medicinal que se

han reportado en investigaciones realizadas por otros autores.

Tabla 14. Compuestos identificados en las extracciones etandlicas optimizadas por MSR

Tipo de Compuesto Nombre del compuesto Referencia
Acidos Grasos Acido oleico Chan, 2007; Wasser, 2005; Lv, 2012;
Acido linoleico Gao, 2012; Chen, 2013.

Acido palmitico
Acido esteérico

Derivados de Ergostanol Ergosta-5,7,22-trien-3f3-ol (ergosterol) Trigos y Suarez, 2011.
Ergosta-7,22-dien-3B-ol

AzuUcares a-D-glucopiranosida Wasser, 2005; Villares, 2012; Xie,
D-galactosa 2012.
B-D-glucopiranosa
D-manitol

Galactopiranosa,
D-Trehalosa,

Xilitol,
Arabitol

Acidos carboxilicos Acido galacténico Wasser, 2005; Villares, 2012; Xie,
Acido glucénico 2012; Grimes, 2007; Draelos, 2007

Acido glucurénico,
Acido azelaico
Hidrocarburos Eicosano Kamiyama, 2013; Asgarpanah, 2013
Hentriacontano
Heneicosano

Aromaticos Acido benzoico Kamiyama, 2013
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9.8 Optimizacidn de la extraccion acuosa de Ganoderma curtisii.

Los efectos de las variables de proceso, temperatura de extraccion (72-92°C) y tiempo de extraccion

(90-180 minutos) fueron investigados.

En la tabla 15 se muestran los trece tratamientos de extraccidon con las temperaturas y tiempos

establecidos en el disefio estadistico y el rendimiento obtenido de polisacaridos crudos para cada

uno de ellos (Figura 66).

Tabla 15. Arreglo estadistico establecido para las trece extracciones acuosas y el rendimiento obtenido de polisacaridos crudos.

No. de Temperatura Tiempo Rendimiento de Rendimiento de
Extraccion °C (minutos) polisacaridos crudos polisacaridos crudos
X1 X2 (mg) (mg)

Experimental Predicho

1 72 90 113.45 105.361

2 72 180 92.1 83.386

3 92 90 99.05 89.088

4 92 180 118.8 108.213

5 68 135 81.6 89.613

6 96 135 85 95.661

7 82 71 92.5 101.395

8 82 199 89.6 99.379

9 82 135 103.3 105.08

10 82 135 108.3 105.08

11 82 135 106.3 105.08

12 82 135 104.1 105.08

13 82 135 103.4 105.08

Rendimiento Polisacéaridos (mg)

Extraccion Acuosa MSR

Numero de Tratamiento (Temperatura, Tiempo)

Figura 66. Gréfica de las 13 extracciones acuosas optimizadas por MSR y cantidad de polisacaridos obtenidos
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Tabla 16. Analisis de Varianza de las extracciones acuosas de G. curtisii

Fuente Suma de Grados de Cuadrados Valor F Valor P Valores
cuadrados Libertad Medios Codificados

Modelo 748.8673 5 149.773 1.4479 0.3161

Residual 724.1169 7 103.445

Total 1472.9842 12

Temperatura 36.58685 1 36.58685 0.3537 0.5708 -0.057483

Tiempo 4.06299 1 4.06299 0.0393 0.8485 -0.27774

Temperatura*Tiempo 422.3025 1 422.3025 4.0824 0.0831

Temperatura*Temperatura 269.24488 1 269.24488 2.6028 0.1507

Tiempo*Tiempo 38.29488 1 38.29488 0.3702 0.5621

Residual 724.1169 7

Total 1472.9842 12

R-square = 0.508401
Adj. R-Square = 0.15726

El ANDEVA (Tabla 16) no es significativo (1.4479, P = 0.3161) lo que representa que alguno de los

factores evaluados no tienen efecto sobre el rendimiento y el modelo de segundo orden no es

apropiado para describirlo.

De los resultados mostrados en la Tabla 17 se obtiene que el rendimiento de los compuestos

obtenidos de las extracciones acuosas puede ser representado por la siguiente ecuacién del modelo

ajustado, expresado en términos de variables codificadas:

Tabla 17. Parametros estimados de las extracciones acuosas

Término Estimado Error t Radio Prob>t
estandar
Intercepto 105.08 4.5485 23.1 <0.0001
Temperatura (54,74) 2.1385 3.5959 0.59 0.5708
Tiempo (90,180) -0.712652 3.5959 -0.2 0.8485
Temperatura*Tiempo 10.275 5.0854 2.02 0.0831
Temperatura*Temperatura -6.22125 3.8561 -1.61 0.1507
Tiempo*Tiempo -2.34625 3.8561 -0.61 0.5621

Y = 105.08 + 2.1385X; — 0.7126X, — 6.2212X? — 2.3462X?

Donde:

Y= Rendimiento (Polisacaridos mg), X7 = Temperatura (°C) y Xz=Tiempo (minutos).
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Los resultados del analisis de varianza, indican que el efecto de la temperatura, el efecto del tiempo

y las interacciones (Temperatura*Tiempo) no son significativas, esto es que son igual a cero.

Asi mismo, de los resultados anteriores se puede inferir que el modelo completo de segundo orden

no es significativo, esto es, se acepta la hipotesis:

Ho: f1 = B2 =11 = 22 =12 =0

Como el valor de F es 1.4479 (Tabla 9), la probabilidad de que los efectos sean iguales con cero es
grande (0.3161); por tanto en este experimento, los tiempos y las temperaturas usadas solas o
combinadas no tienen un efecto significativo sobre el rendimiento y por tanto los dptimos

encontrados no son confiables.

En la tabla siguiente (Tabla 18) se observa que los factores no presentan significancia (P > 0.05) y

que las variables solas o combinadas no presentan efectos significativos en el rendimiento.

Tabla 18. Andlisis de los Efectos para las extracciones acuosas de G. curtisii

Fuente Nparm DF Suma de FRatio Prob > F
cuadrados

Temperatura (72,92) 1 1 36.58685 0.3537 0.5708

Tiempo (90,180) 1 1 4.06299 0.0393 0.8485

Temperatura*Tiempo 1 1 422.3025 4.0824 0.0831

Temperatura*Temperatura 1 1 269.24488 2.6028 0.1507

Tiempo*Tiempo 1 1 38.29488 0.3702 0.5621

El siguiente resultado (Tabla 19) nos muestra que se encontré un maximo en la superficie de
respuesta y los valores codificados y decodificados de Temperatura y Tiempo donde se alcanza este

maximo son -0.057486 (81.4251°C) y -0.27774 (122.5017°C) respectivamente.

Tabla 19. Valores Optimos encontrados para la extraccién de Polisacaridos de G. curtisii

Variable Valor Critico Valor Decodificado
Temperatura (°C) -0.057486 81.425165
Tiempo (min) -0.27774 122.5017

La solucion es una silla de montar

Rendimiento de Polisacaridos mg 105.1175

La tendencia que se observa en los resultados obtenidos de la optimizacién de la extraccidén acuosa

de Ganoderma curtisii es que el rendimiento de polisacdridos se mantiene entre 105-106 mg en un
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rango de temperaturas entre 80°C y 90°C aun cuando se extiendan los tiempos de extraccidén hasta
160 min., por lo que no es recomendable elevar la temperatura y el tiempo de extraccion, ya que el

rendimiento de polisacdridos no aumentara (Figura 67).
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Figura 67. Graficos de Contornos extraccién acuosa a Temperaturas entre 80-90°C y tiempos entre 110-160 min

Superficie de respuesta Extraccién acuosa.

En la Figura 68, se observa que cuando los valores de temperatura aumentan de 72°C a 92°C, se
incrementa la cantidad de polisacdridos. Sin embargo al aumentar el tiempo de proceso de 90 a
160 minutos con una temperatura de 80°C no hay un aumento significativo de polisacdridos

manteniéndose estos en 104.8 mg a 80°C y 90 minutos (Figura 69) y en 102.1 mg a 80°C y 160
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minutos (Figura 70). Al aumentar el tiempo de extraccion hasta 180 minutos, el rendimiento de

polisacaridos disminuye hasta valores de 99 mg (Figura 71).

Figura 68. Grafico de Superficie de Respuesta Tiempo y Temperatura versus Rendimiento Polisacaridos
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Figura 69. Grafico de Contornos extraccion acuosa a una Temperatura de 80°C y tiempo de 90 min
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Figura 70. Grafico de Contornos extraccién acuosa a una Temperatura de 80°C y tiempo de 160 min
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Figura 71. Grafico de Contornos extraccidn acuosa a una Temperatura de 80°C y tiempo de 180 min

En un cierto periodo de tiempo (94-122 min), a mayor temperatura (hasta 82°C), hay una mayor
disolucién de polisacaridos. La solucion de polisacdridos esta en equilibrio, pero cuando el tiempo

de extraccion se extiende el contenido de polisacaridos disminuye. Esta disminucién de
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polisacaridos al aumentar el tiempo de extraccion puede deberse a la degradacidn térmica de los
polisacaridos extraidos (Shiyu Tan; et al, 2011). Con el aumento de la temperatura, la cantidad de
polisacaridos aumenta debido a la solubilidad del polisacdrido, pero si la temperatura continta
aumentando ésta afecta la actividad fisioldgica de los polisacaridos causando su degradacion.

Un mayor rendimiento de polisacdridos en el extracto acuoso obtenido experimentalmente (118.8
mg 6 2.36%) se observa a una temperatura de 92°C, sin embargo es necesario un tiempo largo de
proceso de hasta 180 minutos, por lo que el éptimo obtenido de 105 mg 6 2.1% se alcanza a una
Temperatura de 81.4°C durante 122 minutos (Figuras 72, 73 y 74). Estos pardmetros de tiempo y
temperatura permiten obtener un buen rendimiento de polisacaridos sin incrementar el costo de

produccién empleando tiempos largos de proceso y temperaturas elevadas que pueden degradar
los polisacaridos.

Rer\,dn‘n‘.\eﬁtc

Figura 72. Gréfico de Superficie de Respuesta de las extracciones acuosas
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Figura 73. Localizacién del punto éptimo de rendimiento en el Grafico de Superficie de Respuesta
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Figura 74. Grafico de Contornos extraccidon acuosa en los puntos éptimos de Temperatura 81°C y tiempo de 122.5 min
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Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por Zhao et al. (2010) de 2.07% para la
extraccion ultrasdnica-acida de Polisacaridos de G. lucidum; Chung-wah Ma (2013) de 2.78% para
la extraccion ultrasénica a 320 W de polisacaridos de G. lucidum, Sheng-quan H (2010) de 1.99%-
3.08% para la extraccion ultrasoénica y por microondas de polisacdridos de G. lucidum y Huang Pu et
al. (2007) de 2.64% para la extraccion por Microondas de polisacdridos obtenidos de las esporas de
G. atrum.

Rendimientos mayores de polisacaridos se han reportado utilizando extracciones alcalinas de G.
lucidum, como la extraccién reportada por Sheng-Quan H et al. (2010) de 8.30% de polisacaridos y

por Gao-Qiang Liu et al. (2011) de 5.9% de polisacaridos.
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9.9 Capacidad Antioxidante de extractos hidroalcohdlico, etandlico y polisacaridos de G. curtisii

La actividad antioxidante de cada tipo de extracto expresada como porcentaje de inhibicién se
muestra en la Tabla 20. Los resultados indican que los extractos fueron capaces de atrapar radicales
DPPH y que dicha capacidad es dependiente de la concentracidn. Los extractos hidroalcohdlico y
etandlico no presentan diferencias estadisticas en sus valores del porcentaje de inhibicién en todas
sus concentraciones (0.1-1 mg/ml). A concentraciones de 0.4 mg/ml no hay diferencias
significativas en los porcentajes de inhibicion de los extractos hidroalcohdlico, etandlico y de los
polisacaridos, siendo de 74.05+1.38 para el extracto etandlico, 73.64+1.30 para el extracto
hidroalcohdlico y 73.62+2.59 para los polisacaridos. En las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.6, 0.8 y 1
mg/ml si hay diferencias significativas en los valores de porcentaje de inhibicidn de los polisacaridos
con respecto a los extractos hidroalcohdlico y etandlico de G. curtisii. El maximo porcentaje de
inhibicidn para los extractos etandlico, hidroalcohélico y los polisacaridos a una concentracion de 1
mg/ml, fue de 90.59+1.76 %, 89.10+0.66 y de 83.09+1.82 % respectivamente, mientras que para el
acido ascorbico fue de 96.410.66 %.

Tabla 20. Resultados % de inhibicion de extractos de G. curtisii.
% de Inhibicion

Concentracion 0.1 0.2 04 0.6 0.8 1

mg/ml R2=0.993 R2=0.993 R2=0.977 RZ=0.958 R2=0.914 RZ=0.936
P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001

Polisacaridos 32.89+3.49c 50.21+2.57 ¢ 73.62+2.59 b 78.4812.44 c 83.1942.91c 83.09+1.82 ¢

G. curtisii

Extracto 67.85+0.82b 70.01+1.04b 73.64+130b 84.16+1.10b 87.36+0.56b 89.10+0.66b

Hidroalcohdlico G.
curtisii
Extracto Etandlico 65.57+1.31b 68.38%0.99 b 74.05+1.38 b 85.35+1.23 b 88.54+1.19b 90.59+1.76 b
G. curtisii
Acido ascérbico 95.78+0.75a 96.17+0.38 a 96.21+0.24 a 96.36+0.15 a 96.46+0.26 a 96.4+0.66 a
Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa en los resultados.
Los valores fueron expresados como las medias * SD de tres determinaciones por triplicado.

Los extractos hidroalcohdlico, etandlico y los polisacaridos de G. curtisii han demostrado ser
capaces de reducir el radical estable DPPH que presenta una coloracion morada a su forma
reducida de coloracion amarillo. El porcentaje de inhibicidon de los extractos de Ganoderma curtisii
aumenta en forma directamente proporcional a las concentraciones de estos. Los valores obtenidos
concuerdan con lo reportado por otros autores para especies de Ganoderma. Kozarski (Kozarski M

et al, 2012) reporta valores de porcentajes de inhibicion de 77.5-81.9 % para el hongo G.
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applanatum para concentraciones que van de 0.1 a 1 mg/ml. Min Shi (Min Shi et al, 2013) reporta
porcentajes de inhibicién de 88.38 % para polisacaridos de G. lucidum a una concentracion de 1.25

mg/ml.

9.9.1 Valores de ICso en las propiedades antioxidantes

Los valores de ICso para los extractos Hidroalcohdlico y etandlico de G. curtisii fueron menores a 0.1
mg/ml, mientras que para los polisacéridos fue de 0.2 mg/ml. Estos valores nos indican que los
extractos hidroalcohdlico y etandlico inhiben el 50% de los radicales DPPH a concentraciones
menores de 0.1 mg/ml, mientras que se requieren concentraciones de 0.2 mg/ml de los
polisacaridos para inhibir los radicales DPPH. Estos resultados concuerdan con lo reportado por

Kozarski M et al, 2012 y Saltarelli R. et al, 2009 para polisacaridos de G. lucidum.

En la tabla 21 se muestran los valores comparativos de porcentaje de inhibicion y valores de 1Cso
para extractos de Ganoderma curtisii evaluados en el presente trabajo asi como los resultados

reportados por otros autores para diferentes especies de Ganoderma.

Tabla 21. Valores comparativos de porcentaje de inhibicidn e ICso para extractos de Ganoderma.

Muestra Especie Concentracion % de inhibicion Valor ICso Referencia
mg/ml DPPH mg/ml

Polisacaridos 0.1-1 32.89-83.09 0.2
Extracto Etandlico G. curtisii 0.1-1 65.57-90.59 <0.1 Presente estudio
Extracto Hidroalcohdlico 0.1-1 67.85-89.10 <0.1
Polisacdridos G. applanatum 0.1-1 77.5-81.9 <0.1 Kozarski M et al, 2012
Polisacdridos G. lucidum 1.5 47.3-63.7 No reportado Chung-wah Ma et al, 2013
Polisacaridos G. lucidum 2.5 94.8 0.1 Kozarski M et al, 2012
Polisacaridos G. lucidum - -- 0.36 Xingyi Zhu et al, 2012
Polisacdridos G. lucidum 0.64 67.6-74.4 No reportado Jeng-Leun Mau et al, 2002
Polisacaridos G. lucidum (Italia) 0.5 60 0.23+0.05 Saltarelli R. et al, 2009
Polisacaridos G. lucidum (China) 1.2 65 0.69+0.02 Saltarelli R. et al, 2009
Polisacaridos G. lucidum - -- 2 Ti-Qiang Chen et al, 2014
Polisacaridos G. lucidum 1.25 91.48 0.23 Min Shi et al, 2014
Polisacdridos G. lucidum 1.25 88.38 No reportado Min Shi et al, 2013
Polisacdridos G. lucidum 1.5 63.7 No reportado Liuping Fan et al, 2012
Polisacaridos G. tsugae 5-20 58.4-93.7 No reportado Yu-Hsiu Tseng et al, 2008
Extracto acuoso G. Tsugae - -- 0.4 Noorlidah A. et al, 2012
Extracto metandlico G. tsugae 0.5 45 No reportado Mau et al, 2002
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9.10 Contenido de Compuestos Fendlicos Totales

El contenido de compuestos fendlicos en los extractos de Ganoderma curtisii fue de 49.1467 +
0.1692 mg GAE/gr para el extracto etandlico y de 35.6313 + 0.1868 mg GAE/gr para el extracto
hidroalcohdlico. Estos resultados concuerdan con los reportados por otros autores para valores de
GAE en hongo Ganoderma. En la tabla 22 se muestran los resultados obtenidos de GAE para los
extractos de Ganoderma curtisii y los resultados reportados por otros autores para diferentes
especies de Ganoderma. Heleno et al, (2012) reportan un valor de 47 mg GAE/gr para el extracto
hidroalcohdlico de G. lucidum y Cilerdzic et al, (2014) reportan valores de 33.42-52.15 mg GAE/gr

para extractos etandlicos de G. lucidum.

Tabla 22. Valores comparativos de GAE para extractos de Ganoderma

Muestra Compuestos Fendlicos Referencia
mg GAE/g

Extracto Etandlico G. curtisii 49.15+0.17 Presente estudio
Extracto Hidroalcohdlico G. curtisii 35.63+0.19 Presente estudio
Extracto Metandlico G. applanatum 71 Nagaraj et al, 2014
Extracto acuoso G. applanatum 47 Kozarski M et al, 2012
Extracto Hidroalcohdlico G. lucidum 55.53 Heleno et al, 2012
Extracto etandlico G. lucidum 71.43 Imtiyaz et al, 2014
Extracto etandlico G. lucidum 52.15 Cilerdzic et al, 2014
Extracto etandlico G. lucidum 33.42 Cilerdzic et al, 2014
Extracto acuoso G. lucidum 33 Kozarski M et al, 2012
Extracto acuoso G. lucidum 43.14 Abul et al, 2013
Extracto acuoso G. lucidum 63.51 Noorlidah A. et al, 2012

En la tabla 23 se muestran las correlaciones del porcentaje de inhibicion de los extractos
hidroalcohdlico y etandlico de G. curtisii y la cantidad de compuestos fendlicos mg GAE/g. Se
observa una relacion directamente proporcional del porcentaje de inhibicidn con la cantidad de
compuestos fendlicos mg GAE/g. Figuras 75 y 76. Varios estudios confirman la relacion entre el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante (Cheung, 2003; Dubost, 2007). Una
mayor capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohdlico y etandlico puede ser atribuida a su

contenido de compuestos fendlicos.

Tabla 23. Correlacion entre % de Inhibicidn de los extractos de G. curtisii y su contenido de Compuestos fendlicos mg GAE/g

% de inhibicion DPPH

Ecuacién Lineal R?
Compuestos fendlicos en Extracto Hidroalcohdlico Y =0.7197x + 63.6243 0.9600
mg GAE/gr
Compuestos fendlicos en Extracto Etandlico mg Y =0.5811x + 62.8362 0.9605
GAE/gr
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Figura 75. Correlacion de Compuestos fendlicos y porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico

Figura 76. Correlacion de Compuestos fendlicos y porcentaje de inhibicion del extracto etandlico
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10. CONCLUSION

El hongo se describi6 como Ganoderma curtisii, una especie que presenta dos caracteristicas
distintivas como son el contexto duplex y las capas resinosas que no cambian con la edad del
ejemplar. El analisis de metales indica cantidades por debajo de la dosis letal (LD) y de la ingesta
Diaria aceptable (ADI) de plomo, cromo, cadmio, niquel, zinc, arsénico, cobre, fierro, calcio,
magnesio y potasio.

El método de extraccidén acuosa del hongo Ganoderma curtisii por calentamiento directo permite
obtener el doble de polisacdridos crudos que mediante la extraccidn acuosa por Soxhlet.

En las extracciones acuosas se identifican monosacdridos como galactosa, xilosa y glucosa, este
ultimo es el monosacarido mas importante que forma parte de los polisacaridos del hongo del
género Ganoderma. La extraccion alcohdlica por calentamiento directo presenté mayor cantidad
de compuestos que la extraccion por Soxhlet. Entre los compuestos extraidos se identificaron
acidos grasos: oleico, linoleico, palmitico y estearico; derivados de ergosterol: ergosta-5,7,22-trien-
3B-ol, ergosta-7,22-dien-3B-ol, azucares como, a-D-glucopiranosida, B-D-glucopiranosa,
galactopiranosa, D-galactosa, D-manitol, D-Trehalosa y acidos carboxilicos como acido galactdnico,
acido glucdnico y acido glucurénico. Por lo anterior, se concluye que el método de extraccion con
mayor rendimiento para la obtencién de compuestos bioactivos de G. curtisii fué por calentamiento
directo, utilizando los solventes agua y alcohol de forma independiente y realizando un maximo de
dos extracciones por muestra de hongo.

Los valores de temperatura y tiempo de la extraccion etandlica que permiten una mayor extraccion
de compuestos terpénicos fueron 74°Cy 117 minutos con un rendimiento de 79 compuestos.

Se identificaron 3 compuestos terpénicos con actividad bioldgica: acido ganodérico A, acido
ganodérico C; y ergosterol. Los valores de temperatura y tiempo de extraccion acuosa que
permiten una mayor extraccion de polisacaridos fueron 81°C y 122.5 minutos con rendimiento de
105 mg de polisacaridos.

Los extractos etandlico, hidroalcohdlico y los polisacaridos de G. curtisii presentaron capacidad de
inhibicién de radicales DPPH y valores de ICso bajos, lo que indica una adecuada actividad
antioxidante. Los compuestos fendlicos presentes en los extractos hidroalcohdlico y etandlico

contribuyen a una mayor capacidad antioxidante.
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11. PERSPECTIVAS

Apartir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis de maestria, las prespectivas futuras
se ubican bdsicamente en dos direcciones. En un primer plano estarian los trabajos destinados a
complementar los estudios de aislamiento y purificacion de los compuestos activos identificados en
el hongo Ganoderma curtisii. En segundo lugar realizar los ensayos biolégicos de los compuestos
aislados que han sido identificados con algun tipo de actividad medicinal. El campo de
investigacion del hongo del género Ganoderma es muy amplio y en México ha sido investigado

poco, por lo que aun queda mucho camino por recorrer.
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