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RESUMEN

Ganoderma lucidum es un hongo medicinal con gran demanda en el mercado
mundial, reconocido por poseer numerosos compuestos bioactivos con poten-
cial antioxidante, principalmente por sus polifenoles, triterpenos y polisacdri-
dos. En el presente estudio se determiné el contenido de polifenoles totales
mediante el método de Folin-Ciocalteu y la evaluacién de grupos funcionales
estructurales mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) en extractos etandlicos y acuosos del cuerpo fructifero de G. lucidum
obtenidos del cultivo en sustrato lignocelulésico de aserrin de Pandala talau-
manarinensis y paja de Avena sativa. El contenido de polifenoles totales fue
mayor en los extractos acuosos (32,44 + 0,7023 mg EAG/3) lo que indicaria
que otros compuestos bioactivos de G. lucidum con actividad antioxidante
podrian ser arrastrados en el agua caliente, enriqueciendo el extracto. Los
espectros IR de G. lucidum presentaron bandas de absorcién en el rango de
3372,59 a 670,27 cm-1, las cuales resultaron comparables con informacion
espectral IR de productos comerciales del género Ganoderma. Los resultados
encontrados muestran un interesante potencial de G. lucidum como fuente de
antioxidantes naturales que pueden usarse en la industria alimentaria y medi-
cinal, dado su contenido de polifenoles totales.

ABSTRACT

Ganoderma lucidum is a medicinal fungus that has a worldwide demand due
to its numerous bioactive components such as polyphenols, triterpenes, and
polysaccharides, which have antioxidant potentials. This study assessed the
total polyphenol content through the Folin-Ciocalteu method and analyzed
structural functional groups using Fourier-transmform infrared spectroscopy
(FTIR). Ethanolic and aqueous solutions were extracted from fruiting bodies of
G. lucidum growing in lignocellulosic substrates of sawdust and straw obtai-
ned from Pandala talaumanarifiensis and Avena sativa, respectively. The total
polyphenol content was higher in the aqueous solutions (32,44 + 0,7023 mg
GAE/g), which would indicate that other bioactive compounds of G. lucidum
can be extracted with hot water, enriching this solution. The IR spectra of G. lu-
cidum showed absorption bands between the 3372,59 to 670,27 cm-* range,
which were similar to IR spectral information of the genus Ganoderma. These
results demonstrate an interesting potential of G. lucidum as a source of natu-
ral antioxidants that can be used for the food and medicinal industry, given its
total polyphenol content.
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INTRODUCCION

Las especies de Ganoderma son hongos basidiomycetes degradantes de la madera con cuerpos fructiferos du-
ros (Boh et al., 2007). Ganoderma lucidum también conocido como Reishi o Lingzhi es una especie de la clase
Agaricomycetes, que pertenece a la familia Ganodermataceae del orden Polyphorales (Pinya et al., 2019), esta
especie es rica en compuestos bioactivos con potencial medicinal, principalmente triterpenoides, polisacaridos,
nucledtidos, esteroides, acidos grasos, proteinas y glicopéptidos (Cor et al., 2018).

Las especies de Ganoderma no estan clasificadas como hongos comestibles, ya que tienen un sabor amargo y
dureza en sus cuerpos fructiferos y no tienen la textura carnosa caracteristica de los hongos comestibles, pero
suimportante valor econémico se debe a sus propiedades medicinales (Hapuarachchiet al., 2018). Actualmente,
G. lucidum es utilizado como materia prima para la produccién de alimentos funcionales (Uddin et al., 2019) y
de las diferentes partes de su cuerpo fructifero, micelio o esporas se pueden encontrar en el mercado, diversos
productos, tales como capsulas blandas, inyecciones, tabletas, bebidas (Liu & Zhang, 2018), polvo, té (Sangee-
thaetal.,, 2019), extractos, suplementos dietéticos (Wu et al., 2017), café, productos de esporas, jarabes, pastas
de dientes, jabones y lociones, también se comercializan alimentos y suplementos farmacolégicos que mejoran
el sistema inmunoldgico y mejoran las funciones metabdlicas (Hapuarachchi et al., 2018). Recientemente, los
efectos farmacolégicos del género Ganoderma han atraido una atencién considerable por parte de la comuni-
dad cientifica mundial (Zhao et al., 2019), en especial por el contenido de polisacaridos y triterpenoides de G.
lucidum, que han sido reconocidos como una fuente natural prometedora de compuestos inmunomoduladores,
anticancerigenos y antioxidantes (Liu & Zhang, 2019) ademas, numerosos autores han evidenciado que los tri-
terpenosy polisacaridos son los principales componentes fisiolégicamente activos de G. lucidum (Hu et al., 2018)
y se ha demostrado que los extractos de G. lucidum en varios solventes son eliminadores de radicales libres,
anti-diabéticos y antioxidantes (Sharif et al., 2017).

Los efectos de eliminacién de radicales libres por G. lucidum estan relacionados con su mecanismo terapéutico
para prevenir y tratar enfermedades, como bronquitis crénica, hipertension, hiperlipidemia, diabetes, hepatitis,
patologia tumoral y envejecimiento. Por lo tanto, la funcién principal de los productos de G. lucidum es inhibir
las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lin & Deng, 2019) mediante la actividad de varios de sus compuestos
como los fendlicos (Oludemi et al., 2018). Por consiguiente, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el con-
tenido de polifenoles totales de extractos etandlicos y acuosos del cuerpo fructifero deshidratado y molido de
Ganoderma lucidum que fue conservado en refrigeracion por un periodo de seis afios, asi como la determinacion
de grupos funcionales estructurales mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR); lo
anterior para la evaluacion de la estabilidad quimica de bioactivos presentes en G. lucidum.

METODO
Localizacion
El trabajo serealizd en el laboratorio e invernadero del Grupo de Investigacion en Biotecnologia Agroindustrial y

Ambiental (BIOTA) de la Universidad de Narifio en la ciudad de San Juan de Pasto, Colombia, ubicada auna altura
de 2.527 m.s.n.m, con una temperatura promedio de 12 °C, y precipitacion anual de 1.059 mm (IDEAM Pasto).
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Material flngico

Se emplearon basidiomas de Ganoderma lucidum (cepa WC806 UPenn) deshidratados, molidos y conservados
en refrigeracion, obtenidos del cultivo en el invernadero del Grupo BIOTA (afio 2014), en sustrato lignocelulé-
sico con la siguiente composicidn en base seca: 78 % aserrin de Pandala talaumanarifiensis, 20 % paja de Avena
sativa, 1 % de sacarosay 1 % de CaCO,, siendo la humedad de los sustratos de cultivo del 70 %.

Preparacion de los extractos

Los extractos se prepararon de acuerdo a la metodologia de Santillan et al. (2017). Parala obtencién de los extractos
etanolicos (EE) se adicionaron 2 g de muestra seca del basidioma en polvo, en 100 mL de etanol al 90 % durante 24 h con
agitacion magnética en oscuridad y temperatura ambiente, se filtré y aforé a 100 mL con etanol al 90 %. Los extractos
acuosos (EA) se prepararon agregando 2 g de muestra seca del basidioma en polvo, en 100 mL de agua destilada en
ebullicion, deigual formase filtré y aforé a 100 mL con agua destilada. Se prepararon tres muestras por cada extracto
que fueron simbolizadas como EE_(n=1,203)yEA (n=1,2 0 3), las cuales cada una fueron evaluadas por triplicado.

Contenido de polifenoles totales

La cuantificacién de polifenoles totales se realizé por el método de Folin Ciocalteu (F-C), utilizando Na,CO, al
20 % p/v como buffer, la curva de calibracién se elabord utilizando una solucién de acido gélico a 1000 ppmYy, a
partir de esta solucion, se prepararon soluciones de 50, 100, 300, 500 y 700 ppm de acido galico (GA) en agua
destilada tipo Il. En un matraz se agregé 1 mL de muestra, 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 4 mL de solucién
de Na,CO, y se afor6 a 10 mL con agua destilada, se calenté a 50 °C en bafio Maria por 10 miny se midi6 la ab-
sorbanciaa 765 nm en un espectrofotometro marca Thermo scientific genesys 10 UV (Santillanetal., 2017). Las
muestras se analizaron de igual forma sustituyendo el patrén GA por 1 mL del extracto a evaluar. El resultado
promedio de las lecturas se expresé en mg equivalentes de acido gélico por gramo de muestra (mg GAE/g).

Espectros FTIR

G. lucidum en polvo fue mezclado uniformemente con cristal KBr, la mezcla se presioné manualmente hasta for-
mar la tabletay la medicion se realizé en un espectrofotometro IR Affinity 1S. El espectro FTIR es generalmente
aceptable cuando se logra una transmision del 60 al 70 % (Choong et al., 2013).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software Statgraphics® Centurion XVI. Los valores de polifenoles totales para los
extractos se evaluaron con el ANOVA unidireccional y el de Tukey. Los valores de P inferiores a 0,05 se conside-
raron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Al realizar la evaluacién del contenido de polifenoles totales, segiin el ANOVA unidireccional, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p= 0,1217) entre la media del contenido de polifenoles totales (mg
GAE/g) y el tipo de extracto, con un nivel del 95,0 % de confianza. En la figura 1 se observa que no existen dichas
diferencias, no obstante, la concentracién de polifenoles totales de G. lucidum en los extractos acuosos (EA) fue
mas alta frente a los extractos etandlicos (EE), tal como se evidencia en el Cuadro 1.
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Figura 1. Grafico de medias de polifenoles totales expresado en miligramos equivalentes de acido galico por gramo
de muestra.

Cuadro 1. Valores promedio de polifenoles totales segun el tipo de extracto

No. de Muestra (mg EAAE/g) (mg E,EAE/g)
32,44+£0,70 2511+9.24
30,96 + 3,38 22,44 +8,17
29,71+£2,12 18,39 + 6,90

Los resultados encontrados en este estudio para los extractos acuosos fueron superiores a los de otras investi-
gaciones. Raseta et al. (2016) determinaron el contenido de polifenoles totales en extractos acuosos de cuerpos
fructiferos de G. applanatum de 21,07 £ 0,42 mg GAE/gy 11,38 + 0,67 mg GAE/g para G. lucidum. En cuanto a
extractos alcohélicos de hongos del género Ganoderma, se reportan valores mayores a los de la presente investi-
gacion. Mishra et al. (2014) reportaron un valor de 28,27 mg GAE/g en peso seco en extractos metandlicos de G.
lucidum, mientras que Huertaetal. (2016) reportaron 49,15 + 0.17 mg GAE/g en extractos etandlicos de G. curtisii.

El tipo de solvente tiene una influencia significativa en la dindmica del proceso de extraccién y la composicion
quimicadel extracto (Veljovi¢ et al.,2019). Pese a no encontrar diferencias estadisticamente significativas segtin
el tipo de solvente empleado en este estudio, se evidencié una mayor concentracién de polifenoles totales en
los extractos con agua caliente, contrariamente a que los polifenoles son mas solubles en disolventes organicos
polares como el etanol y metanol (Sudheer et al., 2019). Esto apunta a que en los extractos acuosos obtenidos
se pudieron arrastrar otros compuestos como los polisacaridos, cominmente asociados a los polifenoles, ya
gue los macrohongos poseen triterpenos y polisacaridos en sus estructuras especializadas para la formacion de
esporas (Santillan et al., 2017), siendo estos Gltimos altamente solubles en agua caliente (Veljovi¢ et al., 2019).

La actividad antioxidante en basidiomicetes se ha relacionado con la presencia de compuestos de bajo peso mo-
lecular (polifenoles), pero también se atribuye al contenido de triterpenos y polisacaridos de alto peso molecu-
lar (Santillan et al., 2017). Lo anterior indica que, tanto el disolvente utilizado como la temperatura, influyen en
la extracciéon de polifenoles como de otros compuestos del basidioma de G. lucidum y de esta forma la actividad
antioxidante en extractos acuosos del hongo, puede ser mayor en comparacién con su valor en extractos puros.
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Leey Lim (2019) encontraron valores mas altos en el contenido de polifenoles totales en extractos acuosos de
G. lucidum (33,1 + 1,9 mg GAE/g) que en el extracto de polisacaridos de G. lucidum (5,8 + 0,6 mg GAE/g), dada la
pérdida de compuestos activos como consecuencia del proceso de purificacion.

Por otra parte, el aumento del contenido de polifenoles totales en el extracto obtenido por ebullicién en agua
del cuerpo fructifero de G. lucidum, responde a la liberacion de compuestos fenélicos, ademas del arrastre de
compuestos insolubles, dada la descomposicion celular y de enzimas oxidativas por el efecto térmico, por lo
cual, para la preservacién del contenido fendlico es recomendable que el proceso de extraccién bajo condicio-
nes de ebullicién acuosa se realice por un tiempo inferior a cinco minutos (Minh et al., 2019).

En este estudio, los extractos acuosos del basidioma de G. lucidum se obtuvieron por ebullicién durante tres minu-
tos, reportando un valor maximo de 32,44 +0,7023 miligramos Equivalente de 4cido galico por gramo de muestra
en base seca (mg GAE/g), destacando de esta forma que el agua es un excelente solvente de extraccion, no solo
por disminuir costos del proceso y la contaminacién derivada del uso de solventes orgdnicos, sino también por
la generacion de extractos con elevada concentracion de compuestos fendlicos. Esto, es ademas ventajoso en la
preparacion de té e infusiones de caracter alimentario, pues asegura el consumo de compuestos bioactivos con
actividad antioxidante que hacen parte de G. lucidum y que son beneficiosos parala salud humana (Santa Rosa, 2016).

De hecho, los extractos acuosos en caliente de G. lucidum concentran mejor los polisacaridos y diversos estudios
han concluido que estos compuestos son potentes antioxidantes (Wu & Wang, 2009). Ademas, G. lucidum tiene
alta actividad captadora de radicales libres, la cual esta asociada a la presencia de compuestos triterpénicos que
son utilizados como mecanismo de defensa contra sustancias oxidantes (Wanget al., 2019).

Espectro FTIR de Ganoderma lucidum

En el espectro infrarrojo de G. lucidum (Figura 2) se observan las siguientes bandas: 3372,59 cm™; 2927,99 cm'%;
1651,09 cm?, 1563,33 y también se observan varios picos seguidos entre 1500 cm™*y 1000 cm™.
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Figura 2. Espectro FTIR de Ganoderma lucidum
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El espectro FTIR de este estudio es similar al encontrado por Choong et al. (2013) a partir de un producto comer-
cial con Lingzhi 100 % natural, lo que indica que los compuestos bioactivos de las muestras empleadas en esta
investigacion se conservaron sin sufrir degradacion durante el proceso de refrigeracién del polvo de G. lucidum
durante 6 afios. El espectro FTIR del producto comercial con Lingzhi presentd bandas anchas y fuertes enlaregion
de 3400-3300 cm* que pueden asignarse al modo de estiramiento O-H, mientras que el picoa 2925 cmcorres-
ponde al estiramiento C-H. Igualmente, se ha reportado el pico a 2923 cm* como estiramiento de C-H en extractos
crudosde G. lucidum (Sangeethaetal.,2019). En el espectro desde 1750 cm™ a 1500 cm ™ se encontraron picos que
corresponden aamidade proteina, en el que para el producto comercial con Lingzhi se reporta un picoa 1639 cm*
asignado alaamida | de proteinasy un pico a 1556 cm™ asignado a la amida Il (Choong et al., 2013).

En el espectro FTIR de esta investigacion se observa un pico fuerte a 3372,59 cm™ (Figura 2) que corresponde
al estiramiento O-H/C-H del grupo acido carboxilico. Los grupos alquilo (C-H) y carbonilo (C=0) se observaron a
2927,99 cmty 1651,09 cm?, respectivamente y los picos en las regiones de 1780-800 cm* son correspondien-
tes aamidal, amida Il y proteinas.

Bandas entre 1000y 1100 cmtindican la presencia de polisacaridos, mas exactamente labanda 1080 cm, la cual
se asigna al estiramiento de CO en B-glucanosy carbohidratos (Kozarski et al., 2012). En el presente estudio, en el
espectro FTIR se observa una banda a 1079,19 cm™, la cual indicaria la presencia de B-glucano; similar resultado
fue encontrado por Maetal.,(2018) en muestras de micelios de Ganoderma liofilizadas que presentaron labandaen
1078 cm %, relacionada al estiramiento de B-glucanos. Ademas, en laregiéon de 1780-800 cm™* se puede observar una
bandafuerteen 1651,09 cm™* que podria corresponder ala absorcion de compuestos aromaticos, probablemente
de los polifenoles. Kozarski et al.,(2012) encontraron una banda fuerte en 1635 cm™en compuestos aislados de G.
lucidum, la cual indicé la presencia de compuestos fendlicos, pese a que esa regidn es caracteristica de las proteinas,
labandarelativamente intensa se superpuso con las vibraciones de estiramiento fendlicas.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion indican que no hay diferencia estadisticamente significativa entre el con-
tenido de polifenoles de los extractos acuosos y etandlicos de G. lucidum, sin embargo, los extractos acuosos
presentaron mayor contenido de polifenoles totales.

La concentracion de polifenoles totales en extractos acuosos y etandlicos de G. lucidum, al igual que las bandas
del espectro de absorcion FTIR, resultaron comparables con los resultados de otras investigaciones por lo que
se verifica la presencia de compuestos polifendlicos y de otros compuestos bioactivos como los polisacaridos
(B-glucanos), lo que demuestra que la refrigeracion del hongo deshidratado y molido en un periodo de seis aiios,
influye positivamente en la estabilidad quimica de dichos compuestos.
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