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No conoceré el miedo. El miedo mata la mente. El miedo es el pequeiio mal que conduce a la destruccidn I
total. Afrontaré mi miedo. Permitiré que pase sobre mi'y a través de mi. Y cuando haya pasado, giraré mi =~ |
ojo interior para escrutar su camino. Alli por donde mi miedo haya pasado ya no quedara nada, salo |

estaré yo.
(Antoine De Saint Exupery)

POR M SE VA HASTA LA CLUDAD DOLIENTE,
POR M} SE VA AL ETERNO SUFRIMIENTO,
! POR Mf SE VA A LA GENTE CONDENADA. |

LA JUSTICIA Movio A M1 ALTO ARQUITECTO,
. HizoM= LA DIVINA POTESTAD, !
i EL SABER suMo Y EL AMOR PRIMERO. i

| ANTES DZ M Mo FUE COSA CREADA !
SING Lo ETERNG Y DURG ETERNAMENTE,
DEJAD, LS QUE AGUS ENTRALS, ToDA ESPERANZA

(La Divina Comedia, Canto lll (Infierno)- Dante Alighieri)

Alicia mir6 alrededor suyo con gran sorpresa.

-Pero icomo? iSi parece que hemos estado bajo este rbol todo el tiempo! iTodo est3 iqual
que antes! I

-iPues claro que si! ~convino la Reina-. Y, icomo si no?

-Bueno, lo que es en mi pats -aclaro Alicia, jadeando adn bastante, cuando se corre tan rapido
como lo hemos estado haciendo y durante algan tiempo, se suele llegar a alquna otra parte...

~iUn pafs bastante lento! ~replicé la Reina-. Lo que es aqut, como ves, hace falta correr todo
cuanto una pueda para permanecer en el mismo sitio. Si se quiere llegar a otra parte hay que
correr por lo menos dos veces m3s rapido.

(Referencia paralahipdtesisdela Reinaroja, Alicia através del espejo-Lewis Carrol)




Visto a la luz de la evolucion, la biologia es, quizas, la ciencia mas
satisfactoria e inspiradora. Sin esa luz se convierte en un monton de hechos
varios, algunos de ellos interesantes o curiosos, pero sin formar ninguna
vision conjunta.

(Theodosius Dobzhansky)
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RESUMEN

Los hongos del Phylum Basidiomycota constituyen un grupo importante, ya que sintetizan
componentes quimicos con un alto potencial médico; siendo Ganoderma lucidum un ejemplo,
ya que sus compuestos presentan diversas actividades terapéuticas, de los que destacan los
polisacaridos. En el presente trabajo se obtuvieron extractos del micelio y cuerpo fructifero de
G.. lucidum con disolventes de menor a mayor polaridad: cloroformo, metanol, agua y
adicionalmente otro extracto con etanol al 50% partiendo del material crudo; en los dos ultimos
extractos se cuantificaron polisacaridos por el método de DuBois. La produccién de micelio fue
mas reproducible que la del cuerpo fructifero. Con respecto a la cantidad de polisacaridos,
ambos extractos, acuoso y etandlico presentaron variacion; sin embargo, se obtuvo un mayor
rendimiento en el extracto acuoso (8.6 + 2.4 mg/g de peso seco) que en el etandlico (1.3 £ 0.85
mg/g de peso seco), partiendo de la masa inicial de micelio. Para la obtencion de polisacaridos
u obtener una fraccion rica en ellos de G. lucidum se recomienda partir del cultivo de micelio y

realizar un extracto acuoso.

Palabras clave: Ganoderma lucidum, micelio, cuerpo fructifero, disolvente, cloroformo, etanol,
metanol agua, polisacaridos.



INTRODUCCION

Los principios bioactivos naturales, son compuestos quimicos originados por la biosintesis de
materia que asimila en un organismo en su nutricion. Estos se pueden clasificados en
compuestos del metabolismo primario y los compuestos del metabolismo secundario; los
primeros intervienen en forma directa en el mantenimiento, crecimiento y reproduccién del
organismo, que incluye a los carbohidratos (monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos),
lipidos (acidos grasos, triglicéridos, fosfolipidos, colesterol, aceites y triterpenos), aminoacidos y
proteinas; mientras que los del segundo grupo, son estratégicos para la adaptacion al medio,
como: heterésidos (antraquinénicos, cardiotonicos, fendlicos, flavonicos), polifenoles (acidos
fendlicos, cumarinas; flavonoides, taninos, quinonas) y alcaloideos (Bruneton, 1999; Mufoz,
2002). Todos estos compuestos han sido ocupados en la medicina tradicional para el
tratamiento de diferentes enfermedades, senalandose cerca de 1, 000,000 de principios
bioactivos utilizados, siendo los vegetales los mas estudiados y de los que mas compuestos se
extraen (Brizuela, 1998; Zhang et al, 2003; Hongbo et al, 2002; Zhang et al, 2004; Lenis et al,
2007; Cardenas, 2009).

Sin embargo, una fuente importante de principios bioactivos, poco explorada, la constituyen los
hongos del Phylum Basidiomycota; ya que éstos poseen un gran potencial para obtener
compuestos de interés terapéutico (Brizuela, 1998 & Wasser, 2002). Se ha determinado una
amplia gama de actividades en sus productos naturales, como: antitumoral e
inmunomoduladora, antimicrobiana, antifungica, antiviral, citostatica, enzimatica, nutricional,
alucinégena y venenosa. Estas caracteristicas han favorecido, a que mas paises los apliquen

en tratamientos y realicen investigaciones sobre ellos (Brizuela, 1998 & Ruiz et al., 1999).

En particular, los B-glucanos (polimeros de D-glucosa unidos por enlaces [-glicosidicos)
extraidos de la pared celular de estos hongos, han mostrado actividad inmunomoduladora,
anticancerigena-tumoral e hipoglucemiante (Wasser, 2002; Zhang et al., 2003; Zhang et al.,
2004; Pérez, 2006; Ponton, 2008). Estos polisacaridos difieren en composicién quimica de los
otros B-glucanos presentes en vegetales y animales, ya que poseen enlaces B (1—3) en la

cadena principal y enlaces adicionales B (1—6) en puntos de ramificacién (Wasser, 2002).

Principalmente, los polisacaridos de Ganoderma lucidum, (denominado “Reishi” en Japodn,

“Lingzhi” en China, “Pipa” en Espafia y “flor de tierra” en Latinoamérica), han mostrado tener



estas actividades (Sheng-Yuan et al., 1997; Hongbo et al., 2002; Zhang et al., 2003; Lin et al.,
2004; Una, 2006). Se distinguen hasta 6 variedades de este hongo y segun el color
predominante deriva un uso medicinal especifico como: analgésico, antialérgico, preventivo del
asma y bronquitis (expectorante y antitusivo), antibacteriano (especialmente activo frente a
estafilococos y estreptococos), antioxidante eliminando los radicales hidroxilo libres que son los
causantes del envejecimiento y muerte celular, actividad anticancerigena-tumoral, efecto
antiviral (induciendo la produccién de defensas inespecificas e interferén), accion hipotensora y
cardioténica (favorece el metabolismo miocardico, mejorando la hemodinamica coronaria y
disminuyendo el colesterol), protector y desintoxicante hepatico (anti-hepatitis B), proteccién

frente a las radiaciones ionizantes (Miyazaki et al., 1981; Ufa, 2006).

Esto ha propiciado el desarrollo de técnicas de cultivo, donde se considera el suministro de
nutrientes sin someter a los hongos a estrés, para producir una mayor cantidad de biomasa en
un corto periodo y asi tener una mayor cantidad de material biolégico, para su aplicacién e
investigacion cientifica. Entre las técnicas de cultivo se puede mencionar las que emplean
medios sdlidos (agar + nutrientes + agua), que sirven para propagar y aumentar la cantidad de
dicho material, y los medios liquidos (nutrientes + agua), que son de gran utilidad para separar
la biomasa del medio y emplearla para la extraccion de metabolitos (Gaitan et al., 2006; Garza
et al., 2006; Garcia et al., 2009).

Con respecto a la técnica de extraccion de los principios bioactivos, se utiliza un solvente que
por su polaridad y su estructura quimica, arrastre a los compuestos con las mismas
propiedades quimicas, mediado por las fuerzas de atraccion (enlaces i6n-ion, enlace dipolo-
dipolo (ejemplo: puente de hidrogeno), fuerzas de Van der Waals, enlace ién-dipolo), en relacién
a esto citamos la regla empirica que dice: “Una sustancia disuelve a otra semejante” (Morrison y
Boyd, 1990).

Estos disolventes son agrupados, acorde a su polaridad, en dos grupos: disolventes apolares (o
no polares) que son de tipo organico y cuyas moléculas tienen una distribucion simétrica en la
nube electrénica; por lo tanto, carecen de polos positivo y negativo, un ejemplo es el cloroformo

(CHCI3) que disuelve componentes lipidicos como esteroles y triterpenos. Y el otro grupo es el



de los disolventes polares, en donde la distribucidon de la nube electronica es asimétrica en sus
moléculas, por lo tanto, la molécula presenta un polo positivo y otro negativo; éstos a su vez se
subdividen en disolventes polares préticos, que se caracterizan por poseer enlaces O-H o
enlaces N-H, ejemplo de éstos serian etanol (CH3;-CH,-OH), metanol (CH3;0H) y agua (H,O) que
disuelven polisacaridos y polifenoles; y los disolventes polares aproéticos que no tienen enlaces
O-H o N-H, como la acetona (CH3(CO) CH3) (Morrison y Boyd, 1990; Turlo et al, 2010).

En México, la diversidad de hongos es muy alta, se estima que existen 200,000 especies,
conociéndose solo 4% (8,000 especies) entre las que destaca Ganoderma lucidum (Estrada et
al., 2009). Sin embargo, el uso medicinal de estos hongos es escaza en nuestro pais,
manifestandose soélo el interés gastrondmico en algunos estados (Martinez et al.,, 2007). En
cuanto a la produccion de hongos, ésta se remonta al afio de 1933, en un rancho cercano a
Texcoco en el Estado de México. Actualmente México, es el tercer pais de América en dicha
produccién, antecedido por E.U.A. y Canada, y es el primer productor comercial de
Latinoamérica, siendo los géneros Agaricus, Lentinula, Pleurotus y Grifola los hongos mas
cultivados debido a su alto potencial para consumo alimenticio; y por ultimo Ganoderma que
actualmente se comienza a producir para uso curativo tradicional (Martinez et al., 2000;
Martinez et al., 2007).



ANTECEDENTES

Conrado et al., (2002), cultivaron Ganoderma lucidum en bagazo de maguey tequilero para
determinar si este sustrato era util para obtener cuerpos fructiferos. Ensayaron dos tratamientos
el primero enriquecido con cascarilla de algodén y el segundo enriquecido con cascara de
cacahuate, ademas del control que fue bagazo sin enriquecer. Los cultivos se incubaron a 28°C
y se encontré que hubo mayor eficiencia biolégica en la mezcla de bagazo con cascarilla de
algodén. Los carpoforos obtenidos los deshidrataron, molieron y cribaron, para posteriormente
preparar 3 tipos de extractos, para probarlos en la proliferaciéon de linfocitos humanos. Un

aumento de hasta 600% en los linfocitos se obtuvo en comparacién con los grupos de control.

Hongbo et al., (2002) realizaron un estudio donde determinaron el efecto del extracto de etanol
al 95% de cuerpos fructiferos de Ganoderma lucidum en células de cancer de mama (MCF-7),
donde obtuvieron 35 gramos de material sélido al trabajar con 1000g de hongo en 1000ml de
disolvente (1:1). El estudio establecié que hubo inhibicion del crecimiento celular, dependiendo
de la concentracion de la dosis. Ademas, se reporta que este compuesto induce apoptosis en
dichas células, proceso que podria ser mediado a través de la regulacion de una proteina pro-

apoptotica Bax y no por el sistema inmune.

Cui et al, (2003) reportaron péptido-glucanos en el micelio de Coriolus versicolor en el extracto
acuoso producido en un biorreactor en medio papa dextrosa (PD) enriquecido con nutrientes,
obteniendo 18 kg/m® de peso seco. Se determind la actividad inmuno-estimuladora,

concluyendo que se deben de hacer mas pruebas para determinar dicha accion.

Zhang et al, (2003), separaron de la fraccion acuosa del cuerpo fructifero de Ganoderma
lucidum un péptido-glucano con un rendimiento de 0.82% de la masa inicial y de ese porcentaje
el 93.5% fueron polisacaridos y el restante de 6.5% péptidos. Posteriormente lo aplicaron a
células pancreaticas, a las que se les habia inducido diabetes con aloxana, para determinar su
efecto protector. Los resultados sugirieron que los polisacaridos son utiles en la proteccion al

dafio pancreatico inducido con este quimico.

Lu et al, (2004) investigaron el efecto quimiopreventivo del extracto de etanol al 95% y acuoso
del cuerpo fructifero y esporas de Ganoderma lucidum en un cultivo in vitro de células de cancer
de vejiga. Determinando que el extracto de etanol tiene un efecto mayor de inhibicion en la

proliferacidn de las células, por evitar el paso de la fase G2 a la M del ciclo celular.



Millan (2005), establecié un proceso de produccion de Ganoderma lucidum utilizando como
sustrato, paja de cereales (trigo, cebada) que previamente pasteurizadas. El sustrato fue

colocado en bolsas de polietileno perforadas y sin filtro.

Zhou et al, (2007) extrajeron polisacaridos de cuerpos fructiferos de Colorius versicolor por
extraccion en equipo Soxhlet con disolventes de diferente polaridad. Primero emplearon éter de
petroleo como desengrasante del material biolégico y posteriormente agua para remover los
polisacaridos. El extracto acuoso, fue tratado con etanol al 95% para precipitar los polisacéaridos,
y las proteinas libres y el pigmento de los extractos fueron eliminados con carbén activo y por el

método de Sevage.

Turlo et al., (2010) sembraron Lentinula edodes en medio liquido, enriquecido con selenio (Se),
con el fin de determinar si este elemento afectaba la biosintesis y composicion de la pared y la
membrana celular. La composicion del extracto del micelio incluia exopolisacaridos (EPS),
quitina, y esterol (ergosterol). Se aplicaron pruebas a los diferentes extractos: acuoso,
metandlico y cloroférmico, que dieron como resultado que el medio enriquecido con Se ejercio
potentes efectos sobre la composicién de la pared y la membrana celular, y en el contenido de
polifenoles que estan involucrados en los procesos de desintoxicacion. Los investigadores
determinaron en su estudio, la concentracion de Se que se requiere para el rendimiento, en el

medio de cultivo, de inmuno-estimulantes activos y exopolisacaridos.

Ortiz (2011) estandarizd el cultivo de Trametes versicolor en sustratos lignoceluldsicos: 1)
aserrin de pino suplementado con sorgo, salvado, yeso y rastrojo, y 2) aserrin de encino
suplementado con sorgo, salvado y yeso. El segundo tuvo una mayor eficiencia de produccion.
Ademas ensayo la produccion de micelio en un medio de cultivo liquido extracto de malta (EM),
observando que en este medio hubo una mayor produccién de micelio, por lo que reporté las
ventajas de esta técnica de cultivo de bajo costo, sin embargo hizo notar que es mas posible el

riesgo de contaminacion.

Los trabajos mencionados son sélo una muestra de las investigaciones que se han realizado
con basidiomicetes, tanto de su produccién y extraccion de polisacaridos; sin embargo, existen
mas investigaciones de otros principios bioactivos como: triterpenos, enzimas y acido
ganodérico en el caso de Ganoderma lucidum, que de igual forma presentan actividades

terapéuticas. También deben resaltarse los hallazgos en trabajos informales, ya que éstas



fueron la base para dichas investigaciones y se resalta su empleo ancestral como tratamientos

curativos tradicionales.



JUSTIFICACION

Debido a que las investigaciones de las propiedades quimicas de la variedad de Ganoderma
lucidum existente en nuestro pais son escasas, en este trabajo se pretendid, generar
informacion de la cantidad de polisacaridos de dos fases de desarrollo de esta especie. Lo que
contribuiria a promover mas trabajos de otras especies de Basidiomicetos que también se

encuentran en México.

Posteriormente permitiria realizar ensayos de la actividad que pueden presentar estos a un

determinado padecimiento.



OBJETIVOS

Objetivo general
Obtencién de extractos de Ganoderma Lucidum, con solventes de diferente polaridad y

cuantificacion de polisacaridos en las fracciones acuosa y etandlica

Objetivos particulares

Determinar las mejores condiciones para el desarrollo de cuerpo fructifero de G. lucidum.
Evaluar la masa de micelio de G. lucidum, producida en medio liquido, dextrosa-papa.
Determinar el rendimiento de los extractos con los diferentes disolventes.

Calcular la cantidad de polisacaridos en los extractos acuoso y etandlico del micelio y del
cuerpo fructifero de G. lucidum.

Comparar la cantidad de polisacaridos del micelio con los del cuerpo fructifero.



MATERIAL Y METODOS

Cultivo de Ganoderma lucidum in vitro

El cultivo de micelio se realiz6 en la planta piloto y laboratorio de la ensefianza en la produccion
de hongos comestibles y medicinales y proyectos productivos, del Jardin Botanico de la FES-
Iztacala. La cepa de Ganoderma lucidum que se ocup6 fue del mismo laboratorio. La siembra
se realizé en una campana de flujo laminar, utilizando como material: pinzas de relojero y bisturi
esterilizados (lavados con cloro (30%), limpiados con alcohol (70%) y expuestos a rayos UV

durante 5 minutos) para inhibir el desarrollo de cualquier microorganismo.

Cultivo en medio sélido

El medio de cultivo utilizado fue agar dextrosa-papa (PDA), que fue esterilizado en autoclave a
121°C (15 libras/in?) durante 25 minutos, para que después fueran colocados 15 ml en cada
caja de Petri. La técnica de cultivo consistié en cortar piezas de 1 cm? de un pre-cultivo de esta
cepa, para distribuirlos en la superficie del nuevo medio, colocandose en la camara de
incubacion a 25°C, revisandose cada 2 dias para observar el desarrollo del micelio o una
posible contaminacion. En total, se sembraron 60 cajas de Petri, siendo 10 dias el tiempo
promedio de desarrollo. Posteriormente estos cultivos fueron ocupados para inocular los

cultivos en medios liquidos y “pasteles”.

Cultivo del micelio para la obtencién del cuerpo fructifero

Para la obtencion del cuerpo fructifero se prepard un “pastel” de 500 g, que consiste en una
mezcla heterogénea: de 380 g de aserrin de encino, 100 g de sorgo, 10 g de cebada,
finalmente se adicionaron 10 g de yeso para ajustar el pH. Esta mezcla se colocé en bolsas de

1 kg, las cuales se esterilizaron en autoclave a 121°C (15 libras/in?) durante 1 hora.

El micelio se inoculd en la misma proporcién que en el medio soélido. Posteriormente, los
“pasteles” se colocaron en la camara de incubacion (a 25 °C y 60% de humedad), revisandose

cada 2 dias para observar el desarrollo del micelio o una posible contaminacion.

Una vez que el micelio invadid completamente el “pastel”’, éste se trasladdé a la zona de

fructificacion, con una temperatura de 25 °C, y fueron regados cada tercer dia.
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Cultivo en medio liquido

Para preparar el medio liquido se utilizé dextrosa-papa (PD), agregando 10 g del medio en 250
ml de agua destilada, se coloc6 en contenedores de 500 ml. El medio se esterilizé en autoclave
a 121°C (15 libras/in?) durante 25 minutos. La inoculacién del micelio fue igual que en el medio
solido, s6lo que se dejo en suspension en el nuevo medio. Después, los frascos se colocaron
en la camara de incubacién a 25°C, revisandose cada 2 dias para observar el desarrollo del
micelio o una posible contaminacion. Después de 20 dias el micelio propagado se removié por

filtracion a través de papel filtro de poro grande.

Remocion y desecacion del micelio

Se peso para determinar la masa fresca una vez que se retird del medio liquido, posteriormente
se puso en una camara de secado sometiéndose a 45°C constante durante 5 dias, finalmente
se volvié a pesar para determinar la cantidad de peso seco y se ocupd en las extracciones

quimicas.

Extracciones quimicas

Se efectuaron en el laboratorio de Quimica (cabecera L-421), utilizando disolventes ordenados
por polaridades (menos polar - mas polar). Debido a que en la bibliografia consultada, se
mencionan diversas proporciones de masa/disolvente y diferentes procesos de extraccion, en

este trabajo se utilizaron dos de las técnicas reportadas en trabajos previos.

Extraccion con etanol al 50%
La técnica que a continuacién se menciona corresponde a una modificacion en la implementada
por Hongbo et al., (2002).

Se colocaron 20 ml de etanol al 50% en recipientes de vidrio color ambar, adicionandoles 2 g
del material biolégico (proporcion 1g:10ml), manteniéndoles a temperatura ambiente durante 20
dias. Al término de ese tiempo, se filtrd el sdélido, obteniéndose 7ml de extracto. Para eliminar
cualquier particula solida del filtrado, se centrifugd a 13, 000 rpm por 10 minutos, el material
resultante se guardé en frascos color ambar, congelandose a -5°C para posteriormente realizar

la cuantificacion de polisacaridos.
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Extracciones con cloroformo, metanol y agua (extracto acuoso)

En este caso se ocupd la misma cantidad de material biolégico, y en cada extraccion la pérdida
de materia correspondié al material extraido. El volumen del disolvente usado en todos los
casos fue de 200 ml y la masa inicial de 4g. Esta técnica se implementé debido al proceso que
detallaron Zhou et al., (2007) y Turlo et al., (2010), donde describen que el cloroformo extrae
compuestos lipidicos o de menos polaridad, mientras que el metanol remueve compuestos con
polaridad intermedia o moléculas que poseen una parte polar y otra no polar, contribuyendo a la

mejor extraccion de polisacaridos mas puros.

La extraccion con cloroformo y metanol fue en el equipo Soxhelt. En ambos casos la extraccion
durd 1 hora; se eliminé el disolvente por destilacion, dejando un volumen aproximado de 50 ml.
El material resultante se guardé en frascos color ambar y se eliminé el disolvente a temperatura

ambiente por evaporacion, concentrandose el extracto.

Para el extracto acuoso, la muestra se coloco directamente en un vaso de precipitados, dejando
hervir 1 hora. Finalmente se concentré hasta 100 ml y se guardod en frascos color ambar para

ser congelado a -5°C para su mantencion y posterior cuantificacién de polisacaridos.

Cuantificacion de polisacaridos

La cuantificacion de los polisacaridos se realizo sdlo en los extractos acuoso y etandlico, ya que
estos disolventes son polares por lo que tienen afinidad por los carbohidratos. EI método que se
utilizé para dicha determinacion fue el de DoBois (fenol-acido sulfurico) (DuBois et al., 2002)

(ver anexo 1).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas preliminares

Se realizaron 2 extracciones, una con la masa de un cuerpo fructifero silvestre y la otra con el
micelio cultivado en extracto de malta (EM), por 20 dias. El cuerpo fructifero, presenté el mayor
rendimiento, con valores de 31.5% con cloroformo, los extractos metandlico y acuoso

representaron el 8.7% en ambos casos (ver cuadro 1).

Peso del material Peso del material
Masa Peso del material
Material L. removido con removido con .
inicial removido con agua
biolégico cloroformo metanol
(9) (9)
(9) (9)
Micelio 4 0.26 (6.5%) 0.06 (1.5%) 0.01 (0.3%)
Cuerpo
fructifero 4 1.26 (31.5%) 0.35 (8.7%) 0.35 (8.7%)

Cuadro 1: Peso de los extractos con solventes de diferentes polaridades, del cuerpo fructifero silvestre y

micelio cultivado en extracto de malta, el porcentaje de cada peso el rendimiento de la extraccion.

Por el contrario, las cantidades de material removido con etanol 50% se comportaron de
diferente manera, ya que en este caso el micelio presentd la mayor cantidad de material

removido, representando el 10.3% de rendimiento (ver cuadro 3).

Masa . -
Material biolégico Peso del material removido con etanol 50%
inicial (g) (9)
4 0.41 (10.3%)
Micelio
Cuerpo fructifero 50 3.68 (7.40%)

Cuadro 2: Peso de los extractos con etanol al 50%, del cuerpo fructifero silvestre y micelio cultivado en extracto

de malta, el porcentaje de cada peso representé el rendimiento de la extraccion.

A pesar de que solo en el extracto etandlico al 50% se obtuvo mayor cantidad de material
removido del micelio, se consideré que es mas viable su utilizacion en este proyecto por su

tiempo de desarrollo, ya que se obtiene en menos tiempo.
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Desarrollo de cuerpo fructifero

Se realizaron 15 siembras en “pasteles”, el tiempo promedio de propagacion del micelio fue de
30 dias y el tiempo en el que aparecieron los primordios fue de 60 dias; sin embargo, ninguno

obtuvo un diametro mayor a 1 cm y algunos de ellos presentaron desarrollo de Penicillium.

Se puede mencionar que el tiempo en el que aparecieron los primordios se ajusto al rango de
de 63-69 y 70 dias reportado por Conrado et al., (2002); sin embargo, el tiempo de propagacion
del micelio fue de 15 dias en su trabajo, siendo la mitad del obtenido en esta investigacion.
Cabe resaltar que Conrado et al., emplearon diferentes sustratos (suplementados) al nuestro, lo
que nos permite suponer que se deberia de hacer una evaluacion de los nutrientes que requiere

el hongo para su desarrollo y asi suplementar mejor un medio de cultivo.

En consideracion con las sugerencias del cultivo de Ganoderma lucidum por Millan (2005) que
establecié que los carpoforos de esta especie, no deben de regarse hasta que alcancen un
tamafo de 4 cm de diametro, ya que si son regados antes son mas propensos a ataques de
Penicillium sp. y Aspergillus sp., lo que no se considerd6 como factor en al momento de
trasladarlos a la zona de fructificacion, ya que éstos fueron regados desde que aparecieron en

el medio lo que contribuyd a que no alcanzaran una mayor talla.

Cultivo en medio liquido

Se realizaron 60 siembras, el tiempo promedio de desarrollo fue de 20 dias, del total sdélo se
ocuparon 22 para obtencion de materia seca, las variaciones de peso de cada micelio por la
pérdida de agua represento el 95% del peso humedo (ver cuadro 3).

Cui et al., (2003), realizaron cultivos en el medio PD, pero enriquecido con mas fuentes de
nutrientes (sales, compuestos nitrogenados) obteniendo mayor cantidad de micelio en menos
espacio, lo que permite establecer que nuestro medio contenia menos nutrientes asimilables
para el desarrollo del micelio, lo que podria haber influido en las diferencias de masa obtenida
en cada siembra. Ademas, como lo establecid Ortiz (2011), la manipulacién en estos medios de
cultivo debe der ser controlada, ya que una distraccion en su cuidado provocaria una
contaminacién, como se presenté en algunas siembras. Sin embargo, el medio contribuyé al

desarrollo, lo que nos permite sugerir que este es mas conveniente solo para su mantencion.
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Contenedor Peso humedo (g) Peso seco(g) % de pérdida de H,O

1 214 1.6 93

2 325 1.7 94

3 45 23 95

4 23.8 1.6 93

5 28.5 1.7 94

6 8 0.5 94

7 16.5 1.4 92

8 16.9 1.1 93

9 15.3 0.8 95

10 71 0.4 94

11 9.2 0.59 94

12 21.9 0.74 97

13 11.8 0.83 93

14 10.1 0.32 97

15 12.9 0.59 95

16 8.8 0.29 97

17 28.3 1.09 96

18 224 0.95 96

19 20.1 0.6 97

20 37.8 1.06 97

21 10.1 1.1 89

22 12.8 0.8 94
suma 421.2 22.06 --
promedio 19.14 1.002 95

Desviacion estandar. 10.26 0.52 1.98

Cuadro 3: Peso humedo y peso seco del micelio de cultivos de G lucidum en medio liquido, el porcentaje

representa la pérdida de H,0.

Extracciones quimicas

Los ensayos de extraccion con los 4 disolventes en el micelio cultivado en PD, presentaron
poca variacion; el extracto acuoso tuvo el mayor rendimiento, con 11.5%, seguido del

metandlico con 4.25% y el cloroférmico con 3.3% (Ver cuadro 4).

Estos porcentajes fueron menores a los obtenidos por Turlo et al., (2010), en el grupo control de
sus cultivos de micelio de Lentinula edodes, ademas de que sus porcentajes fueron mayores en
los extractos cloroférmicos con 12.9%, metandlico con 33.5% seguido del extracto acuoso con

7.74%, lo que indica que entre estas 2 especies existen diferencias en composicion quimica.
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(Tratamiento 1)

Masa Peso del material
Ensayos inicial removido con
(9) cloroformo
(g) y porcentaje

1 4 0.13 (3.3%)

2 4 0.13 (3.3%)

3 4 0.13 (3.3%)

. 0.13 (3.3%)

medias
Desviacion estandar 0

(Tratamiento 2)
Peso del material
removido con
metanol

(g) y porcentaje
0.20 (5%)

0.17 (4.25%)

0.15 (3.75%)

0.17 (4.25%)

0.025

(Tratamiento 3)
Peso del material
removido con
agua

(g) y porcentaje
0.4 (10%)

0.47 (11.75%)

0.51 (12.75%)

0.46 (11.5%)

0.055

Cuadro 4. Peso de los extractos del micelio cultivado en PD, con solventes de diferente polaridad, el porcentaje

establece el rendimiento de la extraccion.

Las cantidades de material removido con etanol al 50% del micelio cultivado en PD, tuvieron
una minima variacion, cabe sefalar que en los ensayos el material bioldgico absorbié 65% del
solvente, dando como extracto final 7 ml (ver cuadro 5). De igual manera que la de los datos del

micelio cultivado en extracto de malta, éstos fueron superiores a los del cuerpo fructifero.

Cabe mencionar que los antecedentes consultados no emplean este tipo de extraccion, sélo en
pocas investigaciones como la de Hongbo et al., (2002), utilizaron etanol al 95% en proporcién a
la masa 1:1, también es el Unico trabajo previo que reporté la cantidad de extracto obtenida que
fue de 35g, partiendo de una masa inicial de 1000g, lo que represento el 3.5% de rendimiento,
aunque la proporcion de etanol no fue la misma, también en este caso este valor fue menor al

del micelio.

En este caso, basado en Morrison (1990) se puede mencionar que utilizar el etanol
(CH3CH,0OH) contribuye a la remocion de polisacaridos, que estan asociados a moléculas
menos polares, ya que su molécula posee una parte no polar (CH;CH,) y otra polar (OH). En
comparacién con etanol al 50% que ademas de poseer la parte no polar (CH3;CH,), la parte

polar tiene una mayor proporcion (OH-H,O) y puede remover mas compuestos polares.
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Masa inicial (Tratamiento 4)
Ensayo ) Peso en g del material removido con etanol 50% y
9 porcentaje.
1 2 0.17 (8.5%)
2 2 0.18 (9%)
3 2 0.17 (8.5%)
Promedio 0.17 (8.5%)
Desviacién estandar 0.0057

Cuadro 5. Peso de los extractos con 20 ml de etanol al 50% en 2 gramos de micelio cultivado en PD, en los 3

casos se obtuvo 7 ml de extracto. El porcentaje establece el rendimiento de la extraccion.

Las desviaciones estandar del conjunto de datos establecen poca variaciéon en los procesos de
extraccion, indicando que la mayor cantidad de extracto se present6 en el acuoso y la menor

cantidad fue en el extracto cloroférmico (ver figura 1).

©
(=]
|

Extracciones con diferentes solventes

0.4 -

0.3 -

OIII[

cloroformo metanol acuoso etanol
tipo de disolvente

o
[
|

gramos de material removido (g)
(e}
[y

Figura 1: Material extraido con cada disolvente. Las barras representan el promedio + la desviacién estandar

de las extracciones, estableciendo la variacion en el proceso de extraccion.



Cuantificacion de polisacaridos

Como se menciond en la metodologia, esta prueba se realizé exclusivamente en los extractos

acuoso y etandlico, ya que su polaridad tiene afinidad por este tipo de moléculas.

Cabe mencionar que la curva puede realizarse con cualquier carbohidrato; sin embargo, en este
trabajo se decidi6 realizarla con el polisacarido “dextran”, ya que es el mas utilizado en este tipo

de investigaciones.

Asimismo, las reacciones de coloracién que presentaron las muestras, fueron las establecidas
por DuBois et al., (2002). Con base en la férmula de regresion lineal (Y=By+f1X), el coeficiente
r> mostré 99% de confiabilidad de los datos, explicando el modelo de regresion lineal en todas

las curvas de cuantificacion.

CONCENTRACIONDE POLISACARIDOS DE LAMUESTRA,

16
14 - 200ul f

— r=0998

£127 r:=0.0.297

< g 150

= A=0.0613

= B=0.0545

= 08 -

2

206 100l X=(¥-A)/B
0.4 - 100pl=12pg

150pl=16pug

0.2 - 200ul=22pg
0 : : : : . |

0 5 10 15 20 25
COMNCENTRACION DE POLISACARIDOS [pg/ul)

Figura 2: Curva estandar de polisacaridos vs absorbancia. Interpolacién de las alicuotas (ul) y célculo de
regresion lineal para determinar la cantidad de polisacaridos en las muestras. r* representa el coeficiente de

determinacion, “A o B,” es la interseccion de la linea con el eje y “B o 34" es la pendiente de la linea.

El calculo de polisacaridos se realizé preparando 1 ml de extracto, disolviendo en un volumen
NaOH, para tomar alicuotas de diferentes cantidades y cuantificar los polisacaridos en cada una
de ellas; posteriormente, se hizo la relacién de esas cantidades al volumen total del NaOH
ocupado, con ese dato, se calcul6 el volumen total del extracto (el calculo de todas las muestras

se puede apreciar en el anexo 5).
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Volumen de la alicuota Cantidad de polisacaridos en el total de
(proporcion de la alicuota) extracto
(4g/100ml)
100pl
0.005g
(1:10)
150ul
(1.5:6.6) 0.0059409g
200ul
(2:5) 0.0065g
Promedio 0.00581g
Cantidad de polisacaridos
(1g/25ml) 0.00145¢g

Cuadro 7. Representacién del calculo de polisacaridos en el total de volumen de extracto, tomando como

referencia que se determino la cantidad en 3 volumenes diferentes de alicuotas.

Muestras de extracto acuoso

Las muestras presentaron mucha variacion de polisacaridos cuantificados, cabe resaltar que en
la muestra 2 tuvo que modificarse la cantidad de solvente (Sol. 1M de NaOH), por la mayor
concentracion de polisacaridos que tenia, dando por resultado 0.86% de rendimiento siendo el

valor mas alto y por ende la mejor extraccion.

El promedio de polisacaridos extraidos por gramo de tejido representd el 0.41% de la masa
inicial, exactamente el 50% menos de los polisacaridos en el cuerpo fructifero de Ganoderma
lucidum que obtuvieron Zhang et al., (2003), con un valor de 0.82%, que nuevamente lo refirid

en otro trabajo posterior (Zhang et al., 2004).

En referencia a lo mencionado en el cultivo en medio liquido, de la disponibilidad de nutrientes,
establecemos que la variacion entre cuerpo fructifero y micelio disminuiria, ya que las
deficiencias nutricionales podrian establecer esa variacion y la respuesta al desarrollo de cada

micelio, lo que se observa en el caso de la muestra 2 de esta extraccién (ver cuadro 8).
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Extracciéon acuosa

1
2
3
Promedio
Desviacion estandar

Cantidad de polisacaridos
(1g/25ml)

g
0.0015 (0.15%)
0.0086 (0.86%)
0.0024 (0.24%)
0.0041 (0.41%)
0.0038

Cuadro 8. Cantidad de polisacaridos en el extracto acuoso, en 1g de tejido. El porcentaje establece el

rendimiento de la extraccion.

Muestras de extracto etandlico

A diferencia de los polisacaridos de las muestras acuosas, los polisacaridos cuantificados en los
extractos etandlicos mostraron poca variacion. De la misma manera, se tuvo que incrementar la
cantidad del solvente (Sol. 1M de NaOH); en este caso la cantidad de polisacaridos removidos

por gramo de tejido representé el 0.11% de rendimiento (ver Cuadro 9).

Como se menciond, ninguno de los antecedentes hace referencia a la extraccién con etanol al
50%; sin embargo, indican que se puede obtener el extracto en un tiempo menor al que se
plante6 en esta investigacién, como lo mencionan Hongbo et al., (2002),donde sefialaron que
su extracto lo obtuvieron en 24 horas, o en el caso de Lu et al., (2004), que lo obtuvieron en 30
minutos sometiéndolo a agitacion constante, lo que ayudo a la remocién mas rapida de los
compuestos; esto nos permite establecer que en la extraccion con etanol al 50% no
necesariamente se requiere dejar un tiempo prolongado para ser eficiente, sino que en menos
tiempo se podria extraer la misma cantidad de compuestos, ademas de que si se somete a
agitacion disminuiria el tiempo por el constante movimiento del solvente al interactuar con las

moléculas del material biolégico.

Por tal motivo, con los antecedentes, no se puede hacer una comparacion de la cantidad de

polisacaridos que se obtuvieron con este disolvente.

Cantidad de polisacaridos
Extracciéon con etanol 50% ( gl(’;())ml)
1 0.00085 (0.085%)
2 0.0013 (0.13%)
3 0.0012 (0.12%)
promedio 0.0011 (0.11%)
Desviacion estandar 0.0002

Cuadro 9. Cantidad de polisacaridos en extracto etandlico, en 1g de tejido. El porcentaje establece el

rendimiento de la extraccion.
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En comparacion, las cantidades de polisacaridos entre extractos etandlico y acuoso, los
extractos acuosos presentaron mayor cantidad de polisacaridos; sin embargo, la prueba de t
(hipotesis bilateral) determind que no existen diferencias significativas entre los 2 extractos, ya

que el valor de t,=-1.36 y el valor en tablas de t=2.776.

0.009 ~
0.008 -
0.007 -
0.006 -
0.005 -
0.004 -
0.003 -
0.002 -

0]

acuoso etanolico
tipo de disolvente

Contenido de polisacaridos

polisacaridos por 1¢g de tejido

Figura 3: Cuantificacion de polisacaridos en las muestras acuosa y etandlica. Las barras representan el
promedio + la desviacion estandar de la cantidad de polisacaridos, estableciendo la variacién en el proceso de

extraccion.

Con relacién a los datos de Cui et al., (2003), podemos establecer que es favorable producir
micelio en PD para realizar extracciones y, posteriormente, cuantificar polisacaridos; sin
embargo, considerando que la técnica de DuBois que cuantifica carbohidratos simples,
oligosacaridos, polisacaridos y derivados, incluyendo éteres de metilo, es posible que que los
polisacaridos de ambos extractos estén asociados a diferentes grupos de moléculas, como lo
establecieron Cui et al., (2003), en un extracto acuoso de Colorius versicolor y Zhang et al.,
(2003), en el extracto acuoso del cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum, donde ambos casos
reportaron la extracciéon de un péptido-glugano y en este caso Zhang et al., establecieron una

mayor proporcion de polisacaridos que de péptidos.
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CONCLUSIONES

Para la obtencién de cuerpos fructiferos de Ganoderma lucidum, debe ajustarse mas la

condicion de humedad, considerando lo informado en la literatura para otros Basidiomicetos.

La produccién de micelio en el medio liquido PD es variada en cada cultivo, y la produccion de
materia es escasa, lo que permite establecer que debe optimizarse el medio de cultivo para

tener una mayor biomasa.

Con respecto a las extracciones, es mas eficiente el rendimiento del cuerpo fructifero que del
micelio. Sin embargo, el micelio por ser una fase temprana de desarrollo se puede obtener mas

facilmente y por ende realizar extracciones.

La cantidad de polisacaridos de los extractos, acuoso y etanolico presentaron variaciones y el

extracto acuoso presento la mayor cantidad de polisacaridos.

Debe realizarse un estudio mas detallado del procedimiento de extraccion con etanol al 50% en
cuestion de tiempos de incubacion u otras condiciones, ya que los trabajos previos manejan

otras condiciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de carbohidratos, Método de DoBois (fenol-acido sulftrico)

(modificacion de técnica).

Etanol (C2HeO): Fenol (CeHeO): Acido sulfurico Sosa (NaOH): Dextran
95% 5% (H2S04): concentrado solucion 1M

Solucion madre:

23.68ml de H,0 + 5g de fenol + 100ml 4g de sosa +100 | 100mg de Dextran/10 ml
26.32 ml de etanol 100 ml de H>.O ml de H>O de sosa al 1M

Solucién de trabajo:

1ml de la solucién madre

+ 79 ml de sosa al 1M

Cuadro 10: Preparacion de reactivos para la determinacién de polisacaridos.

+ Preparacién de la muestra

= Centrifugar la muestra a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para eliminar los sélidos
excedentes.
= Adiciona etanol para precipitar los polisacaridos.
v" Muestra acuosa
% A 1ml de la muestra se le adiciona 4 ml de etanol (4:1)
v" Muestra de etanol 50%
« A1 mlde la muestra se le adiciona 1 ml de etanol al 95% (1:1)
= En ambos casos las muestras se centrifugan a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
= El material resultante se suspende en solucién 1M de NaOH:

< Agregar entre 1ml y 3 ml de la solucion 1M de NaOH a la muestra acuosa.

% Agregar 7ml de la solucién 1M de NaOH a la muestra de etanol 50%.




Curva patrén

Tubo Dextran

Concentracion

(mg)
1 (i}
2 5
3 10
4 15
5 20
6 25

Concentracion de la

muestra (mg)

Dextran solvente
(uh)
0 200
40 160
80 120
120 80
160 40
200 0
Muestra
(kD)
100 100
150 50
200 0

Regresion lineal:

Y=Bo+p4X

Fenol

(1)

200

200

200

200

200

200

200

200

200

H,SO,

(ml)

Absorbancia

(490 nm)

Cuadro 11. Elaboracion de curva patrén para la cuantificacion de polisacaridos en las muestras.
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Anexo 2. Calculo de cantidad de polisacaridos en las muestras.

Muestra 1-acuosa
CONCENTRACION DE POLISACARIDOS EN LAMUESTRA 1
1.6

ABSORBANCIA (nm)

r=0.9991
i ri=0.998
0.8 2004l A=0.106
B=0.050
0.6 150p ‘
0.4 100pl 100pl=5ug
150pl=0pg
0.2 200p1=13pg
o
0 5 10 15 20 25

COMNCEMTRACION DE POLISACARIDOS (ug/ul)
Figura 4: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 1.

vm:;;:;i%ge la Cantidad de
i6 polisacaridos
roporcion de la
® Fa’licuota) (4g/100ml)
100ul
0.005g
(1:10)
150ul
(1.5:6.6) 0.0059409g
200pl
(2:5) 0.0065g
Promedio 0.00581g
Cantidad de
polisacaridos 0.00145¢g
(1g/25ml)

Cuadro 12: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 1-acuosa.
30

Muestra 2-acuosa
CONCENTRACION DEPOLISACARIDOS EN LA MUESTRA 2

14 200y e
E 12 r=0.9985
; . 1500 ri=0.9971
o
Z os A=0.0957
= 100 7 B=0.0530
g 06
a o 100pl=11pg
150p=17pg
a3 200p=24pg
1]
] 3 10 15 20 25

COMNCENTRACION DE POLISACARIDOS (ug/ul)
Figura 5: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 2.

Volumen de a Cantidad de
(proporcion de la poxs;%%rldlos
alicuota) (49 ml)
100l
0.033000g
(1:30)
150pl
(1.5:20) 0.0340009g
200pl
(2:15) 0.0360009g
Promedio 0.034333g
Cantidad de
polisacaridos 0.008609g
(1g9/25ml)

Cuadro 13: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 2-acuosa.

Muestra 3-acuosa
15 (_ZONCENTRACION DEPOLISACARIDOSEN LA MUESTRAZ

14 4

o / r=0.9991
200l r2=0.998

E
£ ]
< /
[¥)
= 08 - 150p A=0.106
g B=0.050
g 06 100p
< o] 100p=9pg
150pl=14pg
0.2 A 200pl=20pg
a T T T T 1
o 5 10 15 20 25

COMNCENTRACION DE POLISACARIDOS (pg/ul)
Figura 6: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 3.

Volumen de la alicuota Cantidad de
(proporcion de la polisacaridos
alicuota) (49/100ml)
100pl
(1:10) 0.009g
150yl
(1.5:6.6) 0.0092409
200pl
(2:5) 0.01g
Promedio 0.00941g
Cantidad de
polisacaridos 0.00235g
(1g/25ml)

Cuadro 14: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 3-acuosa.




ABSORBANCIA [nm)

Muestra 1-etanol al 50%
CONCENTRACION DE POLISACARIDOS DE LA MUESTRA 1-E50%

r=0.938
r2=0.0.997

LX)

A=0.0613
2004 B=0.0545

=]
=

1504 X= (Y-A)/B

o
o™

1005

(=]
n

100pl=Tpg
150pl=11pg
200pl=13pg

o
]

1] 5 10 15 20 25
COMCENTRACION DE POLISACARIDOS {pg/ul)

Figura 7: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 1.

ABSORBAMNCIA (nm)

Muestra 2-etanol al 50%

16 COMNCENTRACION DE POLISACARIDDOS DE LA MUESTRA 2-E50%

200l / r=0938
rz=0.0.997

150l A=0.0613

B=0.0545
100ul /

x=(v-A)/8

-
£

-
¥

-

o
o

[=]
-]

100uk=12 g
150ul=164g
200ul=22ug

o
&

[=]
[ X]

(=}

1] 5 10 15 20 25
CONCENTRACION DE POLISACARIDOS (pg/ul)

Figura 8: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 2

Volumen de a Cantidad de
(proporcién de la pol;sa;;grulios
alicuota) (2g/20mi)
100p1
(1:70) 0.003430g
150pl
(1.5:46.6) 0.0035882g
200pl
(2:35) 0.003185¢g
Promedio 0.0034010g
Cantidad de
polisacaridos 0.0011336g
(1g/10ml)

Cuadro 15: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 1.

w
-

VoI:"n;ir:):Iae la Cantidad de
(proporcion de la polése;;g rlclios
alicuota) (2g/20mi)
100pl
0.033000g
(1:30)
150pl
(1.5:20) 0.034000g
200pl
(2:15) 0.0360009g
Promedio 0.034333g
Cantidad de
polisacaridos 0.0860g
(1g/25ml)

Tabla 16: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 2

Muestra 3-etanol al 50%
18 CONCENTRACION DE POLISACARIDOS DE LA MUESTRA 3-E50%

14 r=0.998
E i3 r=0.0997
=]
g 1 00 A=0.0613
[ -
g . vsou 8=0.0545
<L
o
% 1 1004 X=(¥-A)/B
8 .
< 04 100pl=9pg
a3 150pl=13pg
200pl=17pg
0
1] 5 10 15 20 25

CONCENTRACION DE POLISACARIDOS {pg/ul)
Figura 9: Curva patrén para la determinacion de

polisacaridos en la muestra 3.

Volumen de la Cantidad de
(proporcioén de la polésa/\zcgrlclios
alicuota) (2g/20mi)
100l
(1:10) 0.009g
150pl
(1.5:6.6) 0.0092409g
200pl
(2:5) 0.01g
Promedio 0.00941g
Cantidad de
polisacaridos 0.00235¢g
(1g9/25ml)

Tabla 17: Cantidad de polisacaridos totales en la

muestra 3.
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