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Wilder Ramirez-Ayala

RESUMEN

Los hongos del Género Ganoderma son reconocidos mundialmente por sus pro-
piedades medicinales y su mercado nacional e internacional crece continua-
mente. Con el objetivo de indagar acerca del potencial comercial de nuestra
diversidad fangica, se determinaron los contenidos de compuestos bio-activos,
conocidos como Acidos Ganodeéricos (A.G.), a partir de tres fuentes del hongo.
De los cuerpos fructiferos de dos variedades de Ganoderma sp y Ganoderma
lucidum (silvestre y comercial). La variedad silvestre fue recolectada en el muni-
cipio de Quimbaya Quindio, la comercial, certificada, se cultivé sobre residuos
agroindustriales de pldtano y el sustrato agotado fue obtenido después de la re-
coleccion de la variedad comercial. Las tres muestras obtenidas por triplicado,
fueron secadas y sometidas a extraccion con fluidos supercriticos y por ultraso-
nido. La concentracion de A.G. se determind por Cromatografia Liquida (HPLC),
por el método de normalizacién de dreas, usando como estdndar el Acido Ga-
nodérico A. Los mayores rendimientos de extraccion fueron obtenidos por el
método de ultrasonido, independientemente de la muestra analizada. El mayor
contenido de A.G., fue encontrado en la cepa silvestre (266 ng/3), aproxima-
damente 30% mds que en la variedad comercial, aunque considerablemente
menor a estudios internacionales. Es posible concluir que la variedad silvestre
tendria potencial para convertirse en una fuente comercial de A.G.

ABSTRACT

Ganoderma genus are recognized worldwide for their medicinal properties
and their national and international market is continuously growing. In order
to investigate the commercial potential of our fungal diversity, the contents of
bioactive compounds, known as Ganodic Acids (A.G.), were determined from
three sources of fungus. Of the fruiting bodies of two varieties of Ganoderma sp
and Ganoderma lucidum (wild and commercial). The wild variety was collected
in the municipality of Quimbaya Quindio, the commercial, certified, was deve-
loped on agro-industrial plantain waste and the spent substrate were obtained
dfter the harvesting of the commercial variety. The three samples obtained in
triplicate, were dried and subjected to extraction with supercritical fluids and
ultrasound. The concentration of A.G. was determined by Liquid Chromatogra-
phy (HPLC), by the method of normalization of areas, using as standard Gano-
deric Acid A. The method of extraction by ultrasound was the most efficient in
all cases. The highest content of A.G., was found in the wild strain (266 pg/s),
approximately 30% more than in the commercial variety, although considera-
bly less than international studies. It is possible to conclude that the wild varie-
ty would have the potential to become a commercial source of A.G.

RESUMO

Os fungos do género Ganoderma sdo reconhecidos mundialmente por suas
propriedades medicinais e seu mercado nacional e internacional estd cres-
cendo continuamente. A fim de investigar o potencial comercial da nossa
biodiversidade fungica, o contetido de compostos bioativos, conhecidos como
Acidos Ganddericos (A.G.), foi determinado a partir de trés fontes de fungos.
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Dos corpos frutiferos de duas variedades de Ganoderma sp e Ganoderma lucidum (silvestre e comercial). A variedade
silvestre foi coletada no municipio de Quimbaya Quindio, a comercial, certificada, foi desenvolvida sobre residuos de
bananeira agroindustrial e do substrato gasto obtido apds a colheita da variedade comercial. As trés amostras obtidas
em triplicata, foram secas e submetidas a extracdo com fluidos supercriticos e ultra-som. A concentracdo de A.G. foi
determinado por Cromatografia Liquida (HPLC), pelo método de normalizacéo de dreas, utilizando como padrdo o Aci-
do Ganodérico A. O método de extracdo por ultrassom foi o mais eficiente em todos os casos. O maior teor de A.G., foi
encontrado na estirpe selvagem (266 1g/s), aproximadamente 30% mais do que na variedade comercial, embora consi-
deravelmente menos do que os estudos internacionais. E possivel concluir que a variedade silvestre teria o potencial de
se tornar uma fonte comercial de A.G.

INTRODUCCION

El hongo Ganoderma lucidum, Lingzhi o Mannetake es conocido en la cultura China y japonesa, desde hace mas
de 2000 anos y se consume con frecuencia, ya que ademas de ser fuente de nutrientes, tiene propiedades nutra-
céuticas. En las Ultimas décadas se han acumulado pruebas cientificas sobre la aplicacion médica del hongo en
el tratamiento de varios tipos de dolencias como bronquitis, anorexia, gastritis, hepatitis, nefritis, hemorroides,
dismenorrea, estrefiimiento, lupus, enfermedades crénicas como migrafa, hipertension, artritis, asma, diabetes,
hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares, e inclusive el cancer [1]. Los compuestos bio-activos a los
que se les atribuyen estas propiedades son los Acidos Ganodéricos (A.G.) y los Beta-glucanos, entre otros [2].

Actualmente, los hongos del género Ganoderma, son utilizados, no solo para el consumo en fresco o seco, sino,
ademas para la produccién de diversos productos alimenticios funcionales y nutracéuticos [3,4,5].

En Colombiay en el resto del mundo, continuamente, se realizan cultivos con cepas certificadas, sobre residuos
agroindustriales, especificos de cada region, buscando encontrar las formulaciones que permitan los mayores
rendimientos de produccion y concentraciones de compuestos bio-activos, como los A.G. [6,7].

Enel Departamento del Quindio se han encontrado cepas silvestres de Ganoderma, adaptadas a nuestros ecosistemas
y que pueden contener los compuestos bio-activos en concentraciones que pueden llegar a ser de interés comercial.

Por las anteriores razones, es de gran importancia estudiar en términos de analisis cualitativos y cuantitativos, la
presenciay cantidad de los compuestos bio-activos de Ganoderma, presentes en cepas silvestres y comerciales, e
inclusive en labiomasa, donde se han desarrollado estos hongos (sustrato agotado o residual) [8,9, 10,11, 12, 13].

Varios métodos de extraccion con solventes, han sido desarrollados con el propésito de obtener los compuestos
bio-activos del género Ganoderma [14,15,16], siempre buscando aumentar los rendimientos para desarrollar
futuras aplicaciones comerciales, disminuir los costos y evitar la degradacioén de las sustancias de interés.

La extraccién con fluido supercritico (SFC), es una técnica que ha permitido la extraccién, de compuestos bio-ac-
tivos de Ganoderma, utilizando bajas temperaturas y altas presiones [17, 18, 19]. Ademas, por su reducido con-
sumo y bajo costo de solventes, manejo automatizado de la muestra y alta eficiencia, se convierte en una alter-
nativa viable en éste tipo de investigaciones [20]. De forma alternativa, la técnica de ultrasonido o sonicacion
intensa, se haevaluado[21, 22], en este caso, con el fin de extraer acidos Ganodéricos, la membrana celular debe
ser destruida. Para la disrupcion, se requiere encontrar un procedimiento adecuado de extracciony asi lograr la
liberacion de todos los productos [23].

Los Acidos Ganodéricos pueden ser separados, identificados y cuantificados, utilizando la técnica de Croma-
tografia Liquida (HPLC) [24, 25, 26), acoplada a detector UV-Vis. Esta técnica es ampliamente usada, por su
rapidez y eficiencia, dado que mediante la comparacion con estandares externos e internos, es posible la identi-
ficacién y cuantificacion de las sustancias presentes.
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En ésta investigacion se compard la técnica de extraccion con fluido supercritico (SFC) con la técnica de extraccion
con ultrasonido (EUA), tomando como base la concentracién de Acidos Ganodéricos obtenidos al final del proceso.

En ésta investigacion, se extrajeron los Acidos Ganodéricos, presentes en el cuerpo fructifero y el sustra-
to agotado del hongo Ganoderma lucidum, mediante las técnicas de extraccién con fluido supercritico (SFC) y
extraccion con ultrasonido (EUA). Se identificaron y cuantificaron mediante la cromatografia liquida (HPLC),
acoplada a espectrofotometria UV-Vis.

METODO
Obtenciéon de Ganoderma sp

Los cuerpos fructiferos de Ganoderma sp, fueron colectados cerca de la reserva el ocaso (4°58'73.8"N -
75°85'52.4”W), en el municipio de Quimbaya, Quindio.

Semilla de Ganoderma lucidum comercial

Para la siembra de G. lucidum sobre residuos de platano, se utilizé una semilla certificada, proporcionada por la
planta de bio-procesos y agroindustria de la Universidad de Caldas. Esta semilla fue obtenida por inoculacién
del micelio de G. lucidum sobre cebada

Cultivo de G. lucidum

Como sustrato para la produccidn, se utilizaron subproductos del monocultivo de platano (pseudotallos, hojas
y raquis), fraccionados en cortes de aproximadamente 1 cm?, esterilizados y formulados para obtener relacio-
nes de Carbono/Nitrégeno del orden de 40 a 60. El proceso se llevo a cabo en la granja Bengala (4°41'08.8”"N
75°37°02.9”W), propiedad de la Universidad del Quindio, ubicada en el municipio de Finlandia (Quindio). Des-
pués de 38 semanas de crecimiento, fueron recolectados los cuerpos fructiferos y ademas el sustrato agotado.

Tratamiento de la muestra

Los cuerpos fructiferos de G. lucidum cultivado sobre residuos de pldtano, de la especie Ganoderma sp y el sustrato
agotado, se secaron y deshidrataron a 40°C por 24 horas; de alli, se tomaron por separado para ser triturados,
utilizando un molino convencional y luego fueron tamizados hasta alcanzar la pulverizacién homogénea en un
tamano de 50 um, de forma similar a lo reportado por algunos autores [1, 27]

Extraccion con fluido supercritico (SFC)

Este procedimiento, se llevé a cabo en el instituto de Biotecnologia y Agroindustria de la Universidad Nacional
de Manizales. Se utilizé solvente supercritico (CO,) y solvente etanol, a 300 bar de presién, durante 1 horay con
temperatura de 40°C, secuencialmente controlados [28]. Se colocaron 15 g de muestra pulverizadaen lacamara
de extraccion del reactor dentro de una funda de lienzo. Fueron obtenidos 6 extractos, pertenecientes a cada
una de las muestras por duplicado

Extraccién con ultrasonido (EUA)

Fue realizada en el laboratorio de catalisis de la universidad del Quindio en un sonicador BRANSON 1800 de 45
MHz, durante 30 minutos [30]. Se depositaron 2 g del pulverizado y se disolvieron en 20 mL de etanol de 95%,
contenidos en un vaso de precipitado de 50 mL. Se dejaron reposar durante 24 horas, luego, de la parte sobrena-
dante de cada uno, se filtré 1 mL dentro de los viales para HPLC, usando PVDF de 0,45 um Millipore millex-HV.
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Preparacion del estandar y adiciéon a los extractos

5 mg del estandar de Acido Ganodérico A, (SIGMA-ALDRICH®) se disolvieron en 5 mL de etanol grado HPLC.
De esta disolucion madre, se preparé una disolucion a 50 ug/mL, usando etanol como disolvente. A cada uno de
los extractos, debidamente diluidos, para conservar las proporciones, se les adicioné una concentracion fija de
Acido Ganodérico A.

Cromatografia y cuantificacion

Los extractos fueron inyectados en el cromatégrafo liquido Thermo Dionex 3000, en las condiciones que a con-
tinuacion se describen: Columna de separacion ACE AQ C-18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 micras), y fase movil de
acido férmico al 0,5 % y acetonitrilo en proporciones 60 (A) y 40 (B) en modo isocrético. Se utilizé un sistema de
detecciéon UV-Vis con arreglo de diodos (DAD), a 250 y 280 nm. La cuantificacién de los Acidos Ganodéricos se
realizé por el método de normalizacion de areas, comparando el drea del Acido Ganodérico A (de concentracion
conocida), con el drea de los picos de Acidos Ganodéricos, presentes en la muestra.

Identificacion Ganoderma sp

Aunqgue de éste hongo se conocen mas de 250 especies reportadas en todo el mundo, la cepa silvestre pudo
ser clasificada usando la metodologia empleada en la taxonomia tradicional, al tener en cuenta el anélisis de las
caracteristicas morfoldgicas del cuerpo fructifero recolectado.

La clave taxondmica que se tuvo en cuenta fue reportada por Weber en 2009 [31]. En éste género, se pudo
observar la presencia de un pileo o sombrero en forma de repisa mientras que la parte inferior del esporocarpo
presenta una multitud de poros que ratifican de que se trata de una especie polyporaceae (Figura 1). Ademas, el
olor a madera anejaday su color café brillante, son caracteristicos del género, por lo que se pudo clasificar ésta
cepa silvestre como Ganoderma sp.

Figura 1. Cuerpo fructifero de Ganoderma sp.
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Analisis cromatografico

Con el método cromatografico utilizado, se lograron aislar y detectar dos sefiales o picos principales (Figura 2).
La primera de ellas corresponde al Acido Ganodérico A, utilizado como estandar, con un tiempo de retencién de
7,48 min, que fue confirmada con una corrida cromatografica del estandar en forma aislada.

Figura 2. Cromatograma de extracto y Estandar.
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La segunda sefial corresponde a los Acidos Ganodéricos presentes en los extractos de las muestras, con un tiem-
po de retencion de 12,45 min. Posterior a éste tiempo no se observan nuevas senales.

Se observa un solapamiento de picos o co- elucién en la sefial, que aparece de mayor tamano. Las condiciones del
método no fueron suficientes para obtener una mejor resoluciony separar cada uno de los Acidos Ganodéricos pre-
sentes en el extracto, posiblemente debido a la composicion de la fase estacionaria de la columna cromatogréfica..

A pesar de que no fue posible separar los Acidos Ganodéricos presentes en el extracto, se corroboré su presen-
cia, tomando el espectro UV-Vis del pico a 12,45 min y comparandolo con aquellos reportados en la bibliografia
[32]. Con la ayuda del software del detector UV-Vis con arreglo de diodos, se pudo determinar también, el sola-
pamiento de los picos en la sefal. Tal como se observa en la Figura 3.

Figura 3. Verificacién del solapamiento de picos de los Acidos Ganodéricos.
T 12 - Component 2

IJ Z N\

Tanto los espectros y los tiempos de retencion, indican que la sefial producida se debe a los Acidos Ganodéricos
By H. Estos acidos tienen una gran semejanza estructural (son isémeros).
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Liu et al. (2011), investigaron condiciones cromatograficas semejantes y encontraron que los Acidos Ganodéri-
cos By H aparecieron en un pico superpuesto, probablemente por la determinacion concomitante de los Acidos
Ganodéricos B y H; es decir, que la orientacion espacial de los radicales o los sustituyentes R, R,, R, y R, ten-
drian una afinidad analoga por la fase estacionaria[29]. La figura 4y el cuadro 1, presentan la similitud estructu-
ral de los acidos Ganodéricos, tomando como base informacidn cientifica actualizada.

Figura 4. Estructura quimica de los Acidos Ganodéricos.
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Tomado de: http://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm/Ganoderma_lucidum.htm

Cuadro 1. Sustituyentes, presentes en los Acidos Ganodéricos.

Acido Ganodérico R, R, R, R,
A -0 B-OH a- OH -H
B B-OH B-OH - -H
H B -OH =0 = B- OAc

Tomadode: http://repositoriodigital.uns.edu.ar/bitstream/123456789/3786/1/Tesis%20
Maximiliano%20Bidegain%20-%20corregida%20final.pdf

Cuantificacion de los Acidos Ganodéricos

El andlisis cuantitativo de los extractos del sustrato agotado y Ganoderma sp, muestra que la técnica de extrac-
ciéon por ultrasonido (EUA) es més eficiente que la técnica de extraccion por fluidos supercriticos (SFC), en cuan-
to ala concentracion de Acidos Ganodéricos obtenidos. En estos casos, las concentraciones fueron: 161,19 ug/g
para el sustrato agotado y 265,85 ug/g para Ganoderma silvestre cuando se utilizé extraccion con ultrasonido
(EUA) y 146,66 ug/g para el sustrato agotado y 181,52 ug/g para Ganoderma cuando se utilizé extraccion por
fluidos supercriticos (SFC).

Para el caso de la extraccion de Acidos Ganodéricos a partir del cuerpo fructifero de la cepa comercial Ganoderma
lucidum, se observan concentraciones similares en ambas técnicas de extracciéon, con 182,47 pg/g utilizando EUA
y 186,19 pg/g, utilizando SFC.

La mayor concentracién de Acidos Ganodéricos se presenta en los extractos de Ganoderma sp, seguida de Gano-
derma lucidum comercial, independientemente del método de extraccion empleado (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion de las concentraciones de Acidos Ganodéricos.
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Los rangos de concentraciones de Acidos Ganodéricos que se obtuvieron en ésta investigacion (entre 266y 147
ug/mL) se pueden comparar con los de otros autores [1, 15 29, 30]. De acuerdo a los mostrado en la figura 6, las
concentraciones reportadas en éste estudio, varian o fluctéian entre los rangos reportados en otros articulos.

Figura 6. Acidos Ganodéricos encontrados en éste estudio vs otras investigaciones.
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La mayor concentracién de Acidos Ganodéricos, fue reportada por Nguyen y Yongli en 2011, con 1197 pg/mL
pero cabe resaltar que fueron utilizadas las esporas para éste estudio y no el cuerpo fructifero [15]. De igual
forma Xiao-Ming Wang et al (2006) [30] reportaron concentraciones de Acidos Ganodéricos B'y H en Ganoder-
ma lucidum. Para el Acido Ganodérico B, desde 32 a 165 pg/mLy para el Acido Ganodérico H desde 127,1 hasta
643,9 ug/mL, que para efectos practicos fueron sumadas y aparecen en la grafica 6 como una sola barra. Los re-
sultados se obtuvieron de los extractos de cinco especies diferentes de Ganoderma originarias de China, usando
etanol de 95%, un calentador de inmersién y concentrados por combinaciones de agua caliente, bases y acidos
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Los resultados de la figura 6 permiten dar una vision de la incidencia de los métodos de extraccién, la parte
del hongo a estudiar y la especie, sobre la concentracién de Acidos Ganodéricos que pueden ser obtenidos. Se
observan diferencias muy significativas de concentraciones debido a los factores anteriormente nombrados.

CONCLUSIONES
Enéstainvestigacion, se pudo comparar el efecto de dos métodos extraccién sobre diferentes muestras de Ganoderma.

Adicionalmente se determinaron las condiciones cromatogréficas, para la cuantificacion rapida de Acidos Ga-
nodéricos (A.G.) presentes en las muestras. Las concentraciones de A.G encontradas. se ubicaron en los rangos
publicados por otros autores
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