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RESUMEN

El género Ganoderma se caracteriza por contener numerosos metabolitos de
interés con propiedades principalmente antiinflamatorias, antioxidantes e
inmunomoduladoras. Estudios in vitro e in vivo sugieren que las propiedades de
Ganoderma podrian atribuirse a sus efectos antioxidantes por eliminacion o
neutralizacion de radicales libres y a la mejora de la funciébn inmunoldgica,
facilitando la actividad fagocitica de los macréfagos. Por tanto, de acuerdo a los
antecedentes del género, este tipo de hongo biosintetiza compuestos activos como
polisacaridos, terpenos y fenoles con funcion antioxidante. En Chile un
representante del género es la especie Ganoderma australe, de la cual existe
escasa informacion relacionada con sus propiedades terapéuticas. En
consecuencia, el presente estudio tiene como objetivo, evaluar la actividad
antioxidante de polisacaridos y del extracto total provenientes del cultivo in vitro de
G. australe, mediante el ensayo DPPH y ABTSe+. Para tal efecto, se caracterizé
estructuralmente el polisacarido mediante espectrometria infrarroja  por
transformada de Fourier (FTIR). Los resultados demostraron enlaces tipicos
descritos para polisacaridos de Ganoderma, evidenciando enlaces de tipo B-
glucano. Los resultados indican que el extracto total del medio de cultivo de G.
australe presentd actividad antioxidante significativa en las distintas
concentraciones. La mejor respuesta obtenida fue por el método ABTS++ con un
porcentaje de inhibicidon del 55% a la concentracion (10 mg/mL). Junto con esto, se
evidencio que el extracto total del medio de cultivo contiene un alto contenido de
fenoles totales (23,418 mg EAG), esto se asocia a su capacidad antioxidante. Por
otra parte, la actividad antioxidante de los polisacaridos fue significativa en las
distintas concentraciones. Sin embargo, los porcentajes de inhibicidbn no superan el
13%. Esto se debe al tipo de ensayo antioxidante empleado y las bajas
concentraciones utilizadas. En conclusion, se sugiere que tanto los polisacéaridos y
el extracto total del medio de cultivo presentan una actividad antioxidante
significativa mediante la neutralizacion de radicales. En consecuencia, futuros
estudios deben ir orientados en dilucidar la constitucion monomérica de los
polisacaridos y los compuestos especificos que actian en la actividad antioxidante
del extracto total. Finalmente, los cultivos miceliales provenientes de G. australe,
pueden ser utilizados como una alternativa biotecnoldgica con fines medicinales con
propiedades antioxidantes.
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ABSTRACT

The genus Ganoderma is characterized by containing many metabolites of interest
with mainly anti-inflammatory, antioxidant and immunomodulatory properties. In vitro
and in vivo studies suggest that the properties of Ganoderma could be attributed to
its antioxidant effects by eliminating or neutralizing free radicals and to the
improvement of immune function, facilitating the phagocytic activity of macrophages.
Therefore, according to the antecedents of the genus, this type of fungus
biosynthesizes active compounds such as polysaccharides, terpenes and phenols
with antioxidant function. In Chile, a representative of the genus is the species
Ganoderma australe, of which there is little information related to its therapeutic
properties. Consequently, the present study aims to evaluate the antioxidant activity
of polysaccharides and of the total extract from the in vitro culture of G. australe, by
means of the DPPH and ABTSe<+ assay. For this purpose, the polysaccharide was
structurally characterized by Fourier transform infrared spectrometry (FTIR). The
results demonstrated typical bonds described for Ganoderma polysaccharides,
evidencing B-glucan type bonds. The results indicate that the total extract of the G.
australe culture medium presented significant antioxidant activity at the different
concentrations. The best response obtained was by the ABTS * + method with an
inhibition percentage of 55% at the concentration (10 mg/mL). Along with this, it was
shown that the total extract of the culture medium contains a high content of total
phenols (23.418 mg EAG), this is associated with its antioxidant capacity. On the
other hand, the antioxidant activity of the polysaccharides was significant in the
different concentrations. However, the inhibition percentages do not exceed 13%.
This is due to the type of antioxidant assay used and the low concentrations used.
In conclusion, it is suggested that both the polysaccharides and the total extract from
the culture medium have significant antioxidant activity through radical
neutralization. Consequently, future studies should be oriented towards elucidating
the monomeric constitution of the polysaccharides and the specific compounds that
act on the antioxidant activity of the total extract. Finally, mycelial cultures from G.
australe can be used as a biotechnological alternative for medicinal purposes with
antioxidant properties.
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INTRODUCCION

A nivel mundial la ingesta de hongos con fines nutricionales y medicinales, ha sido
utilizada por culturas antiguas que incluian en su dieta los hongos, como un
beneficio a la salud humana. En este sentido, en las Ultimas décadas estudios han
demostrado que los hongos presentan diversas propiedades benéficas, de las
cuales se destacan principalmente por ser antioxidantes, antiinflamatorios e
inmunomoduladores (Wasser et al. 2000; Mau et al. 2002). Esto ha permitido la
aplicacion de hongos con fines industriales, biotecnoldgicos, nutricionales,

terapéuticos o medicinales (Hyde et al. 2019).

Uno de los grupos de mayor interés medicinal, son los hongos del orden
Polyporales, que corresponde a un grupo diverso de Agaricomycetes que incluye
doce familias, 437 géneros y aproximadamente 1800 especies descritas (Kirk et al.
2008). Son macrohongos xiléfagos de habito solitario o gregario, la mayoria de estos
hongos crecen sobre arboles y pueden persistir en el ambiente por meses e incluso
afios (Buchanan 2001). Son organismos clave en el ciclo del carbono, produciendo
pudricion blanca y café. Los miembros de este grupo se encuentran entre los
degradadores de lignina mas eficientes de la biosfera. La gran mayoria de los
Polyporales son hongos saprotrofos de la descomposicién de la madera, mientras
gue algunos son parasitos de arboles (Floudas et al. 2012). Dentro de este gran
orden, encontramos el género Ganoderma (P. Karst), descrito por Karsten (1881),
con mas de 300 especies reportadas en todo el mundo (Bhosle et al. 2010). Habitan
desde las selvas hasta los bosques templados del cono sur, estos hongos se

caracterizan por presentar un sombrero coridceo de forma semicircular o arrifonada



con tonos caoba a café oscuro. Se caracteriza por su himenéforo con tubos
alargados que se ven como pequefios poros de color blanco (Tortella et al. 2008).
El carpoforo es persistente y va aumentando su tamafio, aparecen en la base de
troncos vivos o muertos. Dentro de las caracteristicas micro morfolégicas posee
basididsporas pequefias (<10 uym) con papilas irregulares y truncadas (Buchanan
2001). Estos hongos son aquellos que producen pudricién blanca, capaces de
descomponer tanto la lignina como los compuestos celulésicos. Se alimentan de la
biomasa vegetal lignoceluldsica, que se compone de celulosa, hemicelulosa y
lignina presente en la pared celular de la célula vegetal, la sintesis de estas
moléculas deja restos blancos en la madera atacada, la cual presenta una textura
fibrosa y con poca densidad (Eastwood et al. 2011). Las especies de podredumbre
blanca permiten que el carbono presente en la lignina se incorpore en forma de CO:
a la atmosfera, participando asi, en el desarrollo de los procesos biogeoquimicos y
sirviendo como sustrato para otros organismos (Binder et al. 2013). Por otra parte,
se han descrito variados compuestos quimicos 0 metabolitos bioactivos
provenientes de los hongos del género Ganoderma. Lo que ha permitido que sean
candidatos principales para diferentes aplicaciones industriales, produccion de
biocombustibles, biorremediacion y productos nutracéuticos y/o medicinales (Ayala

et al. 2016; Wang & Ng 2006; Han et al. 2005; Agosin et al. 1990).

Metabolitos bioactivos de hongos Polyporales y aplicaciones

Los hongos del orden Polyporales se han caracterizado por contener numerosos
componentes activos. Dentro de los mas estudiados encontramos: proteinas,

oligoelementos, polisacaridos, compuestos fendlicos y triterpenoides. Se destacan



por tener diferentes actividades bioldgicas y fisiologicas (Hyde et al. 2019). Dentro
de las propiedades descritas se ha reportado como antioxidantes,
inmunoestimulantes, antitumoral, hepatoprotectora, hipoglucemiante,
hipocolesterolemiante, entre otras (Batra et al. 2013). Entre la diversidad de
especies del orden Polyporales, Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst, ha sido la
especie mas estudiada y se ha utilizado durante mucho tiempo en la medicina
tradicional China para prevenir y tratar diversas enfermedades humanas como la
bronquitis, hepatitis, hipertension, enfermedades tumorales y trastornos
inmunolégicos (Cheng et al. 2013; Weng & Yen 2010; Hang et al. 2005). En este
sentido, estudios realizados por Dudhgaonkar et al. (2009), evidenciaron que el
extracto de triterpenos provenientes de Ganoderma lucidum, suprimio
significativamente la secrecién de citoquinas inflamatorias (Dudhgaonkar et al.
2009). Esto ha provocado que sean potenciales para ser usados como materia

prima de nutracéuticos y farmacos (Hyde et al. 2019).

Polisacaridos bioactivos y sus propiedades terapéuticas

Entre todos los compuestos bioactivos presentes en las células bioldgicas, los
polisacaridos son los mas abundantes y biolégicamente activos. Estan presentes en
la célula, principalmente en la pared celular, podemos encontrarlos en la forma de
heteropolisacaridos, homopolisacaridos y formando glicoproteinas (Porton 2008).
Estas moléculas poseen plasticidad biologica relacionada con su composicidon
guimica y el grado de sulfatacion (Figueroa et al. 2019; Patel 2012). Se postula que
estos biopolimeros interaccionan con enzimas y receptores de la superficie celular,

lo que resulta en diversas actividades biologicas (Smelcerovic et al. 2008). Se ha



reportado que desempefian funciones cruciales en una variedad de procesos
biolégicos, como la interaccion celular, el desarrollo embrionario, infecciones por
bacterias, virus y la modulacion del sistema inmune (Liu et al. 2015). Debido a las
amplias actividades biologicas y las bajas toxicidades asociadas con los
polisacéridos, estos biopolimeros han llamado la atencion de la comunidad
nutracéutica, quimica y bioldgica, donde se ha reportado que poseen actividad
antioxidante, inmunomoduladora, antiinflamatoria y antitumoral, ya que son capaces
de activar mecanismos de inmunidad natural y especifica (Shao & Sun 2013; Lai et

al. 2010).

La gran ventaja de estos productos con respecto a otras drogas antitumorales
sintéticas es su inocuidad, siendo medicamentos antitumorales seguros, con
minimos efectos secundarios, ya que basicamente son azucares de origen natural

presentes en todas las células biolégicas (Daba & Ezeronye 2003).

Polisacaridos bioactivos de Ganoderma

En los ultimos afos, los polisacaridos del género Ganoderma, han generado interés
por su potencial actividad terapéutica medicinal. Estos metabolitos primarios, han
sido estudiados en diversas investigaciones, donde se han probado sus efectos
sobre el sistema inmune, propiedades antioxidantes y antitumorales (Lai et al. 2010;
Sliva et al. 2003). Ademas, es importante destacar que estos polimeros pueden
aislarse de cuerpos fructiferos, micelio y medios de cultivo liquido (Lagarda et al.
2015). Los polisacaridos mas estudiados del género Ganoderma por presentar
bioactividad son los glucanos. Son un tipo de fibra soluble que se le atribuyen
efectos beneficiosos sobre la glicemia, los niveles de insulinemia, el colesterol y la
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inmunidad. Asimismo, sus propiedades parecen estar relacionadas con su peso
molecular y estructura quimica (Volman et al. 2010). Existen dos tipos, los a-
glucanos, son el grupo de polisacéaridos que se forman a partir de D-glucosas unidas
entre si por medio de enlaces glucosidicos. Se reporta que intervienen en el proceso
de metabolizacion de los azlcares, controlando la absorcidén de azlcares presentes
en la dieta. (Wagner et al. 2008). Por su parte, los B-glucanos son principalmente
homopolisacéaridos lineales de glucosa unidos a través de enlaces B-(1—3) y B-
(1—4) y pueden presentar ramificaciones (Santos-Neves et al. 2008). También se
pueden encontrar en forma de heteropolimeros o formando complejos con
elementos de la célula como proteinas o polifenoles (Synytsya & Novak 2013). Son
aquellos que tienen actividad inmunomoduladora mediante la induccién de la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y de quimioquinas (Wagner et al. 2008).
También se ha estudiado que poseen efecto hipoglucemiante y neuroprotector
(Pandya et al. 2019). Polisacéaridos aislados de Ganoderma Ilucidum han
demostrado ser inhibidores del crecimiento tumoral in vitro e in vivo (Chen et al.
2004). Los extractos de Ganoderma tsugae son capaces de inhibir el crecimiento
de células de cancer colon in vitro (Hsu et al. 2008). Ademas, tienen el potencial de
suprimir la motilidad celular, inhibiendo la proliferacion de la célula cancerigena,
induciendo apoptosis y suprimiendo la angiogénesis en células de cancer de mama
y prostata (Stanley et al. 2005; Hu et al. 2002). La extraccion de polisacaridos
bioactivos también se ha realizado en otras especies como Ganoderma applanatum
y Ganoderma capense, mostrando resultados significativos en ensayos
antitumorales in vitro, inhibiendo la proliferacion de sarcoma subcutaneo (Yan et al.

2013; Sasaki et al. 1971).



Cultivos in vitro de Ganoderma

Cultivos liquidos de Ganoderma, han llamado la atencion de los investigadores,
técnicamente son faciles de controlar y se obtiene produccidén de biomasa en poco
tiempo (Lagarda et al. 2015). En consecuencia, este procedimiento provoca que el
hongo cultivado in vitro exude numerosos metabolitos de interés (Goyal et al. 2016).
Dentro de la diversidad de metabolitos presenten en estos hongos, se encuentran
los polisacéaridos, estos pueden ser obtenidos del cuerpo fructifero y de cultivos
liquidos. Los intrapolisacaridos se encuentran principalmente en la pared celular
fungica y los exopolisacaridos son polisacaridos extracelulares liberados al medio

de cultivo (Donot et al. 2012).

Por otra parte, también se han descrito otros metabolitos secundarios provenientes
de cultivos liquidos de Ganoderma (Hyde et al. 2019). Dentro de la diversidad de
metabolitos, los compuestos fendlicos han sido estudiados en ensayos
antioxidantes (Islas-Santillan et al. 2017). Se ha reportado que poseen actividad
antioxidante demostrada en ensayos principalmente in vitro, a partir de extractos
acuosos y metandlicos. Un estudio de Mau et al. (2002) relaciona la cantidad de
fenoles totales provenientes de extractos metandlicos de de Ganoderma tsugae y
Ganoderme lucidum con una mayor actividad antioxidante mediante la capacidad

de eliminacion o neutralizacion de radicales libres (Mau et al. 2002).

Técnicas para la determinacién de la actividad antioxidante

Se han descrito variadas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante in vitro de

metabolitos aislados de cuerpos fructiferos y de medio de cultivo de Ganoderma.



Las mas utilizadas son las técnicas de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTSe+
(acido 2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico). Ambos ensayos se basan en
la decoloracion de sus radicales, estos cambios de coloracidbn se monitorean
mediante un espectrofotdmetro. Pertenecen a ensayos basados en la transferencia
de electrones que involucran una reaccion redox con el oxidante como un indicador
del punto final de reaccion y el antioxidante actia como agente reductor (Aguirre et
al. 2015). El radical DPPH es un radical libre de color violeta que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa y se absorbe en metanol a 517 nm. Se
puede neutralizar por reduccion directa a través de la transferencia de electron
(Deng et al. 2011). Mientras que en el ensayo del radical cationico ABTSe+, tiene
gue ser generado tras una reaccion con persulfato de potasio (K2S20sg) y posee una
coloracion verde-azul. La adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo
reduce a ABTS. Presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de onda de
645 nm, 734 nm y 815 nm (Re et al. 1999). Islas-Santillan et al. 2017, evaluo la
actividad antioxidante de extractos etandlicos de tres especies del género
Ganoderma, mediante el ensayo del radical cationico ABTSe<+, los resultados
indican que la actividad antioxidante se asocia a la presencia de fenoles,

polisacaridos y esteroles (Islas-Santillan et al. 2017).

Un estudio de Chen et al. (2008), evalud la actividad antioxidante de polisacaridos
aislados de cuerpos fructiferos de Ganoderma atrum, mediante la técnica del radical
DPPH, donde se reporté que los polisacaridos mostraron una notoria actividad de

eliminacién de radicales anionicos (Chen et al. 2008).

Ganoderma australe (Fr.)



En Chile, uno de los representantes del género Ganoderma es la especie nativa
Ganoderma australe (Fr.), también conocida comunmente como “Oreja de palo”
(Tabla 1). Es un hongo lefioso y perenne (Buchanan 2001). Su morfologia presenta
un basidioma grande de 30-50 cm de didmetro x 15-20 cm aproximadamente
(Figura 1). El pileo se aplana de adulto y es muy duro, presenta un corte vertical
rojizo con lineas negruzcas y su sombrero es marrén-rojizo, con margen grueso
redondeado y blanco. De himenio blanquecino, pequefios poros blanquecinos y
tubos rojizos (Martinez et al. 1990). Respecto a sus caracteres micro morfologicos,
sus esporas son de color marrén, forma ovoide, con apice truncado, rodeadas por
verrugas y desarrolla hifas blanquecinas (Ubillos 2002). Degrada madera de arboles
Vivos 0 muertos y la podemos encontrar todo el afio, tanto en parques, jardines de
zonas bajas y en bosque nativo-mixto de zonas mas altas, frecuentemente en
rincones en penumbra. Su distribucién es amplia desde Chile central hasta el sur

austral (Furci 2007).
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Figura 1. Espécimen de Ganoderma australe sobre Nothofagus obliqua. La barra
blanca mide 15 cm. Fuente: Fungachilena. Gentileza Cristian Riquelme.



Existen pocos estudios taxondmicos que detallen a profundidad a la biologia de G.
australe, lo que ha provocado que su taxonomia no esté correctamente definida.
Las primeras aproximaciones taxonémicas establecieron la separacion entre G.
applanatum y G. australe, ya que anteriormente se consideraba a G. australe como
subespecie de G. applanatum, se analizd6 el porcentaje de &cidos grasos,
especialmente el acido linoleico, encontrando diferencias significativas entre las dos
especies (Martinez et al. 1990; Steyaert, 1972, 1975). Sin embargo, no se reportan
estudios recientes que contribuyan a la taxonomia de G. australe. Mas bien, se han
realizado estudios a nivel de género, los cuales han sido productivamente
estudiados en el area farmacolégica, donde la quimica nos dicta indicios

taxonomicos (Wang et al. 2020).

Tabla 1. Taxonomia de Ganoderma australe. Fuente: (Ryvarden y Johansen 1981).

Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes

Subclase | Aphyllophoromycetidae

Orden Polyporales
Familia Ganodermataceae
Género Ganoderma
Especie G. australe

Actualmente el estado taxondmico del género en Chile, sigue siendo poco definido.

Ganoderma al contener numerosas especies y cosmopolitas, se ha reportado que



forman complejos de especies, las cuales aln no se encuentran correctamente
delimitadas (Fryssouli et al. 2020; Moncalvo et al. 1995). La limitada informacién
sobre la especie G. australe, permite explorar sus posibles propiedades bioactivas,
qgue confirmen las propiedades atribuidas a este género. Dado los antecedentes del
género Ganoderma y la presencia de compuestos activos con funcion antioxidante
se plantea la siguiente pregunta: ¢, Los polisacéridos aislados de micelio y el extracto

total de G. australe revelaran actividad antioxidante?
Ha
- Los polisacaridos y el extracto total aislados de cultivos in vitro de Ganoderma

australe presentan propiedades antioxidantes mediante la neutralizacion de

radicales libres.

OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la actividad antioxidante de polisacaridos y extracto total aislados desde

cultivos in vitro de Ganoderma australe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar estructuralmente los polisacaridos aislados de G. australe.

- Determinar el contenido de compuestos fendlicos presentes en el medio de
cultivo de G. australe.

- Comparar la actividad antioxidante de polisacaridos aislados de micelio de G.

australe y extracto total aislado de su medio de cultivo.
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MATERIALES Y METODO

Area de muestreo

Las muestras de esporas y carpéforos fueron colectadas en el Parque Nacional
Cerro Castillo (46°03'00"S 72°11'00"0O) a 64 kildbmetros al sur de la ciudad de
Coyhaique, Region de Aysén. La obtencién del material de estudio se realizd
mediante la recoleccion de la cantidad de cuerpos fructiferos necesarios para la
viabilidad de su cultivo. Para el almacenamiento y transferencia del material desde
el sitio de recoleccidn hacia el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales, se
dispuso de papel de aluminio y cajas termo aisladas. El material recolectado fue
secado y almacenado en el Herbario del Departamento de Botanica de la
Universidad de Concepcion (CONC-1702) previa identificacion y registro completo

de datos relacionados con el espécimen estudiado.

Reactivos y solventes

e Agua destilada (H20)

e Dimetilsulféxido (CH3SOCHs3), Merck. Germany

e Persulfato de Potasio (K2S20sg) Merck. Germany

e Acetato de etilo (CH3;-COO-CH,-CH3) Merck. Germany

e Folin-Ciocalteu 20%, Merck. Germany

e Carbonato de sodio (Na2COz) Merck. Germany

e Acido galico (C7HsOs), Merck. Germany

e Etanol 96% (C2HeO), Merck. Germany

e Metanol 99% (CH3OH), Merck. Germany

e Radicales: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTSe+ (acido 2,2’azinobis-
(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico).

Equipos de laboratorio
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e Balanza analitica (Shimadzu, AUX220)

e Agitador orbital (Combi-Shaker, NB-101MT)
e Vortex (SeouLin, Korea)

e Ultrasonido (Machtig PS-30A, China)

e Estufa (Kottermann, Alemania)

e Bomba de vacio (Buchi V-100, Suiza)

e Rotaevaporador (Heidolph VV2000)

e Liofilizador (Cryodos, Telstar)

e Micropipetas

e Espectrofotometro (Bio-Tek instrument, Inc; Winooski, United State)
e Centrifuga (Thermo Fisher, Alemania)

Cultivo in vitro de la cepa

Los cultivos miceliales puros se obtuvieron a partir de trozos de carpoéforos
recolectados, las cuales se aislaron en placas de Petri con Agar (70% de agarosa y
30% de agaropectina). Las placas se incubaron a 20° C (Figura 2). Los cultivos
puros fueron replicados y almacenados en el cepario del Laboratorio de Quimica de

Productos Naturales hasta su posterior uso.

Cultivo en medio liquido

Bajo condiciones estériles, cultivos en medio solido fueron traspasados a cultivos
en medio liquido YMG (0.4% de extracto de levadura, 1% de extracto de malta, 0.4%
de glucosa) y agua destilada. Matraces de un litro fueron inoculados y se
depositaron en un agitador orbital (Combi-Shaker, NB-101MT) por
aproximadamente 14 dias y a 16°C, con el fin de aumentar la biomasa flngica.
Posteriormente, el cultivo liquido es filtrado para separar el micelio del medio de
cultivo. Desde el micelio se obtuvieron los polisacaridos y el medio de cultivo se

reservé para separar el extracto total.
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La muestra de micelio fue liofilizada (Lyophilizer Cryodos, Telstar) a una
temperatura de (-55 C°) aproximadamente, durante dos dias. Se obtuvo 20,5

gramos de peso seco de micelio (Figura 2).

Produccion de cultivo micelial 1

A partir de muestras
de Carpdforos

Aislamiento de cultivos L
puros en placas de Agar

Incubacion
20°C por 7 dias ’

l

Cultivo liquido

|

Inoculacién en
medio llqmdo (YMG)

J

18° Cpor 14 dias

Filtrado de micelio

Liofilizado de micelio
-55°C por 2 dias

|
(
{ Incubacmn
|
£

Peso seco obtenido
2059

Figura 2. Procedimiento utilizado para cultivos in vitro de G. australe. Fuente:
Elaboracion propia.

Purificacion de la muestra

El micelio fue depositado en un matraz que contenia etanol al 90% con la finalidad
de despigmentar la muestra, se mantuvo a temperatura ambiente (18°C) por unos
15 min y luego se filtrd, este proceso se realiz6 cuatro veces. Se precipitd la muestra

en agua destilada, dejandola hervir por 1 hora, posteriormente la muestra se

13



centrifugo (4.000 x g, 5 min), el sobrenadante se descato. Este proceso se realizo

dos veces.

Extraccion de polisacéaridos

Se procedié a concentrar la muestra, haciendo uso de un rotavapor (Heidolph
VV2000), a partir de 1.100 mL de muestra, este proceso redujo el volumen de la
muestra a 300 mL. Luego se agregd 600 mL de etanol al 90% para precipitar los
polisacaridos, se deposit6 en la congeladora por unos 30 min, para separar el etanol
del precipitado, la muestra se centrifugo. Posteriormente, la muestra se deposito en
una membrana de dialisis, a la cual se le agregé una solucién salina de 2,1 M NacCl.
Esta membrana se coloco en un vaso precipitado con 2 L de agua destilada, el
principio de este proceso fue extraer el agua de la muestra por diferencia de
potencial osmotico. Este proceso dura 12 horas aproximadamente, finalmente la
muestra fue extraida desde la membrana y se volvié a precipitar con etanol al 90%.
La muestra fue centrifugada y reservada en la congeladora (-15 °C) (Anexo 1). Los
polisacaridos puros se liofilizaron (Lyophilizer Cryodos, Telstar), obteniendo una

muestra pura y seca (Figura 2) (Abdala et al. 2010).

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos se determinaron usando un FTIR. El andlisis de los
polisacaridos de G. australe se llevo a cabo generando discos de mm preparados
con un polisacarido y bromuro de potasio (1% p / p) mezcla prensada a 15.0 t de

presiéon hidrostatica durante 5 min. Posteriormente, los discos se midieron con un

14



espectrofotometro infrarrojo (Thermo Nicolet OMNIC) en el rango de frecuencia de

4000-500 cm ~ 1 (Figueroa et al. 2019).
Extraccion de metabolitos bioactivos del medio de cultivo

Se realiz6 una extraccion liquido-liquido del medio de cultivo con acetato de etilo
como solvente organico. El extracto total del medio de cultivo fue extraido con
acetato de etilo (6 x 250 mL) para separar la fase organica (solvente) de la fase
acuosa (cultivo), se utilizé un embudo de decantacion. Se recupera la fase organica
y se afiade sulfato de sodio. Se obtuvo 3,5 L de fase organica. El extracto total fue

concentrado a la sequedad en un rotavapor (Heidolph VV2000).
Evaluaciéon antioxidante de polisacaridos y extracto total

Con el fin de determinar las propiedades antioxidantes de los polisacaridos y del
extracto total provenientes del cultivo in vitro de Ganoderma australe, fueron

realizados los ensayos DPPH y ABTSe+.
Ensayo de neutralizacion de radical (DPPH)

El ensayo se realizdé de acuerdo a la metodologia propuesta con modificaciones
(Kozarski et al. 2011). El radical fue preparado en metanol a una concentracion
6x10° M. Se prepararon diferentes concentraciones de polisacaridos (0,1- 4 mg/mL).
La mezcla se agité vigorosamente durante 30 seg en vortex (SeoulLin, Korea). 180
pL de radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), fueron afiadidos a cada pocillo 20
pL de las distintas concentraciones de la muestra Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2- acido carboxilico), fue utilizado como control positivo.
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Para la evaluacién antioxidante del extracto total se masé 10 mg de extracto que
fue diluido en 1 ml de metanol. Se utilizaron las concentraciones (0,1-10 mg/mL).
Las microplacas se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente (18°C)
durante 30 min. La absorbancia se determiné a los 515 nm. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicién (% Inh) usando la ecuacion %=(AbsC-AbsM)/(AbsC)*100, donde AbsC

corresponde absorbancia control y AbsM corresponde a absorbancia de la muestra.
Ensayo de decoloracion del catién radical (ABTSe+)

El ensayo se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta con modificaciones
(Kozarski et al. 2011). Se prepar6 el radical ABTSe+ (acido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico). Persulfato potasico (6,6 mg) fueron diluidos en 20 mL
de agua destilada. Luego 38,8 mg de radical ABTS se diluyé en 20 mL de agua
destilada. Se transfirid el contenido de persulfato de potasio al recipiente que
contenia el radical. Para asi, formar los cationes radicales de ABTSe+, a partir de la
reaccion que produce el oxidante persulfato de potasio. Se extrajo 4 mL de la mezcla
del radical y se diluy6é en 40 mL de agua destilada. El radical preparado sobrante se
reservo. Se prepararon diferentes concentraciones de polisacaridos (0,1-4 mg/mL).
Se tomaron alicuotas de 180 pL de radical ABTSe<+, donde se adicion6 20 pL de las

distintas disoluciones.

Para la evaluacion antioxidante del extracto total se mas6 10 mg de extracto que
fue diluido en 1 ml de metanol. Se utilizaron las concentraciones (0,1-10 mg/ml). Las
microplacas se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente (18°C) durante
30 min. La absorbancia de la solucion resultante se midio espectrofotométricamente
a 750 nm. Se calcul6 el porcentaje de inhibiciébn (% Inh) usando la ecuacion
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%=(AbsC-AbsM)/(AbsC)*100, donde AbsC corresponde absorbancia control y

AbsM corresponde a absorbancia de la muestra.

Determinacion del contenido fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales del extracto total proveniente del
medio de cultivo de Ganoderma australe, fue utilizada la metodologia de (Islas-
Santillan et al. 2017) con modificaciones. La curva estandar se realizé preparando
una solucién stock de 10 mg de acido galico diluida en 1 mL de DMSO, a partir de
ello se hicieron las siguientes concentraciones: 1000, 800, 400, 200, 100, 50 pg/mL.
Luego se rotul6 viales ambar correspondiente a cada concentracion, donde se le
agrego 10 uL de las distintas concentraciones de acido galico mas 20 uL de reactivo
Folin Ciocalteu al 20% y 200 pL de agua destilada. Se incubo por 5 min en la estufa
(40°C). Posteriormente se afiadié a cada vial ambar 100 pyL de carbonato de sodio
al 15%, paraincubarlos por 1 hora a temperatura ambiente (18°C) para el desarrollo
del color. Para la cuantificacion de fenoles totales del extracto total, se utilizo la
concentracion 100 uyg. Luego se realizé la lectura en espectrofotometro a 750 nm
en un lector de microplacas (Bio-Tek instrument, Inc; Winooski, United State). Con
los resultados obtenidos se hizo la curva estandar, concentracion vs absorbancia.
El valor de cuantificacion de polifenoles de la muestra se expresé en mg

equivalentes de &cido galico.
Anélisis estadistico

Los datos se presentardn como promedios de desviacion estandar (DE) de tres

experimentos (n = 3). Los ensayos se haran por triplicado para aplicar el analisis
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estadistico. Para evaluar los cambios de % de inhibicion de la actividad antioxidante
se realizara un andlisis de varianza factorial (ANOVA) con medidas repetidas a lo
largo del tiempo. Para comparar las diferencias entre cada tratamiento, también se
realizara un (ANOVA) unidireccional, seguido de una prueba de Tukey a posteriori.
Antes de estos analisis, se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando
p<0.05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Stadistical

version 10.0.

RESULTADOS

Rendimientos

A partir de 8 litros de cultivo in vitro de G. australe, se obtuvo 20,5 g de micelio seco

y 300 mg de extracto total. Del micelio se obtuvo 360 mg de polisacaridos puros.

Andlisis quimico de polisacaridos mediante caracterizacion infrarroja

El espectro FT-IR de polisacéaridos aislado de micelio de G. australe, mostré6 una
banda ancha en 3382 cm™ caracteristico de los grupos hidroxilo (O-H) y una banda
alos 2922 cm! asociada a grupo metileno (CHz) (Zhao et al. 2010). Las bandas de
absorcién en 890 cm?, 1046 cm? y 1080 cm indican enlaces beta-glucésido,
correspondiente a polisacaridos de tipo B-glucanos (Kozarski et al. 2011). Bandas
en 1654 cm? y 1243 cm! estan asociadas a una pequefia cantidad de proteina. Se
observa estiramiento en la banda 1535 cm? lo cual se reporta la presencia de

compuestos fendlicos y aromaticos (Kozarski et al. 2012). Las bandas en el rango
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de 400-750 cm! son asignadas a anillos de piranosa (Yang & Zhang 2009) (Figura

3).
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Figura 3. Espectro infrarrojo (FTIR) de polisacaridos aislados de micelio de
Ganoderma australe.

Ensayo de neutralizacion de radical (DPPH)

De acuerdo, a los datos obtenidos del porcentaje de neutralizacion del radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo), se construyé una curva de referencia (Figura 4). Se
reportan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). Se obtuvo una baja
representacion de la bioactividad por parte de los polisacaridos en comparacion a
Trolox en las diferentes concentraciones. Se reporta un leve aumento de la

bioactividad por parte de los polisacaridos a la concentracion (4 mg/mL) con un
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porcentaje de inhibicién del 9%. Sin embargo, los valores de porcentaje inhibitorio
son bajos en general, pero a su vez difieren entre si significativamente, formandose
dos grupos (A) y (AB). Se visualiza un incremento de la bioactividad de los
polisacaridos en las distintas concentraciones, mientras que Trolox se mantiene

estable sin diferencias significativas entre las concentraciones con un 67% de

inhibicion (Figura 4).
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Figura 4. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical DPPH de
polisacaridos v/s Trolox. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (+ DE) de tres
réplicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracion propia en SigmaPlot version 11.0.
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Por otra parte, la actividad antioxidante del extracto total revelé mayores porcentajes
de inhibicion del radical DPPH, con valores que alcanzan el 36% de inhibicion a la
concentracion mas alta (10 mg/mL), la misma concentracion para Trolox mostré un
porcentaje de inhibicion del 84%. Se reporta que los porcentajes de inhibicién del
extracto total se incrementan de forma gradual de acuerdo a las distintas
concentraciones, con diferencias significativas entre las concentraciones. Mientras
gue el porcentaje inhibitorio de Trolox se mantiene estable en las distintas
concentraciones sin diferencias significativas entre las concentraciones con un 84%

de inhibicion (Figura 5).
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Figura 5. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical DPPH de
extracto total v/s Trolox. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (x DE) de tres
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réplicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracién propia en SigmaPlot version 11.0.

Comparacion de la actividad antioxidante de polisacaridos y extracto total

En la grafica se visualiza que en ambas muestras (polisacarido y extracto total) hay
un incremento gradual de la actividad antioxidante en las diferentes
concentraciones. De esto se extrae que existe una relacion antioxidante-
dependiente al aumento de la concentracion. Sin embargo, la muestra de extracto
total presenta mayores porcentajes de inhibicion. Si comparamos la concentracion
mas alta (4 mg/mL) de ambas muestras, se visualiza que el ET alcanza el 22% de
inhibicién, mas del doble que los polisacaridos que presentan un 9% a la misma
concentracion. Para las concentraciones bajas (0,1-0,6 mg/mL). En ambas
muestras se forman grupos similares (A), (a) y en las siguientes concentraciones
difieren de las bajas al formarse otros grupos como (AB), (C) para los polisacaridos
y (ab), (bc), (d) para el ET, también existen diferencias significativas entre grupos

de concentraciones (Figura 6).
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Figura 6. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical DPPH de
extracto total v/s polisacarido. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (+ DE) de tres
réplicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracion propia en SigmaPlot version 11.0.

Ensayo de decoloracion del catién radical (ABTSe+)

Con los datos obtenidos del porcentaje de captacion del radical cationico acido (2,2-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) ABTSe+, se construyé0 una curva de
referencia (Figura 7). Se reportan diferencias significativas entre las
concentraciones (p<0.05). Se obtuvo una baja representacion de actividad por parte
de los polisacéridos en comparacion a Trolox. Se observa un incremento gradual de

la actividad en los polisacaridos, llegando a los 13% de inhibicion a la concentracién
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(4 mg/mL). En las concentraciones (0,1 mg/mL) y (0,4- 3 mg/mL) no hubo
diferencias significativas. Por su parte, Trolox revel6 un notorio incremento del
porcentaje de inhibicién a la concentracién (0,4 mg/mL) y (0,6 mg/mL) alcanzando
los porcentajes de 51% y 83% respectivamente. Para las siguientes
concentraciones se mantiene constante, sin diferencias significativas. Se reporta
una baja bioactividad antioxidante por parte de los polisacaridos, si comparamos la
capacidad de captacion de radicales de los polisacaridos del antioxidante conocido

Trolox.

—&— Polisacarido
—O— Trolox

100 ~

% Inhibicidon ABTS«+

0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1 2 3 4

Concentracion (mg/mL)

Figura 7. Curva de referencia del porcentaje de captacién del radical ABTS++ de
polisacaridos v/s Trolox. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (£ DE) de tres
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réplicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracion propia en SigmaPlot version 11.0.

Por otra parte, la actividad antioxidante del extracto total mostr6 mayores
porcentajes de captacion de radicales catidnicos ABTSe<+, con valores que alcanzan
un 55% de inhibicién en la concentracibn mas alta (10 mg/mL). Se observa un
incremento gradual del % de inhibicion en las diferentes concentraciones con
diferencias significativas (p<0.05). Se reporta un notorio incremento de la actividad
desde la concentracién (2 mg/mL) con un 28%. Mientras que Trolox se reporta un
incremento de la actividad a la concentracion (0,2 mg/mL) con un porcentaje del
94% que se mantiene sin diferencias significativas en las siguientes

concentraciones (Figura 8).
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Figura 8. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS++ de
extracto total v/s Trolox. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (+ DE) de tres
réplicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracion propia en SigmaPlot version 11.0.

Comparacion de la actividad antioxidante de polisacaridos y extracto total

En la grafica se visualiza que en ambas muestras (polisacaridos y extracto total) hay
un incremento gradual de la actividad antioxidante en las diferentes concentraciones
(Figura 9). Lo que se infiere que existe una relacion de antioxidante-dependiente al
aumento de la concentracion. Sin embrago, la muestra de extracto total presenta
mayores porcentajes de inhibicion. Si comparamos la concentracién mas alta (4

mg/mL) de ambas muestras, se visualiza que el ET alcanza el 40% de inhibicién,
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mientras que los polisacaridos alcanzan un 13% en la misma concentracion. Se
reporta que el ET present6 una actividad del 27% mas que los polisacaridos para
esa concentracion. En ambas muestras se observa un incremento gradual de la
actividad antioxidante, y esto también se demuestra porque existen diferencias
significativas entre las distintas concentraciones. Para los polisacéridos con cinco
grupos diferentes (A, B, C, D, E) y el extracto total con siete grupos diferentes (a, b,

c, d, e, f, g) (Figura 9).
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Figura 9. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS++ de
extracto total v/s polisacaridos. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias
seguido por test de Tukey (p<0.05). Las barras representan la media (+ DE) de tres
replicas por tratamiento. Las barras de error no mostradas son mas pequefias que
los simbolos. Fuente: Elaboracion propia en SigmaPlot version 11.0.

27



Determinacién del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (CFT) fue determinado en el medio de cultivo in vitro
de G. austale. El CFT fue estimado usando acido galico como patrén y expresado
como miligramos de &cido galico equivalente (GAE). El medio de cultivo muestra un
contenido de fenoles totales de 23,418 mg equivalentes de acido galico/ 100ug de

muestra de extracto total.

DISCUSION

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad que protege
a la célula de diferentes tipos de estrés ambiental y que esta constituida por
glucanos, quitina y glicoproteinas. En este sentido, la integridad de las células
fungicas esta proporcionada por los enlaces polisacaridos-proteinas (Pontén 2008).
Por esta razon, los polisacaridos se encuentran en gran cantidad en la pared celular,
ya que también interaccionan con enzimas y receptores de la superficie celular

(Pizarro 2014).

En este estudio se aislaron y purificaron los polisacaridos del micelio de G. australe,
y mediante espectroscopia FTIR se reportaron estiramientos entre los 3000—-3500
cm* asociados a grupos hidroxilo, metileno y metilo, caracteristicos de polisacaridos
de células fangicas (Zhao et al. 2010). Ademas, se reportaron estiramientos a los
890 cm?, 1046 cm?' y 1080 cm caracteristicos de enlaces B-glucosidicos,

correspondiente a polisacaridos de tipo B-glucanos (Kozarski et al. 2011). En esta
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linea, este tipo de polisacarido ha sido ampliamente estudiado, debido a sus
caracteristicas bioactivas (Yan et al. 2013; Volman et al. 2010). En este sentido, la
literatura sefiala que los polisacaridos que predominan en las células fangicas son
los B-glucanos (Ye et al. 2010; Sliva et al. 2003). Estos polisacéaridos se caracterizan
por ser polimeros de glucosa de elevado peso molecular que se encuentran en
forma natural en la pared celular (Pizzarro 2014). Ademas, se han reporta variados
efectos fisiolégicos asociados a este tipo de polimeros, entre los que se destacan
antioxidante, hipoglucemiante y hipolipidico (Lai et al. 2010; Wagner et al. 2008).
Sin embargo, su principal propiedad corresponde a su efecto inmunomodulador, lo
cual se asocia a su actividad antitumoral (Sliva et al. 2003). Por otra parte, estudios
realizados por Synytsya & Novak (2013) y Chen et al. (2008), han reportado
asociaciones de proteinas y fenoles a los polisacaridos de Ganoderma, sugiriendo

gue el efecto sinérgico entre estas moléculas potenciaria sus atributos bioactivos.

Actividad antioxidante de polisacaridos

En este estudio, los resultados de los ensayos antioxidantes DPPH y ABTSe+
demuestran que distintas concentraciones de polisacaridos aislados y purificados
de G. australe presentan actividad antioxidante significativa estadisticamente
(p<0,05). Sin embargo, los porcentajes de inhibicién reportados son bajos en
comparacion con el control Trolox. Esto se debe a que Trolox es un analogo de la
vitamina E, por tanto, es un potente antioxidante conocido y eficaz (Aguirre et al.
2015). Ademas, la baja actividad antioxidante reportada en este estudio se puede
atribuir a las bajas concentraciones de polisacaridos empleadas en estos ensayos

(0,1-4 mg/mL), ya que de acuerdo a lo reportado por Kozarski et al. (2012), utilizd
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mayores concentraciones de polisacaridos aislados de G. lucidum y G. applanatum
(10,0-20 mg/mL) en el ensayo antioxidante del radical DPPH, se evidencia una
actividad antioxidante que alcanza hasta un 77,3% de porcentaje inhibitorio. De esto
se infiere que, al aumentar las concentraciones de polisacéridos, también
incrementarian los porcentajes de inhibicidén. Por otra parte, un estudio realizado por
Saltarelli et al. (2009), no reporta actividad antioxidante DPPH de los polisacaridos
intracelulares aislados del micelio de Ganoderma lucidum. Esto se atribuyd a
diversos factores destacando aspectos de degradacion. Esto debido a que las
etapas de los cultivos in vitro conllevan distintos procesos, donde factores como: la
radiacion UV, la temperatura, la eleccion de solventes, etc., puede afectar los
componentes de la muestra. Sin embargo, cabe destacar que en el presente estudio
la metodologia empleada para la obtencion de polisacaridos se incluyo un proceso
de purificacion con la finalidad de eliminar interferentes como proteinas y fenoles
asociados al polisacéarido, lo que podria proporcionar un efecto sinérgico entre las
moléculas aumento su bioactividad (Figueroa et al. 2019; Abdala et al. 2010). Esto
en comparacion con metodologias usadas en otras investigaciones, donde se utiliza
el concepto de “polisacarido crudo” o “extracto de polisacarido” al polisacarido no
purificado (Islas-Santillan et al. 2017). En este sentido, estos estudios al no
contemplar una purificacion de los polisacaridos la actividad antioxidante que
reportan se atribuye al efecto sinérgico de los compuestos que actiian en conjunto
con el polisacérido. Ademas, es importante destacar que existen polisacaridos que
forman glicoproteinas, es decir, la union entre polisacarido-proteina, que han sido
sometidos a ensayos antioxidantes, mostrando mayor bioactividad (Chen et al.

2008). Esto indica que las propiedades antioxidantes reportadas en otros estudios
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en hongos, no solo se atribuye al polisacarido, sino que también a los aminoacidos
asociados a esta molécula. En esta misma linea, Chen et al. (2008) describe los
aminoacidos &cido glutdmico, &cido aspartico, alanina, glicina, treoninay serina, que
formaban parte de los polisacaridos aislados de Ganoderma atrum, revelando una

alta actividad antioxidante.

Por otra parte, diversas investigaciones nos indican que la principal propiedad de
los polisacéridos de Ganoderma, no se debe a su actividad antioxidante, sino por
presentar actividad inmunomoduladora asociada a los B-glucanos (Ayeka 2018;
Zhao et al. 2010). Estos polisacaridos estimulan la inmunidad humoral y celular en
general, activando enzimas degradadoras como la lisozima (Lin & Zhang 2004).
También, se ha demostrado que facilitan la fagocitosis, mediante la produccion de
macrofagos o linfocitos T en ensayos in vitro en células tumorales (Chen et al. 2004;
Gu et al. 1990). El efecto antitumoral de los polisacaridos de Ganoderma también
esta relacionado con la mediacion de citoguinas que inhiben la angiogénesis, de
esta manera se induce la apoptosis en células tumorales (Wang et al. 2020). Lo
anterior indica la importancia de continuar evaluando los polisacaridos de G.
australe, donde se determine su capacidad antitumoral y si su efecto es
inmunomodulador como han demostrado otras investigaciones, considerando la

evidencia reportada para polisacéaridos de tipo B-glucano.

Dentro de otras propiedades asociadas a los polisacaridos de Ganoderma, se
destaca la capacidad de actuar como fibra dietética, ya que no son digeribles en el
tracto intestinal humano, provocando una reduccién glucosa y de colesterol en

sangre (Zhang et al. 2007). Ademas, se ha demostrado que polisacéaridos de G.
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lucidum, posee efector hipoglucemiante aumentando la renovacion de las células
beta en el pancreas o permitiendo la recuperacion de células beta parcialmente
destruidas por la estimulacion masiva de insulina pancreatica (Pandya et al. 2019;
Li et al. 2012). También su capacidad hipolipidica ha sido demostrada en ensayos
in vivo e in vitro en ratones con triglicéridos altos, disminuyendo esta condicién

significativamente (Li et al. 2011).
Actividad antioxidante extracto total

El extracto total aislado del medio de cultivo de G. australe, presentd una mayor
actividad antioxidante DPPH y ABTSe<+ en comparacion con los polisacaridos del
micelio. Esto se debe, a que el polisacarido aislado es un compuesto puro, mientras
gue el extracto total contiene un “pool”de metabolitos secundarios bioactivos, como
compuestos fendlicos y terpenos, lo que podrian actuar en sinergia demostrando

mayores actividades antioxidantes (Islas-Santillan et al. 2017).

En nuestro estudio, se observé un efecto antioxidante-dependiente al aumento de
concentracion del extracto total. Paralelamente, nuestros resultados demuestran
diferencias significativas en la actividad antioxidante ABTSe+ a distintas
concentraciones de extracto total, en comparacion con el ensayo DPPH. Esto se
explicaria debido a que en el extracto total se encuentran presentes compuestos
antioxidantes donadores de hidrégeno o electrones que pueden neutralizar el
radical cationico ABTSe<+. En esto se fundamenta el bajo porcentaje de inhibicién
DPPH obtenido en este estudio, podria ser el mecanismo de reaccion del radical
DPPH con los antioxidantes, lo cual esta directamente relacionado con la
conformacién estructural de los mismos, es decir, un antioxidante pequefio con
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mayor acceso al radical mostrara mayor actividad antioxidante (Guija-Poma et al.
2015). Cabe destacar que el radical DPPH tiene la propiedad de presentar
impedimento estérico, lo cual impide o retarda la reaccion con otra molécula o
sustrato antioxidante en este caso (Beserra et al. 2011). También, se reporta que el
radical DPPH provoca una reaccion reversible cuando esta en contacto con fenoles
como eugenol y sus derivados, lo cual llevaria a bajas lecturas de actividad
antioxidante (Brand-Willians & Berset 1997). En contraste, el radical ABTS+ tiene la
ventaja de poseer solubilidad en medios polares y apolares y no es afectado por la
fuerza idnica, por lo que, evalta antioxidantes de naturaleza hidrofilica y lipofilica
(Aguirre et al. 2015). Lo cual concuerda con la naturaleza quimica de los metabolitos
descritos en hongos del género Ganoderma, como compuestos fendlicos
hidrosolubles y terpenos liposolubles (Hyde et al. 2019; Batra et al. 2013). En
consecuencia, la estequiometria de las reacciones y el mecanismo de reaccion son

importantes elementos a considerar en estas dos técnicas antioxidantes.

Adicionalmente, el extracto total presentd un alto contenido de fenoles totales, a los
gue se atribuye su alta capacidad antioxidante. En esta investigacion, el contenido
de compuestos fendlicos presente en el medio de cultivo de G. australe fue de
23,418 mg equivalentes de acido galico/100ug de muestra de extracto total. Este
valor de contenido de fenoles reportado es alto en comparacion con lo reportado
por Mohsin et. al. (2011) donde se registran valores de 10.488 mg/g y 9.872 mg

EAG/g de extracto metandlico de Ganoderma lucidum (Mohsin et al. 2011).

Sin embargo, Huerta et. al. (2016), reportan altos contenido de fenoles en extractos

hidroalcoholicos y etandlicos provenientes de cuerpo fructifero de Ganoderma
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curtisii con valores de 35.63 mg/g y 49.14 mg/g respectivamente. Esto nos permite
inferir que los polifenoles son compuestos que estdn mayormente representados en

los basidiomas y no a partir de compuestos liberados al medio cultivo.

CONCLUSIONES

Los distintos efectos fisioldgicos atribuidos a los polisacaridos de Ganoderma
dependeran primeramente de la forma de cultivo y purificacion de los polisacéridos.
También la concentracion empleada en los ensayos, y de acuerdo a las
caracteristicas moleculares, el tipo de polisacarido (a o B-glucano), estructura y
peso molecular. Es por esto que, los datos de este estudio no resultan ser del todo

concluyentes para los ensayos antioxidantes de polisacéaridos.

Futuros estudios deben ir enfocados en dilucidar la constitucion monomérica de los
polisacaridos de G. australe y las caracteristicas quimicas de esta molécula
asociada a su bioactividad, ademas de realizar estudios inmunomoduladores o
citotoxico que puedan ser relacionados con las actividades antioxidantes

reportadas.

Por otra parte, el extracto total proveniente del medio de cultivo in vitro de G.
australe, presentd mayor capacidad antioxidante en comparacion a los
polisacaridos. Y también presentd un alto contenido de fenoles totales lo que

determina su capacidad antioxidante.

En consecuencia, Ganoderma australe es una cepa capaz de producir una cantidad

importante de metabolitos extracelulares de interés. Esto puede deberse a la
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naturaleza silvestre de la especie y su habitad, donde en condiciones adversas es

capaz de subsistir por medio de produccién de metabolitos secundarios.

Cultivos miceliales provenientes de G. australe, pueden ser utilizados como una

alternativa biotecnolégica con fines medicinales y/o nutracéuticos.
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ANEXO 1

1. Procedimiento utilizado para la extraccion y purificacion de polisacaridos de
polisacaridos de G. australe.

f 1. Purificaciénde Ia\

muestra

Despigmentacion
con etanol al 90%

Precipitacion
Agua destilada por 1 hr

ﬂ Concentracion de IN

muestra

Rotavapor
Volumen inicial de Ila
muestra: 1.100 ml
Volumen resultante: 300 mi

3. Extraccion de
polisacaridos

Muestra en membrana de
dialisis
Con solucién salina de 2,1 M
NacCl, por 12 horas

/ 4. Obtencion de \

polisacaridos
puros

Liofilizacion de muestra
Por 24 horas a -55°C
Se obtuvo 360 mg de

polisacaridos puros
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ABREVIATURAS

AbsC: Absorbancia control

AbsM: Absorbancia de la muestra

CFT: Contenido de fenoles totales

ET: Extracto total

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

GAE: Equivalentes de &cido gélico
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