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Resumen: Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos de Ganoderma

lucidum de origen nacional y chino.

Introduccion. Este trabajo de investigacion evalud la actividad antimicrobiana de los extractos de
Ganoderma lucidum de origen nacional y chino, los extractos acuosos y metanodlicos fueron
probados como una alternativa para inhibir el crecimiento de hongos y bacterias patdgenas de
importancia clinica tanto Gram positivas como Gram negativas, las cepas utilizadas fueron
Candida albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli cada una de ellas siendo ATCC y de
aislamiento clinico, estas Gltimas principalmente debido a la resistencia bacteriana que se ha
observado. También se realizo la maceracion y extraccion del hongo chino con tequila y mezcal
para identificar posibles metabolitos bioactivos presentes en estos disolventes.

Existe una gran cantidad de hongos medicinales distribuidos alrededor del mundo, los cuales se
caracterizan por sus efectos terapéuticos y han sido utilizados como coadyuvantes para el
tratamiento de diversas enfermedades. Ganoderma lucidum es un hongo ancestral utilizado en la
medicina tradicional china debido a que produce mas de 400 compuestos bioactivos entre los que
destacan los polisacaridos y triterpenos, estos Ultimos se caracterizan por sus propiedades
antimicrobianas, (Gao et al., 2003) por lo que este hongo ha sido producido y comercializado en
diferentes lugars para su uso. Segun lo reportado en las investigaciones cientificas (Hennicke et
al., 2016) y (Keypour et al., 2010) mencionan que las caracteristicas del hongo cambian
dependiendo de las condiciones en las que se cultive como son la humedad, temperatura,
intensidad de luz, tipo de sustrato, etc. por lo que el efecto terapéutico también se vera afectado.
El hongo de origen nacional que se analizé fue producido en la ciudad de Puebla, se considerd
importante ya que impacta directamente en el desarrollo de la produccién pues proporciona
informacién de manera segura en el consumo del extracto, asi como también el apoyo hacia los
agricultores de la region.

La metodologia que se empled se dividié en 3 etapas. La primera etapa consistio en las
extracciones y purificacion, para la maceracién tanto del hongo nacional y chino, se utiliz6 como
disolvente el diclorometano y metanol ya que de acuerdo a la bibliografia reportada por varios
autores como (Meneses et al., 2016) se ha demostrado que estos solventes presentan mejor
extraccion de los metabolitos, posteriormente en las purificaciones en cromatografia de placa fina

se utilizaron sistemas de diferentes mezclas de disolventes como hexano y acetato de etilo segun



el extracto.

La segunda etapa consto de las pruebas fitoquimicas en donde se identificd la presencia de
metabolitos bioactivos mayoritarios , en el extracto nacional con diclorometano y metanol se
encontraron alcaloides, glucosidos y triterpenos, en el extracto chino con diclorometano se
detectaron alcaloides, flavonoides y glucésidos, y por Gltimo en el extracto chino con metanol
hubo unicamente presencia de flavonoides. La técnica de espectroscopia de infrarrojo por
transformadas de Fourier corroboro la presencia de un glucésido cardioténico y un flavonoide para
los extractos metandlicos del hongo nacional y chino respectivamente .

En la tercera etapa se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos,
diclorometénicos y acuosos, para ello se emplearon dos técnicas, la primera: la técnica de Kirby
Bauer, de acuerdo a esta técnica los halos aproximadamente entre 30-35 mm son aquellos que
presentan sensibilidad y los inferiores a 15 mm son resistentes, posteriormente con la técnica de
microdilucion se buscé obtener la concentracion minima inhibitoria para inhibir el 50% de la carga
bacteriana, las cepas utilizadas fueron Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans
todas de aislamiento clinico y ATCC en concentraciones de 0.448 pg/uL, 4.48 pg/uL, 44.8 pg/uL
y 448 ug/uL cada una, de las cuales no se observd una consistencia en cuanto al aumento de
concentracion del extracto ya que en algunos casos con menor concentracion presento mejor

inhibicion a la cepa.

Planteamiento del problema. En México no se cuenta con un estudio quimico en el que se realice
la comparacion entre las diferentes cepas para detectar las moléculas bioactivas que se producen
por lo diferentes medios de cultivo del hongo Ganoderma lucidum. La multiresistencia de las
bacterias y el auge por el uso de la medicina tradicional ha servido como una alternativa para el
desarrollo de nuevos farmacos, por lo que la presente investigacion tiene como finalidad identificar
estas diferencias y evaluar la actividad antimicrobiana que producen los extractos de Ganoderma
lucidum.

El 30% de los farmacos fueron desarrollados a partir del estudio de las plantas, por lo que la
comercializacion de los extractos a partir de las plantas medicinales ayudaria a rescatar la labor de
los productores, asi como continuar con la integracion del uso de los hongos como una alternativa
sustentable y natural para el tratamiento de algunas de las enfermedades mas comunes como lo

son las infecciones causadas por microorganismos.



Objetivo. Evaluar las moléculas bioactivas de los hongos de Ganoderma lucidum de origen
nacional y chino mediante técnicas microbioldgicas para conocer el efecto antimicrobiano que

producen los extractos.

Metodologia. Se hizo una revision en la literatura de los hallazgos encontrados del hongo de
Ganoderma lucidum utilizando las palabras clave en las bases de datos de acceso libre como
PubMed, Google Scholar y la biblioteca digital de UPAEP.

Mediante pruebas fitoquimicas y espectroscopia de infrarrojo se analizaron las diferencias
quimicas basados en la composicion de los metabolitos secundarios producidos entre los
hongos de origen nacional y chino. La técnica de extraccion por arrastre de vapor de agua nos
permitio obtener los extractos acuoso, metanolico y con diclorometano de los cuales al emplear
técnicas microbioldgicas como Kirby Bauer se determinaron los efectos antimicrobianos y con

la técnica de microdilucién se obtuvo la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada uno.

Resultados. Las pruebas fitoquimicas dieron positivo para alcaloides, flavonoides y
glucdsidos con el extracto del hongo chino con diclorometano y positivo a flavonoides para el
extracto chino con metanol, los extractos del hongo nacional con diclorometano y metanol
dieron positivo a la presencia de alcaloides, glucosidos y triterpenos.

Se analizaron los espectros infrarrojos de los extractos metandlicos del hongo nacional y chino
encontrando presencia de glucosidos y flavonoides de acuerdo con lo reportado en la
bibliografia. Para las pruebas microbioldgicas la técnica de Kirby Bauer no presentaron halos
de inhibicion en las dos cepas de Candida albicans de aislamiento clinico 68244 y ATCC
60193 del extracto con diclorometano y metanol, sin embargo si se detecto presencia de halos
de inhibicién aproximadamente de 30 mm para las cepas de Staphylococcus aureus de
aislamiento clinico 68110F y ATCC 29213 y Escherichia coli de aislamiento clinico 0682380
y ATCC 25922 en los extractos metanolico y con diclorometano del hongo nacional y chino.
En la prueba de microdilucién se detect6 que la concentracion del extracto puede servir como
fuente de carbono o como inhibidor del crecimiento microbiano.

Conclusiones.

Se observan diferencias en la presencia de metabolitos secundarios entre los metabolitos del



hongo de Ganoderma lucidum nacional y chino en las pruebas fitoquimicas.

En los espectros IR se identificaron bandas representativas de los grupos funcionales que forman
parte de las estructuras base de glucdsidos y flavonoides a las que dieron positivas las pruebas
fitoquimicas.

En la extraccion del hongo de Ganoderma lucidum chino en mezcal se observé presencia de
metabolitos bioactivos como alcaloides y bandas representativas de estos grupos funcionales en
los espectros IR.

Se observa actividad antimicrobiana en las cepas de los extractos metandlicos como
Staphylococcus aureus ATCC 29213 a una concentracion de 4.48 pug/uL y Candida albicans de
aislamiento clinico 682444 con concentracion de 0.448 pg/plL , en el extracto acuoso se observo
inhibicion a una concentracion de 448 pg/uL en las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli de aislamiento clinico 0682380 y Candida albicans ATCC 60193, para
Escherichia coli ATCC 25922 a una concentracién de 4.48 pg/uL y Candida albicans de
aislamiento clinico 682444 a una concentracion de 44.8 pg/uL, sin embargo, la concentracion de

los extractos influird directamente para que actie como fuente de carbono o como inhibidor.

Palabras clave.
Ganoderma lucidum, moléculas bioactivas, pruebas fitoquimicas, infrarrojo, Kirby Bauer,
microdilucion.



Summary: Evaluation of the antimicrobial activity of Ganoderma lucidum extracts

of national and chinese origin

Introduction. This research work evaluated the antimicrobial activity of Ganoderma lucidum
extracts of national and chinese origin, the aqueous and methanolic extracts were tested as an
alternative to inhibit the growth of fungal and pathogenic bacteria of clinical importance, both
Gram positive and Gram negative, the strains used were Candida albicans, Staphylococcus aureus
and Escherichia coli, each of them being ATCC and clinical isolation, the latter mainly due to the
bacterial resistance that has been observed. The maceration and extraction of the chinese fungus
with tequila and mezcal was also carried out to identify possible bioactive metabolites present in
these solvents.

There is a large number of medicinal mushrooms distributed around the world, which are
characterized by their therapeutic effects and have been used as adjuvants for the treatment of
various diseases. Ganoderma lucidum is an ancient fungus used in traditional chinese medicine
because it produces more than 400 bioactive compounds, among which polysaccharides and
triterpenes stand out, the latter being characterized by their antimicrobial properties (Gao et al.,
2003). this fungus has been produced and marketed in different places for its use. As reported in
scientific research (Hennicke et al., 2016) and (Keypour et al., 2010) said the characteristics of the
fungus change depending on the conditions in which it is grown, such as humidity, temperature,
light intensity, type of substrate, etc. so the therapeutic effect will also be affected. The fungus of
national origin that was analyzed was produced in the city of Puebla, it was thought important
since it directly impacts the development of production because it provides information in a safe
way in the consumption of the extract, as well as support for farmers in the region.

The methodology used was divided into 3 stages. The first stage consisted of the extractions and
purification, for the maceration of both the national and chinese fungus, dichloromethane and
methanol were removed as solvent since according to the bibliography reported by several authors
such as (Meneses et al., 2016) it has been showed that these solvents present a better extraction of
the metabolites, later in the purifications in thin plate chromatography systems of different
mixtures of solvents such as hexane and ethyl acetate were used depending on the extract.

The second stage consisted of phytochemical tests where the presence of major bioactive

metabolites was identified, in the national extract with dichloromethane and methanol alkaloids,



glycosides and triterpenes were found, in the chinese extract with dichloromethane alkaloids,
flavonoids and glycosides were detected, and finally, in the chinese extract with methanol, there
was only the presence of flavonoids. The Fourier transform infrared spectroscopy technique
corroborated the presence of a cardiotonic glycoside and a flavonoid for the methanolic extracts
of the national and chinese fungus, respectively.

In the third stage, the antimicrobial activity of the methanolic, dichloromethane and aqueous
extracts was evaluated, for which two techniques were used, the first: the Kirby Bauer technique,
according to this technique the halos approximately between 30-35 mm are those that they present
sensitivity and those less than 15 mm are resistant, later with the microdilution technique it was
sought to obtain the minimum inhibitory concentration to inhibit 50% of the bacterial load, the
strains used were Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans all of clinical
isolation and ATCC in concentrations of 0.448 pg/uL, 4.48 pg/uL, 44.8 pg/uL and 448 pg/uL
each, of which no consistency was observed in terms of the increase in extract concentration since

in some cases with less concentration presented better inhibition to the strain.

Problem Statement. In Mexico there is no chemical study in which the comparison between the
different strains is made to detect the bioactive molecules that are produced by the different culture
media of the fungus Ganoderma lucidum. The multi-resistance of bacteria and the rise in the use
of traditional medicine has served as an alternative for the development of new drugs, so the
purpose of this research is to identify these differences and evaluate the antimicrobial activity
produced by Ganoderma extracts. lucidum.

30% of the drugs were developed from the study of plants, so the commercialization of extracts
from medicinal plants would help rescue the work of producers as well as continue with the
integration of the use of fungi as a sustainable and natural alternative for the treatment of some of

the most common diseases such as infections caused by microorganisms.
Objective. Evaluate the bioactive molecules of Ganoderma lucidum mushrooms of national and
chinese origin through microbiological techniques to determine the antimicrobial effect produced

by the extracts.

Methodology. A literature review of the findings of the Ganoderma lucidum fungus was made



using keywords in open access databases such as PubMed, Google Scholar and the UPAEP digital
library.

By means of phytochemical tests and infrared spectroscopy, the chemical differences based on the
composition of the secondary metabolites produced between the mushrooms of national and
chinese origin were analyzed. The water vapor drag extraction technique allowed us to obtain the
aqueous, methanolic and dichloromethane extracts, from which the antimicrobial effects were
determined using microbiological techniques such as Kirby Bauer and the minimum inhibitory

concentration (MIC) was obtained using the microdilution technique. ) each.

Results. Phytochemical tests were positive for alkaloids, flavonoids and glycosides with the
extract of the chinese mushroom with dichloromethane and positive for flavonoids with the chinese
extract with methanol, the extracts of the national mushroom with dichloromethane and methanol
were positive for the presence of alkaloids, glycosides and triterpenes. .

The infrared spectra of the methanolic extracts of the national and chinese fungus were analyzed,
finding the presence of glycosides and flavonoids in accordance with what was reported in the
bibliography. For the microbiological tests, the Kirby Bauer technique did not present inhibition
halos in the two Candida albicans strains of clinical isolation 68244 and ATCC 60193 from the
extract with dichloromethane and methanol, however, the presence of inhibition halos of
approximately 30 mm was detected for the strains of Staphylococcus aureus of clinical isolation
68110F and ATCC 29213 and Escherichia coli of clinical isolation 0682380 and ATCC 25922 in
the methanolic and dichloromethane extracts of the national and chinese fungus.

In the microdilution test, it was detected that the concentration of the extract can serve as a carbon

source or as an inhibitor of microbial growth.

Conclusions. Differences in the presence of secondary metabolites are observed between the
national and chinese Ganoderma lucidum fungus metabolites in phytochemical tests.

In the IR spectra, representative bands of the functional groups that are part of the base structures
of glycosides and flavonoids to which the phytochemical tests gave positive results were identified.
In the extraction of the chinese Ganoderma lucidum fungus in mezcal, the presence of bioactive
metabolites such as alkaloids and representative bands of these functional groups in the IR spectra

were observed.



Antimicrobial activity is observed in the strains of the methanolic extracts such as Staphylococcus
aureus ATCC 29213 at a concentration of 4.48 pg/uL and Candida albicans of clinical isolation
682444 with a concentration of 0.448 ug/uL, in the aqueous extract inhibition was observed at a
concentration of 448 pg/uL in strains of Staphylococcus aureus ATCC 29213, clinical isolate
Escherichia coli 0682380 and Candida albicans ATCC 60193, for Escherichia coli ATCC 25922
at a concentration of 4.48 pg/uL and clinical isolate Candida albicans 682444 at a concentration
of 44.8 ug/uL, however, the concentration of the extracts will directly influence whether it acts as

a carbon source or as an inhibitor.

Keywords. Ganoderma lucidum, bioactive molecules, phytochemical tests, infrared, Kirby Bauer,

microdilution.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Introduccion

La medicina tradicional china ha sido utilizada por miles de afios como coadyuvante para el
tratamiento de mdltiples enfermedades incluyendo las hierbas medicinales como suplemento
alimenticio. Los hongos se caracterizan por su diversidad en la produccion de moléculas
bioactivas, y en especial Ganoderma lucidum ha destacado por poseer propiedades medicinales,
las cuales han sido reportadas en la investigacion cientifica, sin embargo, las condiciones de
produccion o cultivo de estos hongos marcard una diferencia significativa en cuanto a sus
moléculas bioactivas por lo que la aplicacion medica sera definida por esta causa.

En México no se cuenta con suficientes estudios acerca de las diferencias estructurales en la
sintesis de metabolitos secundarios producidas por los medios de cultivo de las cepas del hongo
de Ganoderma lucidum por lo que en este trabajo se investigaron dichas diferencias entre los
hongos de Ganoderma lucidum de origen nacional y chino.

Se realizaron los extractos metandlicos y con diclorometano de dos muestras del hongo
Ganoderma lucidum una proveniente de China y otra cultivada en Puebla, México, se busco el
sistema adecuado para la purificacion de estos extractos. Mediante pruebas fitoquimicas se
identificaron los metabolitos secundarios y finalmente los espectros infrarrojos (TF-IR) nos
permitieron identificar los grupos funcionales para determinar si existen diferencias estructurales

en la produccién de metabolitos secundarios de cada uno debido al lugar de procedencia.



1.2 Problemética

Hoy en dia los hongos se han investigado cada vez mas ya que se ha demostrado que son una
valiosa fuente de nutrientes y poseen una gran cantidad de metabolitos secundarios. Ganoderma
lucidum (también Ilamado Lingzhi en China y Reishi en Japdn) se ha usado en la medicina
tradicional china para mejorar la salud, se puede encontrar en el comercio en diferentes
presentaciones ya sea como champifiones crudos, té, polvo, extractos o en capsulas (Bao et al.,
2002). Pertenece al género Ganodermateceae y este a su vez incluye diferentes especies por lo que
la mayoria han sido conocidas por sus propiedades medicinales. EI Ganoderma descompone la
madera y vive como parasito o saprofito en el tronco ya sea vivo o seco de arboles, en su mayoria
de bosques templados.

El hongo de Ganoderma lucidum que se encuentra en la Farmacopea Herbal Americana y en la
Farmacopea China posee diversos compuestos bioactivos, los cuales a través de la investigacion
se ha reportado que son eficientes en el tratamiento de diversas enfermedades como lo son: cancer,
diabetes, hipertension, dislipidemias etc. (Sohretoglu & Huang, 2018) solo por nombrar de las mas
importantes. A pesar de todos los beneficios ya reportados de Ganoderma lucidum, las
investigaciones fitoquimicas se han encaminado en su mayoria en China, Corea, Japén y Estados
Unidos (Paterson, 2006). Recientemente también se han reportado estudios de Ganoderma
lucidum proveniente de Europa e India (Joseph et al., 2009) (Saltarelli et al., 2009). Debido a las
diferentes distribuciones geograficas, las condiciones de crecimiento y los sustratos utilizados en
la produccion de Ganoderma lucidum podemos inferir que esto afecta directamente a las
propiedades del hongo y podra aplicarse en diferentes tratamientos por los compuestos quimicos

encontrados en él (Keypour et al., 2010).



En México no se cuenta con un estudio en el que se realice la comparacion entre las moléculas
bioactivas que se producen por los diferentes medios de cultivo para producir este hongo.

Por lo cual se desarrollan las siguientes preguntas de investigacion:

1. ¢Existen diferencias estructurales entre las moléculas bioactivas de los hongos de
Ganoderma lucidum de produccién mexicana y china?
2. ¢Los extractos de tequila y mezcla extraen la mayor cantidad de metabolitos bioactivos

de Ganoderma lucidum?

1.3 Justificacion
El término “hongo” ha sido utilizado para nombrar aquellos que producen cuerpos fructiferos
macroscopicos, se creia que existian alrededor de 1.5 millones, pero este nimero ha aumentado
significativamente con el paso del tiempo llegando a rondar entre los 2.2 a 3.8 millones alrededor
de todo el mundo, sin embargo, conocer con exactitud el nimero existente ain esta en disputa.
Aproximadamente 35.000 especies pertenecen al filo Basidiomycota englobando asi la mayoria de
los hongos. Las hongos han sido utilizados desde hace miles de afios tanto para fines alimentarios
como en la medicina, la recoleccién e ingesta de los hongos en la vida diaria es un préctica
tradicional en diversas culturas y la importancia de consumir estos hongos se debe a su contenido
en aminoacidos, acidos grasos, vitaminas, esteroles y algunos minerales esenciales, por lo que se
cree que son coadyuvantes en diferentes tratamientos como el cancer, la obesidad, diabetes,
antioxidantes, entre otros (Thu et al., 2020). Ganoderma lucidum es de los hongos maés utilizados
en la medicina tradicional china, la investigacion ha reportado méas de 400 compuestos bioactivos
(metabolitos) como son los triterpenos, polisacaridos, nucledtidos, esteroides, acidos grasos,

proteinas, péptidos, aminoacidos y oligoelementos, los cuales se han encontrado en el cuerpo



fructifero, las esporas y los micelios, esto nos llevaria al descubrimiento de sustancias
biologicamente activas hasta ahora desconocidas, La importancia bioldgica de los metabolitos
secundarios reportada por (Baby et al., 2015) nos conlleva a buscar e identificar qué tipo de
metabolitos se encuentran presentes en Ganoderma lucidum y cudl sera el uso que puede darse al
producir el hongo con ciertas caracteristicas medicinales, sin embargo, existe poca informacion
acerca de las diferencias que expone este hongo al ser producido bajo condiciones y lugares
diferentes.

Segun (Hennicke et al., 2016) existen diferencias entre los hongos derivado de su cultivo, estas
diferencias pueden identificarse a través de estudios morfoldgicos, analisis filogenéticos
moleculares y/o la identificaciébn de los compuestos bioactivos a través de extracciones
metanolicas, por lo que este trabajo permitird identificar los compuestos bioactivos utilizando
diferentes técnicas como las pruebas fitoquimicas en las que se identificaran alcaloides, saponinas,
flavonas, glucdsidos y triterpenos y la espectroscopia de infrarrojo para encontrar dichas

diferencias que presentan los hongos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Evaluar las moléculas bioactivas de los hongos Ganoderma lucidum de origen
nacional y chino y a través de pruebas fitoquimicas y técnicas espectroscopia de
infrarrojo para conocer su composicion quimica ,mediante técnicas microbioldgicas

conocer el efecto antibacteriano que producen los extractos.



1.4.2 Objetivos especificos

1 Extraer los compuestos activos del hongo de Ganoderma lucidum de origen
nacional y chino mediante el método de maceracion, utilizando como disolventes

agua, metanol y diclorometano.

2 Purificar los metabolitos secundarios por métodos cromatogréficos de CCF.

3 Identificar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en los
extractos de Ganoderma lucidum de origen nacional y chino mediante un analisis

fitoquimico previo.

4 Identificar por espectroscopia de infrarrojo los grupos funcionales de los extractos

de Ganoderma lucidum nacional y chino.

5 Evaluar la capacidad antibacteriana de los extractos obtenidos contra bacterias de

tipo ATCC y de aislamiento clinico por el método de Kirby Bauer.

6 Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos obtenidos contra

bacterias de tipo ATCC y de aislamiento clinico por el método de microdilucion.

1.5 Hipotesis
Existen diferencias en la composicion de las moléculas bioactivas del hongo Ganoderma lucidum
de origen nacional y chino.

Existe mayor inhibicion de los extractos de Ganoderma lucidum ante bacterias gran positivas.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1  Medicina tradicional china

Se estima que existen 1.5 millones de hongos distribuidos en todo el mundo, aproximadamente
2000 de ellos son seguros para la salud humana y 300 tienen propiedades medicinales. Asi mismo
presentan propiedades farmacologicamente activas, entre ellos se encuentra el Ganoderma
lucidum que poseen un papel importante para el tratamiento y la prevencién de diversas
enfermedades por lo que ha sido utilizado en la medicina tradicional china y japonesa como
remedio herbal durante mas de 2000 afios. (Ahmad, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que tres cuartos de la poblacion mundial dependen
de los remedios tradicionales para mejorar su salud, por lo que con el transcurso de los afios se han
desarrollado multiples alimentos funcionales que coadyuvan a la salud de los individuos, ya que
estos contienen una gran cantidad de componentes bioactivos y potencialmente producen efectos
de mejora para ciertos padecimientos. A través de la investigacion se ha descubierto que el hongo
de Ganoderma lucidum posee diversos metabolitos bioactivos (principalmente polisacaridos y
triterpenos los cuales han sido ampliamente utilizados en la medicina tradicional china y en la

comida funcional durante miles de afios. (Guo et al., 2018)

2.2 Taxonomia de Ganoderma lucidum
El Ganoderma lucidum es un basidiomiceto blanco que degrada la madera y produce frutos duros
con su putrefaccion, es conocido también como Ling-Zhi en chino y Reishi en Japones (Boh et al.,

2007). La taxonomia del Ganoderma lucidum segun el Index Fungorum es la siguiente: pertenece



al Reino Fungi, Phylum: Basidiomycota, Familia: Ganodermataceae, Clase: Agaricomycetes,

Orden: Polyporales, , Género: Ganoderma y Especies: lucidum. (Sharma et al., 2019)

2.3 Metabolitos secundarios de Ganoderma lucidum.

Las plantas presentan dos tipos de metabolismos: primarios y secundarios, el metabolismo
primario es aquel que utiliza para sintetizar las moléculas que son importantes para generar la vida
como la produccion de carbohidratos, lipidos y proteinas. Los metabolitos secundarios o sustancias
bioactivas son aquellas que se derivan de un metabolismo primario pero que no son vitales para el
crecimiento o el desarrollo de un organismo, los metabolitos secundarios estdn presentes en
algunas especies y actuan como mecanismo de defensa hacia factores abidticos como virus,
bacterias y parasitos, incluso contra rayos solares que pongan en riesgo la vida de la planta, todo
esto permite interacciones con el entorno. Estas sustancias le dan las caracteristicas o propiedades
farmacolégicas ya que de acuerdo con numerosas investigaciones se han encontrado méas de 400
compuestos bioactivos en Ganoderma lucidum de los cuales los mas abundantes son los triterpenos,
polisacéridos, nucledtidos, esteroides, acidos grasos, proteinas, péptidos, aminoacidos y oligoelementos,
estos compuestos bioactivos se han encontrado en el cuerpo fructifero, las esporas y los micelos. (Liu et al.,
2014)

Polisacaridos: los glucanos son los principales polisacaridos bioactivos aislados de Ganoderma
lucidum y sus posibles propiedades bioldgicas estan asociadas con su estructura como son los
efectos antiinflamatorios, hipoglucémicos, antiulcerosos, antitumorales e inmunoestimulantes
(Sharma et al., 2019). Estos polisacaridos fueron extraidos del Ganoderma lucidum con agua
usando el método tradicional de decoccion y posteriormente con una precipitacion con alcohol, los
polisacaridos aislados del cuerpo fructifero, los micelos, las esporas y medios de cultivo incluyen

a los homo y hetero glucanos, hetero sacaridos con diferentes combinaciones de glucosa, galactosa,



manosa, Xxilosa, arabinosa y también fructosa. Los (1 — 3) — p-D-glucano se encuentra
principalmente en las esporas y son considerados los principales polisacaridos activos, los enlaces
(1 —4)y (1 — 6)—p-D de estos glucanos tienen un potencial antitumoral mas fuerte y presentan

mejor absorcion que otros polisacéaridos de Ganoderma lucidum. (Liu et al., 2014)
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Figura 2.1 Estructura tipo polisacarido de Ganoderma lucidum (Rios-Cariavate, 2008)

Triterpenos: son compuestos naturales y son una subclase de terpenos, estos tienen un esqueleto
de 30 carbonos principalmente. Los triterpenos tienen actividades citotoxicas, hepatoprotectoras,
hipocolesteromicas e hipolipidemicas. (Sharma et al., 2019) Los triterpenoides se han encontrado
principalmente en las esporas y a ellos se debe el sabor amargo, se han asilado aproximadamente
29 triterpenos, por ejemplo, el acido T es el acido triterpénico el cual es el mas abundante, el acido
D ha mostrado efectos anticancerigenos en las pruebas in vitro e in vivo. EI Ganoderiol F, es
tetraciclico este acido ha presentado citotoxicidad en varios tipos de células tumorales entre ellos

el mas importante el cancer de pulmoén. (Sharma et al., 2019)



Acido ganodérico T Acido ganodérico D

Ganoderiol F

Figura 2.2 Estructuras quimicas del &cido ganodérico T, D y ganoderiol F del Lingzy

La primera proteina que se obtuvo del extracto del micelio de Ganoderma lucidum fue la Lig Zhhi-
8 (Kino et al., 1989), también se han asilado varias enzimas como amilasa, celulasa, carboxil-
proteinasa, etc. Los nucledsidos encontrados incluyen a la adenosina, cistidina, guanosina, etc.
(Platelet, 1993). Los nucledtidos reportados fueron adenina, guanina, hipoxantina, timina y uracilo.
Como se sabe la adenosina tiene un papel importante ya que previene la agregacion de plaquetas.
Las vitaminas encontradas de Ganoderma lucidum comprenden a la By, Bz, Bs, f-caroteno, C,D y
E.

Tambien se han asilado minerales de Ganoderma lucidum como calcio, potasio, fosforo, hierro,
carbono, magnesio, zinc, cromo, arsenico, cobre, manganeso, silicio, aluminio, cobalto,

molibdeno, niquel, plomo y flior (Adamu & Sakuma, 2012).



2.4 Efectos farmacologicos
En la siguiente tabla se muestran los metabolitos encontrados en Ganoderma lucidum y sus efectos

terapéuticos reportados.

Tabla 2.1 Metabolitos y efectos terapéuticos de Ganoderma lucidum

Metabolito Efecto terapéutico Metabolito Efecto terapéutico
Anti-VIH Anti ulcerogénico
Actividad anti nociceptiva Antioxidante
Inmunomodulacién Anticancerigeno
Citotoxico Carbohidratos  Inmunomodulacion
Antihipertensivo Hipoglucémico
Antiinflamatorio Cardioprotector
Neuroprotector Antiangiogénico

Triterpenos / Antitumoral Antioxidante P+P1

Triterpenoides Antiangiogénico Anti-herpético P+P1
Apoptosis Anti-reumatico P+P2
Antihistaminico Proteinas, Inmunomodulador
Antienvejecimiento aminoécidos,  Antimicrobiano:
Hipercolesteromico lectinas *antiviral
Anti complemento *antibacterial
Anti-proliferativo *antifungico

Anticancerigeno Mitogénico




Antioxidante Anti-tumor

Hepatoprotector Nucle6sidos,  Anti-mutagénico
Anti-androgénico nucledtidosy  Antioxidante
Absorcion de colesterol RNAs, acidos  Inmunomodulador
Vitaminas, minerales,  Reciclaje de acidos grasos,
Antihistaminico
esteroles, fibra dietética biliares germanio
organico Antiagregacion

Anticancerigeno
plaquetaria

Fuente: Ahmad et al. 2018

El contenido de las sustancias farmacoldgicamente activas depende del cultivo de la cepa, asi como
de la ubicacion, las condiciones de cultivo, el crecimiento del hongo, los procedimientos y la

preparacion de la formulacién. (Boh et al., 2007)

2.4.1 Antitumoral
Los extractos de Ganoderma lucidum contienen efectos carcinostaticos en diferentes lineas
celulares de cancer como el pancreas, pulmén color, piel, prostata e higado. Se conoce que los
componentes de los hongos como son los polisacaridos y los triterpenos tienen actividad
quimiopreventiva y tumoricida, en este caso los triterpenos inducen a la detencion del ciclo celular
en la fase G1, ademas de que también inducen apoptosis en lineas celulares de cancer, sin olvidar
gue son potentes antioxidantes eliminando los radicales libres. Los polisacaridos tienen la
capacidad de mejorar la respuesta inmune del huésped estimulando la produccién de macrofagos,

células NK y linfocitos T.



Por ultimo, la presencia de estos polisacaridos de Ganoderma lucidum afecta diferentes etapas del
cancer, principalmente por 3 medios: 1) inhibicion de la angiogénesis; 2) inhibe la metéstasis; 3)
induce y mejora la apoptosis de las células tumorales. (Sharma et al., 2019)

Ya que la toxicidad de Ganoderma lucidum es muy baja este es Util para aquellos pacientes que
son sometidos a radioterapia y/o quimioterapia convencional ya que aumenta la resistencia inmune
y disminuyen la toxicidad por sus propiedades antitumorales e inmunomoduladores. (M. F.

Ahmad, 2018)

2.4.2 Inmunomodulacion

Algunos de los extractos de Ganoderma se han identificado como activadores eficientes de células
T, las cuales inducen la produccion de numerosas citocinas como las interleucinas. Asi mismo la
sustancia inmunomoduladora bioactiva de Ganoderma lucidum (GLIS) que fue aislada del cuerpo

fructifero estimula la proliferaciéon, activacion y diferenciacion de linfocitos B.

2.4.3 Antioxidantes
Se ha sugerido en (Lu et al., 2020) que el mecanismo antioxidante se debe al suministro de
hidrogeno desde el polisacarido el cual se combina con los radicales y luego forma uno mas estable
para terminar la reaccion en cadena radical.
Los antioxidantes protegen los componentes celulares del dafio oxidativo por medio de lareduccidn
del riesgo de mutaciones y carcinogénesis. Los antioxidantes también se absorben rapidamente

después de ser ingeridos, lo que aumenta la actividad antioxidante en el plasma



humano. Ademas de todo esto se descubrio que los extractos metandélicos de Ganoderma lucidum
previenen el dafio en los rifiones a traves de la restauracion del sistema de defensa antioxidante

renal. (M. F. Ahmad, 2018)

2.4.4 Actividad antibacteriana
Se ha informado que los componentes antibacterianos encontrados en Ganoderma lucidum inhiben
las bacterias gran positivas y gram negativas. Helicobacter pylori el cual es el responsable de la
formacion de ulceras géstricas y otras complicaciones gastricas han sido inhibidas por el extracto
de Ganoderma lucidum, el extracto de metanol mostro también accion antimicrobiana contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes y Pseudomonas

aeruginosa. (Sharma et al., 2019)

2.4.5 Actividad antifangica
Hay pocos estudios sobre la actividad antifingica de Ganoderma lucidum sin embargo la
ganodermina (que es una proteina) la cual ha sido aislada del cuerpo fructifero inhibe el
crecimiento del micelo de Botrytis cinerea, Physalospora piricola y Fusarium oxysporum. Otro
estudio revelo que el extracto de Ganoderma lucidum presento actividad antifingica contra

Trichoderma viride. (Sharma et al., 2019)

2.4.6 Actividad antiviral
En otras investigaciones se demostrd que los extractos acuosos y metandlicos de Ganoderma

lucidum inhibieron los efectos citopaticos del virus de la estomatitis y el virus del herpes simple.



Existen otros estudios en los que tambiéen se ha encontrado este efectos de los extractos. (Sharma

etal., 2019)

2.5 Métodos de extraccion
Algunos de los métodos de extraccion mas utilizados para llevar a cabo la extraccion de
metabolitos secundarios son los reportados por Rivas-Morales (2016), cada método considera las
propiedades fisicoquimicas de los metabolitos:
a) Maceracion, b) Lixiviacion, c) Soxhlet y d) Arrastre por vapor de agua y se describen
brevemente a continuacion:
a) Maceracion.
La extraccion por maceracion es un método liquido-sélido en donde la muestra es soluble con el
liquido de extraccidn. El material por extraer se corta en partes pequefias y se coloca en recipientes,
posteriormente se agrega el solvente seleccionado por polaridad y dejandolo en reposo o en
agitacion continua a una temperatura constante.
b) Lixiviacion
La extraccion por lixiviacion es un método que se produce por el desplazamiento de sustancias
solubles por medio de un disolvente liquido, el material fresco se coloca en recipientes a
temperatura ambiente durante 3 dias pudiendo ser acetona o alguna mezcla de solventes de acuerdo
con las caracteristicas del material de estudio, en este método no es necesario cortar el material en
trozos pequerios, finalmente se decanta y se evapora en rotavapor.
c) Soxhlet
El proceso de extraccion por Soxhlet es un método continuo, el material se coloca dentro de un

cono de papel filtro grueso que previamente se introdujo a la camara principal del extractor Soxhlet



donde se hace pasar el solvente, este procedimiento se repite varias veces y en caso necesario por
varias horas o dias. Para esta extraccion el material a analizar se puede dividir en diferentes partes
como lo son la parte aérea y la raiz. La planta seca y molida se coloca en el Soxhlet con éter o
hexano durante 7 dias a una temperatura de 20° C — 30° C, cuando termina el tiempo se observara
si hay un precipitado y en caso de haberlo debera filtrarse y evaporarse.

d) Arrastre por vapor

El arrastre por vapor como método de extraccion se utiliza principalmente para aceites esenciales,
estos contienen compuestos organicos que se producen en las plantas y son extraidos con el uso

de vapor saturado a presion atmosférica.

2.6 Cromatografia en capa fina (CCF)
Técnica analitica con la que separa una mezcla de compuestos y se determina su pureza. La muestra
por analizar se coloca en una lamina de vidrio o aluminio la cual previamente fue cubiertacon una
capa fina de absorbente de 0.1 mm de espesor, a esto se le llama la fase estacionaria.
Posteriormente esta lamina se introduce en una cubeta cerrada conteniendo en la misma uno o
varios disolventes mezclados, a esto le llamaremos la fase madvil. La mezcla subira por la lamina
por capilaridad haciendo una separacion diferencial de los productos que se encuentran presentes.
La relacion entre las distancias recorridas por el producto y el solvente desde el punto de aplicacién
de la placa se le conoce como frente de retencion (Ry). Para realizar el calculo de Rfse mide la

distancia que recorri6 el compuesto hasta el centro de la mancha y se utiliza la siguiente ecuacion:

Distancia recorrida por el producto

R; =
™ Distancia recorrida por el disolvente

El disolvente se elegira dependiendo de la polaridad de menor a mayor, se puede realizar una



prueba preliminar sobre una placa de 2 X 5 cm y sumergiéndola en un recipiente de vidrio con
tapa y el solvente o la mezcla de solventes a elegir y observando el desplazamiento de la muestra.

(Rivas-Morales et al., 2016)

2.7 Reveladores
En su mayoria las placas cromatograficas tienen un indicador fluorescente con el cual se observan
los compuestos activos a la luz ultravioleta (254 nm y 365 nm), Este indicador absorbe la luz UV
y emite luz visible. Para aquellos compuestos que no absorben la luz UV se debera utilizar un
agente revelador que reaccionara con los productos absorbidos y producird un compuesto colorido.
La exposicion de la placa a los vapores de amoniaco seguida de la luz UV producira una
fluorescencia intensa que permitird observar los compuestos presentes. (Osmany Cuesta R, Ingrid

Marquez H, 2015)

Tabla 2.2 Reveladores usados en la CCD para identificar flavonoides

Reveladores Descripcion del resultado

Tricloruro de amonio (1%) Fluorescencia a la luz UV

Multiples compuestos fendlicos revelan de
NaOH 2% NH2, Na2COs3 0.2%
varios colores

Todos los compuestos fendlicos revelan con
p-nitroanilina 0.2% diazotada y Na,COs 20%
varios colores

Todos los flavonoides pueden revelar
Difenilborato al 1% en metanol
mostrando colores amarillo, naranja o verde




Muchos compuestos fendlicos muestran
FeCl2 1% en solucidn salina
colores azul verde, marron o rojo

Diversos compuestos fenolicos exhiben
Vainilla/H2S04
coloraciones amarillo o fucsia

Revelador general que proporciona un color
Ce(S0O4)/H2S04
generalmente pardo oscuro

Fuente: Osmany Cuesta et al., 2015

2.8 UV-Vis
Técnica espectroscopica que se basa en el estudio de la interaccion de las radiaciones
electromagnéticas con las moléculas, la energia de esta radiacion electromagnética que proviene
de la region UV-Vis produce saltos electronicos entre un estado base y un estado excitado.
Aquellas transacciones asociadas con electrones ([T"y []-[T°) son las mas valoradas en la practica
por que se pueden visualizar por arriba de 200 nm y generalmente este valor es en el que se
empiezan a registrar los espectros UV-Vis. Los electrones sigma (o) que se encuentran presentes
en todos los compuestos organicos absorben las radiaciones electromagnéticas de mas alta energia
al que se le llama UV lejano. La aplicacion de esta técnica sirve para diferenciar los flavonoides
ya que los maximos de absorcion de los espectros UV-Vis presentan desplazamientos muy
definidos con algunos reactivos. La informacion obtenida acerca del comportamiento de
flavonoides con esta técnica corresponde a flavonas y flavonoles que se puede observar en el rango

entre 300-380 nm asignada como banda I.



2.9 Espectroscopia infrarroja (IR)
La zona del visible y las microondas se extiende en la region infrarroja del espectro
electromagnético, la seccion entre 4000 y 650 cm™ es la de mayor utilidad para caracterizacion
estructural y es Ilamada regién infrarroja media. Al contar con una amplia base de datos de
espectros IR nos permite utilizar esta técnica para identificar rapidamente componentes de mezclas
organicas. A pesar de que cada espectro IR caracteriza a un compuesto, también se sabe que ciertas
agrupaciones atoémicas resultan siempre en un determinado intervalo de frecuencias,
independientes a las demas, por lo tanto, estas bandas seran caracteristicas de ciertos grupos

funcionales como se muestra a continuacion:

Tabla 2.3 Agrupamientos funcionales por intervalos de frecuencia

Intervalo de frecuencia Tipo de vibracién Grupos funcionales
3500 — 3300 cm* Tension O-H: Grupos fendlicos
3100 — 3000 cm* Tension Cspo-H: Carbonos arométicos
3000 — 2850 cm'? Tension Csps-H: Grupos CHz y CH;
1750 — 1680 cm™? Tension CO: Grupo carbonilo
4600 -1450 cm™? Tension Cspo-Cop2: Anillos arométicos
41460 — 1370 cm™? Flexion Cspz-H: Grupos CHz y CH:

Fuente: (Osmany Cuesta R, Ingrid Marquez H, 2015)

2.10 Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico nos permite determinar cualitativamente los principales grupos de

metabolitos que se encuentran presentes en una especie vegetal a través de diversas pruebas, en su



mayoria colorimétricas como por ejemplo la identificacion de alcaloides, saponinas, glucésidos y
triterpenos entre otros (Rivas-Morales et al., 2016).
2.10.1 Alcaloides

Son compuestos nitrogenados que se clasifican de acuerdo con su estructura, actividad bioldgica
0 por su origen biosintético. Las funciones bioldgicas que se le atribuyen a los alcaloides esta la
defensa quimica contra herbivoros o depredadores, como agente antibacteriano, antifungico y
antiviral. Farmacoldgicamente funcionan como reductores de la presion sanguinea, estimuladores
de la circulacién y la respiracion, algunos pueden ser antitumorales y analgésicos (Ochoa &

Sarmiento, 2018).

2.10.2 Glucosidos cardiotdnicos
Pertenecen a un grupo de metabolitos secundarios de tipo esteroidal con uno o mas azucares, los
principales farmacos de este género se utilizan para la insuficiencia cardiaca y cardiopatias

congénitas entre otras.

2.10.3 Triterpenos
Son terpenos con seis unidades de isopreno, estos pueden ser tetraciclicos o pentaciclicos con
grupos de hidroxilo, aldehidos, cetonas o &cidos carboxilicos. En la industria farmacéutica han
sido utilizados por su actividad citotoxica, antimicrobiana, anticonceptiva y como

antiinflamatorio.

2.10.4 Flavonoides
Son compuestos que se caracterizan por una estructura benzo-y-pirano, contiene dos anillos

aromaticos unidos por un anillo pirano. Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes, asi



como también relajantes sobre el musculo liso vascular.

2.11 Antibiograma de discos, técnica de Kirby Bauer
Para el correcto manejo de la enfermedad infecciosa es necesario identificar el agente causal de la
misma, en medida de lo posible se lograra un control especifico al conocer el microorganismo
presente, asi como los agentes antimicrobianos que sean de facil administracion, tengan baja
toxicidad y que sean activos contra el microorganismo que causo la enfermedad. Se deberan realiza
estudios de sensibilidad de los microorganismos a los antibidticos, los cuales permitirdn conocer
qué clase de antibidtico es eficaz en el tratamiento, por lo que es necesario que estos
procedimientos sean confiables para evitar el uso indiscriminado de antibioticos y la seleccion de
cepas resistentes ya que con los afios ha ido en aumento seglin investigaciones recientes. El
antibiograma de discos es el sistema mas utilizado para microorganismos de crecimiento réapido,
su correcto seguimiento y aplicacién asegurara un resultado confiable, esta prueba de sensibilidad
en la que se utiliza el procedimiento del disco es una modificacion de la técnica que describieron
Bauer, Kirby, Sherris y Turk, es una prueba que se puede reproducir, es rapida y practica (Bernal

R. & Guzman, 1984).

2.11.1 Discos para antibiograma
Los discos que se utilizan en el antibiograma clinico son generados por casas comerciales y estos
siguen los protocolos de control internacional, cada disco tiene una concentracion que permite
realizar una correlacion mas o menos precisa con la concentracion minima inhibitoria que el
antibidtico alcanza “in vivo™. La confiabilidad de los resultados depende de la conservacion de los

discos por lo que esta debera ser critica manteniéndolos en refrigeracion entre 4-5 °C o



almacenandolos a -20 °C hasta que sean utilizados (Bernal R. & Guzmén, 1984).

2.11.2 Cepas de control
Ademas de asegurar que la técnica sea la correcta, la introduccién de cepas de control bajo un
control de calidad permitira que se obtengan resultados confiables, estas cepas son de uso universal
y se trata de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa las cuales cuentan
con un patron de sensibilidad conocido frente a los antimicrobianos, estas cepas de control deben
probarse cada vez que se realice la prueba, también se deberd medir y registrar los halos de
inhibicion para cada antibidtico, los halos deberan encontrarse dentro del rango conocido (Bernal

R. & Guzmaén, 1984).

2.11.3 Medio de cultivo
El medio utilizado es Mueller-Hinton el cual se prepara de acuerdo con las indicaciones descritas
en el envase en cajas Petri estériles, una vez listo el medio puede utilizarse inmediatamente o
conservarse en refrigeracion hasta por dos semanas asegurando que las cajas de Petri no provoquen

evaporacion (Bernal R. & Guzman, 1984).



CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio metodoldgico
El esquema metodoldgico que se presenta a continuacion muestra de manera desglosada y por

fases los materiales y métodos empleados durante el experimento:

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Extracciones y Pruebas fitoquimicas .
purificacion por y espectroscopia por an:\;tilcvrl(;jl?i(;na
cromatografia infrarrojo

Fase 1: Extracciones y purificacion de metabolitos secundarios por cromatografia de capa fina

Diclorometano
Ganoderma
lucidum chino
Metanol
Diclorometano
Metanol
Ganoderma
lucidum nacional .
Tequila
Mezcal




Fase 2: Pruebas fitoquimicas y espectroscopia por infrarrojo

Alcaloides
] Saponinas
. Prugba_\s Flavonoides
fitoquimicas
Glucosidos
Triterpenos
Diclorometano
Ganoderma
lucidum chino Metanol
Espectroscopia Diclorometano
IR
Metanol
Ganoderma i
lucidum nacional .
Tequila
Mezcal

Fase 3: Actividad antimicrobiana

Antibiograma o
con técnica de Determinacion
Kirby-Bauer de CMlso




Se realizo el experimento de extraccion y purificacion descrito en la fase 1 por triplicado para

ambas muestras de Ganoderma lucidum de origen nacional y chino.

3.2 Obtencion e identificacion de las muestras de Ganoderma lucidum
Las muestras de Ganoderma lucidum proveniente de China se compraron via internet, las cuales
se identificaron con las caracteristicas fisiologicas del hongo, en la primera recepcion se
observaron cortes longitudinales y en la segunda recepcion se obtuvo la pieza completa por lo que
se tuvo que cortar en partes pequefias para proceder con la maceracion, en ambos casos se observo

deshidratacion del cuerpo fructifero.

a) b)

Figura 3.1 Ganoderma lucidum chino a) pieza completa b) cortes longitudinales

La muestra de Ganoderma lucidum mexicana fue obtenida de la nave para el cultivo de hongos
ubicado en San Isidro Buensuceso, Tlaxcala. Estas muestras se identificaron con las caracteristicas
fisiolégicas del hongo: carpdéforo con forma variable (forma de rifién, semicircular, forma de
espéatula y/o de abanico) en tamafio se encontrd dentro de los 15 cm de diametro, con color caoba
y olor caracteristico del hongo. La superficie es lisa y ligeramente ondulada la cual esta cubierta

de una especie de barniz brillante, la primera recepcion fue un trozo de pieza la cual se cortd en



partes mas pequefias, la segunda recepcion fue tomada directamente de la cosecha, ambas muestras

se deshidrataron por 72 horas en la estufa a 65 °C.

a) b)

Figura 3.2 Ganoderma lucidum nacional a) pieza completa b) trozos

3.3 Obtencidn de los extractos por maceracion

Todas las muestras del hongo de Ganoderma lucidum de origen nacional y chino se pesaron (18
g) y colocaron en matraz Erlenmeyer con 200 mL de diferentes solventes para poder extraer la
mayor cantidad de metabolitos secundarios, por orden de polaridad se utilizaron el diclorometano,
etanol, tequila (Don Julio) y mezcal (tdbala). Permanecieron en estas soluciones por 72 horas segun
lo recomendado por (Meneses et al., 2016)

Posteriormente las muestras fueron filtradas con papel Whatman N° 4 y se evaporaron a presion
reducida en un rotavapor Buchi (buchi labortechik, 2016) segun la técnica establecida (Platelet,
1993).

Se modificaron las condiciones del rotavapor para cada disolvente, para el extracto de Ganoderma
lucidum nacional y chino en diclorometano se mantuvo una temperatura del agua del agua de la
tina en 30 °C con vacio en la bomba de extraccién en 500 mbar.

Para el extracto de Ganoderma lucidum nacional y chino en etanol la temperatura del agua de la

tina fue de 40 °C con vacio en la bomba de extraccion de 80 mbar.



Las muestras de Ganoderma lucidum chino maceradas en tequila y mezcal fueron concentradas

con las siguientes condiciones: 45 °C la temperatura de la tina y 30 mbar la bomba de vacio.

Figura 3.3 Equipo de rotavapor concentrando los extractos de Ganoderma lucidum chino y

nacional en diclorometano y metanol.

3.4  Separacion de metabolitos secundarios por cromatografia en capa fina

(CCF)

Los extractos obtenidos de Ganoderma lucidum en diclorometano y etanol fueron colocados en
placas TLC de silica gel de 3 X 5 cm, evaluando la cantidad de metabolitos extraidos con los dos

solventes. Se utiliz6 un sistema de hexano-acetato de etilo con diferente relacion. Para el caso del



extracto de Ganoderma lucidum chino se utilizo el sistema 4:1 hexano-acetato de etilo y para el
Ganoderma lucidum nacional se prob6 con dos sistema 4:1y 6:1 1 hexano-acetato de etilo.

Los extractos fueron purificados colocando las muestras en las placas TLC silica gel de 20 X 20
cm y sumergidos en una cubeta cerrada con diferentes sistemas 4:1 hexano - acetato de etilo y 6:1
hexano-acetato de etilo para observar el reparto de los productos presentes en la muestra a lo largo

de la placa. Se realiz6 la remocion y evaporacion de estos metabolitos para su identificacion final.

3.5 Espectroscopia UV-Vis
Posteriormente estos metabolitos fueron identificados utilizando el Espectrofotémetro UV-VIS
modelo UVGL-25 a una longitud de onda de 254 nm y 365 nm para observar el nimero de
metabolitos fluorescentes, se calcularon los Rt de cada extracto en la placa cromatogréafica.
Finalmente se utilizo el agente revelador (molibdato de amonio) para aquellos metabolitos que no
absorben la luz ultravioleta y pueden ser observados con este revelador. (Rivas-Morales et al.,

2016)

3.6 Pruebas fitoquimicas
A los extractos obtenidos se les realizaron las pruebas fitoquimicas correspondientes establecidas
por (Rivas-Morales et al., 2016), estas pruebas son cualitativas y se utilizan como técnicas
preliminares para identificar los principales metabolitos secundarios de los extractos a estudiar.
Las pruebas fitoquimicas suelen tener un método simple y rapido que se basan en reacciones
quimicas dando como resultado precipitados, cambios de coloracion y presencia de espuma, sin
embargo, no proporciona informacion cuantitativa, por lo que no debera emplearse como método

definitivo (Osmany Cuesta R, Ingrid Marquez H, 2015).



3.6.1 Alcaloides

Se tomo una porcion de la muestra (en la punta de una espéatula) y se disolvio en 2 mL de acido
clorhidrico al 50%, se filtrd hasta que este se observé completamente transparente, posteriormente
se tomo una alicuota y se agrego el reactivo de Wagner y Mayer, se considerd positiva la muestra
si aparece un precipitado en la misma. El reactivo de Mayer se prepar6 disolviendo 1.36 gr de
cloruro de mercurio (HgCl) en 60 mL de agua y 5 g de yoduro de potasio (KI) en 10 mL de agua,
se juntan las dos soluciones y se afora a 100 mL con agua destilada. El reactivo de Wagner se
preparé disolviendo 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de KI en 20 mL de agua, la solucién se
afor6 con agua destilada a 100 mL.

Al utilizar el reactivo de Mayer esté precipita los alcaloides (Orantes, 2008) el yoduro de potasio
hace reaccion con el cloruro de mercurio y se forma un precipitado rojo de yoduro de mercurio,
este es soluble en exceso de iones de yoduro dando la formacién de un anién complejo incoloro

(Coy, Parra & Cuca, 2014).
E—IgCIZ'l' 2| —> 2CI + Hgl 2}
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pp. blanco amarillento
tetrayodo  mercuriato
de potasio

(reactivo de mayer)

Cloruro mercurico  Yoduro de potasio

Clorohidrato de bipirideno

Figura 3.4 Reaccion de precipitacion con reactivo de Mayer

+ Hol KQ* + Kal



3.6.2 Saponinas
Se tomd una porcidn de la muestra (10 mg aprox.) y se colocé en un tubo de ensaye, para disolver
se agrego agua caliente (40 °C) se dejo reposar de 15 a 30 minutos y se agito de 1 a 2 minutos, la
aparicion de espuma que permanece con forma de panal dara positiva la prueba,
Las saponinas son glicésidos por lo que su aglicona tiene un nucleo esteroidal o triterpénico, y esta
al poseer propiedades anfoteras les permite actuar como tensioactivos. En esta prueba la presencia
de espuma indicara que las saponinas inestabilizaron la membrana celular para posteriormente

romperla. (Rojas et al., 2009)

3.6.3 Flavonoides
Prueba de shinoda, se coloco en un tubo de ensaye la muestra diluida posteriormente se agregé un
trocito de viruta de magnesio y 5 gotas de acido clorhidrico concentrado. Si la coloracion resultante
va del rojo a magenta indica una presencia de flavonas o dihidroflavona.
La reaccion que ocurre al realizar la prueba de shinoda es cuando el magnesio en medio acido
reduce a los flavonoides presentandose un producto coloreado que va del rojo anaranjado a violeta,

con la siguiente reaccion:

+ Mg/2HCl —— »

OH




Figura 3.5 Reaccion quimica de la prueba de Shinoda para deteccién de flavonoides.

3.6.4 Glucdsidos
Prueba utilizada Baljet, al extracto diluido se agregaron gotas del reactivo de Baljet A y gotas del

reactivo de Baljet B, la prueba se considero positiva si cambi¢ de coloracion naranja o roja por lo
que se encontrara un glucosido en esa muestra.

La prueba de Baljet identifica lactonas «, f-insaturadas y forma un complejo entre el &cido picrico
y la lactona o, S-insaturada la cual presenta el color rojo claro a oscuro. (Orantes, 2008) (Ardila,
2014)

Para la preparacion del reactivo de Baljet se emplean dos soluciones: para la solucion A se agrega
1 g de acido picrico y se afora con etanol a 100 mL, para la solucion B se agregan 10 g de hidroxido

de sodio y se afora con agua a 100 mL. Ambas soluciones se mezclan para dar lugar al reactivo.
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Figura 3.6 Reaccion de Baljet para identificacion de terpenos y esteroles.

3.6.5 Triterpenos
Se disolvid una porcion de la muestra en 1 mL de cloroformo y se agregd 1 mL de anhidrido
acetico resbalando por las paredes del tubo de ensaye. El cambio de coloracion a rojo, rosa, verde,

purpura o azul indican positiva la muestra al agregar 1 o 2 gotas de acido sulfurico.



3.7 Andlisis por espectroscopia de Infrarrojo.
Se utilizé la técnica de Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier (TF-IR) (Osmany
Cuesta R, Ingrid Marquez H, 2015) para la identificacion de los grupos funcionales de los extractos
obtenidos, el equipo utilizado fue de la marca Brunker y se emplearon celdas de KBr, el rango de
longitud establecido fue de 4000- 600 cm™. Este estudio se llevo a cabo en los laboratorios del

CESAT.

3.8 Efecto antimicrobiano de los extractos con diclorometano y metanol de
Ganoderma lucidum de origen chino y nacional

Se empled la técnica de Kirby-Bauer, en la que se utiliz6 como medio el agar Mueller-Hinton.
Con una asa estéril se tomo una colonia de cada microorganismo: Candida albicans ATCC 60193,
Candida albicans 682444, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus 68110F,

Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli 0682380 las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio estatal de Puebla de la Secretaria de Salud del Estado de Puebla, posteriormente se
realizé un cultivo masivo sobre la superficie de la placa y se impregnaron los sensidiscos con los
extractos de Ganoderma lucidum nacional y chino con diclorometano y metanol, se colocaron en
cada caja identificando los cuadrantes con cada uno de estos extractos. Finalmente se incubo por
24 horas a una temperatura constante de 37 °C. Transcurrido el tiempo se leyeron las placas para

observar si habia presencia de halos de inhibicion en cada una de las placas.



Figura 3.7: Distribucion de los discos en el medio de cultivo: ND: Ganoderma lucidum nacional
con diclorometano, NM: Ganoderma lucidum con metanol, CHD: Ganoderma lucidum chino con

diclorometano, CHM: Ganoderma lucidum con metanol.

3.9 Concentracién minima inhibitoria del extracto acuoso y metandlico de

Ganoderma lucidum nacional.

El método de concentracion minima inhibitoria se utilizé para determinar la concentracion mas
baja del extracto que inhibird el crecimiento visible de un microorganisnmo después de la
incubacion, las cepas utilizadas durante el experimento fueron: Candida albicans ATCC 60193,
Candida albicans 682444, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus 68110F,
Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli 0682380 las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio estatal de Puebla de la Secretaria de Salud del Estado de Puebla, se utilizaron
microplacas de 108 pocillos a las cuales se les agrego el extracto acuoso y metandlico en diferentes
concentraciones a cada una de las cepas y se les agreg6 caldo Muller Hinton. Se corrié un blanco
y control para cada cepa. Las placas se incubaron por 24 horas y se leyeron en el fotdbmetro Thermo

scientific multiskan FC.



CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Extracciony separacion de metabolitos secundarios por cromatografia de

capa fina de Ganoderma lucidum chino
La cromatografia en capa fina es una técnica sencilla y rapida que puede ser empleada para la
deteccion de metabolitos secundarios, en este experimento se peso en la bascula analitica 18 g de
la muestra y se colocd en un matraz Erlenmeyer con 200 mL del solvente diclorometano, después
de la concentracidn se obtuvo 0.1154 g del extracto. El extracto presenta un color marrén y olor
caracteristico del Ganoderma lucidum de acuerdo a lo reportado en la bibliografia por (Siwulski
et al., 2015). Posteriormente el extracto se plaque6 utilizando la técnica de cromatografia de capa
fina en un sistema 4:1 (hexano-acetato de etilo) como lo indica (D. Z. Liu et al., 2014) para
posteriormente revelarlo en luz ultravioleta y en molibdato. Se observo el desplazamiento de los

metabolitos a lo largo de la placa, finalmente se calcularon los Rs.

Figura 4.1. Analisis por cromatografia de capa fina de Ganoderma lucidum chino utilizando el
sistema 4:1 hexano-acetato, a) lectura en UV corta (254 nm), b) lectura en UV larga (365 nm) y c)
revelado en molibdato

El célculo de los Rf de la misma placa tomando en cuenta 3 puntos se realizd6 empleando la



siguiente formula:

Distancia recorrida por el producto

Ri=
™ Distancia recorrida por el disolvente

Rf1=0.214

Rf 2=0428

R 3=0.928

Posteriormente se colocaron las muestras de los extractos del hongo chino en diclorometano y

metanol en placas de silica gel de 60 F2s4 20 X 20 cm para purificar los metabolitos presentes.

a) b)

Figura 4.2 Separacion de metabolitos secundarios del extracto de Ganoderma lucidum chino con
diclorometano por cromatografia de capa fina utilizando el sistema 4:1 hexano-acetato de etilo, a)

lectura en UV corta (254 nm), b) lectura en UV larga (365 nm)



a) b)

Figura 4.3 Separacion de metabolitos secundarios del extracto de Ganoderma lucidum chino con
metanol por cromatografia de capa fina utilizando el sistema 4:1 hexano-acetato de etilo, a) lectura

en UV corta (254 nm), b) lectura en UV larga (365 nm)

Se puede observar en las placas obtenidas que el metanol desplazo mayor cantidad de metabolitos
secundarios que el diclorometano no pudo extraer, sin embargo, existen una sefial que se logra
percibir en ambos extractos la cual se identifica por su fluorescencia en ambas longitudes de onda.
El célculo de Rfobtenido para esta sefial es el siguiente:

Rrdiclorometano = 0.4761

Rt metanol = 0.4775

4.1.2 Extraccion y separacion de metabolitos secundarios por cromatografia de

capa fina de Ganoderma lucidum nacional

El rendimiento del Ganoderma lucidum nacional al deshidratarlo fue del 91.5% con humedad del
8.5%, se tomaron dos muestras de 18 g respectivamente para macerar con 200 mL de los solventes

diclorometano y etanol de estos extractos se obtuvieron 0.1244 g con diclorometano y 0.1195 g



con etanol. Se realizaron los plaqueos utilizando el mismo sistema sin embargo al observar que la
muestra no se desplazaba correctamente se cambia el sistema a 6:1 (hexano-acetato de etilo) para

hacerla mas polar.

Figura 4.4 Analisis por cromatografia de capa fina de Ganoderma lucidum nacional
utilizando el sistema 4:1 hexano-acetato de etilo, a) lecturaen UV corta (254 nm), b) lectura

en UV larga (365 nm) y c) revelado en molibdato.

Se observa un solo metabolitos desplazado, se emplea la misma formula para el célculo de Rt

Rf1=0.681

a) b) C)

Figura 4.5 Analisis por cromatografia de capa fina utilizando de Ganoderma lucidum
nacional el sistema 6:1 hexano-acetato de etilo, a) lectura en UV corta (254 nm), b) lectura

en UV larga (365 nm) y c) revelado en molibdato



Al cambio de sistema 6:1 (hexano-acetato de etilo) se observa el desplazamiento de 2 metabolitosen
las placas, se calcula el Rt con la misma férmula:

Rf1=0.232

Rf2=0.977
Posteriormente se realiza la separacion de los metabolitos secundarios del extracto de Ganoderma

lucidum nacional en diclorometano y metanol por cromatografia de placa fina.

a) b)
Figura 4.6 Separacion de metabolitos secundarios del extracto de Ganoderma lucidum nacional
con diclorometano por cromatografia de capa fina utilizando el sistema 4:1 hexano-acetato de etilo,

a) lectura en UV corta (254 nm), b) lectura en UV larga (365 nm)

2) ).

Figura 4.7 Separacion de metabolitos secundarios de Ganoderma lucidum nacional con metanol

por cromatografia de capa fina utilizando el sistema 6:1 hexano-acetato de etilo para el extracto de



metanol, a) lectura en UV corta (254 nm), b) lectura en UV larga (365 nm)

4.1.3 Extraccion de Ganoderma lucidum chino en tequila y mezcal
Se deshidrato 200 g de hongo en la estufa a 65 °C por 72 horas se obtuvo un rendimiento del
89.57% con humedad de 10.43%, posteriormente se colocaron 93.45y 90.17 g respectivamente a
macerar con 700 mL de tequila blanco y 1000 mL de mezcal tébala.
El volumen obtenido despues de la filtracion en ambos casos fue casi del 50% obteniendo 350 mL
de tequila y 550 mL de mezcal.
Estas soluciones fueron concentradas en el rotavapor bajos las condiciones ya mencionadas, se

realizé el plaqueo en cromatografia de capa fina obteniendo los siguientes resultados:

a) b) c) d)

Figura 4.8 Andlisis por cromatografia de capa fina de Ganoderma lucidum chino con
tequila y mezcal utilizando los sistema a) 8:1 hexano-diclorometano, b) 5:1 hexano-

diclorometano, ¢)1:1 hexano-diclorometano y d) revelado en molibdato.



No se observo desplazamiento de la muestra en las placas aun probando con diferentes sistemas
(hexano-diclorometano), probablemente esto se debio a la degradacion de los metabolitos con el paso
del tiempo. Sin embargo, se realizé nuevamente la extraccion y plaqueo para detectar los metabolitos
presentes en estos solventes y se encontr6 que a pesar de varias pruebas en diferentessistemas solo se

logro desplazar ciertos metabolitos cuando se ocupa el acetato de etilo como Unicosolvente.

a) b) 0) d)

Figura 4.9 Analisis por cromatografia de capa fina de Ganoderma lucidum chino con
tequila y mezcal utilizando los sistema a) 4:1 hexano-acetato de etilo, b) 1:4 hexano-acetato

de etilo, c)1:1 hexano-acetato de etilo y d) solo acetato de etilo.

4.1.4 Pruebas fitoquimicas
Los resultados de los extractos obtenidos tanto del hongo chino como del nacional se registraron
como abundante (+++), moderado (++), escaso (+) y nulo (-) (Dominguez, 1983) y se muestran en

la siguiente tabla:



Tabla 4.1 Resultado de las pruebas fitoquimicas a los extractos de Ganoderma lucidum chino y

nacional

Extracto

Ganoderma
lucidum chino
+
diclorometano

Ganoderma

lucidum chino
+ metanol
Ganoderma
lucidum
nacional +
diclorometano
Ganoderma
lucidum
nacional +
metanol
Ganoderma
lucidum chino
+ tequila
Ganoderma
lucidum chino

+ mezcal

Alcaloides

Saponinas

Flavonoides

Glucosidos

Triterpenos

Wagner

+++ -

+++ +++

+++ +

+++ +++

Mayer

Shinoda

+++

+++

Baljet

+++

++

+++

+++

++

Se considera una prueba positiva para alcaloides con los reactivos de Wagner y Mayer con la

aparicion de un precipitado.



Figura 4.10 Prueba positiva para alcaloides con los reactivos de a) Wagner y b) Mayer

Se considera una prueba positiva para flavonoides con el reactivo de Shinoda con cambio de color

del rojo al magenta.

Figura 4.11 Prueba positiva para flavonoides.

Se considera una prueba positiva para glucosidos con el reactivo de Baljet con cambio de

coloracion a naranja o roja.

Figura 4.12 Prueba positiva para glucdsidos

Se considera una prueba positiva para triterpenos con el cambio de coloracion roja, rosa, verde,

purpura o azul.



‘ .
ol b G,

Figura 4.13 Prueba positiva para triterpenos.

Asi mismo se compar6 con lo expuesto por varios autores, encontrando que lo metabolitos méas

reportados son los glucosidos y los triterpenos los cuales encontramos en las muestras de

Ganorderma lucidum chino y nacional en diclorometano.

Tabla 4.2 Metaanalisis

Wagner Mayer | Saponinas Shinoda Baljet Triterpenos Beneficio a la salud
(alcaloides) (flavonoides) (glucésidos)

Gl chino + Ok X X X OK
diclorometano
Gl nacional + X X X X X
diclorometano
Gl nacional + etanol OK X OK OK X
Titin Andri Wihastuti B-D-glucano « Antioxidante
etal 2017 + Aumenta las citocinas antiinflamatorias

* Aumenta el numero de EPC

« Disminuye el grosor de la intima-media de la aorta
Ulrike Grienke, et al. Ganoderma lanostano « Efectos antiinflamatorios
2011 « Efectos inductores de FXR
Wei-Ling Guo 12 &cidos ganodericos « Se redujeron los niveles de TG, TCy LDL-Cy la
2018 tolerancia a la glucosa

« Cambi6 significativamente la abundancia relativa de la

microbiota intestinal
Maria E. Meneses, Glucanos 26-oxigenoteroles de + Regulador de diferentes mecanismos asociados al
etal. 2016 ganoderol, ganoderal y metabolismo del colesterol
acido ganoderico

Miao Hu et al Formula + Disminucién de LDL-C
2014 multiherbal
Tanya T. W. Chu et, Adenosina acido ganoderico + Disminucién de LDL-C después de 4 semanas de
al 2011 tratamiento
Anita Thyagarajan- 13.5% 6% triterpenos « Inhibidor de la diferenciacion de adipocitos a través de la
Sahu 2011 polisacaridos supresion de la expresion de la transcripcién adipogénica

Puede usarse como agente natural para controlar
obesidad y la diabetes tipo 2




4.1.5 Espectros de infrarrojo
A continuacion, se muestran los espectros TF-IR de los extractos de Ganoderma lucidum nacional

y chino con los diferentes solventes utilizados:
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Figura 4.14 Extracto de Ganoderma lucidum nacional con metanol.
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Figura 4.15 Extracto de Ganoderma lucidum chino con metanol.
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Figura 4.16 Extracto de Ganoderma lucidum nacional con a) metanol, b) diclorometano y c) agua.
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Figura 4.17 Extracto de Ganoderma lucidum chino con a) metanol, b) diclorometano y c) agua.
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Figura 4.18 Extracto de Ganoderma lucidum chino con a) mezcal y b) tequila.

4.1.6 Pruebas de Kirby Bauer
Los resultados de las pruebas microbioldgicas por la técnica de Kirby Bauer se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 4.3 Efecto antimicrobiano de los extractos de Ganoderma lucidum chino y nacional sobre

Candida albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Extractos de Ganoderma lucidum

Chino con Chino con Nacional con Nacional con

Microorganismo diclorometano  metanol diclorometano metanol

Candida albicans ATCC 60193 - - - -
Candida albicans 682444 - -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 - -
Staphylococcus aureus 68110F - -
Escherichia coli ATCC 25922 + + -

+ +
+ + +



Escherichia coli 0682380 + + - +

+ Con halo de inhibicion, - Sin halo de inhibicion

a) b)

Figura 4.20 Antibiogramas a) Staphylococcus aureus ATCC 29213 y b) Staphylococcus aureus
68110F



Figura 4.21 Antibiograma : a) Escherichia coli ATCC 25922 y b) Escherichia coli 0682380

Se observaron halos de inhibicion aproximadamente de 6 mm en las placas de los extractos de
Ganoderma lucidum nacional con diclorometano para Staphylococcus aureus ATCC 29213, el
mismo extracto, pero en metanol presento inhibicion para Staphylococcus aureus 68110F,
Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli 0682380.

El extracto chino con diclorometano y metanol presento halos de inhibicion para las cepas de

Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli 0682380.

4.1.7 Pruebas de microdilucién (CMIso)
Los resultados de las pruebas por microdilucion se muestran a continuacion:
Tabla 4.4 Efecto antimicrobiano del extracto metandlico de Ganoderma lucidum nacional sobre

Candida albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

L Staphylococcus Escherichia Escherl-chla Candida Capdlda
Concentracion  Staphylococcus AUreus coli coli albicans albicans
(ng/uL)/0OD aureus 68110F ATCC 29213 0682380 ATCC 682444 ATCC

25922 60193




0 0.303 0.332 0.534 0.290 0.204 0.132
0.448 0.568 0.232 1.061 0.479 0.111 0.230
4.48 0.421 0.164 0.686 0.645 0.338 0.412
44.8 0.444 0.213 0.715 0.573 0.257 0.205
448 0.492 0.311 0.836 0.578 0.422 0.310

Staphylococcus aureus 68110F
‘1o Staphylococcus aureus ATCC 29213
' 0.4-
0.8
0.3
0.6
o o
0.4+ o 0.2

0 0.4484.48 44.8 448

Concentracion pg/uL

0

0.448 4.48 4438

448

Concentracion pg/uL

Figura 4.22 Prueba de concentracién minima inhibitoria con el extracto metanolico de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Staphylococcus aureus de aislamiento clinico y ATCC.
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Figura 4.23 Prueba de concentracion minima inhibitoria con el extracto metandlico de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Escherichia coli de aislamiento clinico y ATCC.
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Figura 4.24 Prueba de concentracion minima inhibitoria con el extracto metandlico de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Candida albicans de aislamiento clinico y ATCC.



Tabla 4.5 Efecto antimicrobiano del extracto acuoso de Ganoderma lucidum nacional sobre

Candida albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

. Staphylococcus Escherichia Escherl_chla Candida Candida

Concentracion  Staphylococcus AUreus coli coli albicans albicans
(hghL)OD aureus 68LI0F  Acc 20213 0682380 0 -- 682444  ATCC60193

0 0* 0.471 0.662 0.294 0.111 0.264

0.448 0.463 0.181 0.938 0.292 0.323 0.629

4.48 0.390 0.234 0.625 0.013 0.308 0.708

44.8 0.832 0.638 0.701 0.019 0.027 0.777

448 0.345 0.155 0.546 0.202 0.391 0.256

Staphylococcus aureus 68110F Staphylococcus aureus ATCC 29213

15

- 1.0
0.8
1.0 -
0.6
a)
)
(@] e) .
0.5 0.4
0.2
0.0- 0.0_
0 0448 4.48 448 448 0 0448 448 448 448
Concentracion pyg/pL Concentracion pg/pL

Figura 4.25 Prueba de concentracion minima inhibitoria con el extracto acuoso de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Staphylococcus aureus de aislamiento clinico y ATCC.
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Figura 4.26 Prueba de concentracién minima inhibitoria con el extracto acuoso de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Escherichia coli de aislamiento clinico y ATCC.
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Figura 4.27 Prueba de concentracion minima inhibitoria con el extracto acuoso de Ganoderma

lucidum nacional a las cepas Candida albicans de aislamiento clinico y ATCC.



4.2 DISCUSION

Las pruebas fitoquimicas arrojaron presencia de metabolitos bioactivos para cada uno de los
extractos utilizando diferentes solventes, estas pruebas cualitativas fueron comprobadas con los
espectros infrarrojos en los que se encontrd presencia de un glucésido cardiotonico para el extracto
metandlico nacional y un flavonoide para el extracto metandlico chino.

Para el espectro infrarrojo del Ganoderma lucidum nacional con metanol la banda que aparece
alrededor de 3349.48 cm™ que corresponde al enlace O-H, la banda de 2924 cm™ corresponde a
la vibracion de un alcano, en la banda de 1639.64 cm™ a un enlace de tension del grupo carbonilo,
en la banda entre 1500 cm™ y 1000 cm™ se encuentra en enlace del C-O-C y finalmente en la banda
entre 1118 cm™ y 1079 cm™ corresponde al enlace S del O-H del pirano todas estas caracteristicas
son de un glucosido cardiotonico comparado con lo reportado por (Y. Liu et al., 2021) y (Choong
et al., 2014) ya que ambos en sus investigaciones detectaron bandas con caracteristicas similares
a los que se reportaron en este trabajo, ambos encontraron bandas ubicadas entre 3383 cm™ y 2889
cm™ que corresponden a vibraciones de estiramiento de enlaces O-H y C-H respectivamente, una
banda en 1640 cm™ que es caracteristica de los polisacéridos, una banda en la region de 1074 cm-
1y 1046 cm™ que corresponde a un monosacarido de hexopiranosa y por ultimo la banda en 896
cm™ de la configuracion B en el polisacarido por lo que se llego a esta conclusion, en un principio
se considerd que podrian corresponder a un triterpeno sin embargo se descartd esto ya que no
aparecen las bandas aproximadamente entre 1800 cm™ y 1500 cm™® que son representativas de este
metabolito.

Para el espectro infrarrojo del Ganoderma lucidum chino con metanol la banda que aparece
alrededor de 3357 cm™ corresponde al enlace O-H probablemente del anillo aromatico, la banda

de 2900 cm™ corresponde a los enlaces C-H aromaticos o de los CHs, la banda que se encuentra



en 1708 cm™* corresponde al doble enlace C=0, la banda de 1558 cm™ a 1419 cm™ al enlace C=C
y en la banda entre 1300 cm™ y 1100 cm™ el enlace C-O-C por lo que existe la presencia de un
flavonoide comparado con lo reportado en la bibliografia por (Osmany Cuesta R, Ingrid Mérquez
H, 2015) debido a que las bandas de este espectro IR ofrece informacion de los agrupamientos
funcionales que se encontraron con las caracteristicas de este metabolito, los flavonoides son
considerados principalmente como agentes antioxidantes por lo que presentan propiedades
anticancerigenas, antiinflamatorias y como reductores del colesterol entre otras,. También
(Dominguez, 1973) reporta que estos grupos son caracteristicos de los flavonoides ya que las
bandas que se encuentran entre 3300 cm™ y 3140 cm™ pertenece a los hidroxilos fendlicos y la
banda de 1660 cm™ al grupo carbonilo.

Para el analisis antimicrobiano con la técnica de Kirby Bauer presentaron halos de inhibicién para
el extracto nacional con diclorometano y metanol las cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli ambas de aislamiento clinico y ATCC y para el extracto chino con diclorometano
y metanol Unicamente presentaron inhibicion las cepas de Escherichia coli ambas de aislamiento
clinicoy ATCC.

En su reporte (Karwa, A. S., & Rai, 2012) evalu6 la actividad antibacteriana con los extractos
etanolicos y acuosos del cuerpo fructifero por el método de difusion de disco contra
Staphylocossus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus y Pseudomona aeruginosa, en este
estudio se observo que el extracto acuoso inhibia el crecimiento patégeno, también se encontré
que la combinacion de este extracto con discos de antibioticos sintéticos aumentan la actividad
antimicrobiana mas que los antibioticos solos.

(Vazirian et al., 2014) utilizo fracciones purificadas y semipurificadas de los extractos con hexano

y cloroformo del cuerpo fructifero del Ganoderma lucidum utilizando también la técnica de



difusién en disco frente a dos cepas Gram positivas: S. aureus ATCC y B. subtilis ATCC, dos
Gram negativas: Pseudomona aeruginosa ATCC y Escherichia coli ATCC y una levadura
Candida albicans ATCC. Las fracciones se disolvieron en cloroformo a una concentracion de
3.125 mg/mL y 1.25 mg/mL cada una, se utilizo este disolvente ya que es miscible en la mayoria
de los compuestos organicos y se evapora muy rapido. La bacteria y la levadura se incubaron a
37°C por 24 horas y a 20-25°C por 48 horas respectivamente. El ensayo arrojo inhibicion frente a
las bacterias Gram positivas y la levadura a una concentracién de 6.25 mg/mL ya que los halos de
inhibicion eran mayores a 30 mm, pero no asi para las Gram negativas ya que para lograr este
efecto inhibitorio se tuvo que aumentar la concentracion a 10 mg/mL.

Sin embargo, en nuestro ensayo, para el andlisis en las pruebas de microdilucion no se observé lo
mismo debido a las inconsistencias en los valores reportados ya que se obtuvieron valores de
concentracion que inhibia el crecimiento microbiano pero al aumentar esta concentracion lo que
reflejaba no era una disminucion sino un aumento de la bacteria actuando como fuente de carbono.
Para el extracto nacional de Ganoderma lucidum con metanol en la cepa de Staphilococcus aureus
681107 no se observd disminucion de la OD con el incremento de concentracion. Para
Staphylococcus aureus ATCC 29213 todas las concentraciones propuestas para el experimento
tuvieron menor lectura de OD que la muestra que no tenia el extracto, sin embargo, la
concentracion que mejor resultado tuvo fue la de 4.48 pg/uL al presentar la OD mas baja (0.164).
Para Escherichia coli 0682380 y Escherichia coli ATCC 25922 no se obtuvieron resultados
satisfactorios en ninguna concentracion, es decir ninguna lectura de OD fue més baja que la de la
muestra del control negativo. Para Candida albicans 682444 solo la concentracion mas baja (0.448
ug/ul) obtuvo una lectura menor a la de la muestra sin el extracto, las demdas concentraciones

presentaron un aumento en la lectura de OD. Para Candida albicans ATCC 60193 ninguna



concentracion tuvo resultados satisfactorios.

Para el extracto acuoso de Ganoderma lucidum nacional la cepa de Staphylococcus aureus 68110F
no arrojo resultados favorables, sin embargo, para la misma cepa, pero ATCC 29213 las
concentraciones de 0.448, 4.48 y 448 ng/uL dieron un valor mas bajo de OD que la muestra que
solo contenia la cepa, la concentracion més alta (448 pg/uL) arrojo un valor de OD de 0.155.

El mismo extracto acuoso, pero para Escherichia coli 0682380 tuvo buen comportamiento en la
concentracion maxima de 448 pg/ul con un valor de OD de 0.546, para Escherichia coli ATCC
25922 las concentraciones de 4.48 y 44.8 ug/uL tuvieron el mejor resultado en la disminucion de
OD con 0.013 y 0.019 respectivamente. Para la cepa de Candida albicans 682444 el mejor
resultado de disminucion de OD fue para la concentracion de 44.8 pg/uL y para Candida albicans
ATCC 60193 la concentracion de 448 pg/uL fue la que presento menor OD, pero por muy poco
con respecto a la muestra que solo contenia la cepa.

Vale la pena resaltar que los cambios en la OD para ambos extractos tanto metanolico como acuoso
no fueron consistentes, es decir, en algunos casos la lectura de OD variaba si se aumentaba la
concentracion, se esperaria una disminucion si se aumenta la concentracion sin embargo este no
fue el caso.

El &cido ganodérico es una clase de triterpeno que tienen la actividad antimicrobiana ya que ataca
la pared antibacteriana, (Taofiq et al., 2016) utilizo el método colorimétrico para evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico frente a bacterias Gram positivas como
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus asilada de expectoracion
y Staphylococcus aureus proveniente de exudado de heridas, también utilizo bacterias Gram
negativas como Escherichia coli, Escherichia coli BIEE, Klebsiella pneumoniae, Klesbsiella

pneumoniae BLEE, Morganella morganii y Proteus mirabilis, en el cual el extracto etanolico fue



disuelto en DMSO al 25% a 50 mg/ml, en el inicio del anlisis se agregaron 100 mL del extracto
a 380 mL de medio de cultivo, sin embrago posteriormente se adicionaron 20 mL del inoculo para
obtener una concentracién de 10 a 0.156 mg/mL, los resultados observados en este estudio
arrojaron inhibicion tanto en las bacterias Gram negativas como las Gram positivas

Se ha reportado que los &cidos fendlicos que se encuentran presentes en Ganoderma lucidum y se
han identificado como los contribuyentes principales a la actividad anitmicrobiana.

En el reporte de (Shang, X,. Tan, Q., Liu, R., Yu, K., Li, P., & Zhao, 2013) comenta que el extracto
con etanol a partir del cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum inhibi6 a Staphylococcus aureus
ATCC a una concentracion de 10 mg/mL sin embargo no tuvo efecto frente a dos cepas de
Escherichia coli.

Finalmente (Yoon et al., 1994) utilizo bacterias Gram positivas y Gram negativas como
Staphylococcus aureus y Escherichia coli entre otras para analizar el efecto antimicrobiano,
aplicando el extracto acuso del carp6foro de Ganoderma lucidum y en combinacion con otros
antibioticos para determinar la CMI mediante el método de dilucion. El resultado mostro
inhibicion a diferentes concentracion del extracto sin embargo el mejor efecto se observd mas en
bacterias Gram positivas que en Gram negativas, los resultados de la combinacion del extracto con
antibioticos también presento un efecto coadyuvante, pero la mejor sinergia se observé al combinar
el extracto con cefazolina. Para nuestro ensayo el extracto con el hongo nacional con
diclorometano y metanol presento buena inhibicién frente a Staphylococcus aureus y Escherichia

coli de aislamiento clinico y ATCC respectivamente.



CONCLUSION
De este trabajo de investigacion se puede concluir lo siguiente:
Se observan diferencias en la composicion quimica de los metabolitos del hongo de Ganoderma
lucidum chino y nacional en las pruebas fitoquimicas.
Los espectros IR comprueban que los resultados de las pruebas fitoquimicas corresponden a las
estructuras base de los grupos funcionales detectados en las bandas.
En la extraccion del hongo de Ganoderma lucidum en tequila y mezcal se observo presencia de
metabolitos bioactivos en las placas cromatogréficas y en los espectros IR, se observé en el primer
experimento que con el paso del tiempo (10 meses aproximadamente) estos metabolitos tienden a
ser inestables en las condiciones en que se almacenaron por lo que se sugiere realizar analisis de
estabilidad.
Se observa actividad antimicrobiana positiva para el extracto nacional con diclorometano para
Staphylococcus aureus ATCC 29213, para el extracto nacional metandlico el halo de inhibicion se
presentd en Staphylococcus aureus de aislamiento clinico 68110F, Escherichia coli ATCC 25922
y aislamiento clinico 0682380. Para el extracto chino con diclorometano y metanol las cepas que
presentaron halo de inhibicion fueron Unicamente Escherichia coli ATCC 25922 y aislamiento
clinico 0682380.
Los resultados observados en este ensayo de las pruebas de concentraciéon minima inhibitoria
mostraron que ocurre una variacion de las concentraciones contra el crecimiento bacteriano, la
concentracion mas alta no es la que dio el mejor resultado en todos los casos, por lo tanto, el
comportamiento no es lineal. Se concluye que en este estudio funciono como fuente de carbono y
no como inhibidor en ciertas concentraciones a pesar de seguir la misma estrategia reportada no

se obtuvieron los mismo resultados, sin embargo en investigaciones posteriores se recomienda



corroborar con un aumento en las concentraciones ya que la bibliografia nos indica que es posible
inhibir este crecimiento como lo afirman en sus articulos (Vazirian et al., 2014), (Yoon et al., 1994)

y (Karwa, A. S., & Rai, 2012).
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