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RESUMEN

Los hongos han estado en la cumbre de la medicina oriental desde hace 2000 arios,
los productos derivados de estos organismos actualmente presentan los mas altos
volimenes de venta en el mercado de alimentos saludables en paises como Taiwan
y China. Del extracto etandlico del hongo macromiceto Ganoderma applanatum se
aislo por Cromatografia en Columna sobre silica gel la fraccion esterdlica. Los es-
teroles presentes en esta fraccion fueron analizados por Cromatografia de Gases
de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas (CGAR-EM), lograndose la
identificacion de 9 compuestos esteroidales, seis de los cuales, los compuestos 1,
3,4, 7, 8y 9 se reportan por primera vez en G. applanatum. Al evaluar la actividad
antioxidante del extracto etanélico mediante los métodos ABTS y DPPH se encontra-
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ron valores de IC,, = 15,274 ug/mL y 20 ug/mL, respectivamente, mientras
que para el extracto de diclorometano se obtuvieron valores de IC,, = 10,78
ug/mL para ABTS y 27,82 ug/mL para DPPH. Los extractos etandlico y de
diclorometano mostraron buena actividad bactericida a una concentracion
de 150 mg/mL frente a la bacteria Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Fungus have been at the top of oriental medicine for 2000 years, the pro-
ducts derived from these organisms now have the highest sales volume in
the health food market in countries like Taiwan and China. The sterolic frac-
tion was isolated from the ethanolic extract obtained from mushroom G.
applanatum by chromotaghaphy columns on silica gel. Its chemical analy-
sis was done through High Resolution Gas Chromotaghrophy coupled to
Mass Expectrometry identifying 9 sterolic compounds, six of which com-
pounds 1, 3, 4, 7, 8 and 9 are reported for the first time in G. applanatum.
The evaluation of the antioxidant activity for the ethanolic extract was ca-
rried out by DPPH and ABTS methods finding values IC,, of 15,274 ug/mL
and 20 ug/mL, respectively. While for the dichloromethane extract values
were IC,,= 10,78 mg/mL for ABTS and 27,82 g/mL for DPPH. The etha-
nolic and dichloromethane extracts showed good bactericidal activity at
a concentration of 150 mg/mL against the bacterium S. aureus.

RESUMO

0Os fungos tém estado no topo da medicina oriental ha 2.000 anos, 0s pro-
dutos derivados dessas organismos atualmente tém o maior volume de
vendas no mercado de alimentos saudaveis em paises como Taiwan e Chi-
na. Extracto etandlico do fungo macromiceto Ganoderma applanatum foi
isolado por cromatografia em coluna de silica gel esterol fracgéo. Esterdis
presentes nesta fracgao foram submetidos a Cromatografia Gasosa do Alta
Resolugdo acoplada a Espectrometria de Massa (HRGC-MS), permitindo a
identificacao de 9 compostos esteroides, seis dos quais 0s compostos 1,
3,4,7,8¢e9sao relatados pela primeira vez em G. applanatum. Na avalia-
¢ao da actividade antioxidante de extracto de etanol por ABTS e métodos
DPPH foram encontrados valores de IC,, = 15,274 ug/mL e 20 pg/mL,
respectivamente, enquanto que para os valores de extracto de diclorome-
tano foram IC,, = 10,78 ug/mL para ABTS e 27,82 ug/mL para DPPH.
Extractos etanolicos e diclorometano mostraram boa actividade bactericida
a uma concentragao de 150 mg/mL contra Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION

Los procesos oxidativos han sido relacionados con mdiltiples afecciones, entre
las que se encuentran aquellas que involucran el deterioro del sistema ner-
vioso central; ademas son causantes de alteraciones de un buen numero de
productos relacionados con la industria alimenticia debido principalmente, al
detrimento de sus propiedades organolépticas. En respuesta a esta problema-
tica, en los procesos industriales se ha tenido que recurrir al uso de algunos
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agentes antioxidantes de origen sintético como el Hidroxi-
tolueno butilado (BHT) y el Hidroxianisol butilado (BHA),
aunque existen sospechas de que estos dos compuestos
son responsables de daros en el higado y carcinogénesis
[1]. Los antioxidantes constituyen un tipo de aditivos ali-
mentarios destinados a impedir o retardar las oxidaciones
cataliticas y el enranciamiento natural provocado por la
accion de diversos agentes como el aire, luz, calor y ra-
diacion. Con este conocimiento, diversos autores han de-
dicado esfuerzos para demostrar el valioso potencial de
algunos materiales subutilizados o de escaso interés co-
mercial, como fuente de compuestos antioxidantes, este
es el caso de los hongos comestibles y medicinales [1].

A través de los afios, el cuerpo fructifero de los hongos
ha sido de gran utilidad en el mundo de la medicina, re-
cientemente, el interés en su estudio se ha incrementa-
do debido, fundamentalmente, a que se han encontrado
metabolitos secundarios que podrian potencialmente
ser utilizados en la industria farmacologica para eltrata-
miento de diferentes enfermedades y aplicaciones en el
sector agroindustrial, en este grupo de setas estudiadas
se encuentran las del género Ganoderma. Varios cientos
de compuestos quimicos con diversas estructuras, tales
como triterpenoides, polisacaridos, proteinas, aminodaci-
dos, nucleosidos, esteroides, alcaloides, acidos grasos y
enzimas, han sido aislados del micelio y cuerpo fructifero
de diferentes especies del género Ganoderma. Algunos
de estos compuestos han demostrado tener una gran
aplicabilidad en la farmacologia [2,3]. Esta amplia gama
de metabolitos secundarios es debida principalmente a
que los hongos son incapaces de sintetizar macromolé-
culas a partir del dioxido de carbono y la energia proce-
dente de la luz por el hecho de no poseer clorofila, por
lo tanto, su biogénesis esta condicionada principalmente
por el tipo de nutrientes que conforman el sustrato donde
se desarrollan, ademas de las condiciones climaticas que
los rodean, haciendo que hongos presentes en regiones
diferentes o que crezcan en sustratos que varien en com-
posicion, puedan alterar y cambiar su metabolismo gene-
rando una amplia variedad de compuestos quimicos [4].

En la bibliografia especializada se ha documentado
que hongos del género Ganoderma (G. lucidum, G.
tsugae, G. applanatum, G. concinna) biosintetizan
sustancias que generan importantes beneficios en
la salud de animales y humanos por tener efectos
hepatoprotectivos, antioxidantes, proteccion cardio-
vascular y antibacterial, entre otros [2,5,7].

En trabajos realizados en nuestro grupo de investiga-
cion se informo sobre la identificacion de cinco nue-

vos productos naturales aislados del hongo Ganoder-
ma lucidum, y tres del hongo Ganoderma concinna,
alos cuales les fue evaluada su capacidad antioxidan-
te obteniendo resultados promisorios [8].

Enmarcados por el contexto anterior, en este trabajo
se propone estudiar quimicamente el extracto etano-
lico del hongo Ganoderma applanatum y determinar
su posible actividad antioxidante y antibacterial.

METODO
Recoleccion

Los especimenes del hongo Ganoderma applanatum
fueron recolectados en la sede principal de la Univer-
sidad de Cordoba, en Monteria, zona tropical carac-
terizada por una temperatura 28 °C, humedad relativa
del 80% y precipitacion promedia anual de 1200 mm,
48 m.s.n.m.

Extraccion

El material recolectado fue sometido a percolacion
en etanol y posteriormente concentrado obteniéndose
de esta forma el extracto etanolico crudo. Poste-
riormente, el extracto etandlico (23,1 g) fue sometido
a fraccionamiento mediante particion con una mezcla
de diclorometano-agua en una proporcion (1:1); este
procedimiento se repitio dos veces (2 X 200 mL) para
garantizar la maxima extraccion de los componentes,
obteniéndose una fase acuosa y una organica, esta
Gltima se separd y se destilo a presion reducida ob-
teniéndose el subextracto de diclorometano (15,9 ).

Fraccionamiento cromatografico

2 g del subextracto de diclorometano se sometieron a un
proceso de separacion y purificacion mediante cromato-
grafia en columna desarrollada sobre silica gel (0,063-
0,2 mm, Merck®) utilizando como fase mavil un gradien-
te de polaridad desde Hexano-AcOEt (5:1) hasta MeOH.
El monitoreo fue realizado por cromatografia en capa
delgada (CCD) con cromatoplacas de aluminio de silica
gel 60F 254 y un espesor de 0,2 mm utilizando como
fase mavil mezclas de los solventes antes mencionados
y colesterol como sustancia de referencia. La deteccion
se llevd a cabo por medio de una lampara ultravioleta
marca CAMAG (con longitudes de onda de 254 y 366
nm), y solucion de acido fosfomolibdico al 5% en etanol
con posterior calentamiento, como revelador.
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Cromatografia de gases de alta resolucion acoplada
a espectrometria de masas. El analisis por croma-
tografia de gases de alta resolucion acoplada a es-
pectrometria de masas (CGAR-EM) para la fraccion
esterolica se realizo en un equipo Hewlett Packard
6890 (Columna Capilar HP5 30 m, 0,33 mm diametro
interno y 25 um de espesor. Gas de arrastre He a 1mL/
min., modo split 1:10. Temperatura desde 90°C hasta
310 °C a 10°C/min.), acoplado a un espectrometro de
masas 5973 (70eV en modo scan).

Evaluacion de Ia Actividad antioxidante

Método DPPH. Muestra: se evaluaron los extractos
etanolico y el subextracto de diclorometano, para
esto se prepararon por ftriplicado soluciones con
concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80 y 100 ug/ml
del extracto etandlico, en DMSO y posteriormente
diluidas con solucion de DPPH medidas a una ab-
sorbancia ajustada a 0,311, en un espectrofotometro
UV/VIS GENESYS 20, hasta completar 2 ml en el tubo
de reaccion. Blanco de la muestra: a 20 ul de cada
concentracion se le adicionaron 1980 ul de Metanol.
Referencia: a 20 ul de DMSO se le adicionaron 1980
ul de solucion madre de DPPH y se introdujeron en
tubo de reaccion. Después de incubar a temperatura
ambiente por 30 min en la oscuridad se procedio a
leer la absorbancia a 517 nm, lo que permitio en-
contrar el porcentaje de inhibicion. Posteriormente,
se grafico el porcentaje de inhibicion vs la concen-
tracion de la muestra para obtener el IC .88 decir, la
concentracion necesaria para captar el'50% de los
radicales libres de DPPH- [9].

Método ABTS. Muestra: se prepararon por triplicado
soluciones de 1, 5, 10 y 15 ppm del extracto etandlico
y el subextracto de diclorometano en DMSO y poste-
riormente diluidas con solucion de ABTS (2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato de amonio) con una
absorbancia ajustada a 0.702 nm hasta completar 2 ml
en el tubo de reaccion. Blanco de la muestra: a 20 ul de
cada concentracion se le adicionaron 1980 ul de buffer
fosfato pH: 7,33. Referencia: a 20 ul de buffer fosfato
se le adicionaron 1980 ul de solucion de ABTS y se de-
termind la variacion de la absorbancia a 734 nm, luego
se grafico el porcentaje de inhibicion vs la concentra-
cion de la muestra para obtener el ICSO.

Evaluacion de la Actividad Bactericida

El ensayo de actividad bactericida se realizo emplean-
do el método de Difusion con Disco en Agar, usan-

do las bacterias Staphylococcus aureus (Gram+)
y Escherichia coli (Gram-). Se prepard una solucion
con las bacterias a 108 CFU/mL (Turbidez= McFar-
land estandar 0,5). La suspension bacteriana en es-
tudio (Staphylococcus aureus y Escherichia coli) se
inoculé de manera uniforme sobre la superficie de
una caja de petri que contenia agar Mueller-Hinton.
Posteriormente se colocaron sobre la superficie del
agar, sensidiscos de papel de 7 mm (Whatman, N° 3)
impregnados con cantidades estandarizadas de los
agentes antimicrobianos (extracto etanolico y subex-
tracto diclorometano a concentraciones de 200, 150
y 100 mg/mL). Para este ensayo fue tomado como
control negativo el solvente usado para preparar las
soluciones (DMS0) y como control positivo sensidis-
cos comerciales de cloramfenicol (30mg); las prue-
bas se realizaron por triplicado. Luego del periodo de
incubacion (24 horas a 36 °C =1 °C) se midio el
diametro de la zona de inhibicion alrededor de los
sensidiscos (halo de inhibicion) [10].

RESULTADOS

A partir del fraccionamiento cromatografico (CC) del
subextracto de diclorometano se obtuvo la fraccion
esterolica, el analisis por CGAR-EM permitio la eluci-
dacion estructural de 9 compuestos, todos de tipo
esteroidal, de los cuales a continuacion se presentan
algunos datos espectroscopicos, la cadena lateral se
abrevia como (CL):

4-metil-ergosta-22-en-343-ol 1

EMIE, m/z [414]* (100%), 371 (M*-isopropil) (19.9),
353 (M*-isopropil-H20) (44.5), 287(M*-CL-2H)
(34,1), 316 (M -CL(C22)) (19,9), 287 (M*-CL-2H)
(34,1). Formula molecular: C,,H,0.

Ergosta-5,7,22-trien-33-0l 2 (Ergosterol)

EMIE, m/z [396]* (58,1%), 381(M+-Metilo)(18,2),
378 (M+-H20)(2,6), 363 (M*-Metilo-H20)(100),
337(M+-59) (33,0), 271(M+-CL) (9,4), 253(M+-
CL-H20) (52,1), 211(Fision anillo D-H20) (24,5) y
143(M+-H20-Fision anillo C-metilo) (41,8). Formula
molecular: C,H,,0.

4,4-dimetil-ergosta-5,7,25(26)-trien-33-ol 3

EMIE, m/z [410]* (27,9%), 392 (M*- H,0) (11,0),
377(M+-H,0-CH,) (53,6), 284(M*-CL-CH,) (20,6),
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267 (37,8), 213 (32,7), 158 (M+-H,0-fision del anillo
C) (27.8), 69 (100). Formula molecular: C,.H, 0.

29" '46

Ergosta-5,7,9,24(28)-tetraen-3p3-ol 4

EMIE, m/z [394]* (15,5 %), 376(M*-H,0)(19.,9),
361(M*-H,0-CH,) (10,2), 281(M+-CL (C20-C22)
(4,9) , 251(M*-H,0-L) (100), 209 (26,0), 69 (53,6).
Formula molecular: C,H,,0.

Ergosta-7,22-dien-3p3-0l 5

EMIE, m/z [398]* (28,7%), 383(M*-CH,) (9,6),
380(M+- H,0) (3,7), 300(M*-C_H,,) (17,2), 273(M*-
CL) (28,7), 271(M*+-CL-2H) (100), 255 (M*-CL-H,0)
(14,7), 253(M+-CL-H,0-2H) (28,7), 231(Fision del
anillo D) (17,2), 213(Fision del anillo D-H,0) (26,8),
165 (49,1), 145(M+-H,O-fision del anillo C-CH,)
(42,2). Formula molecular: C,.H, 0.

28" 46

Ergosta-7-en-3p3-ol 6

EMIE, m/z [400]* (100%), 385 (M*-CH,) (33,3),
367[M*-(CH,+H,0)] (13,3), 273 (M*-CL) (22,1),
255 (M*-CL-H,0) (91,4), 246 (7,7), 231(Fision del
anillo D) (18,6), 213(Fision del anillo D-H,0) (33,3) y
145(M+*-H,0-fision del anillo C-CH,) (30,1). Formula
molecular: C,H,,0

4,4-dimetil-ergosta-7,24(28)-dien-3p-ol 7

EMIE, m/z [426]* (78,1%), 411(M*-CH,) (29,0), 393
(M*-CH,-H,0) (100), 301(M*+-CL) (5,3), 281 (M*-
CL-H,0-2H) (9,6), 251 (M*-CL-H,0-2H-2CH,) (39,2).
Formula molecular: G, H,,0.

17-isopropil-A%7-3B-idroxiandrostadieno 8

EMIE, m/z [314]* (17,2%), 399(M*-CH,) (3,3), 281
(M*-H,0-CH,) (4,5), 271(M*-CL) (17,2), 253 (M*-
H,0-CL) (4,5), 230 (Fision del anillo D) (17,2), 213 (Fi-
sion del anillo D- CH,) (20,1), 147 (60,5), 69(100).
Formula molecular: C,,H,,0.

Estigmasta-5,22-dien-33-ol 9

EMIE, m/z [400]*+ (48,6%), 394 (M+-H20) (13,0),
380 (M*-Metilo-H20) (25,2), 369(M+-isopropil)
(8,5), 300 (M+-CL(C22)) (25,2), 273 (M*-CL)
(15,4), 271(M*-CL-2H) (59,0), 255 (M+-CL-H20)
(77,3), 207 (Fision anillo D-H20) (48,6), 55 (100).

Formula molecular: C,,H,;0.

Es importante destacar que los compuestos 1, 3, 4,
7, 8 y 9 se reportan por primera vez en Ganoderma
applanatum.

El compuesto Ergosta-5,7,22-trien-3p3-0l 2 (Ergos-
terol) presento en el cromatograma un tiempo de
retencion (tr) de 23.066 min. Este compuesto se
encuentra en gran cantidad en algunas especies co-
mestibles de hongos y se convierte en vitamina D,
por reacciones fotoquimicas mediante la radiacion
ultravioleta, ademas es materia prima para la sinte-
sis de biomoléculas de interés agroquimico como
ecdisoma, esteroles altamente oxigenados y brassi-
noesterol [11], el cual aumenta el metabolismo y la
eliminacion de los plaguicidas, lo que podria ser de
beneficio para reducir la ingesta humana de pestici-
das residuales en cultivos vegetales [12].

Al realizar la evaluacion de la actividad antioxidante
del extracto etandlico mediante los métodos ABTS
y DPPH se encontraron valores de IC 0:15,27 ug/
mLy 20 ug/mL, respectivamente, mientras que para
el subextracto de diclorometano se obtuvieron valo-
res delC_=10,78 ug/mLpara ABTS y 27,82 ug/mL
para DPPH. Estos resultados fueron comparados con
los mostrados por el acido ascorbico (ICEO=4,28 uo/
mL), un antioxidante natural ampliamente reconocido
y aplicado en la industria alimenticia [13]. Los valo-
res presentados en el cuadro 1, son expresados como
capacidad antioxidante equivalentes al acido ascorbi-
co (AAEAC; umol de &cido ascorbico/g de muestra)
y muestran que el subextracto de diclorometano del
hongo Ganoderma applanatum posee buena capaci-
dad captadora de radicales libres, estos resultados
estan de acuerdo con los reportados por Smina y col.
en los que G. lucidum mostré significativa actividad
captadora de radicales libres, la cual esta asociada a
la presencia de compuestos triterpénicos que son utili-
zados como mecanismo de defensa contra sustancias
oxidantes [6]. Ademas, se deduce que las sustancias
con capacidad antioxidante presentes en el extracto
etandlico del hongo se distribuyen en el fracciona-
miento por reparto hacia la fraccion medianamente
polar de diclorometano, mejorando el resultado de la
actividad antioxidante frente al radical ABTS, mientras
que con el radical DPPH disminuye su capacidad cap-
tadora de radicales libres, lo que podria atribuirse a
que la molécula de DPPH quimicamente es mas esta-
ble en comparacion con la de ABTS.

En cuanto a la evaluacion de la actividad bactericida
mediante el método de difusion con disco en agar, se
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Cuadro 1. Valores de IC,, expresados en AAEAC

AAEAC
1Css ?&3{?”” ABTS/DPPH
(umol/g)
Ext. etandlico | 15,27 /20,0 1596,8 / 1219,5
Subext. DCM 10,78/27,8 2262,52/ 876,7

llevo a cabo por triplicado a tres concentraciones de
200, 150 y 100 mg/mL, encontrandose resultados
positivos a 150 mg/mL frente a la bacteria Staphylo-
coccus aureus, para el extracto etanolico y el subex-
tracto de diclorometano, lo cual esta de acuerdo con la
bibliografia, donde se reporta una moderada actividad
inhibitoria en el género Ganoderma con referencia al
crecimiento de este tipo de bacterias [12] Ninguno de
los extractos presento resultados positivos frente a la
bacteria Escherichia coli a ninguna de las concentra-
ciones evaluadas.

CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron quimicamente 9 compues-
tos esteroidales, seis de los cuales, los compuestos
1,3,4,7,8y 9 se reportan por primera vez en Ga-
noderma applanatum. El extracto etanolico asi como
el subextracto de diclorometano mostraron buena
actividad antioxidante mientras que el extracto de
diclorometano también mostré buena actividad bac-
tericida, comportamiento que propone al hongo G.
applanatum como una fuente promisoria de sustan-
cias bioactivas.
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