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DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE  Ganoderma curtisii. 
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Resumen

El hongo Ganoderma contiene componentes bioactivos tales como terpenoides, polisacáridos, esteroides, compuestos fenólicos y glicoproteínas. Principalmente los polisacáridos, triterpenos y compuestos fenólicos presentan propiedades antioxidantes.El objetivo de la presente investigación fue determinar la actividad antioxidante de extractos etanólico, hidroalcohólico y polisacáridos de Ganoderma curtisii colectado en Michoacán, México. Los extractos etanólico e hidroalcohólico se obtuvieron por calentamiento directo a 78°C y 80°C respectivamente durante 2 horas. Los polisacáridos se extrajeron de 10 g de hongo mediante extracción acuosa por calentamiento directo a 85°C por 5 horas, para esta prueba se realizaron tres extracciones de la misma muestra. Del extracto acuoso se obtuvieron los polisacáridos por precipitación con etanol a 4°C por 24 horas, posteriormente se colectaron por centrifugación a 3500 rpm por 15 minutos, se lavaron con etanol y se secaron. Los compuestos fenólicos en los extractos hidroalcohólico y etanólico se determinaron por el método de Folin-Ciocalteu. El porcentaje de inhibición del extracto alcohólico, hidroalcohólico y polisacáridos fue evaluado por el método de DPPH utilizando el ácido ascórbico como patrón de referencia. Los resultados de la actividad antioxidante mostraron que todos los extractos fueron capaces de atrapar radicales DPPH de manera directamente proporcional a la concentración. El máximo porcentaje de inhibición para extractos etanólico, hidroalcohólico y  polisacáridos a concentración de 1 mg/ml, fue de 90.59±1.76 %, 89.10±0.66  y de 83.09±1.82 % respectivamente, mientras que el del ácido ascórbico fue de 96.4±0.66 %. Los compuestos fenólicos presentes en los extractos hidroalcohólico (35.6313±0.1868 mg GAE/gr) y etanólico (49.1467±0.1692 mg GAE/gr) también contribuyen a una mayor capacidad antioxidante observada en estos extractos.
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INTRODUCCIÓN 

Por sus propiedades medicinales y nutricionales, el hongo Ganoderma ha sido usado en la medicina herbolaria tradicional desde hace aproximadamente 2000 años y su empleo se ha extendido a todo el mundo (Wachtel-Galor et al.  2004). Algunas propiedades farmacológicas del Ganoderma se han relacionado con su capacidad para reducir el riesgo de enfermedades del corazón, cáncer y para estimular el sistema inmunológico (Russell, 2006). Las propiedades benéficas para la salud de las especies de Ganoderma se atribuyen a una amplia variedad de componentes bioactivos tales como polisacáridos, triterpenos, esteroles, lectinas y algunas proteínas (Ferreira  et al, 2010). Hay algunos informes en relación con las propiedades antioxidantes tanto de extractos metanólicos (Mau et al, 2002) y acuosos (Lin et al. 1995) de G. lucidum, así como también de sus polisacáridos (Liu et al. 2010; Kozarski et al. 2011) y compuestos fenólicos (Kim et al. 2008, Ferreira et al. 2009)). El daño oxidativo al ADN es capaz de desencadenar la carcinogénesis (Ajith et al. 2007). Se ha sugerido que las actividades antitumorales e inmunomoduladoras de los extractos de Ganoderma,  están en gran medida relacionadas con sus propiedades antioxidantes (Russell et al. 2006). Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es evaluar el contenido de compuestos fenólicos en los extractos hidroalcohólico y etanólico, así como las propiedades antioxidantes de los extractos hidroalcohólico, etanólico y polisacáridos obtenidos de la extracción acuosa de los cuerpos fructíferos maduros de la cepa silvestre del hongo Ganoderma curtisii, colectados en la localidad de la Escalera, en el municipio de Charo en Michoacán, México. En los últimos años, el uso de los hongos del género Ganoderma se ha vuelto cada vez más importante en nuestra dieta por sus características nutricionales y farmacológicas. Sus valores nutricionales y componentes medicinales se han estudiado. Sin embargo, hay poca información disponible sobre las propiedades antioxidantes de los hongos del género Ganoderma en México.
PARTE EXPERIMENTAL
Material de estudio

El hongo Ganoderma fue proporcionado por la empresa Kamuhro, colectado en la comunidad de La Escalera, Municipio de Charo, Michoacán.  Se identificó taxonómicamente como Ganoderma curtisii. Fueron depositados dos ejemplares en el Herbario de la UMSNH (EBUM) con número de voucher 24032. 

Preparación de los Extractos de Ganoderma curtisii
Se prepararon tres extractos de 5 gramos de hongo molido, utilizando como solventes 200 ml de etanol, agua-etanol (120:80) y agua. Se utilizaron tres temperaturas y tiempos de extracción, 78°C/120 minutos para la extracción etanólica, 80°C /120 minutos para la extracción hidroalcohólica (agua-etanol) y 85°C /5 horas para la extracción  acuosa. Los polisacáridos fueron aislados de la extracción acuosa por precipitación con etanol frío, según el método propuesto por Skalicka-Wozniak (2012). El precipitado formado se centrifugó a 3500 rpm durante 15 minutos,  se lavó con etanol y se secó a 60°C. Los extractos hidroalcohólico y etanólico se secaron para obtener el extracto en polvo. De los cuales se obtuvieron  524.5 mg/100 ml de extracto hidroalcohólico y 344.1 mg/100  ml de extracto etanólico. 

Actividad Antioxidante de los Extractos de Ganoderma curtisii

La capacidad para capturar radicales libres de los extractos de Ganoderma curtisii fue determinada utilizando como referencia la disolución de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil  (DPPH) de acuerdo al método reportado por Chung-wah Ma et al. (2013). Se tomaron 2 ml de cada extracto (etanólico, hidroalcohólico y polisacáridos) con diferentes  concentraciones de extracto seco (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/ml) y se le adicionó a cada  uno 2 ml de solución etanólica 0.2 mM de DPPH. El control fue realizado con etanol en lugar de DPPH y el etanol fue utilizado como blanco. Después de agitar los tubos en vortex durante 15 s, se dejaron reposar  durante 30 min a temperatura ambiente en ausencia de luz, posteriormente se midió la absorbancia a 517 nm en un espectrofotómetro (Espectro Genesys 10 S UV Vis Thermo Scientific). El ácido ascórbico fue utilizado como estándar positivo a las mismas concentraciones que las muestras.  Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. La actividad antioxidante se expresó como porcentaje de inhibición correspondiendo a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentración, de acuerdo a la ecuación 1:
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Ecuación 1
Donde As = absorbancia de la solución muestra  y DPPH, Ac  es la absorbancia de la solución control de etanol y A es la absorbancia de la solución incluyendo 2 ml de DPPH y 2 ml de etanol.

También se reporta el parámetro IC50 que es la concentración necesaria para obtener un 50% de efecto. Un valor bajo de IC50 corresponde a una mayor actividad antioxidante del extracto del hongo.
Determinación de polifenoles totales en los extractos hidroalcohólico y etanólico

Se siguió el método espectrofotométrico realizado por Nagaraj et al (2014) con algunas modificaciones.  Extractos hidroalcohólicos y alcohólicos de 5 g de G. curtisii se obtuvieron en una mezcla de 200 ml de agua/etanol (3:2) y en etanol (200 ml) a una concentración de 524.5 mg/100 ml y 344.1 mg/100  ml, respectivamente. Las muestras de extractos (0.5 ml) se mezclaron con reactivo de Folin-Ciocalteu (2.5 ml, previamente diluido en agua 1:10, v/v) y carbonato de sodio (75 g/l, 2 ml). Los tubos se mezclaron en vortex por 15 s y se dejaron reposar en obscuridad por 40 min a temperatura ambiente (21°C). Se realizó una curva de calibración estándar de ácido gálico en agua (0.0094-0.15 mg/ml). Se midió la absorbancia a 765 nm. Para cada una de las muestras se calculó la concentración de ácido gálico usando la ecuación basada en la curva de calibración: Y = 0.0974x – 0.0047, R2 = 0.9995; donde x fue la absorbancia y Y fueron los mg de ácido gálico. 
Análisis Estadístico
Los datos se presentan como media ± desviación estándar (SD). Todos los análisis se llevaron a cabo por triplicado.
El análisis estadístico se realizó mediante el análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba HSD de Tukey con α=0.05. Las diferencias significativas entre los grupos se determinaron en p <0.0001. Se utilizó el programa estadístico JMP versión 6. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de la actividad antioxidante indican que todos los extractos fueron capaces de atrapar radicales DPPH y que dicha capacidad es dependiente de la concentración. Los extractos hidroalcohólico y etanólico no presentan diferencias estadísticas en sus valores del porcentaje de inhibición en todas sus concentraciones. A concentraciones de 0.4 mg/ml no hay diferencias significativas en los porcentajes de inhibición de los extractos hidroalcohólico, etanólico y de los polisacáridos, siendo de 74.05±1.38% para el extracto etanólico, 73.64±1.30% para el extracto hidroalcohólico y 73.62±2.59% para los polisacáridos.  El máximo porcentaje de inhibición para los extractos etanólico, hidroalcohólico y los polisacáridos a una concentración de 1 mg/ml, fue de 90.59±1.76 %, 89.10±0.66%  y de 83.09±1.82 % respectivamente, mientras que para el ácido ascórbico fue de 96.4±0.66 % (Figura 1).
El porcentaje de inhibición de los extractos de Ganoderma curtisii aumenta en forma directamente proporcional a las concentraciones de estos.  Los valores obtenidos concuerdan con lo reportado por otros autores para especies de Ganoderma.  Kozarski M et al, (2012) reportan valores de porcentajes de inhibición de 77.5-81.9 % para el hongo G. applanatum para concentraciones que van de 0.1 a 1 mg/ml.  Min Shi et al. (2013) reportan porcentajes de inhibición de 88.38 % para polisacáridos de G. lucidum a una concentración de 1.25 mg/ml.  
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Figura 1. Gráfica de Porcentajes de Inhibición de extractos de G. curtisii, Ácido ascórbico y valores de IC50.
Valores de IC50 en las propiedades antioxidantes
Los valores de IC50 para los extractos hidroalcohólico y etanólico de G. curtisii fueron menores a 0.1 mg/ml, mientras que para los polisacáridos fue de 0.2 mg/ml. Estos valores  nos indican que los extractos hidroalcohólico y etanólico inhiben el 50% de los radicales DPPH a concentraciones menores de 0.1 mg/ml, mientras que se requieren concentraciones de 0.2 mg/ml de los polisacáridos para inhibir los radicales DPPH (Figura1). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kozarski M et al (2012) y Saltarelli R. et al (2009) para polisacáridos de G. lucidum. 

Contenido de Compuestos Fenólicos Totales

El contenido de compuestos fenólicos en los extractos de Ganoderma curtisii fue de 49.1467 ± 0.1692 mg GAE/g para el extracto etanólico y de 35.6313 ± 0.1868 mg GAE/g para el extracto hidroalcohólico. Estos resultados concuerdan con los valores reportados por Heleno et al, (2012) y Cilerdzic et al (2014) de 47 mg GAE/g para el extracto hidroalcohólico de G. lucidum y de 33.42-52.15 mg GAE/g para extractos etanólicos de G. lucidum. 
Existe una correlación directamente proporcional entre el porcentaje de inhibición de los extractos hidroalcohólico y etanólico de G. curtisii y la cantidad de compuestos fenólicos mg GAE/g. 

CONCLUSIONES
Los extractos etanólico, hidroalcohólico y los polisacáridos de G. curtisii presentaron capacidad de inhibición de radicales DPPH y valores de IC50 bajos, lo que indica una adecuada actividad antioxidante. Los compuestos fenólicos presentes en los extractos hidroalcohólico y etanólico contribuyen a una mayor capacidad antioxidante. 
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