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2 INTRODUCCION

2.1 Los hongos medicinales

Los hongos son el grupo mas diverso y abundante del planeta. Recientemente
se han estimado 5,1 millones de especies de hongos mediante métodos de deteccidn
molecular de las cuales algo mas de 100.000 han sido citadas en la literatura (Kirk et
al., 2008).

Los hongos verdaderos, reino fungi, se organizan en 5 divisiones taxonémicas:
Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Blastocladiomycota y Chytridiomycota. La
mayoria de las investigaciones farmacologicas, terapéuticas y medicinales se han
centrado sobre todo en especies de los filos Ascomycota y Basidiomycota. (Hameed
et al., 2017)

Se conocen aproximadamente 7.000 especies de hongos que producen setas
comestibles. De estos, unas 3.000 especies englobadas dentro de 231 géneros
distintos se consideran comestibles excelentes. Alrededor del 3% de las especies
conocidas son venenosas Yy aproximadamente 700 especies tienen propiedades
medicinales. (Chandra & Dhanasekaran, 2019)
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Figura 1. Setas recogidas en Palencia para estudio.
Asociacion de Estudios Micoldgicos Forestales. Campus de la Yutera, Palencia. Autor:
R. Fraile.

En los hongos superiores, los que producen fructificaciones macroscopicas
visibles, podemos encontrar metabolitos secundarios tanto en sus setas, como en su
micelio o en el medio donde viven. Algunas de las propiedades encontradas para estos
metabolitos son efectos antitumorales, inmunomoduladores, antioxidantes,
cardiovasculares, antihipercolesterolémicos, antivirales, antibacterianos,
antiparasitarios, antifungicos, desintoxicantes, hepatoprotectores y antidiabéticos.
(Sharma et al., 2018)

Hasta el 2017 se habian realizado mas de 600 estudios clinicos con hongos
medicinales. Varios de los compuestos de hongos han sido utilizados en estudios
clinicos de fase I, Il y lll y se usan de manera extensiva y exitosa en Asia para tratar

varios canceres y otras enfermedades (Wasser, 2017).

La medicina con hongos es cada vez mas conocida en occidente, aunque
donde realmente se utilizan con miles de afios de historia, es en zonas de oriente,
donde son frecuentemente recetados por médicos a los pacientes que acuden a las

consultas.

2.2 Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi

Ganoderma lucidum es un hongo saprofito cuyas setas se usan como medicina
tradicional desde hace mas de dos mil afios en diferentes lugares del planeta
(Chatterjee et al., 2011).
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Las setas de esta especie presentan diferentes nombres comunes segun el
pais, pero el nombre mas establecido en el comercio internacional es el de Reishi. En
China se denomina: Ling zhi, ling zhi cao, ling chih, hong ling zhi, chi zhi. En Japon:
Reishi, mannentake, o rokkaku reishi. En Corea: Young ji. En Vietham: Ling chi. (Upton
R, 2000).

En Espafia se la conoce como seta pipa debido a que el estipite (o pie, Figura
2) no sale del centro del sombrero, como en muchas especies, si no de un lateral,

adquiriendo forma de una pipa de fumar.

Si bien el hongo se distribuye por buena parte de la region templada vy
subtropical del planeta, en las culturas orientales es donde mas importancia se le
otorga, debido a sus multiples aplicaciones medicinales recogidas tanto en la medicina

tradicional como en la actual.

.

Himenio (parte

. /' | fortil de la seta)
- Pie o estipite ‘. .

Figura 2. Diferentes partes de la seta reishi
Seta pipa (Ganoderma lucidum) con sus partes principales: sombrero, pie e himenio.
Autor: R. Fraile, tomada con teléfono mévil Asus Zenphone 6.

Asi, en China se encuentra inmortalizado en numerosas pinturas, estatuas,
tapices de y en la tunica de algunos emperadores. La seta también ha sido venerada
en la cultura japonesa, donde se considera el poliporo medicinal mas importante
(Matsumoto, 1979).
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El primer libro que recoge el uso medicinal del reishi es “Shennong Materia
Medica” (100 a.d.C) donde se denomina Lingzhi “rojo” (Cizhi). Este libro describe su
sabor amargo y su seguridad de consumo (carencia de efectos secundarios), asi como
su utilidad para el tratamiento de la “congestién y mejora de la memoria”. El libro:
"Eruditos hablando sobre medicina” de la dinastia Zhou (1112-221 a.d.C) es la obra
mas antigua que da informacion sobre la seta reishi. Este libro habla de su crecimiento
sobre madera podrida (Zhibin, 2009).

Sin embargo, si atendemos a datos arqueoldgicos, el uso del reishi se remonta
a tiempos del neolitico. Asi se han encontrado restos de Ganoderma en un yacimiento
de las areas bajas del rio Yangtzé que se ha fechado de hace mas de 6800 afos
(Mao-XL, 2000).

Figura 3. Imagen del libro Shennong Materia Medica

Obsérvese que en la mano carga una seta reishi. (Zhibin, 2009).

Ganoderma lucidum es un hongo saprofito, que se alimenta de materia
organica en descomposicion. Durante afios se consider6 un hongo patogeno, y donde
aparecia se realizaba un tratamiento intensivo con fungicidas. Sin embargo, su
patogenicidad es muy reducida, alimentandose practicamente sélo de la zona muerta

de arboles.

Es una especie lignolitica, que se alimenta principalmente de madera de
arboles de tipo frondoso: robles, encinas, quejigos y alcornoques (Quercus spp.).
Medra principalmente arboles de la familia fagaceae y betulaceae. Tiene citas de

aparicion en castano (Castanea sativa), chopos (Populus spp.), platano (Platanus
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spp.), haya (Fagus), almez (Celtis), fresno (Fraxinus), arce (Acer), Tilos (Tilia) y
robinias (Robinia) (Ozcariz Fermoselle, 2016). En Europa central aparece

principalmente colonizando robles y hayas. (Pavlik et al., 2020).

Cuando fructifica lo hace principalmente entre la tierra de suelo, asemejando a
una especie terricola, pero en realidad se desarrolla en las raices muertas del arbol
de las que se esta alimentando, siendo poco frecuente encontrar las setas agarradas
directamente en la base de un arbol, como si hacen otras especies de Ganoderma
(Ganoderma resinaceum, G. applanatum, G. adspersum, etc.). Esta forma de

fructificar ayuda a identificar el taxén.

Figura 4. Caracteristicas Microscopicas de Ganoderma lucidum.
1) Hifas en empalizada de la epicutis. 2) Elementos himeniales. 3) Hifas del contexto. 4)
Hifas esqueléticas. Fuente: (Bernicchia & Gorjon, 2020)

Se encuentra de forma silvestre por Europa, América, Asia, Australia y Africa
(Arora, 1986). En Espana en los tratados técnicos, hasta hace poco, se consideraba
un hongo pernicioso para los intereses del hombre ya que vive sobre la madera y las
cepas de arboles descomponedores. (Oria de Rueda, 2007). Segun nuestra
experiencia, es especialmente abundante en areas donde existe cierta actividad

humana: areas de extraccion de lefias, bosques de uso recreativo, con cierta
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ganaderia extensiva, etc., actividades que parecen favorecer que el hongo entre en

raices debilitadas por la actividad humana.

Dentro del reino de los hongos, el género Ganoderma se encuentra dentro del
filo: Basidiomycota, subfilo: Agaricomycotina, clase: Agaricomycetes, orden:
Polyporales y familia: Polyporaceae. (Robert et al., 2005).

En Europa solo existen 7 especies de Ganoderma (Bernichia, 2005). Las
caracteristicas morfolégicas que separan a Ganoderma lucidum de los demas taxones
son: disponer de un pie excéntrico, una epicutis con hifas en empalizada, tener la
cuticula lacada (no resinosa), el contexto de color marron y crecer sobre arboles de

angiospermas y Picea spp. (Bernicchia & Gorjon, 2020)

b

Figura 5. Diferencias morfolégicas entre Ganoderma lingzhiy Ganoderma lucidum
(a-b) Basidiocarpos de Ganoderma lucidum. (c-d) Basidiocarpo de Ganoderma lingzhi.
Notese la diferencia en el tono dorado del del himendforo. Fuente: (Hennicke et al.,
2016)

Ganoderma lingzhi es una especie tipicamente oriental, muy similar a
Ganoderma lucidum y cuyas setas también se denominan ‘reishi”. Difiere
morfolégicamente de Ganoderma Ilucidum en el tamafo del mixosporio esporal, solo
visible bajo el microscopio (Hennicke et al., 2016) y macroscopicamente se diferencia

por la tonalidad del himenio: Ganoderma Iucidum presenta un color blanco y
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Ganoderma lingzhi lo tiene dorado, como se muestra en la Figura 5. Sin embargo,
esta coloracion amarillenta se va perdiendo con el paso del tiempo después de la

recoleccion, lo cual puede complicar la identificacion de la especie (Figura 6).

Figura 6. Dos setas de Ganoderma lingzhi deshidratadas.

Obsérvese como la tonalidad amarillenta del himenio casi se ha perdido después de dos
afios de su recoleccion (imagen tomada con Nikon, D70, objetivo macro Mikro Nikkor
60mm, 2.8. Con balance de blancos calibrado. Setas procedentes del herbario de

Mundoreishi Salud S.L. (Palencia, Espana). Autor: R. Fraile

Ganoderma lingzhi se ha utilizado durante siglos en los paises de Asia oriental
como un hongo medicinal muy importante. Prefiere crecer en madera podrida de
arboles de hoja ancha y se distribuye principalmente en los trépicos y subtrépicos.
(Pavlik et al., 2020). Esta especie reviste de una gran importancia econdémica,
medicinal y cultural, y por todo esto, Ganoderma lingzhi se cité como el hongo del afio
2013 en la revista Mycology (Yang & Feng, 2013) poco después de su descubrimiento.
La diferenciacion genética entre Ganoderma Iucidum y Ganoderma lingzhi fue
establecida en 2012 (Yun Cao et al., 2012) atendiendo a la regién ITS2 del ADN
ribosomal. Debido a que Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi coexisten
fisicamente en algunas zonas de oriente, es importante indicar que en buena parte de
las publicaciones anteriores a 2012 no es posible discernir si los investigadores han

trabajado con una especie u otra y, por lo tanto, es complicado separar las
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propiedades medicinales de uno u otro taxon. Esto sobre todo sucede para
publicaciones en que el producto procede de Asia.

Para los estudios cientificos realizados con reishi aislados y reproducidos en
Europa, si es posible estimar que traten de Ganoderma lucidum y, por lo tanto, son
asumibles a este taxén ya que, actualmente, no se ha encontrado Ganoderma lingzhi
silvestre en Europa (Bernichia, 2005). En Europa las especies con morfologia muy
similar a Ganoderma Ilucidum son: Ganoderma valesiacum, que aparece sobre
madera de alerces (Larix decidua) y Ganoderma carnosum (Figura 7) que se asocia a

madera de abetos (Abies alba) y es de una tonalidad mas negruzca (Bernichia, 2005).

Figura 7. Ganoderma carnosum, especie similar a Ganoderma lucidum.
Ganoderma carnosum recolectada en un abetal junto al rio Irati, Navarra. La tonalidad
mas oscura del carpoforo diferencia este taxdn de Ganoderma lucidum. Fuente: Raul

Fraile Fabero.

Ganoderma lingzhi es, por lo tanto, un hongo que probablemente presente
muchas de las virtudes medicinales que se le han asociado errébneamente a
Ganoderma lucidum y por ello, se requiere de nuevas investigaciones para poder

delimitar las propiedades de cada taxén.

Las unicas propiedades que hemos encontrado para Ganoderma lingzhi

perfectamente identificada son: presencia de esteroides tipo ergostano con
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propiedades citotoxicas, probados in vivo en tumores de pecho y pulmén (J. H. Yu et
al., 2021), modulacién de la microbiota, los acidos biliares y el propionato en ratas
(Yang et al., 2017), proteccion de dafos renales por adriamicina en ratones (Yan,
Wang, Zhou, et al., 2015), promocién de la formacién de células madre neurales de
raton (Yan, Wang, Luo, et al., 2015), presencia de propiedades lactogénicas y
antioxidantes (Kiss et al., 2021) e inhibidor de la rho-quinasa (Amen et al., 2017). Los
extractos predigeridos de la seta: tienen efecto hipotensivo (Tran et al., 2014),
protegen de la inflamacion intestinal y sepsis provocada quimicamente en ratones

(Ishimoto et al., 2018) y tienen efecto inmunoestimulante (Ishimoto et al., 2017).

2.3 Tipos de productos elaborados con Ganoderma lucidum

En el mercado mundial se venden etiquetados como reishi 3 tipos de productos
de Ganoderma lucidum/Ganoderma lingzhi muy distintos: Seta reishi, micelio de

Ganoderma lucidum y esporas de Ganoderma lucidum.

P oo S

Figura 8. Fotografias de los diferentes productos vendidos como reishi en el
mercado

Izquierda: fotografia de reishi silvestre (Villamediana, Palencia). Autor: R. Fraile. Centro:
micelio de Ganoderma Iucidum creciendo en placa de agar (cedida por
www.aporsetas.com, Palencia). Derecha: esporas de Ganoderma lucidum colgando del
borde del sombrero (cultivo realizado en laboratorio) y manchando de marrén la bolsa

de cultivo situada debajo. Autor: R. Fraile

Las caracteristicas de los tres productos son:
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1) La seta reishi, es el producto que se consumia desde hace mas de 2000
afnos; es lo que se ve y recoge en el campo para su consumo y es el producto con
mayor seguridad de consumo y del que mas se ha investigado y del que trata este

trabajo.

2) El micelio de reishi es el cuerpo vegetativo del hongo, visualmente es como
pelusa blanca que invade el material del que se alimenta (raices de arboles) (Figura
8). Cuando el micelio fructifica forma la seta reishi. En el 2015, la Comision Europea
prohibio la venta de micelio en Europa debido a su falta de seguridad de consumo.

Figura 9. Microfotografia de carpoforo, esporas y micelio de reishi.
Microfotografia de tres productos comercializados como reishi. Izquierda: reishi puro.
Centro: esporas de reishi. Derecha: micelio de reishi. Fotos obtenidas sin calibrar
obtenidas a 1000x. Obsérvese que el micelio de reishi contiene también coadyuvantes

de encapsulacion, que se dejan ver como cristales azulados. Autor: R. Fraile.

3) Las esporas de reishi, también vendidas como reishi, son el equivalente a la
semilla del hongo. Las expulsa la seta desde su himenio (Figura 8). Cuando las
esporas caen en un sustrato adecuado germinan y forma un micelio primario. Cuando
dos micelios primarios se fusionan, el nuevo micelio ya puede dar origen a una seta
reishi. El conjunto de esporas acumulada en masa (la esporada) se muestra como un

polvo marron.
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Figura 10. Reishi en diferentes mercados del planeta

1- Reishi en mercado de Chinatown (Toronto), Canada. Fuente: foto cedida por losody
Silva Castro. 2- Reishi en mercado chino de Chian Mai, Tailandia. Fuente: foto cedida
por Paloma Torroba Balmori. 3- Reishi en el Barrio Chino de San Francisco, EEUU. Foto
cedida por Diego Merino Gonzélez. 4- Reishi en mercado de Daejeon, Corea del Sur.

Fuente: foto cedida por Luis Miguel Morejon Gallinas.

2.4 Principales propiedades del reishi

El reishi contiene diferentes principios activos que le otorgan distintas
propiedades farmacolégicas. Los polisacaridos de tipo 3-D-glucanos y los triterpenos
tetraciclicos (acidos ganodericos, ganoderiol, acidos lucidénicos) se consideran los de

se consideran los de mayor interés en la seta (X. Sun et al., 2014), pero también
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contiene a-glucanos, otros triterpenoides, alcaloides, ergosterol, proteinas (Ling Zhi-
8, Ling Zhi-9), nucletsidos (adenosina, inosina, uridina), y nucledétidos (guanina,
adenina). (Ahmad et al., 2021).

Ganoderma lucidum esta incluido como medicina en la farmacopea de algunos
paises como China o Estados Unidos (desde el 2014) (Liu et al., 2021). Por ello es
muy frecuente encontrarlo a la venta en los mercados chinos de diferentes partes del
planeta (Figura 10). En Europa, debido a que existe consumo desde antes de 1997,
el Catalogo de Nuevos Alimentos de la Comision Europea lo considera un alimento.
Por el contrario, en Espafia esta prohibida su venta por considerarse toxica, debido a
que no esta contenida en la Parte A del Anexo del Real Decreto 30/2009, de 16 de
enero, por el que se establecen las condiciones sanitarias para la comercializacion de

setas para uso alimentario.

Entre las mas de 3000 publicaciones cientificas realizadas con Ganoderma
lucidum destacan, como propiedades principales de la seta: sus efectos sobre el
sistema inmune, sus propiedades protectoras debido a moléculas antioxidantes
(destacando las propiedades hepatoprotectoras) y las propiedades antitumorales.
Pero también son de interés las propiedades antivirales y sus estudios en la diabetes.

2.4.1 Efectos sobre el sistema inmune

Actualmente existen mas de 200 investigaciones referenciadas en la base de
datos de PubMed / Medline (enero de 2022) que estudian la influencia de Ganoderma

lucidum y sus compuestos en la respuesta inmunitaria tanto in vitro como in vivo.

Las moléculas responsables de la inmunomodulacién son principalmente
polisacaridos y en particular B-D-glucanos (Yue et al., 2013) , pero también ejercen
efecto proteinas inmunomoduladoras como la Ling Zhi-8 (Yeh et al., 2010), acidos
ganodéricos (Liu, Yang, et al., 2015), peptidoglicanos, oligosacaridos (Tsai et al.,
2012) y proteoglicanos (Ye et al., 2011),

Se estima que una de las vias mas importantes para la actividad de
inmunomoduladora de los polisacaridos de Ganoderma Iucidum reside en la
respuestas originadas en la mucosa entérica (Zhao et al., 2010) y especialmente

debida a los polisacaridos de tipo B-glucanos, ya que neutrofilos, macrofagos y las
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células dendriticas, entre otras, expresan varios receptores capaces de reconocer
beta-glucano en sus diversas formas. (Goodridge et al., 2009). Los [B-glucanos
pueden ser recogidos por las células M de los parches de Peyer, y / o interactuar con
células dendriticas (DC) en el intestino delgado, para activar las respuestas sistémicas

del organismo (Batbayar et al., 2012).
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Figura 11. B-D-glucanos de uniones 1-3 y 1-6.
Las B-D-glucanos de uniones 1-3 y 1-6 del reishi son los de mayor actividad sobre el

sistema inmune. Fuente: https://orffa.com/

En el caso del reishi, para que los B-glucanos tengan la maxima actividad sobre
el sistema inmune deben de tener una conformacion en triple hélice (Liu et al., 2018).
Esta conformacion se puede daiar en los procesos de extraccidn en que se utilizan
bases fuertes y, por ello, es probable que un reishi en polvo sin alterar, llegue a tener
mas actividad sobre el sistema inmune que extractos de la seta con los B-glucanos

danados.

Otras moléculas activadoras del sistema inmune son los peptidoglicanos y
oligosacaridos del reishi, que parecen ser los responsables de la activacién de la

respuesta inmune en células mononucleares humanas: NKy T. (Tsai et al., 2012).

La proteina inmunomoduladora Ling Zhi-8 contenida tanto en el micelio de
Ganoderma lucidum (Kino et al., 1989) como en la seta (Tong et al., 2008) mejora el
sistema inmune de ratones leucémicos (Zhou et al., 2013) y en ratas con cancer
gastrico (Pan et al., 2013). También aumenta significativamente la cicatrizacion de

heridas en ratones (Lin et al., 2014).
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Una fraccion rica en polisacaridos obtenida a partir de un extracto acuoso
alcalino del reishi incrementa el numero las células dendriticas, linfocitos T
reguladores, células CD4, CD8, linfocitos B, células NK y NKT en el bazo de ratones
(Lai et al., 2010). Un proteoglicano complejo del reishi es capaz de aumentar de tres
a cuatro veces del porcentaje de linfocitos en el bazo de raton (Ye et al., 2011). Los

linfocitos B fueron los mas activados.

| C-terminal N-terminal

'?ﬁp

Figura 12. Representacion de la proteina Ling Zhi-8 del reishi
Fuente: (Huang et al., 2009).

Entre los estudios clinicos que evaluan la influencia de Ganoderma lucidum en

sistema inmune son de interés:

Un estudio realizado en nifios de 3 a 5 afios que recibieron un yogur con (3-
glucanos derivados de Ganoderma Iucidum presentaban un recuento absoluto
significativamente mayor de linfocitos totales de sangre periférica: CD3 +, CD4 + vy
células T CD8 + que en el grupo que recibia placebo.(Henao et al., 2018).

Otro estudio llevado a cabo con 40 futbolistas sometidos a alto estrés
metabdlico evidencié que los deportistas que tomaron una mayor cantidad de
Ganoderma lucidum tenia una ratio de linfocitos CD4/CD8 mayor que los que tomaron
una cantidad menor de producto o no habian tomado. (Zhang et al., 2008b). La
disminucién de la ratio CD4/CD8 es un indicador de la supresion inmunoldégica.

En personas afectadas con cancer de pulmén, el consumo reishi previo al
tratamiento oncoldgico evidencié que moléculas de la seta podian antagonizar el

efecto inmunosupresor originado por las células cancerosas (L. X. Sun et al., 2014).
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La evaluacién del consumo de Ganoderma lucidum en 47 personas con cancer
colorectal avanzado, que habian sufrido radioterapia y quimioterapia, concluy6 que la
fraccidon estudiada de reishi incrementé el numero de células NK en un 63,4-68,3% y
redujo un 73,2% los parametros inmunoldgicos relacionados con caquexia cancerosa
TNF-a y IL-1 (Gao et al., 2003)

2.4.2 Propiedades antivirales y antibacterianas

La modulacién del sistema inmune por parte del reishi, junto con la presencia
de compuestos antivirales, principalmente polisacaridos y triterpenos, se ha

investigado con resultados positivos para diferentes enfermedades virales humanas.

Existe investigacion para el papiloma humano (Donatini, 2014), dengue
(Bharadwaj, 2019; Lim et al., 2019), herpes simplex (Donatini, 2010; Eo et al., 2000;
Hijikata et al., 2007; Hijikata et al., 2005), neuralgias del herpes zoster (Hijikata et al.,
2005), mononucleosis (lwatsuki et al., 2003), sida (Kim et al., 1997), enterovirus a71
(Lin et al., 2020; Zhang et al., 2014), hepatitis B (Li & Wang, 2006) y SARS-CoV-2
(Jan et al.,, 2021). En numerosas investigaciones se concluye que las moléculas
analizadas poseen alto interés debido a su elevado efecto inhibitorio viral inducido por

diferentes mecanismos.

Entre las enfermedades virales de animales se ha estudiado para: circovirosis
de cerdos (Liu et al., 2019), necrosis nerviosa viral piscicola (Kuan et al., 2012) y
enfermedad de Newcastle de las aves (Shamaki et al., 2014).

Sin embargo, en comparacion con sus efectos antivirales, la actividad
antibacteriana de las setas de Ganoderma y sus extractos, es muy reducida. Se ha
evaluado el poder antibiético del reishi mediante el método de difusion con discos para
las bacterias Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus fecalis, Pseudomonas
aeroginosa y Bacillus subtilis (Keypour Sangesari et al., 2009; J. Mishra et al., 2018;
Sheena et al., 2003) solamente se observa actividad para Echerichia coli, y Bacillus
subtilis y Salmonella thyphi, no observando efecto inhibitorio para las bacterias

patdogena mas agresivas: Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
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Debido a la mejora de respuesta inmune, comentada ampliamente en el punto
241, es posible estimar una mejor respuesta del organismo ante infecciones
bacterianas, especialmente porque componentes del reishi como proteina Lz-8
incrementa la formacién de neutrdfilos (Lei et al., 2020), con dominante funcion
antibacteriana, y polisacaridos de la seta aumentan su actividad fagocitica (Hsu et al.,
2003).

2.4.3 Antioxidantes del reishi y efecto protector

El reishi actua sobre los sistemas antioxidantes del organismo regulando
positivamente la expresién de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa
(Pan et al., 2014; Sargowo et al., 2018), glutation peroxidasa (Pan et al., 2014; Wu,
2018) y catalasa (Pan et al., 2014) vy por la actividad antioxidante y captadora de
radicales libres de algunos de sus componentes como compuestos fendlicos (Prasad
et al., 2015), triterpenos (Smina, Mathew et al. 2011), polisacaridos (Kozarski, Klaus
et al. 2011) y proteinas / péptidos (Sa-Ard, Sarnthima et al. 2015, Zhong, Wang et al.

2015), entre otros.

Debido a que la naturaleza quimica de estos antioxidantes es muy diversa,
estos llegan a diferentes 6rganos vy tejidos del cuerpo donde actuan contra radicales
libres o procesos oxidativos que pueden provocar dafios y/o enfermedad. Asi
encontramos peptidoglicanos antioxidantes que se consideran preventivos de
aterosclerosis (Sargowo et al.,, 2018) y protegen también el riidn de dafios por
isquemia (Zhong et al., 2015). Proteoglicanos que reducen el estrés oxidativo en las
células B de los islotes del pancreas (Pan et al., 2022). Polisacaridos que reducen la
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en ratones (Chen et al., 2016) y la esteatosis
hepatica inducida por acido palmitico (Yuan et al., 2020). Triterpenos antioxidantes
con efectos neuroprotectores (Wang et al., 2019) y que reducen el dafio en

membranas celulares provocados por radiacion (Smina et al., 2015).

El efecto protector, debido a las moléculas antioxidantes de la seta también se
ha estudiado para 6rganos como el corazdn (Lasukova et al., 2015), los testiculos
(Ghajari et al., 2021), la piel (Lee et al., 2020; Ren et al., 2018), el bazo (Teng et al.,
2019), y organulos como las mitocondrias (Ajith et al., 2009) o el ADN de linfocitos

humanos (Pillai et al., 2014).
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Por ello, resulta de gran interés realizar una evaluacion de la capacidad
antioxidante de los dos Ganoderma mas empleados (G. lucidum y G. lingzhi) asi como
de cada una de sus partes (pie, tubos y sombrero) por separado pues no siempre se

emplea la misma especie botanica ni la misma parte de la seta.
2.4.4 Propiedades antitumorales

El sistema inmunoldgico tiene la capacidad de prevenir la aparicion de tumores.
Esto es lo que se conoce como como vigilancia inmunolégica (Kaplan et al., 1998).
Debido a que el reishi es capaz de activar el sistema inmune (punto 2.4.1) se podria
considerar que el reishi actua vigilando la aparicion de tumores. No obstante, diversas
investigaciones indican que sus propiedades antitumorales van mas alla de la

potenciacion inmunoldgica.

En cuanto a la investigaciones protectoras de tumoracion, el reishi protege de
dafios en el ADN provocados por radiacion ultravioleta (Kim & Kim, 1999) y radiacién
gamma (Smina et al., 2016; Zhao et al., 2012). Los extractos de la seta reducen la
probabilidad de desarrollar cancer de piel y mama provocados por 7,12-dimethyl
benzoantraceno en ratas (Lakshmi et al., 2009) y de adenoma pulmonar en ratones,
mediante inyeccion de benzopireno (Yun et al., 1995). Por ello, el reishi podria

considerarse como quimiopreventivo de algunos tumores.

Otra posible via de actuacion del reishi es a través de la activacion del gen
antitumoral p53. La mutacion de este gen, con su consecuente inactivacion, es la mas
frecuente en canceres humanos. (Kuusk et al., 2020). Se ha visto que polisacaridos
del reishi son capaces de restablecer la transcripcion del gen en cancer de colon
(Jiang et al., 2017; Jiang et al., 2011), un acido ganodérico se ha visto que incrementa
la expresion de dicho gen en células de tumores de higado (Cao et al., 2021) y la
proteina LZ-8 de la seta incrementa la expresion de dicho gen en cancer de pulmon
(Wu et al., 2011).

La actividad del reishi contra procesos metastaticos también se ha evaluado. El
reishi posee virtudes antiangiogénicas en cancer de prostata, es decir, que reduce el
crecimiento de los vasos sanguineos que alimentan al tumor y por ello puede reducir

la probabilidad de metastasis (Stanley et al., 2005). Recientemente un peptidoglicano
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de la seta se probado como reductor de metastasis en ratones con melanoma
sometidos a fragmentacion del suefio (Xian et al., 2021) y también se considera

reductor de metastasis en cancer de pulmén (Lin & Hsu, 2016).

Durante los tratamientos de cancer, determinados tumores son capaces de
crear resistencia a los quimioterapicos e impedir que estos afecten al cancer como
hacian en un inicio por bloqueo de la entrada de los farmacos a su interior. Sustancias
de la seta permiten que determinados agentes quimioterapicos vuelvan a funcionar en
canceres que previamente habian creado resistencia. Asi se ha estudiado para el
cisplatino en cancer de ovario (Qu et al., 2011) y en carcinoma urotelial (Huang et al.,
2010), donde ademas el reishi reduce los dafios originados al riidn por este agente
quimioterapico (Kim et al., 2004). También se ha visto maximizar la actividad de la
doxorrubicina en células leucémicas resistentes (Li et al., 2008) y en cancer de pulmon

para la doxorrubicina y para el etopdsido (Sadava et al., 2009).

El reishi también incluye moléculas con actividad citotoxica directa para
determinados tumores. Asi recientemente se ha encontrado un proteoglicano
prometedor contra el cancer de pancreas (Wu et al., 2021) y existen pruebas de
eficacia in vivo de citotoxicidad por induccion de apoptosis para cancer de colon (Hong
et al., 2004; X. Liu et al., 2020), préstata (Jiang et al., 2004), pulmdén (Amen et al.,
2016; L. X. Sun et al., 2014), cervix (Liu et al., 2012). En el higado el reishi provoca
la apoptosis de las células de hepatoma sin alterar las células sanas e inhibe también
el crecimiento de los tumores (Lin et al., 2003; Lu et al., 2012; Chia Jui Weng et al.,
2009). Debido a su gran actividad sobre este 6rgano, se trataran los efectos del reishi

en un titulo separado el 2.4.5.

La compatibilidad del reishi en quimioterapia hay que estudiarla principalmente
analizando 3 factores: a) si modifica los tiempos de metabolizacion de los
quimioterapicos. b) si puede influir negativamente en el riidon o el higado y c) si la
capacidad antioxidante de la seta puede bloquear la actividad oxidante de algunos

quimioterapicos.

Wang et al. (2007) estudiaron la influencia de extractos de reishi en el citocromo
P450, encargado de metabolizar la quimioterapia y muchos otros xenobiéticos del

organismo. Sus resultados mostraron que solo dosis muy elevadas del extracto
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(equivalentes a 1400 g de seta reishi/dia para un adulto de 60kg) de Ganoderma
lucidum induce una ligera afectacion del citocromo. Por ello se puede considerar que
cantidades normales de reishi 6 g/dia (Collado Mateo et al., 2015) no influye en las

enzimas citocromo P450.

Al respecto de dafios en los érganos que procesan (higado) y excretan (riién)
los productos de la quimioterapia, el reishi se puede considerar uno de los mayores
hepatoprotectores fungicos que existen, tal como se trata en el punto 2.4.5. También
protege de dafios en el riidn por el quimioterapico cisplatino (Kim et al., 2004), como
se ha comentado anteriormente, y una revision reciente parece validar su eficacia para
una gran variedad de tipos de lesiones renales tanto agudas como cronicas: lesion
renal aguda (AKI) y enfermedad crénica renal (CKD), enfermedad renal poliquistica
autosomica, nefropatia diabética, lesion renal originada por isquemia, nefropatia renal
inducida por la adriamicina, enfermedades renales proteinuricas cronicas, etc. (Geng
et al., 2020), concluyendo que es una alternativa natural para tratar la enfermedad

renal.

Por ultimo, para concluir este apartado, a pesar de que el reishi tiene un elevado
poder antioxidante tal como se muestran en las analiticas de esta tesis, no tiene una
capacidad antioxidante tan elevada como para llegar a inhibir quimioterapias de tipo

oxidante.
2.4.5 Proteccion hepatica y cancer hepatico

Debido a la gran actividad del reishi sobre este 6rgano se ha separado la
informacion en un punto aparte. Se ha evaluado el efecto protector del reishi frente a
sustancias hepatotdxicas como formaldehido (Oluwafemi Adetuyi et al., 2020),
benzopireno (Lakshmi et al., 2006), etanol (Shieh et al., 2001; Zhao et al., 2019),
tetracloruro de carbono (Lee et al., 1996; Liu, Zhang, et al., 2017; Sudheesh et al.,
2012), galactosamina (Shi et al., 2008) o a-amanitina (Wu et al., 2016). En todos los
casos los investigadores concluyen que reduce los efectos hepatotdxicos de estas

sustancias en los animales.

La proteccion hepatica también se ha encontrado en modelos de Sindrome de
Disfuncion Organica Multiple (MODS) (Zhang, Feng, et al., 2021) y en las
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inflamaciones hepaticas previas a una enfermedad neurodegenerativa (Zhang, Li, et
al., 2021).

La hepatoprotecciéon también se ha evaluado con agentes infecciosos de
higado como Bacillus Calmette-Guerin (Wang et al., 2007) en ratas, Mycobacterium
bovis (G. L. Zhang et al., 2002) en ratones, Propionibacterium acnes (Han et al., 2006)
en ratones, el virus de la hepatitis B: (Li et al., 2006) en ratones y en dafos al higado
ocasionados por obstruccién del canal biliar (Park et al., 1997) en ratas, donde se
considera un agente antifibroético prometedor.

Entre los estudios clinicos, destaca el ensayo aleatorizado, doble ciego,
controlado frente a placebo y cruzado en el que intervinieron 42 voluntarios sanos a
los que se administré una dosis diaria de 225 mg de un extracto de Ganoderma
lucidum normalizado en cuanto a su contenido en triterpenoides y peptidoglicanos
(7% de acidos ganodéricos A, B, C, C5, C6, D, E y G y un 6% de peptidoglicanos)
durante un periodo de 24 semanas con un periodo de lavado de un mes antes de
cruzar los tratamientos. Los resultados mostraron mediante ecografias que el
consumo de Ganoderma lucidum invirtio la condicion de higado graso leve a condicion
normal todas las personas del estudio afectadas por esta enfermedad. También
redujeron las enzimas marcadoras hepaticas como las transaminasas glutamato
oxalacetato (GOT) y glutamato piruvato (GPT) (Chiu et al., 2017). Trabajos posteriores
indican que un proteoglicano es el que parece presentar la mayor actividad
hepatoprotectora, inhibiendo la esteatosis hepatica por diferentes mecanismos
antioxidantes (Yuan et al., 2020).

En cuanto a la actividad de las setas de Ganoderma lucidum en diferentes
tumores de cancer de higado, si bien no existen estudios clinicos que estudien
directamente el consumo del reishi y su actividad antitumoral existe una extensa

bibliografia que evalua los efectos in vitro e in vivo.

El acido lucidénico contenido en el reishi podria servir como agente
quimiopreventivo para la tumorgénesis y metastasis de células de hepatoma
altamente invasivas (HepG2). (C. J. Weng et al., 2009). Al parecer Inactiva la ruta de
transduccion de sefiales MAPK / ERK y reduce las actividades de unién de NF-kB y

AP-1. (Weng et al., 2008). Diversos triterpenos del reishi presentan fuerte actividad

Pag. 28



Caracterizacion antioxidante, antirradicalaria y polifendlica de carpdforos obtenidos en diferentes cultivos de
cepas ibéricas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai.
Composicidon nutricional, perfil proteico y digestibilidad proteica de ambos taxones.

contra el crecimiento de adenocarcinoma hepatico humano (SK-Hep1), y pudieran ser
de interés para el tratamiento del hepatoma humano. (Zhu et al., 2020).

Moléculas de Ganoderma lucidum inhibieron eficazmente el crecimiento
tumoral en ratones C57 BL/6 portadores del modelo murino de hepatocarcinoma
(Hepa1-6) mediante la modulacion de 4 genes diana: NR3C2, AR, ESR1 y PGR (Zhao
& He, 2018). La fraccién de triterpenos de reishi inhiben el crecimiento de las células
de hepatoma (Huh-7) deteniendo el ciclo celular en la fase G2 por mediacion de la

proteina cinasa c, sin alterar a células hepaticas normales.

El consumo de reishi llega a modular la microbiota de ratones y de esta forma
mejorar las citocinas generadas en el ileo (inmunoglobulina A (IgA), factor de necrosis
tumoral (TNF-alfa), interleucina-2 (IL-2) e interleuquina-10 (IL-10)) por tanto podria
mejorar la capacidad inmunoprotectora frente al carcinoma hepatico H22. (Zhou et
al., 2009)

Polisacaridos de la seta mejoran la eficacia de la terapia fototermal en
carcinoma hepatocelular inducido en ratén, a través de un efecto inmunomodulador y
a sus propiedades antiproliferativas, proapoptéticas y antiangiogénicas. (Xia et al.,
2021)

2.4.6 Reishiy efecto en la diabetes

Debido a la capacidad para proteger el sistema vascular, especialmente a nivel
de corazon y riidn, a su actividad de sobre los islotes del pancreas y a su capacidad
para reducir la resistencia a la insulina, el reishi puede considerarse un buen

coadyuvante en personas con diabetes.

Una reciente investigacion in vivo en ratas indica que los péptidoglicanos del
reishi podrian reparar dafios del sistema vascular de personas diabéticas mediante
un incremento en el numero de células progenitoras endoteliales circulantes
(Heriansyah & Nurwidyaningtyas, 2019). También estas moléculas parecen atenuar la
reticulacion del colageno miocardico en ratas diabéticas (Meng et al., 2011); proteger
de dafos aodrticos en ratas (Chen et al., 2011); y la prevenir y/o retrasar la progresiéon

de las complicaciones renales en ratones con diabetes inducida por estreptozotocina
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(He et al., 2006). También se ha visto que pueden acelerar la cicatrizacion de heridas
también en un modelo experimental de ratas diabéticas (Cheng et al., 2013).

Polisacaridos del reishi promueven la reduccion de los niveles de glucosa en
ratones con diabetes tipo 2 asociada a la disminucién de los niveles de expresién de
MRNA de varias enzimas clave implicadas en la gluconeogénesis y o la glucogendlisis.
(Xiao et al.,, 2012). De forma indirecta, estas moléculas también pueden ser
beneficiosas en la enfermedad diabética, al ser capaces de restaurar la microbiota de
ratas diabéticas (Chen et al., 2019).

Por otro lado, un proteoglicano contenido en la seta reduce la glucemia de
manera dosis-dependiente en ratones con diabetes tipo 2. Este compuesto actua
inhibiendo la expresion y actividad de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) que,
mediante diferentes mecanismos, promueve la mejora de la sensibilidad a la insulina.
(Wang et al., 2012; F. Yu et al., 2021).

Aunque existen pocos ensayos en humanos, en un estudio clinico en fase I,
aleatorizado y controlado frente a placebo, en el que se utilizé un preparado registrado
rico en polisacaricos, se confirmoé que la administracién a 71 pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 de dicho preparado o placebo, a una dosis de 1800 mg, tres veces al
dia, durante 12 semanas disminuia significativamente los valores de hemoglobina
glicosilasa (HbA1c), glucemia en ayunas y glucemia posprandial. Estos valores
correlacionaron con la normalizacion de los valores de insulina detectados en los
pacientes al final del tratamiento. Ademas de la eficacia antidiabética del preparado,
se observo una muy buena tolerabilidad. (Y. Gao et al., 2004). Estos resultados han
sido parcialmente confirmados en otro ensayo clinico aleatorizado, doble ciego vy
controlado frente a placebo. En este caso se administraron 3000 mg/dia de un extracto
de G. lucidum o placebo junto con la medicacion antidiabética a 46 pacientes con
diabetes mellitus tipo 2. Los resultados mostraron un mejor control de la enfermedad
en el grupo tratado con el extracto (Wang et al. (2008).

La enzima alfa-glucosidasa esta localizada en el epitelio del intestino delgado
y cataliza la escision de disacaridos y oligosacaridos a glucosa. Los inhibidores de
alfa-glucosidasa se utilizan actualmente como medicamento para el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2 (como la acarbosa) ya que, al ralentizar la asimilacién de
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glucosa, disminuyen la hiperglucemia postprandial y la hemoglobina glicosilada. El
reishi posee un triterpenoide denominado ganoderol B que ha demostrado ser un
potente inhibidor de la alfa-glucosidasa (Fatmawati et al., 2011). Otros investigadores
también han encontrado otros 5 triterpenoides de Ganoderma lucidum con este mismo
efecto (Fatmawati et al., 2013; Zhao et al., 2015).

Como mecanismo de accion antidiabético, algunos autores proponen la
reduccion de la expresion del gen PEPCK hepatico. La fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) es una enzima de la familia de las liasas que participa en la
ruta metabdlica de la gluconeogénesis. Al inhibir esta se reduce la generacion de
glucosa en el higado, y por ello se reducen los niveles de glucosa en la sangre. (Seto
et al., 2009).

Los extractos de Ganoderma Ilucidum estimulan ademas la captaciéon de
glucosa, tanto a través de la P13-quinasa como de la AMPK en las células del musculo

esquelético L6, contribuyendo asi a la homeostasis de la glucosa. (Kyung et al., 2006).

También se ha demostrado que algunos polisacaridos de Ganoderma lucidum
facilitan de la entrada de Ca?* a las células B pancreaticas incrementando la liberacion
de insulina y provocando un efecto hipoglucémico en ratones normales (Shafiee-Nick
et al., 2012; Zhang & Lin, 2004).

Dada el posible beneficio del consumo de reishi por parte de personas
diabéticas, tanto por su parte protectora como de posible control/reduccién de la
glucosa en sangre, es importante indicar que una persona medicada para la diabetes
debe ser cauta al introducir el reishi en su dieta (Vanaclocha B., 2019) pues pudiera
desestabilizarse la glucosa en sangre. La pauta correcta de consumo seria introducirlo

muy poco a poco en la dieta, para que no exista este problema.
2.4.7 Seguridad del consumo del reishi

Se han realizado evaluaciones de toxicidad a largo plazo con ratas en tres
grupos experimentales. Se les administré Ganoderma lucidum en dosis de 0,47, 0,94
y 1,87 g/kg x dia! durante 26 semanas y no se encontré anormalidad inducida por el

tratamiento para ningun grupo. Las figuras patolégicas de los érganos principales
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también fueron normales. El estudio concluye que no hay toxicidad para setas de
Ganoderma lucidum administradas a ratas a largo plazo. (Jian-bo & Jing, 2008).

Un estudio clinico en pacientes con fibromialgia (n=64) mostré6 que la
administracion de reishi puro micromolido (criomicropulverizado) a una dosis de 6g/dia
durante 6 semanas no inducia efectos adversos diferentes a los hallados en el grupo
placebo(Collado Mateo et al., 2015). Otros estudios clinicos confirman esa buena
tolerabilidad en pacientes con diabetes (Wang et al., 2008), futbolistas (Zhang et al.,
2008a), ciclistas (Rossi et al., 2014), pacientes con cancer colorectal (Gao et al., 2005)
y en personas afectadas por el virus de papiloma humano (Donatini, 2014), entre

otros.

Si bien el consumo del reishi se considera muy seguro, al poseer efectos
inmunomoduladores, se desaconseja en terapias inmunosupresoras. En
enfermedades autoinmunes no medicadas, debido a que no incrementa el factor de
necrosis tumoral ni otras citocinas proinflamatorias (Mallard et al., 2019) podria ser
consumido pero introduciéndolo con cautela. En este sentido se ha recomendado su

consumo en el sindrome de Crohn (Liu, Dunkin, et al., 2015).

Varias investigaciones citan Ganoderma lucidum como potente anticoagulante
por lo que podria estar contraindicado antes de una cirugia o en combinacion con
antiagregantes plaquetarios o farmacos anticoagulantes. Esto esta demostrado para
el micelio del Ganoderma Ilucidum, pero no para la seta, donde se ha demostrado
clinicamente que cantidades de 1,5g al dia no afectan a la coagulacion después de 4
semanas de consumo (Kwok et al., 2005). Por el contrario, 3g/dia de micelio
consumidos durante dos semanas si tienen un fuerte efecto antiagregante plaquetario
(Tao & Feng, 1990). Se cree que ello es debido a dos moléculas ausentes en la seta:
una proteasa fibrinolitica (Kumaran et al., 2011) y un acido ganodérmico (Wang et al.,
1991). El consumo de seta pura se evalu6 por Collado Mateo et al. (2015) en una
cohorte de 64 personas con fibromialgia. Consumieron cantidades de 6 g/dia de seta
reishi durante 6 semanas y no se documentaron problemas relacionados con la

coagulacion.
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2.5 Cultivo de setas. El cultivo de Ganoderma lucidum

Para iniciar un cultivo de setas lo primero que hay que disponer es del hongo
vivo que queremos cultivar, el llamado hongo “padre”. Este se puede aislar del campo
0 adquirirlo ya aislado a un laboratorio o empresa. Una vez obtenido hay que
multiplicarlo, normalmente en placa, sobre un material de facil manejo y que sea
alimento de la especie seleccionada: trocitos de madera, grano de cereal, serrin,
gusanos, etc. En el caso del reishi se suele multiplicar o bien sobre grano de cereales
integrales, ideal para mezclar con sustratos preparados en bolsa, o en trozos
cilindricos de madera, o espigas, que permiten su introduccién con un martillo en

agujeros realizados sobre troncos de madera.

Este material ya colonizado por el hongo es lo que se denomina en el argot de

cultivo “blanco de hongo” (Figura 13 y Figura 20)

Figura 13. Blanco de hongo de Ganoderma lucidum.
Grano de centeno inoculado con Ganoderma lucidum. Imagen facilitada por Francgia

Contreras Nieto, gerente de www.aporsetas.com.

Una vez tenemos el blanco de hongo, hay siete etapas basicas del cultivo de
hongos saprofitos: 1) preparacion del sustrato; 2) relleno de contenedores e
inoculacién del hongo; 3) colonizacion; 4) tiempo de espera; 5) formacion de

primordios; 6) maduracion y cosecha; y 7) descanso. (Cotter, 2014).
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La preparacion del sustrato: consiste en preparar el alimento del hongo.
Basicamente es fijarse en lo que el hongo consume en la naturaleza y llevarlo al
laboratorio, sin embargo, cada cultivador tiene su receta y muchas veces se mantienen
en secreto. Para el reishi se han probado decenas de sustratos: maderas y serrines
de chopo, aliso, haya, roble, eucalipto... restos de cultivos de arroz, girasol, trigo,
centeno, té... (Ozcariz-Fermoselle et al., 2018). El alimento que recibe el hongo de su
sustrato condiciona la composicion de la seta, sobre todo los minerales, ya que si no
estan en el sustrato elaborado tampoco podran estar en la seta crecida. En el caso de
reishi, por ejemplo, se han elaborado sustratos enriquecidos con selenio que
incrementan la cantidad de flavonoides y antioxidantes de la seta (Gasecka et al.,
2016).

Relleno de contenedores: E| sustrato elaborado hay que introducirlo en
contenedores. Esta es una fase importante porque contenedores con material muy
prieto impediran el crecimiento del hongo, mientras que, si este sustrato esta muy
poco compacto, dificultara mucho el crecimiento del hongo y se reducira su
produccion, pues empleara mucha de su energia en trazar “puentes” entre las
particulas de material. Actualmente existen filtros que se afaden a los contenedores,
sean bolsas o botes, y permiten que el hongo respire a través del mismo y se

incremente la ratio de crecimiento.

Colonizacion: una vez que el blanco de hongo se pone en contacto con el
sustrato del contenedor, este empieza a colonizar el material. Es una fase donde el
hongo busca crecer rapidamente tratando de invadir el maximo sustrato posible. En la
naturaleza lucharia con otros hongos, bacterias e insectos, que consumen el mismo

alimento y, por ello, el rapido crecimiento es en lo que el hongo utiliza sus recursos.

Tiempo de espera: cuando el hongo ya ha colonizado todo el sustrato, existe
un periodo de espera donde lo que éste hace es introducir en su micelio los nutrientes
del sustrato que ha colonizado. El hongo se carga al maximo de nutrientes para luego
pasar a la siguiente fase(Cotter, 2014). En esta etapa el micelio tiene grandes niveles
de azucares y polioles, acidos organicos, acidos grasos y alcoholes grasos (Satria et
al., 2019).
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Formacién de primordios: una vez que el micelio se ha cargado de nutrientes
utiliza los mismos para fructificar: comienza asi la produccién de primordios, lo que
seran las futuras setas. El micelio se aglutina en una zona determinada, donde detecta
mas luz y menos COz. Estos factores le indican al hongo que ahi esta el exterior y es
ahi donde sus setas deben liberar las esporas. También a veces es necesario realizar
una estimulacion térmica; una bajada de temperatura que le indique al hongo que
llegan los tiempos dificiles y debe fructificar. En la zona elegida por el micelio empieza
a formar diferentes estructuras, dependiendo del tipo de setas, que iran evolucionando

hasta transformarse en una seta.

Maduracion y cosecha: manteniendo unas condiciones de alta humedad,
oxigenacion y luz, el hongo va a seguir trasladando sus nutrientes a la seta. Esta ira
creciendo hasta desarrollarse completamente y empezar a producir esporas. Se suele
recolectar justo antes de que madure, para incrementar la vida util de la seta en el
mercado (Cotter, 2014). A veces se fuerzan las condiciones de crecimiento para
desarrollar formas no naturales del hongo, que pueden venderse como un producto
diferente. Es lo que sucede con el reishi y su forma en que solo son pies, denominada
rokkaku reishi (Figura 14)

Figura 14. Rokkaku reishi y reishi normal.

A la izquierda setas de Ganoderma Ilucidum crecidas con alto contenido en CO.y baja
intensidad de luz, el denominado en japdn como rokkaku reishi (antled form, en inglés).
A la derecha, reishi crecido en condiciones adecuadas de CO; e iluminacion. Fotos

extraidas de mundoreishi.com con permiso del propietario.

Tiempo de descanso: Después de la primera cosecha de setas, el hongo
vuelve a centrarse en consumir los nutrientes del sustrato que quedaron en el

contenedor. Cuando ha vuelto a almacenar suficientes nutrientes en su micelio, vuelve
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a producir otros primordios que daran lugar a nuevas setas. Estas se volveran a
recolectar y puede volver a repetirse el proceso (espera, primordios, cosecha) hasta

que el hongo acabe con los recursos del sustrato.

Las condiciones de temperatura, luz, humedad y CO2 de las diferentes fases
en el cultivo de un hongo depende de las caracteristicas biolégicas de cada especie.
Asi hay hongos que fructifican sélo cuando bajan las temperaturas, como Flammulina
velutipes, otros lo pueden hacer durante el calor del verano, como Agrocybe aegerita,
otros pueden crecer en total oscuridad, como algunas especies de Agaricus. En
cuanto al proceso del cultivo de reishi y las principales condiciones ambientales para

su cultivo se resumen en la Tabla 1 (Staments, 2000).

El primer cultivo exitoso de Ganoderma lucidum se realizé en Beijing en 1969,
en el Instituto de Microbiologia de la Academia China de Ciencias. (Bijalwan et al.,
2021). Dos afos después se realizo el cultivo industrial en la India en 1971 (Gupta et

al., 2014). Actualmente se cultiva en mas de 15 paises (Rogers, 2011).

Tabla 1. Condiciones generales de cultivo para Ganoderma lucidum.

Colonizacién | Primordios Maduracion
Temperatura (° C) 24 10-15 15-21
Humedad relativa (%) 90-95 95-100 90-95
CO2 (ppm) 5,000-20,000  500-1,000 < 2,000
Luz (Ix) Sin luz 500-1,000 500-1,000

El gran valor econdmico que Ganoderma lucidum tiene a nivel mundial,
calculado ya en 2004 en 2,5 billones de dolares americanos (Boon & Wong, 2004),
fomenta a que cada afo surjan nuevos cultivos de Ganoderma. Sin embargo, su
comercializacion puede complicarse debido a que el género Ganoderma incluye 458
taxones diferentes en todo el planeta (Robert et al., 2005), a su gran diversidad y la
dificultad que entrafa la correcta identificacion de los taxones. Actualmente existen en
el mundo producciones de reishi que no proceden del hongo Ganoderma lucidum, si

no de especies muy préximas, en ocasiones mal identificadas.
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El caos es tal que, analizando so6lo las producciones de China (Liu et al., 2021)
encontramos que algunas setas cultivadas y vendidas proceden de hongos que si bien
pertenecen al género Ganoderma, aun son desconocidas para la ciencia (no tienen
un nombre cientifico asociado), y se estan vendiendo como reishi. En el articulo este
autor las registra como 16JL01-Ol y 16SHDO01-01.

La confusiones en el cultivo de taxones podrian explicar por qué, por ejemplo,
existen dos publicaciones que indican hepatotoxicidad al reishi en polvo (Wanmuang
et al., 2007; Yuen et al., 2004), lo cual es una contradiccion, ya que esta seta es un
evidente hepatoprotector con decenas de publicaciones que lo avalan (tratado en el
punto 2.4.5).

'/
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Figura 15. Ganoderma lucidum fructificando en un sustrato de madera de

L4

frondosas.
Diferentes partes de hongo Ganoderma Ilucidum. Debido a que el reishi se alimenta de

madera muerta es sencillo su cultivo sobre serrin de frondosas. Fotografia del autor.

Sin embargo, lo mas frecuente es encontrar como seta reishi especies de
diferentes paises que si tienen una amplia historia de consumo y que por ello se
consideran seguras. Asi encontramos Ganoderma sinense (Liao et al., 2015; Meng et
al., 2014) y Ganoderma lingzhi (Fraile-Fabero et al., 2021; Liu et al., 2021) como

frecuentes en China de amplio cultivo y comercio mundial, Ganoderma oregonense y
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Ganoderma sessile cultivadas y vendidas en EEUU (Viceconte et al.,, 2021),
Ganoderma multipileum, cultivada en Filipinas, India y la China tropical (Yun Cao et
al., 2012), entre otras. Sin embargo, el caos taxonémico del reishi, con sus posibles

implicaciones en la salud, sigue vigente a dia de hoy (Ahmad et al., 2021).

Por todo esto es muy necesario investigar para caracterizar bien las principales
especies de uso medicinal vendidas en el mundo a todos los niveles, nutricional,
contenido en antioxidantes, perfil proteico, contenido en B-glucanos, etc. lo cual

permitira garantizar un consumo adecuado y seguro de cada taxén cultivado.
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Figura 16. Pasta de dientes con reishi, vendida por la empresa LG.
El reishi es tan apreciado en algunos paises de oriente que se encuentra incluso en la
pasta de dientes. Foto realizada en Corea del Sur por Luis Miguel Morejon, y cedida

para esta tesis.

2.6 Radicales libres

En la respiracion celular se forman radicales libres, unos compuestos muy
inestables que tienden a estabilizarse mediante la combinacion con componentes
celulares, en particular en el proceso de fosforilacion oxidativa originado en las
mitocondrias (Gauthier et al., 2013). Los radicales libres mas frecuentes son los
derivados del oxigeno (ROS), aunque existen también radicales libres de otros

atomos, en particular del azufre, nitrégeno y cloro.

Dentro de los radicales libres del oxigeno, los mas importantes son el oxigeno
singlete (1S), el radical superoxido (H202), el radical nitrosilo (ONOO-) y el ozono (O3).
En general, los efectos nocivos de los radicales libres en las células se deben a 4
procesos: oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (peroxidacion), dafios al ADN,
oxidacion de aminoacidos en las proteinas y oxidacion de glucidos. La peroxidacion
lipidica genera sustancias nocivas, como aldehidos, que causan alteraciones en el
ADN vy reaccionan también con proteinas provocando dafos estructurales y

funcionales asi como disfuncion de las membranas celulares (Halliwell & Cross, 1991),
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pudiendo disminuir su fluidez (Shigenaga et al., 1994), que es fundamental para el

correcto desarrollo de muchas reacciones metabdlicas.

La reaccion de los radicales libres del oxigeno con los lipidos de las membranas
bioldgicas es especialmente importante debido a que el dafio que provocan puede

llevar incluso a la destruccion celular (Figura 17)

ROS
('O, , OVHO, , ONOOT, Oy)

v

N

O0H H (FH OOH  DOH OO0H

e S vy O o SR

OOH OOH GO G0N
No net LPO Low LPO Moderate LPO High LPO
{ Proox /Antiox Balance) + + ‘
+ Stress Signaling  Stress Signaling Gross Structural /
Survival Metabolic Damage
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Figura 17. Peroxidacion lipidica y dafinos en la membrana

Efecto de los radicales libres del oxigeno (ROS) sobre las cadenas alifaticas de los
fosfolipidos de membrana. LPO: lipoperoxidacion. Fuente: documento de practicas de
analisis (método CUPRAC), facilitado por José Ezequiel Basterrechea Elizgaray del

Area de Nutricion y Bromatologia de la Facultad de Medicina. Universidad de Valladolid.

Cuando los radicales libres reaccionan directamente con las moléculas que
conforman el ADN (azucares, bases nitrogenadas y grupos fosfatos) provocan dainos
estructurales y originan productos de degradacion del ADN, que a su vez forman
nuevas reacciones y productos téxicos ocasionando, a largo plazo, dafnos en células
y tejidos. La reaccion de los radicales libres con proteinas puede ocasionar su
desnaturalizacion y, por ello, la pérdida de alguna de sus funciones. Sobre todo, son
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susceptibles las proteinas con aminoacidos compuestos por azufre (metionina vy
cisteina) (Adly, 2010)

El dafo oxidativo producido sobre los glucidos reviste particular importancia
cuando se trata de polisacaridos de funcion estructural, ya que pueden dar lugar a

procesos degenerativos (Marin et al., 2010).

Los radicales libres estan implicados en procesos de envejecimiento celular,
mutagénisis, carcinogénesis, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento (Alam
et al., 2013).

Para contrarrestar estos ROS, el organismo dispone de 3 mecanismos
principales (Gallardo et al., 2014): el primero, sistemas enzimaticos que previenen la
formacion de radicales libres, incluye la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
carotenoides, transferrina, albumina, glutatién peroxidasa y glutation S-transferasa. El
segundo, que se encarga de secuestrar radicales libres y eliminarlos, esta conformado
por el acido urico, bilirrubina, vitaminas A, C y E. El tercer grupo, que repara el dafio
ocasionado por los radicales libres en el entorno de la membrana celular, lo conforman

enzimas de reparaciéon del ADN, lipasas, proteasas y transferasas.

La pérdida de equilibrio entre la produccién de radicales libres y la presencia
de antioxidantes endégenos puede conducir a un fendmeno de salud grave llamado

“estrés oxidativo” (Hameed et al., 2017).

Con la dieta se pueden incorporar antioxidantes al organismo y el aumento de
los mismos puede repercutir positivamente en la salud (Moniruzzaman et al., 2012).
Esto se debe a que pueden inhibir la iniciacidén y/o la propagacién de la reaccion de
cadena oxidativa, actuando como captadores de radicales libres, volver a estado no

excitado el oxigeno singlete o como agentes reductores. (Xu et al., 2017)

Los alimentos como frutas, verduras, tés, hierbas y especias, entre otros, se
consideran fuentes tradicionales ricas en antioxidantes y su potencial antioxidante es
objeto de una intensa investigacion (Apak et al., 2013; Carlsen et al., 2010; Serafini
& Peluso, 2016; Tejero et al., 2014).
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La ingesta de hongos ricos en antioxidantes puede ser una alternativa para
incorporar potentes antioxidantes a la dieta, ya que los hongos tienen la capacidad de

aumentar la capacidad oxido-reductiva sistémica (Rossi et al., 2014).

Las propiedades antioxidantes de los hongos silvestres han sido ampliamente
investigados por Ferreira et al. (2009). Se han identificado muchos compuestos
antioxidantes, como compuestos fendlicos, tocoferoles, acido ascoérbico vy
carotenoides. Kozarski et al. (2014) han sugerido que se podrian usar hongos
comestibles silvestres o cultivados como productos alimenticios saludables en la dieta.

Estos podrian ser de interés para el control de los radicales libres.
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3 JUSTIFICACION

Ganoderma Ilucidum y Ganoderma lingzhi son dos especies de hongos que
producen unas setas muy similares y denominadas comercialmente “reishi”, con un

alto interés medicinal y comercial.

Hasta 2012 se han cultivado, vendido e investigado en todo el mundo como si
fueran una sola especie. A partir de esa fecha se confirmd que eran organismos
distintos, tanto genéticamente como morfolégicamente, con pequenas diferencias

macro y microscopicas.

Debido a esto, actualmente existe una gran confusién sobre qué propiedades
presenta cada uno de los taxones, por lo que es fundamental revisar de nuevo las
propiedades de una y de otra debido a su alta importancia econémica y medicinal, ya

que esta presente en las farmacopeas de China, EE.UU. o Corea, entre otras.

Existen muy pocos trabajos que evaluen las diferencias entre ambas especies
y esta tesis pretende aportar luz en este aspecto. Ademas, ya que numerosas
propiedades de estos hongos se deben a sus compuestos antioxidantes y a complejos
de proteina-glucano (punto 2.4), esta tesis se ha enfocado a caracterizar tanto sus
propiedades antioxidantes como su perfil proteico.

La caracterizacion proteica de Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi
también servira como una herramienta eficaz para diferenciar ambos taxones, pues la
identificacion genética en muchos no es posible pues el ADN se destruye durante los
procesos de elaboracion del producto (Wu et al., 2017). La electroforesis proteica,
permitira que investigadores y empresas puedan discernir con qué producto estan

trabajando.

Hay muy poca informacion que compare la composicion de las distintas partes
de una seta reishi: pies (estipite), sombrero (pileo) y poros (himenio), otro de los
puntos de la tesis. Sin embargo, conocer estas diferencias puede tener un alto valor
industrial ya que modificando las condiciones de luz y aireacion en una planta de
cultivo de la seta el reishi pueden formarse desarrollando sélo pies (“antled form” =
reishi en forma de cuernos) o casi todo sombrero, como se muestra en Figura 14.

Encontrar diferencias en cuanto a su contenido en compuestos antioxidantes y
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polifenoles y/o nutricionales entre estas partes permitira que las empresas puedan
adaptar su cultivo en aras de producir reishi de mayor interés medicinal. Ya hay
investigaciones que avalan esto. Por ejemplo el acido ganodérico A, de accion
antitumoral, tiene una concentracion 14 veces superior en los pies que en los

sombreros de Ganoderma lingzhi (Sakamoto et al., 2016).

Por ultimo, indicar que la mayoria de las setas contienen en su composicién un
porcentaje importante de proteinas no digeribles por el estbmago humano. En el caso
del reishi (Ganoderma lucidum) se ha encontrado la proteina Ling Zhi-8 de gran interés
médico e industrial (Kuan et al., 2012; H. Liu et al., 2020; Yang et al., 2020; Yeh et al.,
2010), pero se desconoce de su existencia en Ganoderma lingzhi. Realizar la
digestion externa de ambos taxones ayudara a verificar su existencia en ambos
taxones y también permitira identificar otras fracciones proteicas no digeribles con

posibles aplicaciones beneficiosas sobre el organismo.
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4 OBJETIVOS

Cultivar 3 cepas ibéricas del hongo medicinal Ganoderma Ilucidum.

Caracterizar genéticamente las especies de Ganoderma lucidum cultivadas y

carpoéforos de Ganoderma lingzhi comerciales.

Evaluar el contenido en fenoles, antioxidantes y antirradicalarios en las setas

cultivadas y compararlos entre si y con carpoforos de Ganoderma lingzhi comerciales.

Comparar el contenido en antioxidantes, fenoles y antirradicalarios entre las

diferentes partes de Ganoderma lucidum cultivado: sombrero, tubos y pies

Comparar nutricionalmente las setas de Ganoderma Ilucidum obtenidas con

Ganoderma lingzhi comercial.

Comparar la composicién nutricional entre pies y sombreros de Ganoderma

lucidum cultivado.

Caracterizar y comparar, mediante electroforesis, la diversidad proteica de

Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi.

Realizar una digestion externa con fluido gastrico simulado SGF (Simulated
Gastric Fluid) de Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi y comparar sus perfiles

proteicos, con y sin digerir.
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5 METODOLOGIA

5.1 Cultivo de Ganoderma lucidum

5.1.1 Obtencion de cepas y replicacion

Las placas con los micelios de Ganoderma lucidum ibéricos se obtuvieron de
la micoteca de la Catedra de Micologia de la Universidad de Valladolid procedentes
de la tesis doctoral de Maria Virginia Ozcariz Fermoselle (Ozcariz Fermoselle, 2016).

Se trabajo con tres cepas ibéricas:

1- Madrid: fue aislada de Robledo de Chavela (Madrid, Espana). EI hongo
estaba creciendo sobre raices de encina (Quercus ilex subs. ballota). Cepa cedida por
la Catedra de Micologia de la Universidad de Valladolid (Palencia, Espafia).

2- Palencia: fue aislada de Valdespina, (Palencia, Espafa). Estaba creciendo
sobre madera de quejigo (Quercus faginea). Cepa cedida por la Catedra de Micologia

de la Universidad de Valladolid (Palencia, Espafia).

3- Aveiro: procedente del Distrito de Aveiro (Portugal) adquirida a la empresa
Fungi Perfect (Mealhada, Distrito de Aveiro, Portugal). No indicaron la madera sobre

la que crecia el hongo ni el lugar de procedencia del aislamiento.
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Figura 18. Microfotografia de micelio de Ganoderma Iucidum (GLM).
Micelio de GLM en agua tefido con rojo de Congo. Imagen 400X sin calibrar, tomada con

microscopio Leica DM500 (Catedra de Micologia de la Universidad de Valladolid).
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Dado que no fue posible obtener una cepa viva de Ganoderma lingzhi para la
realizaciéon de un cultivo en paralelo, los analisis del estudio se realizaron sobre
carpoéforos deshidratados y pulverizados procedentes de cultivos en Shenzhen, China,

facilitados por la empresa Mundoreishi Salud S.L, de su muestrario privado.

La replicacion de las distintas cepas de hongos se realizé sobre placas con

PDA (patata dextrosa agar, Panreac) (Figura 19).

Figura 19. Placa completamente colonizada por Ganoderma lucidum. Fotografia

del autor.

Una vez colonizada la placa se procedio a replicar el hongo sobre cereal para
crear el blanco de hongo.

5.1.2 Produccion de blanco de hongo

“Blanco de hongo” es un micelio de un hongo, multiplicado sobre un sustrato
manejable y nutritivo que permite trabajar comodamente con él, tal y como se indica

en el punto 2.5.

La preparacion del blanco de hongo se realizd6 en frascos de vidrio de
preparacion de conservas (autoclavables) con un 59,1 % de grano de centeno integral
ecologico, 40% de agua destilada, 0,1 % de CaCOs (Panreac) y 0,8 % de CaSOa4
(Panreac) sobre peso seco (Curvetto et al., 2002). El centeno ecoldgico permite una
practica ausencia de fungicidas y por ello facilita el crecimiento del hongo sobre el

mismo.
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El sustrato asi elaborado se esterilizd6 en autoclave Selecta P, modelo
Presoclave-ll a 121°C durante 45 minutos. Luego se procedié a inocular los frascos

con aproximadamente un 5% de micelio de las placas anteriormente obtenidas.

La incubacién se llevd a cabo en oscuridad a 25°C. Cuando el micelio invadio
todo el frasco de centeno se procedié a una segunda replicacion del mismo, pero ya
desde grano a otro grano estéril, elaborado siguiendo el mismo procedimiento, para

obtener mas cantidad de blanco de hongo.

Figura 20. Micelio clonado sobre centeno integral bioldgico. Fotografia del autor.

5.1.3 Preparacion de sustrato y cultivo

Para el estudio se elaboraron dos sustratos de cultivo (1 y 2) en tiempos y

momentos diferentes.

El sustrato 1 se elaboré para comparar el contenido en antioxidantes y
componentes fendlicos de las diferentes cepas. Su composicion fue de un 80% chopo
(Populus sp.) y 20% trigo (Triticum aestivum). Con el sustrato asi elaborado se
llenaron 12 frascos de cristal de 200 ml (3 réplicas por cepa). La eleccién de este
sustrato fue considerando la posibilidad de que Ganoderma lingzhi utilizado para el
estudio pudiera haberse cultivado en un sustrato de chopo, ya que las especies de

Populus son ampliamente distribuidas por el planeta, son faciles de cultivar y de
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crecimiento y produccion elevada. Esta composicién ya se ha utilizado con éxito en
otros estudios (E. I. Erkel, 2009).

El sustrato 2, se elabord para producir carpéforos destinados para el analisis
nutricional y el perfil de acidos grasos. Su composicion fue un 80% de astillas de roble
melojo (Quercus pyrenaica) con un 20% de centeno (Secale cereale) introducido en
bolsas de polipropileno de 4 L con filtro de respiracion. Se llenaron 4 bolsas por cepa.
Este sustrato se eligid en una segunda fase del estudio. En este segundo cultivo se
selecciondé madera de roble debido a que en la Peninsula Ibérica las especies del
género Quercus son el alimento mas frecuente para Ganoderma lucidum, y, por esto,
se considerd que utilizando este sustrato los resultados analiticos se asemejarian

mejor a un reishi silvestre.

Las maderas utilizadas para elaborar los sustratos de cultivo se hicieron astillas
con el triturador de residuos vegetales Herkules 4000. Los cereales integrales de
cultivos ecoldgicos procedieron de agricultores de Palencia. La eleccion de granos
ecologicos se hizo en base a minimizar la posible existencia de fungicidas en la

materia prima que pudiera alterar el crecimiento de los hongos.

Todos los sustratos se hidrataron mediante agua desmineralizada procedente
de desmineralizador DAFA, modelo FE 300 DUO hasta obtener una humedad entre
60% y 70%. Como corrector de acidez se adicion6 a cada sustrato un 0,1% de CaCOs
(Panreac) sobre peso seco (FanChiang et al., 2003) y finalmente se esterilizaron en
autoclave SELECTA P, modelo PRESOCLAVE-II a 121°C por 45 minutos.

5.1.4 Inoculacion, recoleccion y deshidratacion

Una vez esterilizadas las bolsas y frascos de vidrio se inocularon con el blanco
de hongo obtenido segun se indica en el apartado 5.1.2., y se envolvieron en un
plastico negro para impedir que la luz afectara al crecimiento del micelio, ya que la
mayoria de los hongos sapréfitos son lucifugos.
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Figura 21. Bolsa con sustrato invadido por Ganoderma lucidum

Izquierda: bolsa con filtro de respiracion que permite crecer al hongo en su interior.

Derecha: Frascos de 200 mL con reishi en fase de fructificacion.

La fructificacion se realiza en camara CLIMAS, modelo GROW/HR 1300 con
una humedad controlada del 85% y un fotoperiodo de 10 horas de luz diarias (700-
500 lux).

La recoleccion de los carpéforos se realizé cuando éstos dejaron de crecer.
Este punto se reconoce porque la linea blanca de crecimiento del borde del sombrero
de la seta desaparece quedandose todo el sombrero del mismo color. En ese
momento se cosechan las setas y se desecan en estufa de secado marca MEMMERT
modelo HPP, a 40° C con aire forzado.

Los carpdforos deshidratados se almacenaron en bolsas zip herméticas y

dentro de cajas de carton, para preservarlas de la luz y se almacenaron a 4°C.

5.2 Diagnostico y verificacion genética

Todas las muestras de hongos, se enviaron a analizar al laboratorio de
diagnodstico genético ALVALAB situado en La Rochela 47, 39012, Santander, donde
se solicité amplificacion y secuenciacion de la region ITS 4 (Internal Transcribed
Space) del ADN ribosémico ya que esta region es la comunmente utilizada para las
especies de Basidiomycota (Vancov & Keen, 2009), filo donde se encuentra

Ganoderma lucidum (punto 2.2)
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El laboratorio utilizé un protocolo modificado basado en el CTAB de Y. J. Zhang
et al. (2010) que incluia los siguientes procedimientos: extraccion del ADN total
mediante dicho protocolo, amplificacion de la regién ITS 4 mediante primers

especificos y secuenciacion.

Los resultados en formato “ab1”, se interpretaron mediante el programa BioEdit
Secuence Alignement Editor Version 7.2.5. (Carspbad, California, EEUU) y una vez
revisadas las secuencias se llevaron a la aplicacion BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) determinando la identidad especifica de los hongos

mediante comparacion con secuencias de otros autores de referencia (Y Cao et al.,
2012; Hennicke et al., 2016).

5.3 Procesado de las setas

Las setas de Ganoderma lucidum cosechadas segun se describe en el punto
5.1 se procesaron de forma diferente dependiendo del sustrato donde crecen y del

analisis al que van a ser sometidas.

Figura 22. Separacion de la carne del sombrero de los tubos (himenio). Fotografia

del autor.

Las setas cultivadas en bolsas de 4 L con madera de roble 80% y centeno 20%
y destinadas a analisis nutricional y perfil de acidos grasos, fueron enviadas tal cual
cosechadas, separando pies y sombreros (300 gramos de cada), a Agrolab Ibérica,
Tarragona, que realizé todo el procesado y analisis nutricional del producto. Las setas

destinadas a determinar el perfil proteico y digestibilidad proteica fueron trituradas
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tanto enteras como pies por un lado y sombreros por otro, para después preparar los
extractos segun se describe en el siguiente apartado.

Figura 23. Setas y partes de setas trituradas listas para extractar. Réplica lil.

Fotografia del autor.

Las cultivadas en los frascos de 200mL, sobre sustrato de chopo y trigo, fueron
utilizadas para realizar el analisis de la composicion fendlica y la valoracion de sus
propiedades antioxidantes. Se separaron manualmente las diferentes partes a
estudiar, pie, carne del sombrero y tubos (Figura 22), se trocearon y se trituraron en
molinillo triturador Moulinex. Luego se elaboraron los extractos segun el procedimiento

descrito en el punto 5.4.

5.4 Preparacion de los extractos

5.4.1 Seleccion del tipo de extracto

El reishi es una seta de textura corchosa que no es sabrosa ni se puede
preparar para consumo directo en la cocina, como se hace con otras setas
comestibles. La tenacidad del carpdforo hace imposible su degustaciéon y esto ha
hecho que, de forma tradicional, se consuma como té. Asi, la seta silvestre se recoleta,

se lamina, se deshidrata y se guarda y, cuando se quiere utilizar, se realiza una
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infusion o decoccién de las laminas (Figura 24). Por todo esto, el extracto acuoso, en

principio, parece ser el mejor método de extraccion para realizar la experimentacion.

Figura 24. Laminas de seta reishi deshidratadas.
Imagen de laminas de reishi: se deja ver la textura corchosa de la seta. Imagen cedida

por Mundoreishi Salud S.L. de sus muestras de herbario.

Sin embargo, existen decenas de publicaciones que utilizan otros tipos de
extractos: etandlico (Abate et al., 2020; Guo et al., 2018; Liu et al., 2010; Rajasekaran
& Kalaimagal, 2011), cloroférmico (Joseph et al., 2009; Keypour et al., 2008),
metandlico (Reis et al., 2015; Q. Zhang et al., 2010; Zohra et al., 2011), hidroalcohdlico
(Bidegain et al., 2020; Lai et al., 2019), entre otros.

Por ello, para estimar si la extraccion acuosa es el método mas adecuado para
el estudio, se realiz6 una busqueda bibliografica que indicara si las principales
propiedades y moléculas activas del reishi (punto 2.4) se llegan a extraer con agua.
Asi, se reviso bibliografia sobre polisacaridos, triterpenos y proteinas (proteoglicanos)

por ser los de mayor interés en el hongo.

Polisacaridos: Como se comenté en el apartado de introduccion, los
polisacaridos y principalmente los B-glucanos, son los principales activadores de la
respuesta enteroinmune que origina el consumo de la seta. Liu et al. encuentran un
contenido en B-glucanos solubles en agua del 17,05% (Liu, Tang, et al., 2017). Los de
tipo B-glucanos, con ramificaciones beta 1-3 y beta 1-6 y alto peso molecular de accion

sobre el sistema inmune, corresponden a un 0,37% (w/w) (Liu et al., 2014).
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Cui et al. encuentran un 4,32% de polisacaridos solubles en agua después de
tres purificaciones con etanol y acetona (Cui et al., 2012) y Zhao et al. indica que el
contenido de polisacaridos solubles en la seta es del 0,8% (Zhao et al., 2009). No
obstante, en los residuos de extraccidon eliminados pueden quedar retenidos algunos
B-glucanos insolubles, que también poseen propiedades antioxidantes (Kao et al.,
2012) y otros polisacaridos con actividad sobre la modulacion de la microbiota
intestinal, como el quitosano hallado en los residuos del Ganoderma lucidum (Savin
et al., 2020).

Triterpenoides/acidos ganodéricos. Ruan et al. (2014) evaluaron la
solubilidad de los triterpenoides/acidos ganodéricos del reishi para agua pura, 50%
con alcohol y alcohol puro a diferentes tiempos y temperaturas. De 4 extracciones
100% acuosas que coincidieron en tiempo y temperatura con extracciones en alcohol,
dos de ellas extrajeron mas triterpenos que su equivalente en alcohol (con una
diferencia maxima del 66%) y otras dos extrajeron menos cantidad (con una diferencia
maxima del 41%). Por ello, la extraccion de acidos ganodéricos por medio acuosos
también se puede considerar adecuada.

Estos triterpenos son los principales componentes dotados de actividad
citotoxica encontrados en Ganoderma Iucidum (Yue et al., 2008). Los mas
interesantes son triterpenos tetraciclicos denominados acidos ganodéricos a los que
se atribuyen propiedades citotoxicas y proapoptaticas, antiinflamatorias y beneficiosas
en el tratamiento del asma y de la hepatitis B. (Hsu & Yen, 2014). Por otra parte,
debido a que en disolucion acuosa presentan un fuerte sabor amargo (J. J. Gao et al.,
2004; Kubota et al., 1982; Nishitoba et al., 1989), esta caracteristica organoléptica se

ha utilizado como parametro de calidad del producto en muchos lugares del mundo.

Los acidos ganodéricos mayoritarios en los extractos acuosos son los acidos
ganodéricos A, B, C y D (Zhu et al., 1999), cuyas principales propiedades validadas

mediante ensayos in vitro e in vivo en animales son:

Acido ganodérico A: inhibe el crecimiento y la capacidad invasiva de células
de cancer de mama (MDA-MB-231) en cultivo (Jiang et al., 2008) y potencia la
sensibilidad de células hepaticas de cancer a quimioterapicos como el cisplatino (Yao
etal., 2012).
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Acido ganodérico B: posee actividad citotéxica (Guan et al., 2008; Yue et al.,
2010), antinociceptiva (Koyama et al., 1997), inhibidora de las sintesis de colesterol
(Komoda et al., 1989) y efectos inhibidores de la enzima proteasa del VIH (Akbar &
Yam, 2011; el-Mekkawy et al., 1998).

Acido ganodérico C: con actividad antiinflamatoria (Liu, Yang, et al., 2015).
Inhibe la liberacién del TNF-alfa por parte de los macréfagos, reduciendo asi los
efectos inflamatorios relacionados con el proceso asmatico en ratones. Igualmente
disminuye la liberacion de TNF-alfa en cultivos primarios de mucosa procedentes de
biopsias de nifios con enfermedad de Crohn y en macrofagos (Liu, Dunkin, et al.,
2015). Los autores proponen como mecanismo de accién una inhibicion en la
activacion de la via NF-kappaB. Atendiendo a que el TNF-alfa también esta
relacionado con la caquexia cancerosa, inflamaciones del higado (activa la proteina C
reactiva) y la resistencia a la insulina, se podria justificar en parte la eficacia de este

compuesto en el tratamiento de estas enfermedades.

Proteinas y proteoglicanos. La proteina Ling Zhi-8 presente en el reishi, de
accion inmunoldégica, es de interés porque reduce la progresion de tumores hepaticos,
cancer de mama y cancer de pulmon (Wu et al., 2015), por diferentes mecanismos de
expresion génica (p53, p21) entre otros. En ratones se ha informado que la proteina
Ling Zhi-8 activa las células T efectoras murinas y activa las células presentadoras de
antigenos. En células humanas se ha observado que estimula la proliferacion celular
y la produccion de IL-2 en células T y promueve la maduracion de las células
dendriticas (Hsu et al., 2013). Esta proteina es perfectamente soluble en agua. Otras
proteinas solubles en agua y contenidas en el reishi del carpéforo posen también cierto

efecto antibacteriano y antioxidante (Sa-Ard et al., 2015).

Los extractos acuosos del reishi también poseen proteoglicanos. Estan
formados por una composicion media de un 95.3% en carbohidratos y un 3.3% de
proteinas. (Ye et al., 2011). Los proteoglicanos solubles en agua poseen actividad
antidiabética (Pan et al., 2015), inmunomoduladora (Ye et al., 2011; J. S. Zhang et al.,
2002), antiherpética (Liu et al., 2004) y protectora renal (Pan et al., 2014). El extracto
acuoso parece conservar las propiedades del reishi, en cuanto a las proteinas. Sin
embargo, para mejorar la extraccion de las mismas se puede anadir 0,1M Tris-HCL
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ajustando el pH a 7,4 con HCI, ya que los tampones Tris a pH entre 6,5-9,5 mantienen
la integridad conformacional de las proteinas y mejoran su solubilidad (Muinao et al.,
2018). Por otro lado, para prevenir la oxidacion de los polifenoles que también se
evaluan en la tesis, al disolvente de extraccién se le incorporé 10 mM de EDTA (acido
etilendiaminotetracético - Panreac) que es capaz de inhibir las enzimas de tipo
polifenol oxidasas (frecuentes en las setas), pues actua como agente quelante del

cobre contenido en estas enzimas (Weemaes et al., 1999).

Por lo tanto, debido a que el método de extraccidn acuosa conserva las
principales moléculas que definen las propiedades del reishi, pues extrae
correctamente polisacaridos, triterpenoides de interés, proteinas y proteoglicanos, se
selecciond este método como el mas correcto para la tesis, anadiéndole 0,1M Tris-
HCl a pH a 7,4 para mejorar la extraccion proteica y 10 mM de EDTA para preservar
su contenido polifendlico. Ademas, este método es el mas utilizado de forma

tradicional, por lo que es el que mas representa el consumo histérico de la seta.
5.4.2 Eleccion del tiempo y temperatura de extraccion

Para establecer los tiempos de extraccion de las muestras, se realizaron dos
extracciones acuosas, una en frio y otra en caliente (infusion, forma tradicional de
utilizacion) de reishi: 1,75 g de seta triturada en 100 mL de agua. Se estudi6 a
continuacion la evolucion de la concentracion de los fenoles totales a lo largo del

tiempo y dependiendo de la temperatura de extraccion.

La eleccidn de los fenoles se debid a que estas moléculas tienen un alto poder
antioxidante y son muy abundantes en las setas, por o que son muy representativas
(Nowacka-Jechalke & Olech, 2018). El reishi utilizado procedia de cultivo en un
sustrato 80% de roble marojo (Quercus pyrenaica) y 20% de centeno, recolectado el
5/12/2014 en primera cosecha y analizado el 21/04/2015.

Para establecer el tiempo 6ptimo de extraccion se realiz6 3 muestreos para
cada extracto (frio y caliente) alos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 minuto. Las muestras se
pipetearon, se centrifugaron y los sobrenadantes se reservaron a -20°c hasta su

analisis. Posteriormente se analizd la concentracidon de fenoles totales mediante la
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metodologia de Folin-Ciocalteu, explicada con detalle en el punto 5.6.2, y se graficaron
los resultados (Figura 25).

Fenoles totales Método Folin-Ciocalteu
Extraccion en caliente Vs en frio
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Figura 25. Evolucion del contenido en fenoles del té de reishi segun el tiempo de

extracciéon
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extracto caliente
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Obsérvese que aproximadamente a 75°C se obtiene el maximo de concentracion de

polifenoles.

Como se observa en la Figura 25, el maximo de extraccion de polifenoles se
origina a los 8 minutos. Por su elevada polaridad, la solubilizacion en agua de los
polifenoles es muy rapida y en el minuto 0, nada mas afadir la muestra al agua, ya

existe presencia de los mismos.

Durante la extraccion también se midio la evolucién de la temperatura del agua,
tal y como se ve en la Figura 26. En base a estos ensayos establecié como el tiempo
optimo de extraccion de 8 minutos y 75°C de temperatura.

5.4.3 Eleccion de concentracion del extracto

La mayoria de setas comestibles como boletos, champifiones, setas de chopo,
etc. se pueden triturar hasta hacerlos polvo con un molinillo/triturador casero. Sin
embargo para el reishi esto no es posible: el reishi presenta una estructura trimitica
(Bernichia, 2005) con presencia de hifas esqueléticas (Figura 4) que aporta una gran
resistencia y fibrosidad, que ya de por si es resistente en casi todos los poliporaceos.
Esto hace que, al intentar triturarlo, se obtenga una especie de algodén capaz de

absorber mucho liquido (Figura 27).

Figura 27. Detalle de reishi triturado y pesado en bascula
Al triturar reishi se origina una pelusa muy esponjosa que impide realizar una extraccién
concentrada de proteinas. Obsérvese la ligereza de este “algodon de reishi”. Fotografia

del autor.
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Al intentar hacer el extracto a concentracion 1:5 con esta pelusa el tampén de
extraccion era absorbido totalmente por la misma y partes de la fibra de la seta
permanecian secas, por lo que la extraccion no era completa. Se tuvo que llegar a una
proporcion 1:10 de tampodn de extraccion para que todo el tejido de la seta estuviera

en contacto con el disolvente.
5.4.4 Proceso de elaboracion de los extractos

Las muestras se extrajeron en tubos de ensayo con tampdn de extraccion (Tris
0,1 M, EDTA 10 mM, pH 7,4) en concentracion 1/10 a una temperatura 75°C en bafio
Velp Scientifica (multistirrer 6) durante 8 minutos e inmediatamente se colocaban en
bafo de hielo. (Figura 28)

Figura 28. Proceso de infusionado de las muestras

Para obtener los extractos, se aplastaba el algodén fungico y el liquido obtenido
se sometia a una primera centrifugacién en tubos de 50 mL durante 20 min a 3.500
rpm y 4°C en centrifuga Digicen-R de rotor basculante RT142. Se recuperaba el
sobrenadante, se preparaban alicuotas de 1,5 mL en microtubos y estos se
centrifugaban durante 3 min a 10.000 r.p.m. en centrifuga Labnet Spectrafuge 24D.

Se recogian los sobrenadantes y se conservaban las muestras a -20°C en frigorifico.
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Figura 29. Extractos 1:10 limpios y congelados.

Debido a que los extractos 1:10 tenian una reducida la concentracion de
proteinas, estimadas inicialmente por la metodologia de Kalb y Bernlohr ( punto 5.7.1),
y ademas tenian un color anaranjado debido a la abundancia de pigmentos de la seta,
se tuvieron que probar diferentes métodos para la limpieza/purificacion vy
concentracion de las proteinas: método del TCA/acético, dialisis en tripa artificial de
acetato de celulosa, ultrafiltracion por presion a gas, y ultrafiltracion con microtubo

centrifugo (punto 5.7).

5.5 Analisis nutricional y perfil de acidos grasos

Las analiticas nutricionales se realizaron externamente por la empresa Agrolab
Ibérica S.L.U, (Tarragona, Espana). Para hacer los calculos nutricionales, tanto de las
setas completas como de los pies en comparacién con los sombreros, se enviaron
muestras de sombreros y pies de las setas obtenidas en el sustrato 2 (Figura 30).
También se enviaron los 300 g de Ganoderma lingzhi procedentes de la empresa
MundoReishi Salud S.L.

Se solicitdé analizar: proteina, grasa, fibra dietética, azucares totales, hidratos
de carbono, sodio, cenizas y perfil de acidos grasos. El perfil de acidos grasos se
realizd con 46 acidos grasos de referencia. El laboratorio facilité la incertidumbre de

cada analisis para la comparacion de resultados.
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Figura 30. Sombreros y pies de reishi en bolsas zip
A la derecha dos bolsas con pies de setas de Ganoderma lucidum y a la derecha una

bolsa con sombreros de Ganoderma lucidum.

Debido a que el contenido en proteina indicado por el laboratorio fue dado
calculando la proteina como N x 6,25, para compararla con otros estudios, el valor fue

convertido a proteina de hongos N x 4.38 segun (Crisan & Sands, 1978).

Los 46 acidos grasos analizados fueron: Acido decanoico (caprico). Acido
docosadienoico (13¢,16¢) [C22:2]. Acido docosahexaenoico (4c, 7¢,10c,13¢,16¢,19¢)
(cervénico). Acido docosanoico (behénico). Acido docosapentaenoico (7c, 10c, 13c,
16¢, 19¢) (clupadénico). Acido docosatetraenoico (7c, 10c, 13c, 16¢) (adrénico). Acido
docosenoico (13c) (erucico). Acido dodecanoico (laurico). Acido eicosadienoico
(11¢,14c) [C20:2]. Acido eicosanoico (araquico). Acido eicosapentaenoico (5¢, 8c,11
c,14c,17¢). Acido eicosatetraenoico C20:4 (n- 3). Acido eicosatetraenoico (5c, 8c,11c,
14c) (araquiddnico). Acido eicosatrienoico (11 c¢,14c,17c). Acido eicosatrienoico
(8¢c,11¢c,14c) (dihomo-y-Linolénico). Acido eicosenoico (11c) (gadoléico). Acido
heneicosanoico  (heneicosilico). Acido heptadecanoico (margarico). Acido
heptadecenoico (10c) (margaroléico). Acido hexadecanoico (palmitico). Acido
hexadecenoico (9c¢) (cis-palmitoléico). Acido hexadecenoico (9t) (trans-palmitoléico).
Acido octadecadienoico (9c, 12c) (linoléico). Acido octadecadienoico (9c, 12t). Acido
octadecadienoico (9t, 12c). Acido octadecadienoico (9t, 12t) (linolelaidico). Acido

Pag. 61



Caracterizacion antioxidante, antirradicalaria y polifendlica de carpdforos obtenidos en diferentes cultivos de
cepas ibéricas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai.
Composicidon nutricional, perfil proteico y digestibilidad proteica de ambos taxones.

octadecanoico  (estearico). Acido  octadecatetraenoico  (6¢,9¢,12c,15¢)
(estearidonico). Acido octadecatrienoico C18:3 (9¢,12t,15t). Acido octadecatrienoico
(6c, 9c, 12c) (y-Linolénico). Acido octadecatrienoico (9c,12¢,15t). Acido
octadecatrienoico (9¢,12t,15¢c). Acido octadecatrienoico (9¢,12¢,15¢) (a-linolénico).
Acido octadecatrienoico (9t,12t,15t). Acido octadecatrienoico (9t,12c,15t). Acido
octadecatrienoico (9t,12¢,15c). Acido octadecenoico (11c) (cis-vaccenico). Acido
octadecenoico (6¢) (petrosenilico). Acido octadecenoico (9c) (oléico). Acido
octadecenoico (9t) (elaidico). Acido octanoico (caprilico). Acido pentadecanoico. Acido
tetracosanoico  (lignocérico). Acido tetracosenoico (15c) (nervénico). Acido
tetradecanoico (miristico). Acido tetradecenoico (9c) (miristoléico).

Con los datos obtenidos el laboratorio calcul6: suma de acidos grasos
saturados, de acidos grasos trans, de acidos grasos monoinsaturados y de acidos

grasos poliinsaturados.

5.6 Caracterizacion antioxidante, antirradicalaria y

polifendlica

5.6.1 Analisis de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se calculé segun el procedimiento CUPRAC (Copper
Reducing Antioxidant Capacity) de Apak et al. (2004).

El método CUPRAC se fundamenta en que el reactivo Cu(ll)-
neocuproina[Cu(ll)-Nc] reacciona como agente oxidante cromogénico de la siguiente
forma (Figura 31)

2nCu (Nc)2?* + Ar(OH)n > 2n Cu(Nc)2* + Ar(= O)n + 2nH*

OH a

R4 " -

Figura 31. Reaccién de CUPRAC
Pag. 62



Caracterizacion antioxidante, antirradicalaria y polifendlica de carpdforos obtenidos en diferentes cultivos de
cepas ibéricas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai.
Composicidon nutricional, perfil proteico y digestibilidad proteica de ambos taxones.

En esta reaccion los polifenoles (-OH) se oxidan a las correspondientes formas
quinonicas (= O) y el Cu (llI)-Nc es reducido a Cu(l)-Nc que es un compuesto coloreado

y muestra un maximo de absorcion a 450 nm.

Para los analisis se emplearon 25 pL de las muestras 1:10 obtenidas segun el
procedimiento descrito en el apartado 5.4.4. Las muestras se prepararon por triplicado
con 25 pL de extracto, 1000 uL de cloruro de cobre Il 10mM (Sigma-Aldrich), 1000 uL
de neocuproina 7,5mM, 1000 pL de acetato de amonio 1M a pH 7 y 975 pL agua Milli-
Q (un total de 4000 pL). El blanco se realizé sustituyendo la muestra por agua. Se
elaboraron 3 muestras por extracto. La reaccién se realizé durante 60 minutos, a
temperatura ambiente y en oscuridad. La recta patréon se elabor6é con acido galico
1mM (Sigma-Aldrich) en etanol para cantidades de 0, 20, 40, 60 y 80 yL, adaptando
el contenido de agua, para hacer el total de 4000 pL. La absorbancia se midi6é a 450

nm con espectrofotdmetro (HELIOS Epsilon Thermo Scientific).
5.6.2 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue calculado por el método de Folin-Ciocalteu
de acuerdo al procedimiento de (Singleton & Rossi, 1965). El reactivo de Folin-
Ciocalteu contiene una mezcla de volframato sédico y molibdato sédico en acido
fosférico que es capaz de reaccionar con restos fendlicos presentes en las proteinas

(tirosinas) y con compuestos como acido galico y sus derivados, flavonoides, etc.

OH OH
Reactivo de Folin-
Ciocalteu (W8*, Mo®*)
de color amarillo
UV VYN
(o] (0]

Reactivo de Folin-
Ciocalteu reducido (W5*,

Mo®*) de color azul

Figura 32. Esquema de Reaccion de Folin-Ciocalteu
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El acido fosfomolibdotungstico, formado por las dos sales en el medio acido, al
ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, que

es el que se mide con el espectrofotometro a 765 nm.

Las muestras se prepararon con 25 pL de los extractos de reishi, 600 yL de
carbonato de sodio 7,5% (Sigma-Aldrich), 675 pL de agua Milli-Q y 200 pL de reactivo
de Folin (un total de 1.500 pL). El blanco para calibrar el espectrofotometro se realizé

sustituyendo la muestra por agua. Se elaboraron 3 muestras por extracto.

La reaccion se realizé a 50°C durante 10 minutos en bano Velp Cientifica con
temporizador Oregén Scientific (Figura 33)

Figura 33. Muestras en bafio durante la reaccion de Folin-Ciocalteu
Replica Il de Il del método Folin Ciocalteu. Fotografia del autor.

La recta patron se realizé6 con acido galico 2,5 mM (Sigma-Aldrich) para
cantidades de 0, 20, 40, 60 y 80 uL, adaptando el contenido de agua, para completar
1500 pL.

Las absorbancias fueron medidas con espectrofotometro (HELIOS Epsilon
Thermo Scientific) a 765 nm y los graficos y calculos matematicos se realizaron segun
lo indicado en el apartado 0.
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5.6.3 Capacidad antirradicalaria

La capacidad antirradicalaria fue medida usando el reactivo DPPH (2,2- difenil-
1-picrilhidrazilo) de acuerdo al procedimiento de (Brand-Williams et al., 1995). El
radical organico DPPH es un radical organico nitrogenado estable, que presenta una
coloracion purpura que se pierde progresivamente en presencia de sustancias

antioxidantes, produciéndose asi un descenso de la absorbancia a 515 nm.

Las muestras se prepararon con 25 uL de los extractos obtenidos segun lo
indicado en el apartado 5.4.4, 2900 uL de radical DPPH 0,1 mM (Sigma-Aldrich) en
metanol y 75 pL de metanol al 80%, haciendo un total de 3000 pL. El blanco se realiz6
sustituyendo la muestra por agua. Se elaboraron 3 muestras por extracto. La reaccion
se mide a los 10 minutos exactos del inicio, ya que, en este intervalo, la mayoria de

las sustancias completan la reaccién con el DPPH y permite estandarizar el proceso.

La recta patron se realizd con TROLOX (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico, un analogo de la vitamina E) 1TmM en metanol para
cantidades de 0, 25, 50, 75 y 100 pL, adaptando el contenido de metanol, para
completar 3000 uL. El espectrofotometro se calibré con el “blanco 17 compuesto por
3000 pL de metanol al 80%.

5.7 Concentracion y limpieza de proteinas

5.7.1 Estimacion inicial de la cantidad de proteina de las muestras

Antes de proceder con las electroforesis fue necesario estimar la cantidad de
proteina que existe en los extractos obtenidos segun el apartado 5.4.4. Lo ideal es
qgue las muestras tengan una concentracion proxima a 2 ug/uL de proteina para que

se vean bien las bandas en la electroforesis.

La estimacién de la concentracién de proteinas se realizé por la metodologia
de Kalb and Bernlohr (1977). Este método permite estimar rapidamente el contenido
de proteina disuelta mediante 3 mediciones de absorcion y la aplicacion de la formula

indicada a continuacion:

[Proteina] = 183 (A230 - A320) - 75,8 (A260 -A320) = pg/ml
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Donde A230, A260 y As20 corresponden con las medidas de la absorbancia de la
muestra en un tampoén fosfato salino a las longitudes de onda 230, 260 y 320nm

respectivamente.

La estimacion de proteina se realizé a partir del extracto de setas completa (pie

mas sombrero) cultivado en 80% roble + 20% centeno.

Para la medida de las absorbancias se utilizé un espectrofotémetro HEAIOS
aTermo y una cubeta de cuarzo Hellman con un paso de luz de 10mm. Como blanco

se emplearon 10 uL de tampdn de extraccion.

Si bien el dato de concentraciéon obtenido mediante este método es sélo
orientativo, permite realizar una estimacion de cuanto hay que concentrar los mismos

para realizar las electroforesis.

Al concentrar los extractos de partida se observd que ensuciaban el carril de la
electroforesis con pigmentos de un color pardo rojizo (Figura 34). Estos eran mas
abundantes en las muestras que procedian de los sombreros de la seta que en los

pies por lo que es probable que procedieran de la cuticula rojiza del reishi.

Figura 34. Los extractos de reishi tifien de pardo la electroforesis

Los pocillos 2, 3 y 4, que contienen diferentes extractos de reishi, se ven tefiidos por
pigmentos de la seta. El pocillo 5 también tienen extracto de reishi, pero del pie. El pocillo
6 contine BSA, incoloro, y los pocillos 1y 7 contienen los patrones de proteina, también

incoloros.
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Para tratar de eliminar estos pigmentos se probaron diferentes procedimientos
de concentracion y limpieza de proteinas. Asi se testaron para la tesis: a)
Concentracion y purificacion por el método TCA/acetona; b) Purificacion por didlisis;
c) Concentracién con ultrafiltracién a presion de gas; d) Ultrafiltracion de las muestras

con microtubo centrifugo.

Figura 35. Coloracion de los diferentes extractos de reishi

Extractos brutos (sin centrifugar) 1:10 de Ganoderma lucidum. Contenido de los tubos,
de izquierda a derecha: Pellet setas completa. Extracto de seta completa. Pellet de
sombreros. Extracto de sombreros. Pellet de pies. Extracto de pies.

5.7.2 Purificacion mediante el método TCL/acetona.

Este método concentra las proteinas mediante precipitacién de las mismas con
acido tricloroacético, separacion por centrifugacion y lavado de los sedimentos con
acetona. Se utiliza cuando las muestras estan demasiado diluidas o cuando tiene una
alta concentracion de polisacarido. En el reishi suceden ambas cosas, ya que es rico
en polisacaridos, como comentamos en los puntos 2.4.1y 5.4.1 y estamos trabajando
con concentraciones 1:10, escasas en proteina, debido a los condicionantes fisicos
de la seta (punto 5.4.3). Por otro lado, si los polisacaridos son los responsables de
arrastrar/adsorber los pigmentos de la seta, la muestra procesada quedara mucho

mas limpia al aplicar este método.
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Con objeto de establecer la metodologia mas apropiada, se realizaron
extractos con muestras nuevas a concentracion 1:10 a partir de 2 gramos de
sombreros de Ganoderma lucidum cultivada en 80% roble y 20% cereal con disolucién
tapdn 0,28 M NaCl, 5mM de H2NaO4P a pH 7,4 (tampdn PBS) previamente elaborada.

Figura 36. Método de concentracioén y purificacion de proteinas TCA/acetona
Izquierda extracto precipitado con TCA y centrifugado. Centro: Extracto lavado con

acetona y centrifugado. Izquierda: sedimentos obtenidos después del proceso

Al extracto obtenido se le anadi6 4 de volumen de &cido tricloroacético 50% en
bafio de hielo. Se dejo reposar 30 minutos para permitir la precipitacion de las
proteinas y luego se centrifugd a 3.500 rpm durante 30 minutos. Se retir6 el
sobrenadante y se lavd el sedimento con acetona 3 veces. Todo el método del

TCA/acetona se realiz en hielo y en centrifuga refrigerada a 4 °C.
5.7.3 Dialisis con membrana

Se realiz6 una dialisis en membrana de 12.000-14.000 MWCO (Molecular
weight cutoff) con una luz de 19 mm (Medicell international Ltd., 239 Liverpool Road,

Londres) para ver si se podian limpiar las muestras.

Para ello se corté un trozo de 40 cm de longitud de dicha membrana y se
preparo hirviéndola 10 minutos en 1 L de una solucién de bicarbonato de sodio al 2%

p/vy EDTA 2mM. A continuacién, se limpié con agua Milli-Q y se hirvié de nuevo en
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2mM de EDTA otros 10 minutos. Luego se lavo y almacendé en agua Milli-Q a 4° hasta

Su uso.

Posteriormente, el sedimento de proteinas y residuos obtenido segun el
apartado 5.7.2, se disolviéo en tampon PBS hasta llegar a 20 mL y con este extracto
se llen6 la membrana de didlisis. Esta se sacé del frigorifico y se lavé con agua Milli-
Q por fuera, luego se at6 por un extremo y se limpié por dentro llenandola varias veces
con este agua. Por ultimo, se llen6 con el extracto citado y se ato el extremo que
quedaba libre dejando 1/3 de su capacidad llena de aire para prevenir la rotura de la
tripa (Figura 37, centro).

La tripa asi preparada se puso a dializar dentro de un biddn con 4 litros de agua
Milli-Q sometido a agitacidén magnética en el interior de la nevera, a 4°C. A las 3 horas

se cambio el agua y continud la didlisis hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente se extrajo la membrana del bidon y se vacié en un tubo de 50
ml. Finalmente se obtuvieron 23 mL de muestra dializada. El liquido se centrifugé a
3.500 RPM durante 15 minutos a 4°C y se recogi6 el sobrenadante en un tubo de 50

mil.

Figura 37. Proceso de dialisis
Izquierda: preparacion de la membrana. Centro: extracto dentro de la membrana listo

para dializar. Derecha: dialisis terminada
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Al igual que sucedi6 con el método de TCA/acético (punto 5.7.2), la dialisis no

limpid las muestras de pigmentos pardo-rojizos.
5.7.4 Ultrafiltracion con presion de gas

Para concentrar los aproximadamente 23 mL de muestra dializada se realiz6
una ultrafiltracion a través de membrana de celulosa regenerada (Amicon®
Bioseparation Millipore Corporation, Billerica, MA01281, U.S.A) de 25mm de diametro
de 10.000 NMWL (Nominal Molecular Weight Limit), en el dispositivo Stirrel
Ultrafiltration modelo de 10mL (Amicon® 8010, Millipore Corporation, Bedford,
MA01730, U.S.A.).

El procedimiento consiste en aplicar presion de gas sobre la muestra a filtrar
que esta en un lado de la membrana. El empuje que ejerce el gas sobre la muestra
hace que esta filtre al otro lado de la membrana. Las particulas superiores en peso al
marcado en la membrana (10.000 Da) se quedan a un lado y las particulas inferiores
pasan con el disolvente se al otro lado (Figura 38). Dentro del ultrafiltrador se introduce
también un iman (inmerso en la muestra) que se mueve gracias a un agitador
magnético; este impide que el filtro se obstruya por taponamiento con proteinas

grandes.

Figura 38. Equipo de ultrafiltraciéon funcionando

Como la membrana era nueva, para eliminar el glicerol que la protege, se
procedio a filtrar agua pura Milli-Q a 55psi de presion (3,7ATM) durante 5 minutos. La

membrana asi limpia se almacen6 en etanol al 10% en agua y a 4°c, hasta su uso.
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Para el proceso se sacé la membrana del refrigerador y se lavé varias veces
con agua Mili-Q. Esta membrana se colocé dentro del Amicon 8010 con la parte
brillante hacia arriba. Posteriormente se llend el recipiente % partes de su volumen

con el liquido de la didlisis obtenido segun lo indicado en el punto 5.7.3.

Para el proceso de filtrado se establecio una presion de 50 psi en el equipo de
gas (nitrégeno). Cuando el dispositivo estaba a punto de filtrar todo su contenido se
cerraba el gas, se descargaba la presion del sistema, se abria el ultrafiltrador y se
llenaba de nuevo el recipiente con mas cantidad del extracto a filtrar. Asi se procedio
varias veces hasta concentrar todo el extracto de partida en un volumen medido con
micropipetas (modelo Proline Plus marca Biohit) de 2,7ml. Estas micropipetas y todas
las utilizadas fueron calibradas dias antes en el laboratorio. Se calculé una velocidad
aproximada de filtrado de 0,585 ml/min para una presiéon de 50 psi a temperatura

ambiente y en la muestra utilizada.

Una vez terminado el proceso, la membrana de ultrafiltracion se lavo
sumergiéndola 30 min en una soluciéon de NaOH 0,1M. Luego se hizo pasar agua Milli-
Q a través de ella en el aparato de ultrafiltracion para terminar su limpieza y se
almacend en el frigorifico en la solucién de alcohol ya comentada, para dejarla lista en

sucesivos usos.
5.7.5 Ultrafiltracion con microtubo centrifugo

Tanto la muestra concentrada en el punto anterior como la muestra 1:10 sin
purificar se concentraron mas con microtubos centrifugos Amicon ultra-0,5 Centrifugal
devices (Millipore Corporation. 290 Concord Road Billerica, MA 01821 United States)
modelo de 10.000 NMWL para posteriormente someterlas a una electroforesis y

dilucidar qué método es el mejor a la hora de concentrar proteinas.

Este método concentra proteinas aprovechando la fuerza centrifuga de una
maquina centrifuga para para hacer pasar el extracto a través de la membrana de
ultrafiltracién, de forma similar a la presion por gas que se explicd en el punto 5.7.4.
La membrana incorporada dentro del tubo ultracentrifugo se adquiere con el peso

molecular (NMWL) que se desea (Figura 39).
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Figura 39. Funcionamiento de Amicon ultra-0,5 Centrifugal devices

Fuente: Hoja de instrucciones del microtubo.

Para proceder con las muestras, se llena el tubo interno con 500 uL de muestra
y se centrifuga durante 10 min a 10.000 RPM. Luego se saca el concentrado con una
micropipeta Hamilton para medir la cantidad y asi poder estimar el incremento de
concentracion aproximado del extracto. El tubo se llena y las muestras se concentran
de 500 pL a 56-62 puL, cerca de diez veces, y directamente con esos nuevos
concentrados se realizan las electroforesis comparativas, tal como se nuestra en los

resultados (punto 5.21.2).

5.8 Electroforesis de las muestras

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas por
migracion en un campo eléctrico. Las moléculas se separan en funcién de su carga
eléctrica. Con determinados reactivos se les otorga carga a las proteinas para que

puedan moverse por un gel gracias a una diferencia de potencial.

Uno de los métodos de electroforesis mas comunmente aplicado para proteinas
es el método PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) en presencia del detergente
anionico dodecilsulfato sédico (SDS). Esta técnica es conocida como SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) y se ha utilizado segun los protocolos descritos previamente (Jiménez
et al., 2013).

Las muestras de proteina obtenidas de los carpoforos y concentradas, asi como
todas las muestras sometidas a electroforesis, se tamponaron con una solucion: Tris-
HCI 277.8 mM pH 6,8, SDS al 4,2 % (p/v), glicerol al 44,4 % (v/v) y azul de bromofenol
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al 0,02 % (p/v). Cada 18 pL de muestra se mezclaron con 6 uL del buffer elaborado
(24 pL en total) y se hirvieron durante 5 minutos (aprox. 100°C). El agua hirviendo
desnaturaliza las proteinas y permite que el SDS se una a las cadenas polipeptidicas.
El SDS carga la proteina de forma negativa para que pueda ser desplazada por la

diferencia de potencial que se aplica en la camara de electroforesis.

Después, las muestras se centrifugaron a bajas revoluciones (en una
microcentrifuga) para eliminar las burbujas de aire y concentrar la muestra de proteina
en la parte baja del tubo. Posteriormente se desprecintd un gel preformado, se colocé
en la cubeta de electroforesis y se llend el equipo con un tampdn que contenia TRIS-
HCI 25 mM (pH 8,3), glicina de 192 mM, y 0,1% (p / v).

Los geles preformados utilizados fueron Mini-Protean TGXTM 4-20%
(laboratorios BIO-RAD. Alcobendas, Espafa). El gel de 4-20% en poliacrilamida se
eligié después de hacer pruebas con extractos de reishi en distintos geles y se vio que

el gel de gradiente 4-20% mejoraba la separacién de las proteinas de reishi.

Una vez colocado el gel en el equipo, los pocillos de la parte superior del gel se
cargaron 20 uL de cada muestra con una micropipeta Hamilton y luego se ajusté el
equipo a una diferencia de potencial de 120 V y una intensidad de corriente de 25 mA.
Se trabaj6 a 20°C.

Para estimar el tamafo de las proteinas de las muestras, se introdujeron 5 pL
del marcador de proteinas Precision Plus Protein™ Unstained Standards (Bio-Rad
Labs. Alcobendas, Espafia) en el primer y ultimo pocillo de cada electroforesis. Este
marcador esta constituido por diferentes proteinas recombinantes, de las cuales se
conoce su tamafio y que, al separarse durante la electroforesis, nos sirven de guia
para estimar el tamafo de las proteinas de la muestra (Figura 40). El blanco utilizado
para las proteinas era proteina de suero bovino (BSA) y en el caso de las electroforesis
con extractos digeridos, también se incorpor6é una columna con BSA + SGF (fluido

gastrico simulado) y otra sélo con SGF.

La electroforesis terminaba cuando la linea azul llegaba a la parte inferior del

gel.
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Figura 40. Maquina de electroforesis funcionando y fin de la electroforesis

Luego, los geles se extrajeron sobre agua, se lavaron 3 veces y se tifieron con
una soluciéon 1% (p / v) de coomassie brillant blue R-250 50% (v/v) metanol y 10%
(v/v) de acido acético (Jimenez et al., 2013) durante aproximadamente 14 horas en un
agitador basculante Rocker 25 (Labnet) a 40 r.p.m. y a temperatura ambiente,
exceptuando un gel comparativo para el que se realizd una tinciéon en plata (5.8.1).
Transcurrido la noche, se destifieron los geles con una solucion de 7% (v/v) de acido

acético y 5% (v/v) de metanol, colocado en el mismo agitador.
5.8.1 Método de tincion con plata

Como método alternativo de la tincion con coomassie brillant blue R-250,
también se realizd una tincidn por nitrato de plata adaptando el método de Blum et al.
(1987) y Shevchenko et al. (1996). La tincion en plata es un método extremadamente
sensible de tincion de proteinas y llega a mostrar bandas que no se aprecian en la

tincion en azul brillante.
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Figura 41. Mesa preparada para la tincién con plata

Para la tincién, se lavé el gel de poliacrilamida en una solucion de etanol al 50%
y acido aceético al 5% durante 1h y dejando pasar toda la noche en etanol al 50%. Al
dia siguiente se lavd 3 veces en agua Milli-Q, durante 10 minutos y se sensibilizé con
NaS203-5H20 al 0,02% durante 1 minuto. Después de otros 3 lavados de 30 segundos
en agua Milli-Q, se incubd el gel en AgNOs al 0,01% durante 20 minutos a 4°C. Se
lavé el gel en agua Milli-Q otras 3 veces durante 20 segundos y se transfirié el gel a
un contenedor limpio donde se lavo una vez mas durante 1 minuto. El gel se reveld
en formalina al 0,05% con Na2COs al 3% vy la tincion se realizé con acido acético al
5%. Después de la tincion, el gel se lavo 3 veces durante 10 minutos con agua Milli-Q
y se guardo en acido acético al 1% hasta su conservacion entre peliculas de celofan
(punto 5.10).

5.9 Digestibilidad proteica

Los estudios de digestibilidad de proteinas in vivo de los extractos de
Ganoderma se realizaron en fluido gastrico simulado (SGF) a 37 ° C durante 60

minutos de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente por (Jimenez et al.,
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2013). El procedimiento consiste en poner las muestras en condiciones similares a las
gue encontramos en un estomago estandar: con pepsina como enzima digestiva, sal
y acido clorhidrico, y posteriormente se realiza una electroforesis comparativa para

ver qué proteinas se digieren y cuales no.

La digestion comparativa se realizé con los extractos 1:10 de seta completa de
Ganoderma lucidum 80% de roble y 20% de centeno y Ganoderma lingzhi,
posteriormente concentrados por microfiltracion centrifuga. Para ver la eficacia de la
digestion se puso también una muestra de proteina sérica bobina, con y sin digerir, y
una muestra de SFG en otro pocillo. Ademas, se incorporaron los marcadores en el

primer y ultimo pocillo de la electroforesis, para estimar los tamafos proteicos.

Las digestiones se realizaron en microtubos con 90 microlitros que contenian
0,3 mg de pepsina (800-2500 U / mg; SIGMA Ref. P 7000), HCI (0,066 N), NaCl (30
mM) y las proteinas de prueba. Las incubaciones se llevaron a cabo a 37°C durante
60 minutos. La digestién se detuvo pasado este tiempo con 30 microlitros de NaHCOs3
(200 mM) (pH 11.0). Se verifico la correcta parada de la digestion mediante una prueba

de pH de la proteina sérica bovina digerida.

Figura 42. Prueba de pH después de la digestion con SGF

Una vez verificado el proceso, se tomaron 18 pL de todas las muestras:
Ganoderma lucidum, Ganoderma lucidum digerida, Ganoderma lingzhi, Ganoderma

lingzhi digerida, albumina de suero bovino, albumina de suero bovino digerida y fluido
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gastrico simulado y se procedio a realizar una electroforesis segun la metodologia
explicada en el punto 5.8 mostrando los resultados en el punto 6.10.

5.10 Técnica de conservacion entre peliculas de celofan

Para preparar y conservar los geles de las electroforesis se utilizo la técnica de
conservacion de geles en celofan (Heda, 2021), pero con concentraciones de un 20%

de etanol y un 10% de glicerol.

Esta técnica consiste en hacer un sandwich con 3 capas: celofan, gel de
poliacrilamida, y celofan. El gel de poliacrilamida se sumerge en la solucion del alcohol
y glicerol antes de hacer el sandwich y con unos marcos de plastico y pinzas se sujetan
todos los bordes del celofan. Estos marcos se dejan reposar toda la noche y como el
celofan es poroso, el alcohol se evapora a través del mismo y el glicerol se queda

adherido al gel permitiendo que tenga cierta elasticidad y no se rompa Figura 41

SR W W s sameen s

Figura 43. Técnica de conservacioén entre peliculas de celofan
Dos geles de electroforesis listos para desecarse y conservarse mediante la técnica de

celofan.
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5.11 Digitalizacion de geles

Para la digitalizacion de los geles conservados en celofan se utilizé una réflex
Nikon D750 con un objetivo AF Micro Nikkor 60mm f/2.8D sobre iluminador de geles
disponible en el laboratorio de Bromatologia y Nutriciéon de la Facultad de Medicina.
Otras fotografias de geles de la tesis se realizaron con el movil Asus Zenphone 6
(sensor Sony IMX586, 48MPco, F/1.79).

5.12 Analisis informatico de datos

La revision de las secuencias de ADN ser realiz6 mediante el programa BioEdit
Secuence Alignement Editor Versiéon 7.2.5. (Carspbad, California, EEUU).

Las rectas patrén de cada método de analisis se realizaron por ajuste de
minimos cuadrados mediante el software Excel 2013, de la suite ofimatica de Microsoft

Office (Microsoft Corp., Redmond, Washington, Estados Unidos).

El analisis de la varianza (ANOVA) se realiz6 mediante el software estadistico
Statgraphis Centurion 16.1 (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, Virginia, Estados
Unidos). Las diferencias entre los tratamientos se compararon mediante la prueba de

LSD (Least significant difference) de Fisher con un nivel de confianza del 95,0%.

Para la presentacién de algunos resultados graficos ademas de Excel 2013
también se utilizé el programa Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software. 2365
Northside Dr. Suite 560 San Diego, CA 92108).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacion genética

La determinacion genética de todos los hongos del estudio coincidié con la
identificacion inicial facilitada por las empresas y entidades que suministraron las

muestras y micelios.

La longitud de las secuencias de bases obtenidas para los carpéforos de
Ganoderma lingzhi (C-GZ) y las tres cepas de micelio de Ganoderma lucidum (M-
GLM, M-GLP y M-GLA) fueron de 593, 590, 630 y 634 nucledtidos respectivamente.
Estas secuencias se compararon con secuencias de otros estudios mediante la

herramienta BLAST del NCBI tal como recoge la Tabla 2.

Tabla 2. Identidad de secuencias genéticas de los hongos

Hongo Identidad Cobertura Valor Identidad Cepa Procedencia de la
de E comparada cepa comparada
(%)
C-GzZ G. lingzhi 99 0.0 99% JQ781855.1 (Y Cao et al., 2012)
589/591
M-GLM G. lucidum 99 0.0 100% JQ781851.1 (Y Cao et al., 2012)
588/588
M-GLP G. lucidum 99 0.0 100% KU310900.1 (Hennicke et al,
2016)
625/625
M-GLA G. lucidum 97 0.0 99% KU310900.1  (Hennicke et al.,,
2016)
615/616

C-GZ: Carpdforos identificados como Ganoderma lingzhi, procedentes de cultivo en
China. M-GLM: Micelio de Ganoderma lucidum originario de Madrid, M-GLP: Micelio de
Ganoderma lucidum originario de Palencia. M-GLA Micelio de Ganoderma lucidum

originario de Aveiro (Portugal)
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Los resultados de los diferentes cultivos realizados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de los cultivos de las cepas ibéricas de Ganoderma lucidum.

Volumen i
Tiempo de Primera Tiempo
Composicién Tipo de de total
Cultivo Cepa colonizaci cosecha
Sustrato Cultivo sustrato 3 i )
(mi) on (dias) (dias) (dias)
1 GLA  20%T —80% Ch Frasco 200 28,0 +2,4 100,75 +2,2  128,7 4,7
1 GLM  20%T - 80% Ch Frasco 200 26,7 £3,5 99,5 +4,3 126,5 7,8
1 GLP  20%T — 80% Ch Frasco 200 35,6 18,1 106,0 £7,0 141 £15
2 GLM  20%C —-80% Qp Bolsa 4000 18,7+2,3 79,7 £9,8 107,7£19,6

GLA, GLM y GLP: Carpéforos ibéricos de Ganoderma lucidum de cultivo en laboratorio

provenientes respectivamente de los distritos de Aveiro (Portugal), Madrid (Espafa) y

Palencia (Espafna). T: grano integral de trigo (Triticum aestivum). Ch: astillas de Chopo

(Populus sp.). C: grano integral de centeno (Secale cereale). Qp: astillas de roble melojo

(Quercus pyrenaica).

Del Cultivo 1, en botes de 200 mL y destinado a medicion de antioxidantes, s6lo

se recolectaron los carpéforos producidos en el primer ciclo de produccion (primera

cosecha). Las 3 cepas del cultivo 1 respondieron de una manera muy similar tanto en

tiempos de colonizacion como en fructificacién, no habiendo diferencias significativas

entre ellas.

El Cultivo 2 tuvo una segunda produccion de carpoforos a los 59,3 dias desde

la primera recoleccién y una tercera produccion residual 58 dias después de la

segunda cosecha. Todas las fructificaciones fueron recolectadas para el analisis

nutricional, perfil de acidos grasos y extraccion de proteinas.
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Figura 44. Cultivos de Ganoderma lucidum en bolsa y en frasco
Cultivo 1: 1) Ganoderma lucidum en bolsa, en plena fase de fructificacién. 2) Parte de la
cosecha de las bolsas. Cultivo 2: 3) Ganoderma lucidum cultivada en frascos 4) Parte

de la cosecha de los frascos. Fotografias del autor.
6.2.1 Seta promedio

Para estimar la seta promedio, se tomaron las medidas y pesos de las setas
procedentes del cultivo en bolsa (cultivo 2) antes de enviarlas a analizar
nutricionalmente (Figura 30) (n=50). No se tomaron en cuenta las medidas de los
carpoéforos cultivados en frasco porque en cultivos artificiales destinados a su

comercializacion el hongo nunca se cultiva en tan poco volumen.

La seta promedio presenta un peso de 14,97 +7,41 g con 6,12 +2,96 g de
sombrero y 7,77 +5,02 g de pie con unas medidas de sombrero de 6,12 £2,96 cm de
ancho por 4,84 +1,88cm de largo. El largo de los pies fue de 13,55 +6,77 cm. Los
resultados obtenidos muestran que la seta promedio reparte aproximadamente su

peso en un 41% para el sombrero y un 59% para el pie.
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6.3 Caracterizacion nutricional

6.3.1 Entre Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi

El analisis ha evidenciado diferencias significativas entre las 2 especies para el
contenido de fibra dietética, proteinas, cenizas y sodio. En particular Ganoderma
lingzhi ha mostrado un contenido en fibra de 7,46 g/100g superior a las setas de

Ganoderma lucidum y 0,0024 g/100g superior en sodio.

Ganoderma lucidum tiene una mayor cantidad de proteinas, un 4,24 g/100g
superior que Ganoderma lingzhi y también presenta un mayor contenido de cenizas,
de 1,10 g/100g mayor. Ninguna otra diferencia estadisticamente significativa ha sido

evidenciada en las demas variables analizadas (Tabla 4)

Tabla 4. Comparativa nutricional (%) entre carp6foros de Ganoderma lingzhi con

carpoforos de Ganoderma lucidum

Anidlisis G. Lingzhi G. Lucidum Incertidumbre
del analisis
Fibra dietética (%) 76,81 a 69,35b 1+4.5%
Proteina x4,38"(%) 7,47 a 11,70 b 3%
Hidratos de carbono (%) 9,88 a 11,02 a +10.5%
Azucares totales (%) <1,00* <1,00* +14,0%
Cenizas (%) 1,21 a 231b 15,0%
Grasa bruta total (%) 1,44 a 1,26 a 17,0%
Sodio (mg/100gr) 0,0050? 0,0026 b +12.5%
Calorias 876** 913**

*Limite de deteccion. **Incertidumbre de analisis no facilitada. Diferentes letras indican

diferencias significativas.

Pag. 82



Caracterizacion antioxidante, antirradicalaria y polifendlica de carpdforos obtenidos en diferentes cultivos de
cepas ibéricas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai.
Composicidon nutricional, perfil proteico y digestibilidad proteica de ambos taxones.

6.3.2 Entre pies y sombreros de Ganoderma lucidum

Figura 45. Foto detalle de pies y sombreros de Ganoderma lucidum

1) Sombreros de Ganoderma lucidum. 2) Pies de Ganoderma lucidum.

Tabla 5. Comparativa nutricional (%) entre pies y sombreros de carpéforos de

Ganoderma lucidum
Incertidumbre

Analisis Pies Sombreros del andlisis
Fibra Dietética 73,68 a 64,33 b 4,5%
Proteina (Nx4,38) 10,75 a 12,81 b +3%
Hidratos de Carbono 9,50 a 12,78 b +10,5%
Azucares totales <1,00* <1,00* +14%
Cenizas 1,48 a 3,26 b 5%
Grasa bruta total <1,00* a 1,38 b 7%
Sodio 0,0029 a <0,002* a +12,5%
Calorias 213** 233** -

*Limite de deteccion. **Incertidumbre de analisis no fue facilitada. Diferentes letras

indican diferencias significativas.

El contenido en proteinas, hidratos de carbono, cenizas y grasa total es mayor

en los sombreros de G. lucidum que en los pies. Destacan un 120% mas de cenizas
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en sombreros que pies. La fibra dietética de los pies es un 14,5% mayor que las de
los sombreros (Tabla 5).

6.4 Perfil de acidos grasos

6.4.1 Entre Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi

De los 46 acidos grasos analizados, fueron detectados 26 en Ganoderma
lucidumy 15 en Ganoderma lingzhi, todos correspondientes a los detectados también
en Ganoderma lucidum. Mientras que 20 de los acidos grasos analizados no se

encontraron en ninguna de las dos especies (<0,05%)

Como se muestra en la Tabla 4, la composicion porcentual de los diferentes
acidos grasos encontrados en Ganoderma lingzhi y Ganoderma lucidum fue muy
similar, no presentando diferencias significativas en: acidos grasos monoinsaturados
(37,5% y 28,7%), poliinsaturados (43,8% y 49,9%) y saturados (18,6% y 20,8%). Sélo
respecto a los acidos grasos trans se observaron diferencias significativas, con mayor

presencia en Ganoderma lingzhi (0,1% y 0,3%).

Ganoderma lingzhi presenta como acidos grasos mas abundantes: linoléico
(43,7%), oléico (34,2%) y palmitico 13,7%, representando el 91,6% del total de los

acidos grasos.

De forma similar, los acidos grasos mas abundantes para Ganoderma lucidum
fueron linoléico (48,83%), oléico (25,7%) y palmitico (15,0%), representando el 89,6%
del total.

Para el resto de acidos grasos, Ganoderma lingzhi presenta un mayor
contenido porcentual que Ganoderma lucidum en &acido araquico, margarico,
behénico, margaroléico, lignocérico y cis-vaccénico. Mientras que Ganoderma
lucidum presenta una mayor cantidad porcentual en: acido a-linolénico, miristico,
estearico, caprico, erucico, nervoénico, elaidico, acido octadecatrienoico (9t, 12c, 15t),

acido octadecadienoico (9c, 12t) y acido eicosatrienoico (11 ¢, 14c, 17c).
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Tabla 6. Comparativa de contenido de acidos grasos (%) entre carpéforos de

Ganoderma lingzhi y Ganoderma lucidum.

Acido graso G. lingzhi  G. lucidum
*15% +15%
Acido decanoico / Céprico <0,05* a 0,09b
Acido docosahexaenoico (4c, 7¢,10c,13c,16¢,19c) / Cervénico <0,05* a 0,051 a
Acido docosanoico / Behénico 0,4 a 0,11 b
Acido docosenoico (13c) / Erticico <0,05* a 0,10 b
Acido dodecanoico / Léurico <0,05* a 0,06 a
Acido eicosadienoico (11c,14c) [C20:2] <0,05* a 0,31a
Acido eicosanoico / Aréquico 0,26 a 0,15b
Acido eicosatrienoico (11 ¢,14c,17¢c) <0,05* a 0,14 b
Acido eicosenoico (11c) / Gadoléico 0,2a 0,27 a
Acido heptadecanoico / Margarico 0,29 a 0,19b
Acido heptadecenoico (10c) / Margaroléico 0,52 a 0,26 b
Acido hexadecanoico / Palmitico 13,7 a 15,02 a
Acido hexadecenoico (9c) / cis- Palmitoléico 0,77 a 0,82 a
Acido octadecadienoico (9¢, 12c¢) / Linoléico 43,7 a 48,83 a
Acido octadecadienoico (9c, 12t) <0,05* a 0,09b
Acido octadecanoico / Esteérico 1,3a 217b
Acido octadecatrienoico (9¢c,12c¢,15c) / a-Linolénico 0,1a 0,46 b
Acido octadecatrienoico (9c,12t,15c) <0,05* a 0,05a
Acido octadecatrienoico (9t,12c,15t) <0,05* a 0,09b
Acido octadecenoico (11c) / cis- Vaccenico 1,8 a 1,24 b
Acido octadecenoico (9c) / Oléico 34,2 a 25,73 a
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Acido octadecenoico (9t) / Elaidico <0,05* a 0,12b
Acido pentadecanoico 1,7 a 2,29 a
Acido tetracosanoico / Lignocérico 0,69 a 0,21b
Acido tetracosenoico (15¢) / Nervénico <0,05* a 0,14 b
Acido tetradecanoico / Miristico 0,21 a 0,54 b
Acidos grasos trans 0,1a 0,31b
Suma Acidos Grasos monoinsaturados 37,5a 28,68 a
Suma Acidos Grasos poliinsaturados 43,84 a 4993 a
Suma de 4cidos grasos saturados 18,64 a 20,77 a

Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas. * Limite de deteccién.
6.4.2 Entre pies y sombreros de G. lucidum

De los 46 acidos grasos analizados, fueron detectados 24 en pies y 23 en
sombreros. Mientras que 19 de los acidos grasos analizados no se encontraron para

ninguna de las dos especies (<0,05%)

Tabla 7. Comparativa de contenido de acidos grasos (%) entre pies y sombrero de

Ganoderma lucidum

) Pies Sombrero

Acido graso

+15% +15%
Acido decanoico / Céprico <0,05* a 0,13 b
Acido docosahexaenoico (4c, 7¢,10c,13c,16¢,19c¢) / Cervénico <0,05* a 0,052 a
Acido docosanoico / Behénico 0,15 a 0,068 b
Acido docosenoico (13c¢) / Ertcico 0,085 a 0,12b
Acido dodecanoico / Léaurico 0,076 a <0,05* b
Acido eicosadienoico (11c,14c) [C20:2] 0,33 a 0,28 a
Acido eicosanoico / Araquico 0,21 a 0,071 b
Acido eicosatrienoico (11 ¢,14c,17¢c) 0,16 a 0,12 a
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Acido eicosenoico (11c) / Gadoléico 0,21 a 0,33 b
Acido heptadecanoico / Margarico 0,28 a 0,081b
Acido heptadecenoico (10c) / Margaroléico 0,31a 0,2b
Acido hexadecanoico / Palmitico 18,7 a 10,7 b
Acido hexadecenoico (9c) / cis- Palmitoléico 0,94 a 0,67 b
Acido octadecadienoico (9¢, 12c) / Linoléico 49,7 a 47,8 a
Acido octadecadienoico (9¢, 12t) 0,1a 0,085 a
Acido octadecanoico / Esteérico 34a 0,73 b
Acido octadecatrienoico (9c,12¢,15¢) / a-Linolénico 0,47 a 0,44 a
Acido octadecatrienoico (9c,12t,15c) 0,059 a <0,05* a
Acido octadecatrienoico (9t,12c,15t) 0,12 a <0,05* b
Acido octadecenoico (11c) / cis- Vaccenico 1,7a 0,7b
Acido octadecenoico (9c) / Oléico 18,6 a 341b
Acido octadecenoico (9t) / Elaidico 0,16 a 0,069 b
Acido pentadecanoico 2,2a 2,4 a
Acido tetracosanoico / Lignocérico 0,22 a 0,19 a
Acido tetracosenoico (15c) / Nervénico 0,12 a 0,17 b
Acido tetradecanoico / Miristico 0,8a 0,24 b
Acidos grasos trans 0,44 a 0,15b
Suma Acidos Grasos monoinsaturados 221a 36,4 b
Suma Acidos Grasos poliinsaturados 50,9 a 48,8 a
Suma de dcidos grasos saturados 26 a 14,64 b

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas. * Limite de

deteccion.
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La composicion por tipo de acidos grasos entre pies y sombreros es muy
diferente. Los pies de Ganoderma lucidum presentan mayor cantidad de acidos grasos
saturados y acidos grasos trans que el sombrero. Mientras que el sombrero presenta
mayor cantidad de acidos grasos monoinsaturados. No se encuentra diferencia

estadistica entre los acidos grasos poliinsaturados.

El acido linoléico es el acido graso mas abundante en pies y sombreros de

Ganoderma lucidum, con un 47,8% y 49,7% respectivamente.

Los pies ademas presentan, como mas abundantes los acidos palmitico
(18,7%), oléico (18,6%) y esteérico (3,4%) y los sombreros, oléico (34,1%), palmitico
(10,7%) y pentadecanoico (2,4%).

Los pies de Ganoderma lucidum presentan un mayor contenido porcentual que
los sombreros en los acidos: palmitico, estearico, cis- vaccénico, cis- palmitoléico,
miristico, margaroléico, margarico, araquico, elaidico, behénico, acido
octadecatrienoico (9t,12c,15t) y laurico. El sombrero presenta un mayor contenido
porcentual que los pies en los acidos: oléico, gadoléico, nervénico, caprico y erucico.

6.5 Ajustes de los métodos

Los métodos de CUPRAC vy Folin tuvieron un ajuste excelente con un R? de
0,9985 y 0,9996 respectivamente. El ajuste del método DPPH fue algo peor: 0,9725.

6.5.1 Ajustes de la metodologia CUPRAC

Figura 46. Cubetas patréon del método CUPRAC
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Figura 47. Recta patréon del método CUPRAC

6.5.2 Ajustes de la metodologia Folin-Ciocalteu

Figura 48. Cubetas patron del método de Folin-Ciocalteu.
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Figura 49. Recta patron del método Folin-Ciocalteu
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6.5.3 Ajustes de la metodologia del radical DPPH
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Figura 50. Cubetas patron del método del radical DPPH
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Figura 51. Recta patron del método del radical DDPH
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6.6 Comparacion de Capacidad Antioxidante

6.6.1 Entre Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi
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Figura 52. Capacidad antioxidante de los distintos carpoforos del estudio. Método
CUPRAC

Diferentes letras indican diferencias significativas entre los taxones (p < 0,05). GZ:
Carpoforos de Ganoderma lingzhi de cultivos asiaticos. GLP, GLA y GLM: Carpdéforos
ibéricos de Ganoderma lucidum de cultivo en laboratorio originarios de Palencia

(Espana), Distrito de Aveiro (Portugal) y Madrid (Espana), respectivamente.

Los carpoforos obtenidos por cultivo de las diferentes cepas ibéricas de
Ganoderma lucidum presentaron similar o superior capacidad antioxidante que los

carpoéforos de Ganoderma lingzhi (Figura 52).

El reishi de la cepa de Palencia super6 a Ganoderma lingzhi en un 78,5% sobre
el valor medio. Ninguna otra cepa ibérica mostré diferencias significativas con

Ganoderma lingzhi.

El estudio comparativo entre las 3 cepas ibéricas, mostré diferencias
significativas entre la cepa de Palencia y la de Madrid, presentando la primera un

poder antioxidante 39,6% superior que la segunda.
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6.6.2 Entre sombrero, pie y tubos de Ganoderma lucidum

La carne de los tubos tiene un 85,4% mas poder antioxidante que la carne del
pie (Figura 53). No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las

otras partes de la seta.
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Figura 53. Capacidad antioxidante de sombrero, tubos y pie de Ganoderma
lucidum. Método CUPRAC

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05).

6.7 Comparacion de fenoles totales

6.7.1 Entre Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi

La Figura 54 muestra el contenido de fenoles totales de las diferentes setas de
las cepas de Ganoderma Ilucidum y Ganoderma lingzhi obtenido mediante el método

de Folin-Ciocalteu

Los carpoforos obtenidos por cultivo de las cepas ibéricas de GL presentaron
similar o superior cantidad de fenoles totales que los carpoforos de Ganoderma lingzhi.
GLP super6é a GZ en un 76,0% respectivamente sobre el valor medio. Ninguna otra

cepa ibérica mostré diferencias significativas con GZ.
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GLP present6 un mayor contenido de fenoles que GLM y GLA, diferenciandose
de ellos en un 71,6% y 43,1% respectivamente. Estas dos ultimas cepas no mostraron

diferencias entre si.
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Figura 54. Contenido en fenoles totales de los distintos carpéforos del estudio.
Método Folin-Ciocalteu

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05). GZ: Carpoforos de
Ganoderma lingzhi de cultivos asiaticos. GLP, GLM y GLA: Carpdforos ibéricos de
Ganoderma lucidum de cultivo en laboratorio; Palencia (Espafa), Madrid (Espafa) y

Distrito de Aveiro (Portugal) respectivamente.

Tanto para Ganoderma lucidum (eqCUPRAC = 789,016 + 0,368916 * egFolin-
Ciocalteu; R>=86.51%) como para Ganoderma lingzhi (eqCUPRAC=-313,633+61,596
* eqFolin-Ciocalteu; R?=76.37%) encontramos una correlacion positiva entre el
contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante.

6.7.2 Entre sombrero, pie y tubos de Ganoderma lucidum

Solo se encontraron diferencias significativas en contenido fendlico entre tubos
y pies de Ganoderma lucidum, teniendo los tubos un 210,0% mas de contenido en

fenoles que los pies.
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Figura 55. Contenido en fenoles totales de sombrero, tubos y pie de Ganoderma
lucidum. Método Folin-Ciocalteu

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05)

6.8 Comparacion de capacidad antirradicalaria

6.8.1 Entre Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi

La Figura 56 muestra las propiedades antirradicalarias de las diferentes setas
de las cepas de Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi mediante el método de
DPPH.

Los carpoforos obtenidos en cultivos de las cepas ibéricas de GL presentaron
similar o superior cantidad de polifenoles que los carpoforos de GZ. GLP superd en
cantidad de moléculas antirradicalarias a GZ y a GLM en un 196,5% y un 66,0%
respectivamente. Ninguna otra cepa ibérica mostré diferencias significativas con GZ.
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Figura 56. Contenido de sustancias radicalarias de los distintos carpo6foros del
estudio. Método del radical DPPH

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05). GZ: Carpoforos de
Ganoderma lingzhi de cultivos asiaticos. GLP, GLM y GLA: Carpdforos ibéricos de
Ganoderma lucidum de cultivo en laboratorio; Palencia (Espafa), Distrito de Aveiro

(Portugal) respectivamente y Madrid (Espafia).

6.8.2 Entre sombrero pie y tubos de Ganoderma lucidum

Como se observa en la Figura 57, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en contenido en sustancias antirradicalarias entre sombrero, tubos y pies
de Ganoderma lucidum, aunque las medias parecen mostrar una tendencia similar a

las encontradas en otros métodos.
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Figura 57. Contenido de sustancias radicalarias de sombrero, tubos y pie de
Ganoderma lucidum. Método del radical DPPH

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05)

6.9 Electroforesis

6.9.1 Estimacion inicial de la cantidad de proteina de las muestras

La cantidad de proteina estimada por la metodologia de Kalb y Bernlohr en el
extracto 1:10 de reishi (Ganoderma Ilucidum) fue de 0,14 mg/ml. Por ello se estimé
que los extractos estudiados en esta tesis debian concentrarse entre 10 y 15 veces
para llegar a una cantidad de proteina que fuera visible en las electroforesis, aunque
como se vera en las electroforesis de la Figura 58 y Figura 59 esa estimacion se quedd

por debajo de lo esperado.
6.9.2 Concentracion y limpieza de proteinas. Eleccion de método

El resultado de la electroforesis del reishi sometido al método de TCA/acetona

y dialisis fue la mostrada en la Figura 58
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Figura 58. Electroforesis del método de TCA/Acetona

Columa 1: Patrones de proteinas. 2: Ganoderma lucidum 18 uL de extracto. 3:
Ganodemra lucidum 10 pyL de extracto. 4: Ganodemra lucidum 5 pL de extracto. 5:
Patrén de albumina de suero bovino. Se puede apreciar que las bandas de Ganoderma

lucidum (2, 3 y 4) son muy poco visibles (marcado con una elipse roja).

El resultado de la electroforesis del reishi 1:10 sin purificar y concentrado
posteriormente con microtubos centrifugos Amicon ultra-0,5 Centrifugal devices se

puede ver en la Figura 59.

Se adoptd el metodo de concentracidn por ultrafitracion con tubo centrifugo
como método principal de concentracion de proteinas de los extractos 1:10, por
similitud de resultados y método mas sencillo, tal y como se comenta con detalle en

el apartado de discusioén (punto 7.6).
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Figura 59. Electroforesis extracto concentrado con Amicon ultra-05

Columnas 1 y 8: Patrones de proteinas. 2: Ganoderma lucidum 20 pL de extracto. 3:
Ganodemra lucidum 10 yL de extracto. 4: Ganodemra lucidum 5 pL de extracto. 5:
Ganodemra lucidum sin concentrar 18 uL. 6: Ganodemra lucidum sin concentrar 10 L.
7: Albumina de suero bovino 10 pL. 9: Proteina SELfd 10 pyL procedente de otros
ensayos del laboratorio de Bromatologia y Nutricion. 10: Proteina S. nigra 10 pL

procedente de otros ensayos del laboratorio de Bromatologia y Nutricion.

Ademas, después de realizar otras electroforesis de prueba (Figura 60) se
estimo que habia que concentrar los extractos de partida entre 26-31 veces para poder

realizar el analisis.
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Figura 60. Otras electroforesis para la puesta a punto del método.
Izquierda: Muestras 1:10 sin concentrar. Centro: concentradas 4,88 y 54,22 veces
(columnas 2 y 3). Derecha: Ultima prueba de electroforesis con concentracion de 32

veces.

6.9.3 Diversidad proteica de Ganoderma lucidum y Ganoderma

lingzhi

La Figura 61 muestra los perfiles proteicos de Ganoderma lucidum entera, pie

y sombrero y de Ganoderma lingzhi entera.

Se observan grandes diferencias entre los perfiles proteicos de ambas
especies. Ganoderma lucidum tiene muchas franjas de proteinas de 10 a 100 kD de
Mr, mientras que Ganoderma lingzhi muestra las principales bandas s6lo entre 10 y
15 kD de Mr. Para Ganoderma lingzhi también se observa una pequefia banda

proteica a una Mr de 25 kD.
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Figura 61. Perfil proteico de diferentes partes de Ganoderma Iucidum y
Ganoderma lingzhi

Columnas 1y 7: Patrones de proteinas. 2: Ganoderma lucidum entera. 3: Ganoderma
lucidum sombrero. 4: Ganoderma lucidum pie. 5. Ganoderma lingzhi. 6: Albumina de

suero bovino.

Si comparamos las proteinas de pie y sombrero (columnas 3 y 4), el sombrero
parece tener una mayor cantidad de proteinas entre 31 y 100 kD de Mr. El sombrero
también parece tener dos bandas de proteinas de gran peso, superiores a un Mr de

250 kD que no presenta el pie. El pie no presenta proteinas por encima de una Mr de
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100-110 kD. Por otro lado, el pie parece tener mayor cantidad de proteinas entre 25 a

31kD, pues se ve mas coloreada la zona que en el sombrero.

6.9.4 Tincion con plata

Figura 62 Electroforesis con tincion en plata
Columnas 1y 7: Patrones de proteinas. 2: Ganoderma lingzhi. 3: Ganoderma lucidum
completa. 4: Ganoderma lucidum sombreros. 5: Ganoderma lucidum pies. 6: Albumina

de suero bovino (BSA).

La tincidn con plata es capaz de mostrar proteinas en tan poca cantidad que
permite observar bandas proteicas intermedias entre las propias proteinas patron
(columnas 1 y 7). Estas bandas no se observan en las tinciones con Coomassie
Brilliant Blue R-250. Por otro lado, las bandas de proteinas, tanto del reishi como las
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BSA de prueba, tienen tanta proteina que no llegan a tefirse con la plata, quedando

de tonalidad mas amairilla que proteinas con menor concentracion.

También se realizaron varias fotos durante el proceso de revelado de la tincién

con plata. (Figura 63). Se observé que el proceso de revelado es muy rapido.

Figura 63. Proceso de revelado en el método de tincion con plata

Imagenes tomadas al iniciarse el revelado (izquierda), al minuto 3 (centro) y al minuto 6

(derecha) desde el inicio.

6.10 Digestibilidad enzimatica en SGF (Simulated Gastric
Fluid)

Como se muestra en la Figura 64, el proceso de digestibilidad produce la
degradacion total de la proteina BSA (columna 7). Cuando esto ocurre aparece solo
una banda de alta intensidad con Mr aparente de 37 kD, correspondiente a la pepsina
del SGF. Esta banda se deja ver en todas las muestras de proteina donde se ha

incorporado SGF: columnas 3, 5,7 y 8.
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Figura 64. Digestibilidad proteica de Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi
Columnas 1y 9: Patrones de proteinas. 2: Ganoderma lucidum. 3: Ganoderma lucidum
digerida. 4: Ganoderma lingzhi. 5: Ganoderma lingzhi digerida. 6: Albumina de suero

bovino. 7: Albumina de suero bovino digerida. 8: Fluido gastrico simulado (SGF).

Cuando Ganoderma lucidum se somete a la digestidn, la mayoria de las bandas
desaparecen, manteniéndose bastante marcadas dos zonas alrededor de los 25 kD y
15 kD. Ganoderma lingzhi, después de la digestion, mantiene bandas muy marcadas
entre 15y 12 kD de Mr, producto de la digestion de las proteinas correspondientes a

las bandas superiores.
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7 DISCUSION

7.1 Caracterizacion genética

La caracterizacion genética es un método que identifica con seguridad los
taxones del género Ganoderma. La amplificacion del ADN por PCR es una técnica de
bajo coste y relativamente sencilla, sin embargo, cuando un producto se procesa
inadecuadamente y se sobrecalienta, el ADN se dafia y el producto no se puede
caracterizar genéticamente. Por ello es necesario establecer otros métodos de
identificacion que, aun siendo mas caros, permitan definir perfectamente la especie.
En esta tesis se ha encontrado que la electroforesis proteica puede ser un método
eficaz para diferenciar ambos taxones, sobre todo en los casos en los que el ADN no

pueda ser amplificado.

Por otro lado, la lectura del ADN amplificado requiere aparatos de elevado coste
gue no estan disponibles en la mayoria de los laboratorios vy, por ello, lo normal es
externalizar todo el proceso de amplificacion y lectura del ADN. Depender de una
empresa externa puede conllevar retrasos que supongan costes economicos para una
empresa (bloqueo de materia prima) o posibles retrasos en estudios de laboratorio.
Las electroforesis proteicas desarrolladas en este trabajo, también podrian ser de gran

interés en estos casos.

Para no depender del ADN, seria interesante disponer de los perfiles proteicos
de otras especies de interés del género Ganoderma de amplio uso medicinal en otras
partes del mundo como Ganoderma sinense, G. oregonense y G. sessile, que se

comercializan pulverizados. Seria interesante continuar los estudios por este lado.

Otro método de identificacion de especies sencillo y de bajo coste podria ser el
propuesto por la American Pharmacopoeia (Graff, 2006), basado en la identificacion
de los componentes triterpénicos presentes en las muestras mediante cromatografia
en capa fina (Thin layer chromatography, TLC). No obstante, como se comenta en
dicha publicacién, resulta dificil establecer cuales son los marcadores de mayor
eficacia, debido a la amplia variabilidad de triterpenos que contienen las especies de

reishi.

Pag. 104



Caracterizacién antioxidante, antirradicalaria y polifendlica de carpdforos obtenidos en diferentes cultivos de
cepas ibéricas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai.
Composicidon nutricional, perfil proteico y digestibilidad proteica de ambos taxones.

7.2 Cultivo

Para la medicion de polifenoles y antioxidantes se eligio cultivar las distintas
cepas de Ganoderma lucidum en madera de chopo (sustrato 1). Esta eleccion se basé
en que existia la posibilidad de las setas de Ganoderma lingzhi a comparar se
hubieran cultivado en este sustrato, pues ha sido ampliamente utilizado a nivel
mundial particularmente en paises como India, Iran, Turquia y Nepal, entre otras (E.
Erkel, 2009; Mehta et al., 2014; Petre & Teodorescu, 2009; Singh et al., 2014).
También porque las especies de Populus estan ampliamente distribuidas por el
planeta, son faciles de cultivar y muy productivas, lo cual incrementaba la posibilidad
de que fueran elegidas para la produccion de reishi.

Ganoderma Ilucidum es una especie sencilla para cultivar en laboratorio o
interiores. Fructifica tanto en frascos de poco volumen (200 ml) o incluso en volumenes
mucho menores (Ozcariz-Fermoselle, 2018), como en bolsas grandes (4l), como

hemos podido comprobar en este trabajo (Figura 65).

Figura 65. Detalle de fructificacion de reishi en tubo de ensayo

El reishi fructifica en muy poco volumen de sustrato (Ozcariz-Fermoselle et al., 2018).

A pesar de que el cultivo 1 (en frasco) contenia 5 veces menos volumen de
sustrato que el cultivo 2 (en bolsa), observamos que la cepa de Ganoderma lucidum
cultivada en bolsa colonizé y fructific6 mucho mas rapido que las cepas cultivadas en
frascos de cristal. En nuestra experiencia es posible que esto se deba a que para el
cultivo 2 se utilizaron bolsas con amplios filtros que permitieron un mejor intercambio
gaseoso del hongo, sin embargo, también podria deberse a la diferencia de
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composicion del sustrato (diferentes maderas de arbol) o a caracteristicas de las
cepas.

Por lo que observamos, este hongo adapta el tamafio de fructificacién a la
cantidad de alimento de que dispone, siendo mas grande cuando mas sustrato tiene.
Asi, el tamafo de los carpdforos fue superior en el sustrato de bolsa que en el del
frasco. Esto se debe a que los hongos, antes de fructificar, incluyen en su micelio
todos los nutrientes y agua que pueden captar y, desde estos nutrientes ya
acumulados, forman sus setas (Cotter, 2014). Si la cantidad de micelio esta limitada
por el tamano del envase, la cantidad de nutrientes disponibles en el micelio también

lo estara y, por ello, los carpéforos generados seran pequenos.

Por esto, el valor de seta media comentado en los resultados (punto 6.2.1) hay
que considerarlo para el volumen de 4l, y quiza no sea comparable con otros tamafos

de sustrato.

7.3 Analisis nutricionales

Segun nuestros conocimientos, este es el primer estudio donde se recogen las
caracteristicas nutricionales de Ganoderma lingzhiy, por ello, también el primero en
el que se realiza un analisis comparativo entre las propiedades nutricionales de
Ganoderma Ilucidum y Ganoderma lingzhi. También se realiza por primera vez un
analisis de las diferencias nutricionales entre pies y sombreros de la Ganoderma

lucidum.

Nuestros datos han evidenciado que Ganoderma lucidumy Ganoderma lingzhi

difieren en el contenido de fibra dietética, proteinas, cenizas y sodio.

Las diferencias encontradas en los valores de fibra dietética y proteinas entre
ambas especies de Ganoderma merecen ser estudiadas detenidamente, ya que

intervienen en sus propiedades medicinales.

Si comparamos los datos nutricionales de Ganoderma lucidum, con los
recogidos en otras investigaciones vemos que existen diferencias importantes (Tabla
8).
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Tabla 8. Valores nutricionales encontrados para Ganoderma Iucidum por

diferentes autores.

Referencia  g¢oikovic et Stojkovic et Ogbe y Stamets Nuestro

al. (2014) al. (2014) Obeka (2013) (2005) estudio
Variable
Origen Nigeria** NR* Espafna
Fibra dietética (%) 7,77 £+0,34 66,80 69,35 +4,5%
Proteinas (%) 11,34 £1,21 9,93 +0,26 16,79 0,13 15,05 11,7 £3%
Carbohidratos totales 11,02

81,48 +1,11 78,16 £0,21 63,27 0,20 71,00
(%) +10,5%
Cenizas (%) 8,191+0,10 8,42 0,13 ND 2,31 5%
Grasa bruta total (%) 1,52 £0,09 3,48 1,26 £7%
AG saturados

15,67 £0,03 32,39 0,17 ND 13,70 20,77 £15%
(%/Total AG)
AG monoinsaturados

49,63 £0,02 25,19+0,06 ND 60,91 28,68 £15%
(%/Total AG)
AG polinsaturados

34,70 £0.01 42,42 +0,11 ND 25,38 49,93 £15%
(%/Total AG)

0,0026
Sodio (mg/100g) 229,88 +0,34  0,0069g
+15%

Calorias 1417,26 +0,42 37600 1049,90

*Cultivado; **Silvestre; ND: No descrito; AG: Acidos Grasos
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7.3.1 Fibra

Las paredes celulares de los hongos son el principal aporte de fibra en un
hongo. Contienen una mezcla de componentes que incluyen quitina, un polimero de
cadena lineal (1 — 4) -B de N-acetil-glucosamina), y polisacaridos tales como (1—3) -
B-D-glucanos y mananos. (Cheung, 2013). El contenido de B-glucanos en la materia
seca del hongo suele ser mucho mayor que el de quitina (Cheung, 2013), y son de

alto interés para el sistema inmune, como se ha indicado anteriormente.

Dentro de la parte no digerible y no asimilable del reishi encontramos
betaglucanos con actividad inmunolégica con ramificaciones de tipo (1—3) y (1—6)
(Raa, 2015). Un reishi con mayor contenido en fibra tiene una mayor cantidad de (3-
glucanos vy, por ello, podriamos pensar que tienen una mayor actividad sobre el
sistema inmune, sin embargo los B-glucanos mas activos son los que presentan,
ademas de la ramificacion ya comentada, alto peso molecular y conformacion espacial
en triple hélice (Semedo et al., 2015). Estos autores validaron la técnica de tincion con
Rojo Congo en microplacas, técnica sencilla, de alta capacidad y de bajo coste, para
detectar espectrofotométricamente estos B-D-glucanos en diferentes especies de
hongos. Seria interesante implementar este método relativamente selectivo a las dos
especies de hongos estudiados, Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi, con objeto
de conocer cual tiene mayor cantidad de B-D-glucanos de triple hélice y, en base a
ello, predecir su actividad sobre el sistema inmune. Parece por tanto necesario realizar

mas investigacion en este aspecto.

Al comparar sombreros y pies de Ganoderma lucidum se ha observado que los
pies de reishi contienen mas fibra que los sombreros (14,5%). Ya que es posible
cultivar solo los pies de las setas (Figura 14), este dato tiene relevancia porque se
puede desarrollar un reishi con mejor concentracion de B-D-glucanos. Sin embargo,
debido a que el sombrero de Ganoderma lucidum presenta un 26,1% mas de proteinas
que los pies y, entre las proteinas de reishi existen varias con accion
inmunomoduladora, no es posible discernir con seguridad si un cultivo de pies de reishi
(antled form — reishi con aspecto de astas de ciervo, con mas fibra), tendria mas
actividad global sobre el sistema inmune que uno cultivado con pies y sombrero (con

mas cantidad de proteina inmunomoduladora, pero menos fibra). Discernir esto con
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cierta seguridad requeriria desarrollar estudios experimentales in vitro e in vivo

comparando las respuestas inmunes en presencia de ambos productos.

Por otro lado, la fibra del reishi también presenta la capacidad de modular la
microbiota intestinal incrementando bacterias con efectos positivos en la salud como
Lactobacillales, Roseburia y Lachnospiraceae. (Li et al., 2016). Los (1-3) (1-6)-B-D-
glucanos de largas cadenas ramificadas son buenos prebioticos que estimulan el
crecimiento de la flora intestinal beneficiosa. Por ejemplo, se ha visto que llegan a
modificar la microbiota de ratones obesos corrigiendo su obesidad (Chang et al., 2015)
y recientemente se ha probado que llegan a restaurar la microbiota intestinal alterada
de ratas diabéticas, produciendo de nuevo metabolitos reguladores de la glucemia
(Chen et al., 2019). Conforme a esto, este 14,5% mas de fibra en el pie respecto al
sombrero puede ser interesante para el desarrollo un reishi “prebiético”, con mas
capacidad de modulacién del microbioma intestinal. Seria muy interesante conocer la
capacidad moduladora del microbioma de diferentes extractos alcohdlicos (etandlicos,
metandlicos), concentrados de triterpenos, etc. que carecen de fibra en su
composicion, ya que el mercado actual tiende a consumir estos extractos en vez de
seta pura, que probablemente y en este aspecto sean menos eficaces en la

modulacién microbiana.

Comparando el contenido en fibra de Ganoderma lucidum con otros estudios,
(Gonzalez Matute et al., 2011) encuentran valores de fibra similares a los obtenidos
en nuestra experimentacion (66,8%), mientras que estos y otros autores (Gonzalez
Matute et al., 2011; Ogbe & Obeka, 2013) encuentran valores inferiores en cepas
cultivadas de Taiwan (59,16%+0,85) y silvestres de Nigeria (7,77%=0,34)

respectivamente.
7.3.2 Proteinas

Como se ha comentado, Ganoderma Ilucidum tiene un 56,6% mas de proteina
que Ganoderma lingzhi. Dentro de las proteinas del reishi existen varias con potencial
inmunoldgico Ling Zhi-8 y Ling Zhi-9 (Ahmad et al., 2021; Bastiaan-Net et al., 2013).
La proteina Ling Zhi-8 ademas presenta propiedades antioxidantes y antibacterianas
(Sa-Ard et al., 2015) y reducen la pérdida de masa 6sea (Hsu et al., 2014), entre otras

actividades. El mayor contenido de proteina que presenta Ganoderma lucidum podria
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indicar una mayor actividad de los sombreros sobre el pie, en estos aspectos. Sin
embargo, al igual que sucedia con la fibra y los B-glucanos inmunomoduladores,
habria que distinguir que cantidad de proteina Ling Zhi-8 tiene cada seta, y no
considerar la cantidad global de las proteinas. Para discernir esto se podria utilizar el
método Bradford (Bradford, 1976) en la banda proteica correspondiente a la Ling Zhi-
8. Este es un método colorimétrico sencillo que mide la cantidad de proteinas en base

a la absorcion del colorante Coomassie Blue R-250 (595 nm) que tifie las mismas.

Comparando con otras publicaciones, el contenido de proteinas encontrados
para Ganoderma lucidum en nuestro estudio (11,70%) ha sido practicamente igual al
encontrado en cepas de Ganoderma lucidum aisladas en Serbia (11,34%%1,21) y
superior al encontrado en China (9,93%0,26) (Ferreira et al., 2015). Para Ganoderma
lucidum silvestre de Nigeria se encontr6 un contenido del 16,79%%0,13 (Ogbe &
Obeka, 2013), en Taiwan un 7,92% +0.54 (Gonzalez Matute et al., 2011) y para
Ganoderma lucidum de cultivo en EEUU un 15,05% (Stamets, 2005). Para
Ganoderma lucidum de origen sin determinar, se ha encontrado un 13,3% de proteina
(Chaturvedi et al., 2018). Se observa que las setas analizadas en las zonas de
distribucion natural de Ganoderma lingzhi, China y Taiwan, contienen valores de
proteina similares a los obtenidos en este estudio para Ganoderma lingzhi (7,47%)
siendo inferiores al resto de ubicaciones estudiadas. Seria interesante conocer si esto
pudiera deberse a un error de identificacibn entre ambas especies o0 a que
verdaderamente Ganoderma lingzhi tienen menor cantidad de proteina que

Ganoderma lucidum.

La publicacién de Stamets (2005) tiene especial interés porque, ademas del
reishi, el autor analizd las composiciones de proteina de otras setas comestibles y
medicinales, todas cultivadas por él en similares condiciones ambientales y sometidas
a los mismos métodos analiticos, por o que se pueden comparar entre ellas y con
nuestro estudio. Asi, se observa como el contenido proteico en las especies carnosas
de setas comestibles, como Agaricus spp. o Pleurotus spp., suele ser mas abundante
que en especies de poliporaceos duros, rondando un contenido entorno al 30%,
mientras que las especies de afiloforales fibrosas, Ganoderma lucidum, Ganoderma

oregonense y Trametes versicolor, rondan el 10-15% de contenido. Parece
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observarse que mientras mas dura y resistente es la seta, mas porcentaje de fibra

contiene y menos porcentaje de proteinas.

Finalmente, atendiendo a otras diferencias analiticas entre las dos especies,
las diferencias en sodio entre Ganoderma Iucidum y Ganoderma lingzhi
probablemente se deban a la diferencia de contenido de este elemento en el sustrato
de cultivo. Si el hongo no tiene disponibilidad de un determinado mineral en su sustrato
no puede incorporarlo a su micelio y, finalmente, a su carpéforo. Se han realizado
pruebas con diferentes oligoelementos afnadidos en el cultivo de reishi y se ha
constatado que cuando estan disponibles el hongo los incorpora a sus carpoforos,
como por ejemplo con el selenio (Gasecka et al., 2016) y el cobre (Bidegain et al.,
2015). Esto tienen un importante interés en el cultivo de setas, ya que la EFSA permite
alegar virtudes saludables a alimentos cuando estan en una concentracion minima (el
15% de la ingesta minima diaria) y, por ello, a un sustrato se pueden agregar plantas
ricas en determinados nutrientes para que el producto final contenga mayor cantidad
de oligoelementos. Esto se ha encontrado por ejemplo para Ganoderma lucidum
proveniente de la empresa colaboradora del estudio, cuyas setas son fuente natural
de cobre y manganeso, gracias a los substratos vegetales utilizados en sus cultivos,
y por ello puede alegar propiedades beneficiosas sobre el sistema inmune (el cobre
“contribuye al funcionamiento normal del sistema inmunitario”) y como antioxidante

(manganeso “contribuyen a la proteccion de las células frente al dafio oxidativo”).

7.4 Perfil de acidos grasos

Los acidos grasos como los acidos miristico, pentadecanoico, palmitico,
margarico, linoléico y lignocérico son componentes esenciales de la membrana celular
y la pared celular del hongo, ejerciendo un efecto protector, y ademas constituyen la
principal reserva energética de alimentos (Satria et al., 2019). Todos estos acidos se

han encontrado tanto en Ganoderma lucidum 'y Ganoderma lingzhi.

Los acidos linoléico, oléico y palmitico son los tres acidos grasos mas
abundantes detectados en Ganoderma lucidum, resultados que estan en consonancia

con lo descrito en otros estudios (Lv et al., 2012).
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Kavishree et al. (2008) indican que la relacion linoléico:oléico podria
proporcionar un criterio importante, desde un punto de vista quimiotaxonémico, util
para diferenciar entre las especies de un mismo género. En este estudio, la relacion
para Ganoderma lucidum es de 1,9 y de 1,28 para Ganoderma lingzhi, por lo que si
se observan diferencias. Sin embargo, en la valoracion de estos acidos grasos en 19
muestras de Ganoderma lucidum, obtenidas de diferentes provincias de China, se
observaron relaciones que oscilan entre 0,46 y 2,59 (Lv et al., 2012), por lo que
consideramos que, por lo menos para el género Ganoderma, este indice no tiene

validez taxondmica.

Existen acidos grasos, denominados acidos grasos esenciales, fundamentales
para el buen funcionamiento del organismo que, al no poder sintetizarlos
enddgenamente, han de ser obtenidos a través de la dieta humana. Entre ellos estan
los acidos a-linolénico (de tipo omega 3) y el linoléico (de tipo omega 6) (Aires et al.,
2005). Segun los andlisis realizados, la cantidad de a-linolénico en las dos especies
estudiadas es practicamente residual: 0,0066g/100g para Ganoderma lingzhiy 0,0013
g/100g para Ganoderma lucidum. En cuanto al acido linoléico la cifra llega a ser de
0,7g/100g y 0,55 g/100g para cada especie respectivamente. Por tanto, si
consideramos un consumo de reishi puro al dia es de 6 g (Pazzi & Fraile, 2017), el
aporte de omega 6 diario seria de aproximadamente 0,0,042g/dia para G. lingzhiy
de 0,033/dia para. G. lucidum, cifras muy alejadas de las recomendadas por EFSA
para determinadas alegaciones de salud (al menos 10 g/dia de acido linoleico para
“‘contribuir al mantenimiento de valores normales de colesterol”. https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX%3A32012R0432).

7.5 Antioxidantes, fenoles y antirradicalarios

Se han encontrado diferencias en cuanto a la concentracidn de antioxidantes y
compuestos fenolicos entre Ganoderma lucidum 'y Ganoderma lingzhi de hasta 78,5%
y 76% respectivamente. Sin embargo, no podemos asegurar que las diferencias se
deban a la especie porque la composicion del sustrato puede influir en la composicion
quimica del carpoforo (Lou et al., 2019), y aunque hemos estimado un posible sustrato
para el cultivo, no es seguro que haya sido el utilizado en Ganoderma lingzhi.
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También se encuentran diferencias entre las cepas de Ganoderma lucidum, y
en estas tanto el sustrato como la metodologia ha sido idéntica. Si bien las 3 cepas
de Ganoderma lucidum utilizadas aqui se han cosechado en la Peninsula Ibérica, se
han recolectado en diferentes ecosistemas de Espafia y Portugal (punto 5.1.1), donde
las lluvias, el suelo y la vegetacion, entre otras caracteristicas, son diferentes. Esto,
junto con un aislamiento geografico de las cepas, puede haber condicionado la
seleccion natural/evolucidon de ecotipos que expliquen esta diferencia en cuanto a los
antioxidantes y polifenoles. Esto es bien conocido por los cultivadores de setas, que
deben seleccionar los ecotipos adaptados a su clima a la hora de cultivar las especies.
Asi, por ejemplo, existen setas de Pleurotus ostreatus de climas tropicales, templados
y frios, cada una con unos parametros de cultivo (Cotter, 2014) y que, ademas,

presentan diferentes caracteristicas organolépticas/quimicas.

Dado que la deshidratacion del reishi puede influir en el valor antioxidante del
producto (Fan et al., 2012) y dado que para Ganoderma lingzhi se desconoce tanto su
proceso de deshidratacion como de trituracion, no es posible extraer conclusiones

definitivas de cual es la especie que presenta mayor capacidad antioxidante.

Comparando la capacidad antioxidante y contenido en fenoles de las tres cepas
de Ganoderma lucidum de la Peninsula Ibérica, la unica diferencia estadisticamente
significativa se encontré entre las cepas de Palencia y Madrid, siendo la capacidad
antioxidante un 28% mayor en la de Palencia y con un 39,6% mas de contenido de
polifenoles. Stojkovic et al. (2014) también encontraron diferencias en contenido
fendlico para distintas cepas de Ganoderma lucidum, una silvestre de Serbia y otra
cultivada en China, obteniendo un resultado de un 0,37% £ 0.00 para el reishi de
Serbia y 3,30% * 0,03 para el reishi de China. Considerando que una mayor
concentracion de antioxidantes y fenoles puede significar una mayor actividad
biolégica en un organismo, los resultados encontrados en este estudio podrian ser de

un interés industrial significativo.
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Figura 66. Ganoderma lucidum fructificando al extremo de una bolsa de sustrato

Palacios et al. (2011) compararon el contenido fendlico de 6 especies silvestres
de setas comestibles y dos de cultivo: Boletus edulis > Agaricus bisporus >
Cantharellus cibarius > Calocybe gambosa > Craterellus cornucopioides > Pleurotus
ostreatus > Lactarius deliciosus > Hygrophorus marzuolus. Los resultados obtenidos
en nuestro estudio situan a la cepa Palentina de Ganoderma lucidum al mismo nivel
de Boletus edulis en términos de contenido fendlico, mientras que Ganoderma lingzhi
tiene un contenido fendlico inferior a la de Agaricus bisporus. Otros autores han
informado que el contenido total de fenoles detectado en los carpoforos de
Ganoderma lucidum es superior a Agrocybe aegerita y Hericium erinaceus (Gasecka
et al., 2016). Este mismo autor demostrd que el contenido en selenio del sustrato,
influye en el contenido fendlico y por tanto en la potencia antioxidante de la seta.

Abdullah et al. (2012) realizaron extractos acuosos de 14 especies medicinales
y/o comestibles y calcularon el contenido fendlico de estos extractos en mg
equivalentes de acido galico/g de extracto (mg EAG/g de extracto). Ganoderma
presentd el mayor contenido fendlico, 63,51, seguido de Agrocybe sp., 25,4 >
Pleurotus eryngii, 20,95 > Volvariella volvaceae, 20,88 > Pleurotus flabellatus 20,24 >
Pleurotus sajor-caju 17,7> Flammulina velutipes, 16,69> Schizophyllum commune,
16,47 > Lentinula edodes 14,7 > Pleurotus florida 14,24 > Termitomyces heimii 11,31
> Hericium erinaceus 10,2 > Pleurotus cystidiosus 9,26 > Auricularia auricula-judae,
6,19. Esto deja patente que Ganoderma lucidum es un hongo con un alto contenido

fendlico, mayor que otras especies de interés culinario y/o medicinal.
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Dong et al. (2019) sometieron a setas de Ganoderma lingzhi recién
recolectadas a un tratamiento con oxigeno al 60% para incrementar la formacion de
fenoles. La mayor concentracién de compuestos fendlicos la obtuvo a los 3 dias de
oxigenacion, obteniendo 3,69 mg de EAG/g medidos por el método Folin-Ciocalteu.
Nuestro estudio arroja para Ganoderma lingzhi valores muy similares: 3,0 mg EAG/ g.
Para Ganoderma Ilucidum, Jigni Mishra et al. (2018) encuentran 4,13 mg EAG /g de
contenido fendlico y, sobre el contenido fendlico, Kim et al. (2008) indican 12
compuestos fendlicos como los mas abundantes: acido galico; pirogalol; acido 5-
sulfosalicilico; acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido gentisico, y los flavonoides naringina,

miricetina, quercetina, kaempferol, hesperetina, formononetina y biochanina.

La liofilizacién es el proceso que mejor conserva las propiedades nutricionales
del reishi (Lou et al., 2019). En el presente estudio, Ganoderma lucidum se seco con
el método mas agresivo (aire caliente). Por lo tanto, es posible que el poder
antioxidante de los carpdéforos ibéricos de Ganoderma Ilucidum se vieran afectados.

Desconocemos como se deshidraté Ganoderma lingzhi.

Estudiando las diferentes partes de Ganoderma Ilucidum, se encontré que la
zona de tubos del sombrero, posee una mayor capacidad antioxidante y concentracion
de polifenoles que la zona del pie. La carne del sombrero, que esta entre el pie y los
tubos (Figura 22), parece mostrar una tendencia intermedia, pero no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Estas diferencias en la concentracion de
fenoles en las diferentes partes de la seta también se han descrito para el niscalo
(Lactarius deliciosus) y la seta de charol (Tricholoma portentosum) (Ferreira et al.,
2007) El contenido fendlico determinado por estos autores para los extractos
metandlicos de Lactarius deliciosus fueron de 17,25 +0,65 mg/g (10,66+£0,52 mg/g
para el sombrero y 6,31 £0,29 mg/g para el pie) y de 10,80 +0,47 mg/g (6,57+0,31
mg/g para el sombrero y 3,91 £0,17 mg/g para el pie) en el caso de Tricholoma

portentosum.

De la misma forma que la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles, se
encontraron diferencias en capacidad antirradicalaria entre Ganoderma lingzhi y la
cepa de Palencia de Ganoderma lucidum, teniendo esta ultima un 296% mas de
capacidad. De nuevo, hay que considerar lo comentado anteriormente: diferente
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secado entre especies y diferente sustrato de cultivo puede provocar oxidaciones de
compuestos antirradicalarios y cambiar su capacidad. Aun asi, desde nuestros
conocimientos, es la primera vez que se analiza la capacidad antirradicalaria de

Ganoderma lingzhi.

Tel et al. (2015) evaluaron la capacidad antirradicalaria de extractos en etil
acetato, hexano o metanol de Ganoderma Ilucidum, compararandolos con los mismos
extractos de 4 especies de hongos: Funalia trogii, Gyromitra esculenta, Lyophyllum
decastes y Pleurotus ostreatus. Se utilizé el mismo método del radical DDPPH pero
con otros reactivos de control: hidroxianisol butilado como blanco y vitamina E (o-
tocopherol) como captador de radicales libres. Los 5 extractos de mayor poder
antirradicalario fueron: Ganoderma Ilucidum-metanol > Ganoderma Ilucidum-etil
acetato > Funalia troggi etil-acetato > Gyromitra esculenta-metanol > Funialia troggi -

metanol.

Comparando la capacidad antirradicalaria entre las 3 partes de las setas de
Ganoderma lucidum: pie, carne del sombrero y tubos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre estas. Si observamos la grafica (Figura 57)
parece observarse que la capacidad antirradicalaria sigue una tendencia similar a la
obtenida para la actividad antioxidante (CUPRAC, Figura 53) y al contenido en fenoles
(Folin-Ciocalteu, Figura 55) y el método, pero la varianza es demasiado grande para
poder afirmar estas diferencias. Por otro lado, el ajuste del método del radical DPPH
(Figura 51) no fue tan representativo como los ajustes del CUPRAC (Figura 47) y
Folin-Ciocalteu (Figura 49), y esto pudo hacer incrementar la varianza de los
resultados para no encontrar diferencias estadisticas, no obstante, un R?=0,972 sigue

siendo un buen ajuste que no debiera influir tanto en los resultados.

La ausencia de diferencias estadisticas en la capacidad antirradicalaria entre
las distintas partes de la seta podria deberse a la existencia de algun tipo de moléculas
de alto poder antirradicalario que, estando uniformemente distribuidos por la seta 'y no
tengan elevada capacidad antioxidantes ni contenido fendlico. Seria interesante

realizar nuevos analisis con un mayor numero de muestras.
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7.6 Eleccion de método de concentracion de proteinas

Ninguno de los dos métodos ultiizados limpia de pigmentos pardo rojizos las
muestras de Ganoderma Ilucidum y Ganodemra lingzhi. Sin embargo, durante el
estudio se vid que, si bien el color de las muestras era muy marcado (Figura 67) y
llegaba a teiir el carril de la electroforesis de un color pardo (Figura 34) esto no llegaba
a apreciarse en las las electroforesis finales ya tefiidas por Coomassie Blue R-250
(Figura 60, Figura 61) y/o por tincién en plata (Figura 62).

—

Figura 67. Detalle de pigmentacion de los extractos de Ganoderma
Los tubos con coloracion rojiza son muestras de Ganoderma lucidum justo antes de

utilizarlos en una electroforesis.

Comparando las electroforesis obtenidas por ambos métodos (Figura 58 y
Figura 59), a pesar de que la concentracién de proteina era muy baja, mostraron
diferencias que permitieron seleccionar el método de trabajo mas adecuado. Asi se
vié que el método de TCA/acético elimina las proteinas del reishi con un Mr inferior a
10.000 kD (Figura 58, columnas 2, 3 y 4) algo légico, pues esta muestra se sometié 3
veces a filtracion: una por dialisis con membrana a 12.000-14.000 MWCO, otra por
ultrafiltracién a presion de gas con membrana de 10.000 kD y otra por ultrafiltracion
con microtubo centrifugo a 10.000 kD. Por el contrario, las muestras 1:10 brutas
(Figura 59) al estar sélamente sometidas a ultrafiltracién con microtubo centrifugo de

10.000 kD de Mr, si muestran proteinas para este peso molecular e incluso por debajo.

Ya que ambos métodos arrojaron resultados similares, se decidio elegir el
método de concentracion de proteina mediante ultrafiltracién con microtubo, pues era
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mas rapido, sencillo y minimizaba asi las posibilidades de errores durante el
procesado de las muestras.

7.7 Electroforesis y digestibilidad enzimatica

Figura 68. Detalle de una de las electroforesis realizadas

Esta es la primera vez en la literatura que se realiza una electroforesis de setas
de la especie Ganoderma lingzhi. Los resultados muestran que Ganoderma lucidum
y Ganoderma lingzhi difieren enormemente en su perfil proteico, tanto en la cantidad
de proteinas como en su diversidad. Ganoderma lucidum muestra una mayor cantidad
de proteinas diferentes y con mucha mas diversidad de masas. Asi, mientras que
Ganoderma lingzhi presenta casi todo su contenido proteico entre 10 y 18 kD, con otra
pequefia region de proteinas en torno a 25 kD, Ganoderma lucidum tienen decenas
de bandas proteicas desde 10 a 80 kD (Figura 61).

Por ello se puede considerar que la electroforesis proteica en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnica excelente para distinguir estas dos
especies de gran valor econémico mundial y ampliamente confundidas en la literatura

cientifica (Hennicke et al., 2016).

Si comparamos los resultados obtenidos en nuestra investigacion con la

publicada por otros autores, los resultados son diferentes. Kumakura et al. (2018)
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obtienen para Ganoderma lucidum una electroforesis muy similar al perfil proteico
hallado en nuestra investigacion para Ganoderma lingzhi. Es posible que esto se deba
a que, al inicio de su estudio, antes de preparar los extractos, confundieran
Ganoderma lucidum con Ganoderma lingzhiy trabajaran con esta segunda pensando
que era la primera. Esta confusién es muy frecuente, especialmente antes de 2012,
pues no existia diferenciacion entre los dos taxones, como hemos comentado en

numerosas partes del estudio.

Jeurink et al. (2008) realizaron una electroforesis de micelio de Ganoderma
lucidum. Si la comparamos con nuestros resultados, parece observarse una gran
similitud entre las bandas de proteina. Sin embargo, el micelio y seta de Ganoderma
lucidum (recolectada a los 60 dias de crecimiento) comparten unicamente 50
proteinas diferentes de las 247 encontradas para el micelio y 401 para la seta (Yu et
al., 2015) Las proteinas compartidas incluyen: Ling Zhi-8, a-galactosidasa, exo-1,3-3-
glucanasa, factor de elongacion de traduccién 2, glicésido hidrolasas,
aspergillopepsina, y glutation reductasa y el total de proteinas encontradas,
incluyendo las encontradas en distintas fases de crecimiento, son 803.

Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi contienen algunas proteinas que son
total o parcialmente resistentes a la digestién con SGF. Se acepta que las proteinas
resistentes a la pepsina pueden tener efectos alergénicos (Pali-Schall et al., 2018) y
algunas poseen propiedades inmunomoduladoras (Bastiaan-Net et al., 2013; Ou et
al., 2009). Seria interesante saber si otras proteinas resistentes de Ganoderma
lucidum, con un Mr aproximado de 23, 16 y 15 kD, tienen propiedades

inmunomoduladoras, ya que parecen ser especialmente abundantes.

Por otro lado, es importante indicar que los productos de degradacion
generados durante la digestion de las proteinas, tanto fragmentos de proteinas
resistentes a la pepsina como péptidos, pueden presentar actividad sobre el
organismo. Esto se ha documentado para péptidos provenientes de extractos
digeridos de Ganoderma Iucidum, de actividad hipotensiva (Tran et al., 2014). Por
tanto, seria interesante evaluar actividades de los productos de degradacion de

Ganoderma lingzhi.
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La digestion de Ganoderma lingzhi presenta una proteina resistente de 12kD y
muy abundante. Esta podria ser la proteina inmunomoduladora Lingzhi-8 que se
encuentra en Ganoderma lucidum cuyo peso molecular es de 12,4 kD (Tanaka et al.,
1989). Lingzhi-8 es una proteina de especial interés debido a su alta actividad
biolégica que aun esta siendo investigada para diferentes fines, como reduccion de
pérdida de masa Osea (Yang et al., 2020), reduccion de inflamacién intestinal (Hsu et
al., 2013), reduccion de progreso en tumores hepaticos (Wu et al., 2015) o apoptosis
en células de cancer gastrico (Liang et al., 2012). Hay que indicar que existe la
posibilidad de que el primer aislamiento de la proteina Lingzhi-8 (Kino et al., 1989) se
hubiera realizado en Ganoderma lingzhi en lugar de Ganoderma lucidum, ya que el
aislamiento del hongo se realizé en Japon. Para saber si la proteina encontrada en

Ganoderma lingzhi es la Lingzhi-8 se deberia realizar la secuenciacién de la misma.
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8 CONCLUSIONES

Este es el primer estudio experimental que desarrolla una electroforesis
proteica de Ganoderma lingzhi. El perfil de proteinas permite diferenciar claramente
Ganoderma lingzhi de Ganoderma lucidum, dos especies ampliamente
comercializadas en el mercado internacional y muy confundidas en bibliografia

cientifica.
En base a nuestros resultados presentamos las siguientes conclusiones:

1. Cepas distintas de Ganoderma lucidum aisladas en la Peninsula Ibérica y
cultivadas en idénticas condiciones, difieren ampliamente en contenido
fendlico, antioxidantes y compuestos antirradicalarios. Esto es de gran
interés a la hora de elegir una cepa de reishi para cultivo industrial.

2. Bajo las condiciones propias de esta investigacion, se presentaron
diferencias en el contenido fendlico, antioxidante y antirradicalario entre

Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi.

3. Hay diferencia en cantidad de fenoles y antioxidantes entre las diferentes
partes de un mismo reishi (pie, sombrero y tubos), siendo la diferencia mas
marcada entre pie y tubos. Debido a que es posible cultivar Ganoderma
lucidum que desarrolle unicamente pies (“antled form”), conocer este dato

es de gran interés en cultivos industriales.

4. Desde nuestro conocimiento, también es el primer estudio comparativo
entre las propiedades nutricionales de Ganoderma lingzhi y Ganoderma

lucidum, reishis de alto valor econémico mundial.

5. Las diferencias nutricionales mas importantes entre las dos especies, por
su actividad sobre el organismo, son su contenido proteico y el porcentaje
de fibra.

6. Pies y sombrero de Ganoderma Iucidum, presentan diferencias
significativas en cuanto a su contenido en fibra y proteina, asi como en el
perfil de acidos grasos. El pie es mas fibroso y el sombrero tiene mas

proteina.
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7. Las electroforesis proteicas de Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi
pueden utilizarse como método seguro de diferenciacion, especialmente util

cuando el ADN ribosomal esta danado.

8. Las setas Ganoderma lucidum y Ganoderma lingzhi contienen proteinas
que no se degradan durante la digestion y por tanto con posibles
propiedades beneficiosas para el organismo. No obstante, los efectos
beneficiosos observados en su uso tradicional podrian deberse también a
proteinas y péptidos originados durante el proceso de digestion de estas

setas.
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9 MEDIOS E INSTRUMENTOS

9.1 Aislamiento y cultivo de Ganoderma lucidum

El aislamiento y cultivo de hongos se realiza en laboratorio 3 de la Catedra de

Micologia de la Universidad de Valladolid situado en la ETSIIAA de Palencia.

Todo el equipamiento de cultivo indicado en la metodologia esta disponible en
la Catedra de Micologia de la Universidad de Valladolid, Laboratorio 3, exceptuando

el triturador vegetal Herkules 4000 que lo facilité la empresa MundoReishi Salud S.L.

Ademas de los materiales y equipos indicados en la metodologia, se utilizaron
los siguientes equipos disponibles en laboratorio 3 de la Catedra de Micologia:

e Balanza de precision marca BLAUSCAT modelo AH-3100. Capacidad de pesaje
3100 g. Legibilidad 0.1 g.

e Balanza de precision marca GRAM modelo STA-220E con calibracion interna.
Capacidad de pesaje 220 g. Legibilidad 0,1 mg.

e Balanza de precision marca PCE modelo BS 3000. Capacidad de pesaje 3000
g. Legibilidad 0.1 g.

e Bisturi

e Botellas para autoclave

e Carbonato calcico (Panreac)

e Frascos Erlenmeyer de vidrio de diferentes volumenes.

e Frigorificos marca Electrolux

e Guantes de latex estériles

e Imanes agitadores

e Mecheros de alcohol

e Medio de cultivo PDA (patata, dextrosa, agar) BioLife E-500

e Papel de aluminio (albal)

e Papel de filtro convencional

e Parafim M

e pH metro marca pH-meter basic 20 + CRISON

e Pinzas de acero inoxidable
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e Placa con agitador magnético analdégico, marca SELECTA P, modelo
AGITAMATIC-N. Potencia 630W. Temperatura maxima: 350°C. Velocidad: 60-
1600rpm.

e Placas Petri 90 mm

e Termometro FW21/BRAND

o Tijeras

e Tubos de ensayo 16 mm x 180 mm

9.2 Resto de analisis.

Todo el equipamiento de analisis indicado en la metodologia esta disponible en
el laboratorio del area de Bromatologia y Nutricion de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid.

Ademas de los materiales y maquinas indicadas en la metodologia, se utilizaron

los siguientes equipos disponibles en el area de Bromatologia y Nutricion:

e Agitador magnético ACS-160

e Balanza de precisién marca KERN ABS

e Balanza marca KERN 572

e Bafno de agua marca Velp Scientifica (multistirrer 6)

o Botellas de vidrio de diversos volumenes, desde 5 mL hasta 2 litros
e Camara CLIMAS, modelo GROW/HR 1300

e Cazoletas de acero inoxidable

e Centrifuga marca Labnet Spectrafuge 24D

e Congelador -24°C marca Fagor

e Crisoles de porcelana

e Cronémetro

o Cubetas de poliestireno para espectrofotometria visible de 3 mL
e Desecador marca Raypa

e Disgregador marca MICCRA D-9 /RT

e Embudos

e Equipo de agua Elix Millipore

e Espatulas
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Espectrofotometro marca HELIOS modelos Epsilon Thermo Scientific
Estufa marca P. SELECTA 150 litros

Frascos Erlenmeyer de vidrio de diferentes volumenes
Gradillas para tubos Falcon y para microtubos

Guantes anticaloricos

Guantes de latex

Imanes agitadores y mangos imantados

Matraces Erlenmeyer de diferentes volumenes
Microtubos de plastico de 1,5y 2 ml

Mufla CARBOLITE marca J. Jimeno. S.A.

Papel de filtro convencional marca Afora

Parafilm M

pHmetro modelo pH-meter basic 20 + marca CRISON
Pinzas de acero inoxidable

Pipetas automaticas modelo Proline Plus marca Biohit
Pipetas de plastico estériles de 5, 10 y 25 ml

Probetas de vidrio y de plastico de diferentes volumenes
Puntas de pipeta automatica

Tijeras

Tubos Falcon de 15y 50 ml

Vasos de precipitados de vidrio y plastico de diferentes volimenes.
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