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RESUMEN

El presente estudio se centra en la elaboracion de un chocolate en barra enriquecido con
compuestos bioactivos por adicion de un extracto microencapsulado de Ganoderma
Lucidum, como una alternativa innovadora en la diversificacion de alimentos saludables. La
investigacion se justifica en la necesidad de crear un producto que no solo supla las
necesidades de los consumidores, sino que también provea de beneficios a la salud,
considerando las propiedades nutracéuticas de Ganoderma Lucidum, tales como B-glucanos
y polifenoles que poseen propiedades antitumorales y antioxidantes, respectivamente. Para
ello, se realiz6 un analisis cualitativo del hongo de estudio con el fin de conocer los
compuestos bioactivos presentes en el mismo mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) que dio como resultado la presencia de triterpenos (&cidos ganodéricos
y lucidénicos), esteroles (ergosterol, lanosterol, campesterol, entre otros) y compuestos
fenolicos (&cido galico, &cido clorogénico, cafeico, etc.). Posteriormente se cuantificd -
glucanos y compuestos fendlicos obteniendo 16,6 % y 1,25% respectivamente; valores que
sirvieron para la dosificacion en la barra de chocolate. De la misma manera, se obtiene un
extracto del hongo para su posterior microencapsulacion con 10% de maltodextrina, el cual
se incorporada en la formulacion estandar de la barra de chocolate. El chocolate en barra fue
elaborado con 2,35% de extracto microencapsulado de Ganoderma Lucidum, presentando
390 mg de B-glucanos y 422,6 mg GAE/g de compuestos fendlicos en 100 gramos de
producto, lo que se encuentra dentro de los rangos de la Ingesta Diaria Recomendada (IDR).
Por otro lado, el andlisis sensorial del producto final se realiz6 con 32 panelistas
semientrenados, empleando una escala hedonica a dos muestras, donde la muestra 001
representaba a la barra de chocolate con hongo y 002 considerada la muestra patron.
Posteriormente se aplicO un disefio de blogues de las respuestas tabuladas y su
correspondiente ANOVA, que permitié aceptar la Ho, al no haber diferencias significativas
entre las muestras en los atributos color, sabor, cohesividad y textura, mientras que en olor
se presentd diferencias representativas entre las muestras. Finalmente, se obtuvo una barra
de chocolate con compuestos bioactivos como B-glucanos y compuestos fendlicos al
adicionar un extracto microencapsulado de Ganoderma Lucidum que representa una
alternativa viable para el desarrollo de alimentos saludables, sin afectar significativamente
las propiedades organolépticas del producto final.

Palabras clave: Ganoderma Lucidum, microencapsulacion, barra de chocolate, B-glucanos,

compuestos fendlicos.



ABSTRACT

This study focuses on the development of a chocolate bar enriched with bioactive
compounds through the addition of a microencapsulated extract of Ganoderma Lucidum, as
an innovative alternative for diversifying health foods. The research is justified by the need
to create a product that not only meets the needs of consumers, but also provides health
benefits, considering the nutraceutical properties of Ganoderma Lucidum, such as p-glucans
and polyphenols that possess antitumor and antioxidant properties, respectively. For this
purpose, a qualitative analysis of the fungus was conducted to know the bioactive
compounds present in the fungus by high performance liquid chromatography (HPLC)
which resulted in the presence of triterpenes (ganoderic and lucidenic acids), sterols
(ergosterol, lanosterol, campesterol, among others) and phenolic compounds (gallic acid,
chlorogenic acid, caffeic acid, etc.). Subsequently, B-glucans and phenolic compounds were
quantified, obtaining 16.6% and 1.25%, respectively. These values were used to determine
to dosage in the chocolate bar. Therefore, an extract of the fungus was obtained for its
subsequent microencapsulation with 10% maltodextrin, which was incorporated into the
standard formulation of the chocolate bar. The chocolate bar was elaborated with 2.35% of
microencapsulated Ganoderma Lucidum extract, presenting 390 mg of B-glucans and 422.6
mg GAE/g of phenolic compounds in 100 grams of product, which is within the ranges of
the Recommended Daily Intake (RDI). On the other hand, the sensory analysis of the final
product was carried out with 32 semi-trained panelists, using a two-sample hedonic scale,
where sample 001 represented the chocolate bar with mushroom and 002 was considered the
standard sample. Subsequently, a block design was applied to the tabulated responses and
its corresponding ANOVA, which allowed the acceptance of Ho, since there were no
significant differences between samples in the attributes color, flavor, cohesiveness and
texture, while in odor there were representative differences between samples. Finally, a
chocolate bar with bioactive compounds such as B-glucans and phenolic compounds was
obtained by adding a microencapsulated extract of Ganoderma Lucidum that represents a
viable alternative for the development of healthy foods, without affecting significantly the
organoleptic properties of the final product.

Key words: Ganoderma Lucidum, microencapsulation, chocolate bar, B-glucans, phenolic

compounds.
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1. INTRODUCCION

El hongo Ganoderma Lucidum, también conocido como reishi o lingzhi, ha sido utilizado y
consumido con frecuencia desde hace miles de afios en la cultura china y japonesa por ser fuente
de nutrientes y tener propiedades nutracéuticas que brindan beneficios en el tratamiento de
enfermedades (Ahmad, 2020). Dentro de las diversas propiedades que se le pueden atribuir a
esta seta se encuentran los efectos terapeuticos como antihipertensivo, antiinflamatorio,
hepatoprotector, antimoral, anticancerigenos, controladores de glucosa, antibacterianos, entre
otros (Delgado et al., 2023).

Por otro lado, el hongo de estudio también es utilizado cuando el sistema inmunoldgico se ve
comprometido, debido a su efecto activador en este sistema. Ademas, en la actualidad este
hongo no solo es consumido en fresco o seco, sino también que es utilizad o para la produccion
de alimentos funcionales y nutracéuticos. Se considera que los efectos terapéuticos o
beneficiosos del hongo se debe a la presencia de alrededor de 400 componentes bioactivos,
especialmente los B-glucanos de tipo B-1,3 y B-1,6 D-glucano, que tienen un efecto
inmunorregulador, los triterpenos (acido ganodérico) que poseen potencial antitumoral -
anticancerigeno y son responsables del sabor amargo en el hongo; y los compuestos fendlicos

con propiedades antioxidantes (Ayala et al.,2016).

La presencia de estos compuestos bioactivos conlleva a clasificar al hongo Ganoderma
Lucidum como un alimento funcional, debido a que no solo aporta nutrientes basicos sino que
también tiene elementos que contribuyen al mejoramiento de las funciones fisioldgicas de los

consumidores (Zhang et al., 2021).

El cacao (Theobroma cacao L.) es cultivado en Ecuador y en varios paises de Sudamérica al
ser apreciado en el mercado internacional, especialmente el cacao fino de aroma producido en
Ecuador, por su contenido en compuestos bioactivos que tienen un efecto antioxidante y
neurotransmisor. Existen tres variedades principales: forastero, criollo y trinitario, de las cuales,

se pueden obtener varios derivados, desde pasta hasta productos de chocolate.



En la actualidad, la produccion de alimentos funcionales o enriquecidos con compuestos
bioactivos surge ante la necesidad de crear alimentos que mas alla de aportar calorias y
nutrientes ejercen efectos fisiologicos en los consumidores, especialmente en la prevencion de
enfermedadesno transmisibles, debidoa que existe una demanda de productos alimenticios con

caracteristicas organolépticas aceptables y con propiedades benéficas.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Gran parte de los chocolates comercializados en Ecuador tienen un alto contenido de azucar, el
cual puede llegar hasta un 50% del total del producto. El contenido de pasta o licor de cacao
en los chocolates tiende a ser bajo, debido a que las normas establecen un porcentaje minimo
del 10%, especialmente en los chocolates con leche. De la misma manera, la grasa utilizada en
estos productosno es en su totalidad mantecade cacao, sino que se emplea una mezcla de grasas
vegetales hidrogenadas, entre ellas derivadas del aceite palma, del de coco, del de girasol, entre
otros (Beckett et al., 2017). Aquellas grasas vegetales sustitutas compatibles de la manteca de
cacao tienen una composicion similar de triglicéridos y son mas econémicas, por ello se usan
en la elaboracion de chocolate (Trelles, 2018). Sin embargo, a nivel nutricional, el empleo
minoritario de las pasta de cacao y el uso de grasas vegetales hidrogenadas da lugar a un
producto con bajo contenido de compuestos bioactivos (Alean et al., 2016).

La presente investigacion tiene como objetivo principal la elaboracion de una barra de chocolate
con alto contenido en pasta de cacao con la adicién de compuestos bioactivos procedentes de

Ganoderma Lucidum, especificamente betaglucanos y compuestos fendlicos.



3. JUSTIFICACION
Se justifica el presente trabajo de investigacion por cuanto los compuestos bioactivos como -
glucanos y polifenoles tienen un efecto beneficioso para la salud. Las investigaciones
establecen que los B-glucanos al estar constituidos por fibra no digerible, presentan varios
beneficios a nivel gastrointestinal y en el sistema inmunoldgico; los compuestos fendlicos se
relacionan con las propiedades antioxidantes. Al elaborar una barra de chocolate con la adicion
de compuestos bioactivos de Ganoderma Lucidum, mas el alto contenido de pasta o licor de
cacao se propone un producto alimenticio con elevado contenido en compuestos bioactivos en

comparacion con sus analogos.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Elaborar unabarra de chocolate enriquecida con compuestos bioactivos por adicion de extracto
microencapsulado de Ganoderma Lucidum como alternativa en la diversificacion de alimentos

saludables.

4.2 Objetivo especificos

e Analizar cualitativamente la presencia de compuestos bioactivos en Ganoderma
Lucidum: triterpenos, esteroles y compuestos fenolicos por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC).

e Cuantificar los B-glucanos y compuestos fendlicos para su posterior dosificacion en la
barra de chocolate.

e Adicionar el extracto liofilizado de Ganoderma Lucidun a una formulacion estandar de

una barra de chocolate y evaluar su nivel de aceptabilidad sensorial.



5. HIPOTESIS

5.1 Hipotesis Nula (Ho)

No existe diferencia significativa (p>0,05) en la calidad organoléptica de una barra de chocolate

adicionada de extracto liofilizado de Ganoderma Lucidum.

5.2 Hipotesis Alternativa (H)

Existe diferencia significativa (p<0,05) en la calidad organoléptica de una barra de chocolate

adicionada de extracto liofilizado de Ganoderma Lucidum.



6. MARCO TEORICO

6.1. Hongo Ganoderma Lucidum

6.1.1. Generalidades del hongo Ganoderma Lucidum

Ganoderma Lucidum o también conocido como Reishi, es un hongo comestible caracterizado
como basidiomiceto y perteneciente a la familia Ganodermataceae (Mingliang et al., 2019),
comunmente utilizado desde épocas antiguas en el ambito de la salud como preventivo de varias
enfermedades. Segun Ramirez et al. (2019) y otras investigaciones este hongo se clasifica como
«hongos silvestres comestibles» u «hongos comestibles de cultivo», los cuales se pueden
cultivar a partir de residuos agroindustriales como los del platano, madera de roble o residuos
agricolas (paja de avena, frijol, aserrin de eucalipto, entre otros) (Mingliang et al., 2019). En
relacion a lo anterior, Melo et al., (2015) expone que el porcentaje de los diferentes
macronutrientes y micronutrientes van a variar dependiendodellugar de cultivo o donde fueron
encontrados.

Maldonado & Tobar (2023) exponen la composicion nutricional del hongo que se presenta en
la siguiente tabla.

Tabla 1. Composicion nutricional de Ganoderma Lucidum

Componentes Porcentaje (%)
| Carbohidratos | 44,5 |
Proteinas 15,75
Ceniza 4
Agua 90
Materia seca 10

Fuente: (Maldonado & Tobar, 2023; Garuba et al., 2020)
La tabla anterior detalla los porcentajes proximales de cada componente presente en el hongo
de estudio, recalcando que la materia seca se encuentra conformada por 27-48% de proteinas,
60% carbohidratos (fibra dietética) y 2 — 8% de lipidos (destacAndose la presencia de &cido
linolénico y de acidos grasos poliinsaturados) (Garuba et al., 2020). Por otro lado, Ganoderma

Lucidum tiene otros componentes que permiten su clasificacion como alimento funcional
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(Zhang, 2021); entre los compuestos bioactivos que posee el hongo se encuentran los
triterpenos, especialmente el acido ganodérico; ciertos polisacaridos, entre ellos los B-glucanos,
estan presentes aproximadamente 46% en la pared celular del hongo (Fernandez et al., 2020),
los cuales han llamado la atencidn en la actualidad por sus propiedades funcionales; por ultimo,
presenta compuestos quimicos con propiedades antioxidantes como los polifenoles (Veljovid,
et al., 2019).

La Biblioteca Nacional de Medicina Medlineplus (2022) establece que el hongo Ganoderma
Lucidum es utilizado en enfermedades como la diabetes, cancer, herpes labial, Alzheimer,
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades, aunque no se cuenta con evidencia

cientifica que respalden los usos detallados por ser aplicados en las civilizaciones antiguas.

6.1.2. Clasificacion taxondmica

Camarena Rosales, (2022) establece que la clasificacion taxondémica de Ganoderma Lucidum
es la que se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacién taxondmica del hongo
Reino : Fungi

Division  : Basidiomycota

Clase : Agaricomycetes
Orden : Polyporales

Familia  : Ganodermataceae
Género  : Ganoderma

Especie  : Ganoderma Lucidum

6.1.3. Partes del hongo Ganoderma Lucidum

Con base en las investigaciones de Sanodiya et al. (2009); Jandaik & Gupta (2022); Ramirez et
al. (2021) Ganoderma Lucidum presenta varias partes en su estructura, agrupandolas en cuerpo

fructiferoy micelio. A continuacion, se presenta la figura 1 que muestra las partes del hongo y



luego se detallan las estructuras pertenecientes al cuerpo fructifero o carpéforo (sombrero,
himenio y estipite) y después el micelio.

llustracién 1. Partes de Ganoderma Lucidum

g
- %
a

Fuente: (Ramirez et al., 2021)
Sombrero (Pileo). A nivel general el hongo presenta una forma cachimba, en donde el
sombrero es la parte superior, midiendo de 5 a 18 cm de diametro. En algunos casos el pileo
tiende a ser mas grande con forma de rifion al inicio para luego ser un abanico curvado.
Investigaciones establecen que el sombrero tiene una consistencia dura, lefiosa, la cuticula de
color ropo oscuro, caoba brillante con apariencia a barnizada (Jandaik & Gupta, 2022); a
medida que va creciendo este color se va difuminando llegando a tonalidades naranja, amarillo,
crema blanquecina, aclarandose hasta el borde.
Himenio. Esta formado por tubos blancos, muy apretados y no separables de la carne. Sus
poros, también son muy pequefios y de color blanco al principio, posteriormente crema
(Ramirez et al., 2021).
Pie. Este presenta forma de cilindro excentrico con tendenciaa ser duro e irregular, variando
en formas longitudinales sinuosas. Mayormente mide 1 - 3 cm de didmetroy 3-15 cm de altura,
pero otras veces puede ser casi inexistente, formando un angulo aproximado de 90° con el
sombrero. Su color tiende a ser rojo oscuro similar al del sombrero, mientras que su textura es
aspera y brillante (Ramirez et al., 2021).
Micelio. Mayormente es el responsable de contener las hifas y esta en contacto con el suelo,
por ello es considerado como las raices del hongo. Se encarga de la reproduccién o del
esparcimiento de las hifas alrededor de 1 metro cuadrado durante 30 0 60 dias dependiendo de
las condiciones, especialmente la disponibilidad del sustrato natural (Zhang et al., 2022)
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6.1.4. Distribucion de los compuestos en las partes del hongo

Segun Liu et al. (2024); Li Wang et al. (2020) y Sanodiva et al. (2009) Ganoderma Lucidum
presenta una distribucion de los componentes, especialmente los bioactivos, en diferentes partes
de su estructura. A continuacion, se presenta la figura 2 que contiene la distribucion
anteriormente mencionada.

llustracién 2. Distribucién de los compuestos en las partes del hongo

Polisacaridos Complejos
Fibras dietéticas

Enzimas

Germanio Organico

Proteinas

Adenosina, nucledsidos,

Iriterpenos nucleotidos, acido ribonucleico

Triterpenoides

Alcaloides, vitaminas, minerales esenciales,

Fuente: (Sanodiya et al., 2009)

Con base en la grafica anterior y estudios previos, el hongo Ganoderma Lucidum presenta
varios compuestos en el cuerpo fructifero o carpoforo, entre ellos se encuentra los polisacaridos,
con altas concentraciones, especialmente los B-glucanos con propiedades inmunomoduladoras
y antioxidantes y responsables de beneficios terapéuticos como actividad antitumoral y
antiinflamatorio (Liu et al., 2024). De la misma manera, en el carpoforo se encuentran
triterpenoides, compuestos lipofilicos que tienen actividad antiinflamatoria, antitumoral y
hepatoprotectora, especificamente acidos ganodéricos y lucidénicos. Por dltimo, Li Wang et al.
(2020) expone la presencia defenoles y flavonoides, consideradoscomo antioxidantes naturales
que combaten el estrés oxidativo.

En el micelio y esporas, Li Wang et al. (2020) ha evidencia la presencia de polisacaridos
especificos de las esporas, aceites esenciales, proteinas y péptidos bioactivos. También, hay
presencia de triterpenos, polisacéridos y metabolitos secundarios en el micelio, similares al
cuerpo fructifero, pero en menores concentraciones; por otro lado, se encuentran enzimas que
descomponen celulosa y lignina, las cuales son fundamentales para la funcion como hongo

saprofito (Sanodiya et al., 2009).
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El contenido de cada sustancia o componente mencionado puede variar segun las condiciones
de cultivo, el tipo de sustrato y el método de procesamiento que se aplica para la extracciéon o

cuantificacion de dicho compuesto (Sulkowska et al., 2023)

6.1.5. Composicion quimica de Ganoderma Lucidum

Segun Bidegain (2017) existe una diversidad de acciones bioldgicas del hongo G. Lucidum que
son atribuidas a los compuestos o sustancias quimicas que posee, las cuales se agrupan en
diferentes grupos tales como: triterpenoides, polisacaridos, proteinas y otros compuestos.
6.1.5.1. Triterpenoides: Estan formadospor seis unidadesde isopreno y son un tipo deterpeno.
En G. Lucidum se han identificado alrededor de 140 triterpenoides, los cuales se dividen en 10
grupos (Xia et al., 2014), siendo los predominantes los &cidos ganodéricos desde los tipos A
hasta Z, los cuales estan formados por cuatro isopreno ciclicas y los lineales.

6.1.5.2. Polisacaridos: La gran parte de estos compuestos en G. Lucidum son de alto peso
molecular, sobresaliendo los B-glucanos, heteropolisacaridos y glicoproteinas (Boh et al.,
2007). Mayormente los polisacaridos en el hongo de estudio son de tipo heteropolimeros
constituidos por glucosa junto con xilosa, manosa, galactosa y fructosa.

6.1.5.3. Proteinas: La mayor presencia de proteinas es de tipo inmunoglobulina en conjunto
con 110 aminoacidos con un amino terminal acetilado. Por otro lado, se han reportado
complejos péptidos-polisacaridos que pueden tener actividad antioxidante y antitumoral.
6.1.5.4. Otros compuestos: En esta clasificacion intervienen los nucledsidos y nucleétidos,
especialmente adenosina, la cual tiene propiedad antiagregante. De la misma manera, existen

reportes sobre la presencia de compuestos fenolicos en el hongo (Suérez et al., 2017).

6.1.6. Compuestos bioactivos presentes en Ganoderma Lucidum

Alrededor de 300 informes han sido publicados sobre los constituyentes quimicos de G.
Lucidum y especies relacionadas. Tanto en el cuerpo fructifero como los micelios y las esporas
del hongo deestudio contienen alrededor de 400 compuestos bioactivos diferentes, que influyen
los polisacéridos, lecitinas, esteroles, &cidos grasos, triterpenoides, vitaminas, nucleotidos,
entre otros (Deepalakshmi y Mirunalini, 2011)

6.1.6.1. p-glucanos

G. Lucidum esta compuesto por una cantidad significativa de B-D-glucanos, que son
polisacaridos de la molécula D-glucosa vinculadas entre si por enlaces glucosidicos o o .

Bhaktay Kumar, (2013) establece que, -D-glucanos consisten en grupos de D--glucopiranosil
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con enlaces de B-(1—3) en diferentes ramificaciones, formando una columna vertebral de tipo
lineal. Por otro lado, Mohan et al. (2016); Suéarez et al. (2017) han aislado B-D-glucanos
hidrosolubles que contienen nucleos de glucano ramificado en enlaces tipo (1—3)-B, (1—4)-B,
y/o (1—6)-B. Adicionalmente, se obtuvieron otros -glucanos con cadenas heteropolisacaridos
de xilosa, manosa, galactosa, acido urdnico y complejos B-D-glucanos - proteina, presentes en
un 10 - 50% en G. Lucidum seco (Wasser, 2005).

Varios estudio in vivo e in vitro demuestran que los polisacaridos del hongo de estudio
presentan propiedades antitumorales, aparte de modular la funcién inmune, mediante el
impulso de la funcion de las células presentadoras de antigeno, el sistema de fagocitos,
inmunidad humoral y la celular (Wasser, 2005). De la misma manera, esta presenta bioactividad
asociada a los efectos antiinflamatorios, hipoglucémicos, antiulcerosos y hepatoprotectores
(Chithra et al., 2016).

6.1.6.2. Polifenoles totales

Lin & Deng, (2019) establece que, G. Lucidum tiene propiedades relacionadas a la eliminacion
de radicales libres asociadas a su mecanismo terapéutico para la prevencion y tratamiento de
enfermedades como bronquitis cronica, hipertension, diabetes y envejecimiento. Por ello, la
funcién principal de los productos de G. Lucidum es inhibir las especies reactivas de oxigeno
(ROS) por medio de las actividades de varios compuestos como los fenoles (Oludemi et al.,
2018). Santillan et al., (2017) considera que la actividad antioxidante en basidiomicetes se
relaciona con la presencia de compuestos de bajo peso molecular, es decir, los fenoles. No
obstante, dicha actividad también se atribuye al contenido de triterpenos y polisacaridos de alto
peso molecular.

Mueses et al., (2022) analiza el contenido de compuestos fenolicos presentes en extractos
alcoholicos y acuosos de G. Lucidum mediante el método Folin Ciocalteu, obteniendo valores
promedios de 32,44 y 25,11 mg GAE/g para extracto acuoso Yy alcohoélico respectivamente.
Otros investigadores como Raseta et al. (2016) determinaron el contenido de fenoles en extracto
acuoso del cuerpo fructifero del hongo de estudio en donde obtuvieron un valor de 11,38 mg
GAE/g, mientras que Mishra et al. (2014) reportaron a partir de un extracto metandlico de G.

Lucidum 28,27 mg GAE/g en peso seco.

6.1.7. Propiedades funcionales de Ganoderma Lucidum

El hongo G. Lucidum posee una gran variedad de compuestos bioactivos, lo cual hace que se

considere como un alimento funcional (Cano & Romero, 2016), debido a que diversos estudios
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demuestran que el consumo del hongo o un extracto de este tiene un impacto positivo en varias
funcionales del organismo; Zhan, (2021) expone propiedades asociadas a la prevencién de
enfermedades relacionados con el envejecimiento y como colaborador en el tratamiento del
cancer. Con base en la investigacion de Costa et al. (2012) y Lee et al. (2011), los triterpenos
presentes en Ganoderma son inhibidores preferenciales de acetilcolinesterasa, lo que permite
incrementar la transmision neuromuscular.

Por otro lado, Chan et al. (2015) en su investigacion encontro en el hongo de estudio que los
proteoglicanos tienen actividades antidiabéticas por los triterpenos presentes, propiedades
antihiperlipidémicas por la presencia de esteroles, especialmente el ergosterol y colesterol que
el G. Lucidum posee, y compuestos con accion antioxidante como los compuestos fendlicos.
Adicionalmente, los polisacaridos de alto peso molecular se utilizan como agentes prebidticos
en la prevencion de disbiosis intestinal y los trastornos metabdlicos asociados a la obesidad;
ademas, estimulan el sistema inmune al incrementar la produccién de citocinas y la actividad
anticancerosa de las células inmunes (Rios, 2008).

Otros experimentos realizados por Tie et al. (2012) demuestran que Ganoderma Lucidum
mejora el retraso de la cicatrizacion de heridas suprimiendo el estrés oxidativo mitocondrial, lo

cual también se refleja en el trabajo realizado por Zhang et al. (2021).

6.1.8. Usos del hongo Ganoderma Lucidum

Las investigaciones realizadas por Kulshreshtha et al. (2013); Paredes (2019) y Savoie et al
(2008) muestran que el G. Lucidum ha sido utilizado en la elaboracion de alimentos,
especialmente para el desarrollo dealimentos funcionales por las propiedades nutracéuticas que
posee, en donde no solo suple el valor nutricional basico, sino que también brinda beneficios
adicionales para la salud del consumidor. Uno de los usos es en las bebidas funcionales como
el té, el café y la cerveza, en donde aporta con compuestos bioactivos, especificamente
betaglucanos, triterpenos, esteroles y compuestos fenolicos con propiedades antioxidantes.
Otros estudios analizan la adicion de extracto del hongo en productos fermentades como el
yogurt para mejorar el perfil antioxidante y apoyar en la salud digestiva. En los productos
horneados como panes, pasteles, entre otros, aportan una mejora en la retencién de gases y
evitan la retrogradacion del almidon. Por dltimo, el uso de G. Lucidum en suplementos
alimenticios en polvo mejora el perfil nutricional y brinda beneficios inmunolégicos (Paredes,
2019).
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6.2. Cacao

6.2.1. Generalidades del cacao fino y de aroma

El cacao fino y de aroma presenta sabores que abarcan las notas frutales, florales, herbaceas,
nueces, de madera o caramelo, obtenidos por la produccion exclusiva a partir de los tipos
Trinitario, Criollo y Forastero (Nacional en Ecuador) (Chetschik et al., 2018). Segun Arvelo et
al. (2016) en la evaluacion de la calidad del cacao fino se utilizan criterios como: origen
genético, propiedades morfologicas de las plantas, caracteristicas quimicas, color de las
almendras, sabor, grado de fermentacion, humedad y acidez. Considerand o que solo a partir de
ciertos tipos de plantas se puede obtener cacao de fino aroma se detallan las caracteristicas de
ellos.

6.2.1.1. Trinitario: Tiene su origen en la isla Trinidad y se desarrolla a partir de las
hibridaciones naturales entre el Criollo y el Amellonado Forastero, presentando mas aromas
que el Forastero y mayor resistencia con relacion al Criollo (Morales et al., 2015). Afoakwa
(2008) explica que las almendras del Trinitario tienen un color variable, con poca tendencia a
ser blancas, pero con caracteres basicos de chocolate y un aroma asociado a bodega que no se
presenta en otras variedades.

6.2.1.2. Criollo: Se origina en el norte de Sudamérica y Centroamérica, con caracteristicas
relevantes en el sabor siendo este suave y aromatico, mientras que las vainas tienen una cascara
fina, suave, superficie texturizada en conjunto con cierta pigmentacion roja (Bhattacharjee,
2018). Badrie et al. (2015) expone que las almendras o cotiledones tienen tendencia a ser
blancas marfil o purpura claro por la baja concentracion de antocianinas; esta variedad puede
ser susceptible a enfermedades y no son vigorosas.

6.2.1.3. Nacional: Segun Abad et al. (2020), esta variedad ha permitido el reconocimiento de
Ecuador en mercados internacionales, siendo caracteristico de aromas y sabores por el grupo
genético particular, las condiciones climaticas o geograficas y el lugar de produccién. Boza et
al. (2014) determina que las almendras tienden a ser grandes, una pulpa sabor a dulce; aquellos
cotiledones fermentados tienen baja acidez, poco amargor y un sabor afrutado - floral, con

coloracion similar a violeta o lila.

6.2.2. Descripcion botanica

Conbase en lo reportado por Rusconi & Conti (2010) y Fowler (2000), el cacao (Theobrama

cacao L.) es un arbol tropical perennifolio diploide, perteneciente a la familia Malvaceae siendo
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nativo del neotrépico humedo entre latitudes 20 N y 20S de la linea ecuatorial, originario de
América del Sury Central, en la selva tropical de la chimbo del Amazonas. Este arbol presenta
hojas perennes que miden alrededor de 300 mm de largo, las flores y frutos crecen préximas al
tronco y en las ramas méas gruesas.

6.2.2.1. Taxonomia del cacao

Segln Montes Mosquera (2016) la taxonomia del cacao se presenta en la Tabla 4.

Tabla 3. Taxonomia del cacao nacional fino de aroma

Nombre cientifico : Theobroma cacao
Reino : Plantea

Division : Magnoliophyta
Clase : Maggnoliopsida
Orden : Malvales

Familia : Malvaceae

Género : Theobroma

Especie : Theobroma cacao L.

6.2.3. Composicion fisico - quimica de las almendras de cacao

Botanicamente el fruto del arbol de cacao es una drupa indehiscente con forma ovalada,
midiendo aproximadamente 12 - 30 cmy contienen 30 - 40 almendras unidas por la placenta e
incrustados en la pulpa mucilaginosa (Schwan & Wheals, 2004), el cual representa 40 %
préximas del peso fresco de la almendra. Por otro lado, las almendras de cacao tienen un largo
aproximado de 1,5 -3 cmyancho de 1 - 1,5 cm, presentando forma ovoide y plana en un lado
fuertemente curvado, encontrdndose rodeada de la pulpa del fruto y unida a una cascara de la
semilla endurecida con el fin de proteger al embrion. Mayormente el embrion se encuentra
compuesto de dos cotiledones grandes destinado al almacenamiento, un pequefio hipocotilo,
una radicula y el micropilo (Fig. 3) (Kadow, 2020).

llustracién 3. Partes de la semilla de cacao
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Exocarpo
Mesocarpo -Mazorca o ciscara
Endocarpo 67 -76% (Campos
etal..2018)
4 3 Placenta
. > 4% (Handojo et
AN / . al., 2019)
FINE
2> SN y
e
Mucilago Almendra Cascarilla
50-7L/T (Ayala 20 -23% 2.4-3.6 %
etal_2022) (Campos et al.. (Campos etal.,
2018) 2018: Yagual et
al.. 2017)

Fuente: (Vegaetal., 2024)

Afoakwa (2016) confirma que la testa o cascara de cacao actla como barrera semipermeable
para el flujo de sustancias entre la semilla y la pulpa de la fruta. Varias investigaciones
establecen que la céscara es permeable al agua, etanol, &cido acético-lactico y otros compuestos
organicos volatiles. Por su parte, el cotileddn conocido por atribuir caracteristicas de sabores -
aromas a chocolate, esta formado por dos tipos de células de almacenamiento, en donde, las
células polifendlicas tienen una vacuola grande llena de polifenoles y alcaloides, encontrandose
mayormente cafeina, teobromina y teofilina (Lopez & Dimic, 1995). Las células de proteinas
lipidicas contienen citoplasma empaquetado con varias vacuolas pequefias destinadas para
almacenar proteinas, lipidos y componentes como los granulos de almidon (Fig. 4). Todos los
componentes mencionados tienen su papel en la definicion de caracteres del sabor y aroma en
el cacao.

Por otro lado, la composicion quimica de las almendras de cacao van a diferir dependiendo de
las condiciones de cultivo, el clima, lugar de origen, variedad y las condiciones del suelo. Con
relacion a esto, se presenta la Tabla 4 que contiene la composicion quimica de las almendras de
cacao con un rango de porcentajes, considerando el rango inferior y superior de la investigacion
realizada por Perea (2019).

Tabla 4. Composicion quimica de las almendras frescas de cacao

Componentes Porcentaje (%)
[ I ]
Agua 32 -39
Grasa 30-32
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Proteinas 10 -15

Carbohidratos 12-14
Polifenoles 5-6
Almidon 4-6
Celulosa 2-3
Teobromina 1-2
Acidos organicos 1

Fuente: (Perea, 2019)
Por otra parte, las investigaciones de Villamil et al. (2016), Ludisaca (2017) analizan la
composicion quimica de las almendras de cacao frescas, despues del proceso de fermentacion
y secado del cacao; los resultados de dichos trabajos se presentan en la Tabla 5.
Tabla 5. Composicion quimica del grano fresco, después del proceso fermentativo y secado

de cacao
Componente Grano fresco (%) Después del proceso
fermentativo y secado (%o)
| Manteca de cacao | 30 -32 | 54 |
Proteina 10-15 11,5
Celulosa 2-3 9
Almidon 4-6 7,5
Hidratos de carbono 12 -14 10,5
Agua 32 -39 5
Acidos organicos 9,5 2
Polifenoles 5-6 1
Teobromina 1-2 0,2




Fuente: (Villamil, 2019; Ludisaca, 2017)

6.2.4. Compuestos bioactivos presentes en el cacao

6.2.4.1. Polifenoles totales

Las semillas de cacao tienen una gran cantidad de compuestos fendlicos, en donde cerca del
15% del peso en almendras de cacao secas representan los polifenoles totales, similares al
contenido de dichos compuestos en las verduras, vino y té (Loja Atariguana & Montesdeoca
Loja, 2022). Mayormente los polifenoles se encuentran en las células polifenolicas,
dividiéndose en tres grandes grupos distintos, las antocianinas (4%), las catequinas y
flavonoides (37%) y las proantocianidinas (58%). En las catequinas, el componente con mayor
presencia son las epicatequinas, con alrededor del 98%, mientras que la proantocianidina es el
componente fendlico mayoritario en las semillas de cacao (Vazquez-Ovando et al., 2016).

Los compuestos fenolicos son considerados como no esenciales para la conservacion de las
plantas al ser metabolitos secundarios, aunque a pesar de esto, otorga actividades en las
estructuras quimicas debido a que perciben mas de 8000 componentes diferentes, demostrando
su poder antioxidante (Vazquez-Ovando et al., 2016).

6.2.5. Métodos de fermentacion

6.2.5.1. Cajones de madera: El proceso de fermentacion se realiza en cajones de madera que
tengan resistencia y disposicion en el suelo para el drenaje de los lixiviados y a su vez acceso
al aire. Wood & Lass (2008) consideran que, para conservar el calor de los granos en la caja se
puede colocar hojas de platano o arpillera, girando durante 6 -8 dias. Por otro lado, en este
método de fermentacion, factores como la profundidad de la masa de almendras (espesor
minimo de 20 cm) y la duracién del proceso, afectan la fermentacion del cacao.

6.2.5.2. Sacos: Consiste en colocar masa de cacao en bolsas de polipropileno o sacos de yute
cubiertos con hoja de platano por un tiempo de 3 dias con una remocion de 24-48 horas
(Sanchez et al., 2019).

6.2.5.3. Rumas o montones: Para este método, Ganeswari et al. (2015) describe la
conformacion de una base con estacas en desnivel. Sobre esta se colocan hojas de platano
perforadas o ramas de palma. Encima de las hojas se depositan los granos de cacao fresco para
formar un montdén cuyo diametro y altura van a depender de la cantidad de grano. Una vez
realizada la ruma se colocan hojas de platano o sacos de yute con el fin de conservar la

temperatura de la masa.
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6.2.5.4. Tambor rotatorio: Se fermentan 250 kg de almendras de cacao, requiriendo un lugar
cubierto con ventilacion y piso que tenga canales para el drenaje del exudado. Cada 24 horas se

remueve el cacao sin ayuda por las paletas internas que realizan este trabajo (Teneda, 2016).

6.2.6. Proceso de fermentacién

6.2.6.1. Fase anaerobica

La duracion de esta fase es de aproximadamente 24 - 48 horas, en donde la pulpa que rodea la
almendra (contiene azucares como glucosa, fructosa y sacarosa) da lugar al proceso de
fermentacion, considerando el crecimiento de levaduras como: Saccharomyces cerevisiae,
Hanseniaspora opuntiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia kluyveri y Pichia kudriavzevii
(Hamdouche et al., 2019). Al empaquetar de manera apretada la masa, es decir pulpa -
almendras de cacao, en conjunto con la actividad metabdlica de las levaduras permiten el
desarrollo de las condiciones anaerobicas; con ello, las levaduras descomponen los azUcares de
la pulpa convirtiendolas en alcohol, especialmente etanol. Ademas, las levaduras secretan
pectinasa, lo que conlleva a la licuefaccién de la pulpa, provocando el drenaje de un liquido
denominado como sudor (De Vuyst & Weckx, 2016). De esta manera, se reduce la viscosidad
y asu vez da lugar a la entrada de aire en la masa de fermentacion (Fig. 5)

Crafack et al. (2014) confirma que los microorganismos como P. kluyveri producen grandes
cantidadesde ésteres con caracteristicas de aroma afrutado, mientras que las especies de Pichia,
Candida y las bacterias lacticas heterofermentativas metabolizan el acido citrico, lo que genera
un ligero aumento en el pH de la pulpa que, en conjunto con el incremento de la tension de
oxigeno permite el desarrollo de BAL (Bacterias acido lacticas) que van a generar el acido
lactico.

6.2.6.2. Fase aerdbica

A medida que avanza la fermentacién, la pulpa de las almendras se reduce, mientras que la
temperatura y el nivel de aire van aumentando dentro de la masa de fermentacion. Al ya tener
disponibilidad de oxigeno, bacterias como acetobacterias o BAA (Bacterias del acido acético)
empiezan a dominar en la fase aerébica (De Vuyst & Leroy, 2020).

Seguln Lieberei et al. (2013), el 4cido acético se considera el principal metabolito producido a
partir de una reaccion exotérmica que comienza al oxidar el etanol y acido lactico realizado por
las BAA, alcanzando temperaturas superiores a 48-50 °C. La entrada del &cido acetico en las
almendras tiene lugar después del hinchamiento de la almendra y la apertura del micropilo (Fig

4.). Tanto el etanol como el &cido acético al difundirse por la almendra provocan la muerte del

19



embrién, lo que desencadena una actividad enddgena al tener una ruptura de las paredes y
membranas celulares que son relevantes para la formacion de precursores del sabor, los cuales
son modificados por la degradacion de Streckery la reaccion de Maillard en el secado y tostado
(Hernandez et al., 2016).

Ilustracion 4. Proceso de fermentacion del cacao o (Theobrama cacao L)
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Fuente: (Burbano, 2020)

6.2.7. Secado

Varias investigaciones establecen que el cacao se puede secar de manera natural o
artificialmente, hastatener unahumedad del 7 %, con el fin de continuar con algunas reacciones
bioguimicas que dan lugar a la formacion de precursores de sabor. Paredes et al. (2022),
establece que el contenido de humedad en los granos no debe sobrepasar el 8 % por la posible
formacién de mohos, ni tampoco debe ser menor al 6 %, puesto que se vuelven fragiles y
quebradizos.

6.2.7.1. Secado natural: ElI método consiste en extender los granos de cacao sobre plastico,
esteras de madera o suelos de hormigdn, exponiendo los granos al sol durante un tiempo
prolongado, alrededor de 7 a 22 dias dependiendode las condiciones meteoroldgicas (Dzelagha
et al., 2020). Se requiere devoltear regularmente los granos para tener uniformidad en el secad o.
6.2.7.2. Secado artificial: Se emplea un ventilador o secador, con el objetivo de conducir aire
a traves de elementos de calefaccion, lo cual calienta los granos de cacao y permite la reduccion
de humedad o el secado de las almendras fermentadas (Musa, 2012). Mayormente se utilizan
hornos, considerados como secadores sencillos que emplean calor para secar los granos de

cacao extendidos en bandejas por aire caliente externo (Zulkarnain et al., 2020).
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Durante el proceso de secado muchos compuestos fendlicos y el contenido de teobromina tiende
a disminuir al ser considerados como compuestos volatiles, mientras que ciertas proteinas se
desnaturalizan o se transforman en aminoacidos libres por la temperatura empleada para el
secado. Por otra parte, durante este proceso una parte del acido lactico se pierde pero el acido

acetico se mantiene (Alean et al., 2016).

6.2.8. Tostado

El proceso de tostado desempefia varias funciones a nivel fisico -quimico y sensorial, debido a
que el proceso ayuda a ablandar y separar la testa de los granos de cacao, volviendola mas
quebradiza; asi mismo, se desarrolla méas el sabor a cacao o caracteristico a chocolate con base
en los compuestos que se desarrollaron durante el proceso de fermentacion y secado (Vazquez
etal., 2016). Alrededor de 600 compuestos se han identificado durante el proceso de tostado en
donde se incluyen alcoholes, ésteres, furanos, pironas, iminas, oxazoles entre otros (Rojas S et
al., 2020). En el proceso de tostado, las almendras de cacao secas se calientan desde una
temperatura ambiente hasta llegar a 110-160 °C, siendo las principales reacciones que afectan
a las almendras la reaccion de Maillard, caramelizacion, oxidacién de lipidos y la degradacion

oxidativa de compuestos fenolicos.

6.3. Derivados de cacao

Existen una variedad de productos derivados del cacao, en donde sobresalen la elaboracién de
chocolates y cacao en polvo azucarado. Dentro de los chocolates se encuentran agrupados
diversos productos desde las tabletas o barras de chocolate hasta bombones sin o con relleno,
trufas, frutos secos cubiertos de chocolate, entre otros (Sanchez, 2022). Por otro lado,
actualmente se comercializan pluma (nibs) de cacao que consisten en fragmentos de granos de
cacao tostado y descascarillados; también se produce la manteca de cacao que es utilizada en la
elaboracion de chocolates. De la misma manera, la cascarilla de cacao es empleada en
infusiones con sabor a chocolate, mientras que el mucilago o pulpa es utilizada para elaborar

jugos, mermeladas, vinagres y bebidas fermentadas (Medina, 2022)

6.3.1. Barras de chocolate

6.3.1.1. Generalidades de las barras de chocolate
Urbina & Pérez (2020) definen que el chocolate es un alimento que se forma por la suspension

semisolida de particulas de azUcar, cacao y leche segun el tipo de chocolate. Este producto
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alimenticio contiene una fase grasa que abarca un 70 % del contenido total aproximadamente.
El estado del chocolate es sdlido a temperaturas de 20— 25 °C y a temperatura corporal (37°C)
se funde produciendo una suspension agradable en sabor y textura. Por otro lado, existen varios
factores que se consideran al elaborar un chocolate, entre ellos la variedad del cacao, el origen
de este, procesamiento y el tipo de chocolate por elaborar (Lagla, 2015).

Las barras de chocolate estan elaboradas a partir de una mezcla de pasta-manteca de cacao y
azucar, aunque también se pueden afiadir otros ingredientes como leche, vainilla, frutas, etc. A
nivel mundial, es un producto de alto consumo encontrdndose en tiendas de dulces o confites
(Villegas, 2018). Una barra de chocolate tiene caracteristicas basadas en su forma, tamafio,
color, textura, sabor, aroma, porcentaje de cacao y envoltorio, las cuales son relevantes en la
evaluacion de la calidad del chocolate.

Con base en el Codigo Alimentario Espafiol, el chocolate es caracterizado por tener una gran
cantidad de calorias, debido a su contenido graso y azUcares; la diferencia entre cada barra de
chocolate radica en el contenido de azlcares, teniendo un mayor valor nutricional aquellas

barras con menor contenido en azucar. La Tabla 6 muestra el valor nutricional de los tipos de

chocolate.
Tabla 6. Valor nutricional de las barras de chocolate
Tipos de Energia Grasas Grasas AzUcares
chocolate (kcal/100g9) (9/1009) saturadas (9/1009)
(9/100g)
| | | | | |
Chocolate negro 520 6 21 42
Chocolate con 534 31 18 54
leche
Chocolate 566 33 20 56
blanco

Fuente: (Villegas, 2018)
6.3.1.2. Composicion quimica de la barra de chocolate
Amador et al. (2020) estudia la composicion quimica de una barra de chocolate amargo
producido en Ecuador, en donde la concentracion de cacao es mayor al 35 % y se considera el

porcentaje de licor, solidos y manteca. La Tabla 7 muestra los resultados de dicha investigacion.
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Tabla 7. Composicion quimica de una barra de chocolate

Parametro Porcentaje (%)
| Humedad | 1,42 |
Cenizas 1,53
Proteina cruda 6,41
Extracto étereo 30,7
Fibra cruda 1,65
Carbohidratos 58,29

Fuente: (Amador et al., 2020)

7. METODOLOGIA

7.1. Ubicacion de la investigacion

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de Bioconversion LI - BC, area de fitoquimica
LI - FQ, area de alimentos LI - AL, adscritos a la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud
de la Universidad Técnica de Machala, ubicada en el kilémetro 5 %2, via Machala - Pasaje,

provincia de EI Oro.

7.2. Materia prima

El hongo Ganoderma Lucidum utilizado para desarrollar el proceso experimental del presente
trabajo fue obtenido en las areas verdes de la Facultad de Ciencias Sociales de la Universidad
Técnica de Machala. El cacao con el que se trabajo es de variedad Nacional que pertenece a los
Forasteros, el cual se obtuvo de la finca «Los Naranjos» ubicada en el cantén Camilo Ponce
Enriquez, provincia del Azuay. Lamanteca de cacao, panela, leche en polvo y lecitina de soya

fueron adquiridos en el Mercado Sur de la ciudad de Machala.
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7.3. Preparacion de la muestra

7.3.1. Hongo Ganoderma Lucidum

Se inicid con la recepcién del hongo Ganoderma Lucidum, asegurando que no hubiera dafios
en la seta. Luego se realizd una limpieza del hongo, eliminando particulas extrafias. Se
determind el peso total del hongo para luego realizar un troceado en un tamafio proximal de 3
cm. Los trozos de hongos fueron colocados en bandejas metalicas del liofilizador BK-FD10P
(BIOBASE, Jina, China), pasando por un proceso de ultracongelacion en la cdmara del equipo
por 24 horas, llegando una temperatura aproximada de -64,8 °C. Mas tarde, las muestras fueron
puestas en el estante de la camara de liofilizacion, colocando en la superficie de las muestras el
sensor de temperatura y asegurando con la bandade silicona el cubo acrilico del equipo. Con
estas acciones realizadas, se enciende el vacuémetro y la bomba de vacio. El liofilizado de las
muestras fue por 24 horas hasta obtener una presién final de 22 Pa. Al finalizar el proceso, el
hongo liofilizado fue pulverizado en un desintegrador HSD - 400A (BIOBASE, Jinan, China)

por un tiempo aproximado de 5 minutos, verificando la obtencion de un polvo.

7.3.2. Extraccion de los compuestos

Se pesan 50 g de polvo de hongo liofilizado y se lo coloca en un matraz de Erlenmeyer de 1L,
adicionando 850 mL de alcohol al 60% Con la ayuda de una varilla se homogeniza la muestra.
Luego, la muestra pasé por un bafio ultrasénico ULTRASONIC BATH 5.7 L (Fischer
Scientific, Ciudad de México, México) a una intensidad de 40 KHz durante 10 minutos,
considerando una temperatura de 30°C en el agua del bafio maria y 27°C en la muestra.

Mas tarde, la muestra es filtrada con un lienzo para separar la parte no sélida de la parte soluble.
El liquido obtenido se vuelve a filtrar por un papel filtro PL58X58 Liso MN713 y se coloca en
un balén de 2000 mL para eliminar el alcohol presente en el extracto en un rotavapor
HEIDOLPH LABOROTA 4001 (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania) a una
temperatura de 39°C durante 90 min, acoplado a un criostato LAUDA/ALPHA RA-8 (LAUDA,
Lauda-Konigshofen, Alemania) que se mantiene a una temperatura de -40°C y una bomba de
vacio VACUUBRAND PC600 (Vacuubrand, Wertheim, Alemania) iniciando con una presion
de vacio 475 mbar y terminando con una presion de 4 mbar, hasta obtener un extracto acuoso
que fue liofilizado, para ser utilizado en el analisis cualitativo (cromatografia de liquidos) y en

la determinacion de compuestos fendlicos.
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7.3.3. Microencapsulacion del extracto

El extracto acuoso obtenido en el rotavapor fue microencapsulado con maltodextrina con
dextrosa 10-15 al 10% con la finalidad de poder manipular y dosificar en la barra de chocolate.
Para ello, se mezcld el extracto acuoso con la maltodextrina y se liofiliz6 en las mismas
condiciones de la materia prima (hongo).

7.3.4. Pasta de cacao

Las vainas de cacao de la variedad nacional fueron cosechadas en la finca «Los Naranjos»
ubicada en el cantén Camilo Ponce Enriquez, provincia del Azuay. Cada mazorca fue
seleccionada con base en el estado de madurez. Luego, las vainas se partieron y se fermentaron
mediante el método tradicional por 11 dias, de los cuales 6 fueron de fermentacion alcoholica
y 5 de acética. Mas tarde, las vainas fermentadasse secaron a temperatura ambiente (25 - 28°C)
hasta alcanzar la humedad de 7-8%. El tueste se realizd a 130°C por 30 minutos en un horno
(Ecuahorno, Quito, Ecuador); el descascarillado fue manual y la molienda se realiz6 en un
molino de tornillo helicoidal L14200 (Corona, Medellin, Colombia), obteniéndose una pasta o

licor de cacao.

7.4. Analisis cualitativo del hongo

Las muestras se disolvieron en metanol (10 mg/mL) y se filtraron a través de un filtro de
membrana de 0,2 um. El andlisis mediante CLAE se realiz6 en un sistema Dionex Ultimate
3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, Estados Unidos) equipado con un detectorde arreglo
dediodosy acoplado a un detector de masas. La separacion se desarrollé usando una columna
Accucore RP-MS (100 mm x 2,1 mm; 2,6 um) protegida por su cartucho (4 mm x 2,0d.i.) y la
temperatura se mantuvo a 35 °C. La fase movil estuvo constituida de acetonitrilo (A) y 0,1 %
de &cido férmico (B), y se empled el siguiente modo en gradiente:10% A (0-1 min), 10-35% A
(1-3 min), 35% A (3-5 min), 35-55% A (5-7 min), 55%A (7-8 min), 55-75%A (8-12 min),
75%A (12-14 min), 75-95 %A (14-17 min), 95 %A (17-18 min) y recuperacion de las
condiciones iniciales (18-24 min). La velocidad de flujo fue de 0,4 mL/min y el volumen de
inyeccion de 2 uL. La deteccion UV se realizé a 200, 250, 280 y 330 nm, y los espectros UV-

Visible se registraron en el rango 200-600 nm.

Como sistema de deteccion de masas se empled un espectrometro de masas de trampa lineal de

iones LTQ XL (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) equipado con una fuente de
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ionizacion por electronebulizacion, que fue operada en modo ion negativo y positivo. Los
espectros de masas fueron adquiridos en el rango m/z 100-1000. Para los espectros MS? se
empled la disociacion por colision inducida a una energia de 35 (unidades arbitrarias). Se

empled nitrégeno como gas principal, auxiliar y de barrido.

7.5. Cuantificacion de compuestos bioactivos

7.5.1. Betaglucanos

Para extraccion de betaglucanos se selecciona el cuerpo fructifero del hongo, puesto que la
bibliografia indica una mayor presencia de este compuesto a diferencia de las otras partes del
hongo.

7.5.1.1. Meétodo fisico (Ultrasonificacion - calor)

Se pesaron 25 gramos de hongo liofilizado en polvo y se lo colocd en un matraz de Erlenmeyer
de 1L, adicionando 125 m de agua destilada a 60°C y con una varilla se mezcla la muestra.
Luego, la muestra pasa por un bafio ultrasénico ULTRASONIC BATH 5.7 L (Fischer
Scientific, Ciudad de México, México), a una intensidad de 40 kHz durante 20 minutos,
considerando una temperatura de 80°C en el agua del bafio maria y 60°C en la muestra. Mas
tarde, la muestra paso por coccién a 90°C durante 90 minutos para tener una mayor liberacién
de los betaglucanos en el liquido.

La muestra fue filtrada con un lienzo para separar la parte no solida de la parte soluble. El
liquido obtenido se vuelve a filtrar por un papel filtro PL58X58 Liso MN713 y se coloca en un
matraz de Erlenmeyer de 500 mL, adicionando de 2 a 3 volimenes de alcohol con base en lo
obtenido;, se colocé en refrigeracion por 24 horas, con el fin de facilitar la precipitacion de los
betaglucanos. El precipitado se separa de la fase liquida por decantacién, colocandolo en cajas
Petri esterilizadas y pesadas, para luego secar en una estufa VN6400 (Memmert, Schwaben,
Alemania) a 60 °C hasta obtener un peso constante. Con ello se obtiene el porcentaje de
betaglucanos extraidos en peso seco.

7.5.2. Determinacion del contenido de compuestos fenolicos totales por método de Folin -
Ciocalteu

En la cuantificacion de compuestos fendlicos se aplica la metodologia dada por Ayala-Zavala
et al., (2012) y Zapata et al.,(2013).

Preparacion de la muestra :
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Se utiliza 1 g de hongo liofilizado disuelto en 100 mL de agua desionizada colocados en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL para aplicar agitacion en una plancha a 200 rpm durante 10
minutos. Este extracto se uso para la determinacion de compuestos fenolicos. En el caso de la
pasta de cacao se aplica una dilucion de 1 g de pasta en 100 mL de agua desionizada.
Preparacion de reactivos:

Solucion de Folin - Ciocalteu 1N: 1 mL de reactivo Folin - Ciocalteu 1N es diluidoen 1 mL de
agua destilada.

Solucién de carbonato de sodio (20%): se pesan 20 g de Na.COs anhidro y se lo diluye en 100
mL de agua destilada.

Ensayo: En un tubo de ensayo de 20 mL, se coloca 50 pL de la muestra con 3 mL deagua y
250 pL de reactivo Folin - Ciocalteu 1N, dejandolo reposar por 8 minutos. Luego, se afiade 750
uL de Na.COs al 20% con 950 uL de agua por 30 minutos en reposo a 26°C. La solucion
obtenida se procede a leer en el espectrofotémetro UV/VIS T70+ UV/VIS Spectrometer (PG
Instruments Ltd, Leicester, Reino Unido) a una longitud de onda de 765 nm.

2.6. Elaboracion de la barra de chocolate

Para la elaboracion deunabarra de chocolate se parte de una formulacion estandar que se detalla
en la tabla 8 y se sigui6 el proceso que se observa en la figura.

Tabla 8. Formulacién de la barra de chocolate

Ingrediente %
[ I ]
Panela 37,46
Licor de cacao 35,79
Leche en polvo 14,15
Manteca 10
Extracto de hongo 2,35
Lecitina 0,38

llustracion 5. Diagrama de flujo del chocolate en barra
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RPM Cacao Cacao en buen estado de madurez
Adecuacion Preparacion de bulto para fermentacién
‘L Tmin=22°C . Molino de tornillo
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Alcohdlica t=6dias )
+ Azlcar
l + Hongo
Oxigenacion Aireacion Natural Ganederma ) Refinadora
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Secado
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Tostado  —— | _0min
Cascarilla residual . P
del cacao +~—|Descascarillado Peladora eléctrica

Recepcion de materia prima del cacao: Se recepta el cacao y se verifica que esté en buen
estado sin golpes ni dafios que puedan afectar al producto final.

Adecuacion: Se adecud el cacao para la preparacion del bulto necesario en la fermentacion
Fermentacion alcoholica: En esta fase se aplicd el método en saco por 6 dias en un rango de
temperatura minima de 22°C y una temperatura maxima de 25°C.

Oxigenacion de la almendra: la almendra fue aireada de forma natural dos veces por dia.
Fermentacion Acética: En esta fase se aplicé el método de ruma durante 5 dias con una
temperatura minima de 28°C y una temperatura maxima de 33°C.

Secado: Se seco la almendra a una temperatura entre 25°C a 28°C hasta alcanzar una humedad
del 7 % durante 6 dias.

Tostado: La almendra de cacao fue tostada en un horno (Ecuahorno, Quito, Ecuador) hasta
alcanzar una temperatura de 130°C por 30 minutos

Descascarillado: Se descascarilla la almendra en una peladora electronica (Camso, Imbabura,
Ecuador).

Molienda: Los nibs de cacao obtenidos de la descascarilladora fueron pasados por un de

molino de tornillo helicoidal L14200 (Corona, Medellin, Colombia) con la finalidad de reducir
el tamafio de particula
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Refinado: La pasta de cacao se refind por 48 horas en una refinadora DCM 20 (Melanger,
Chicago, EE.UU); luego de transcurrir ese tiempo se agregd los otros ingredientes: azlcar,
extracto microencapsulado del hongo Ganoderma lucidum, manteca de cacao, leche en polvo
y lecitina de soja.

Templado: Siguiendo la metodologia de Ledn & Salas (2020) el templado o atemperado se
inicia elevando la temperatura de la masa del chocolate a 54°C, para luego bajar su temperatura
a 38°C. Se vuelve a subir la temperatura a 54 °C, y se finaliza bajando a 28°C. El objetivo del
proceso aplicado es obtener una red estable de grasa mediante la alineacién de los cristales de
la manteca de cacao y a su vez eliminar aquellos cristales inestables de las nuevas redes.

Moldeado: El chocolate templado en moldes previamente esterilizados y secados.

2.7. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se realizd en el laboratorio de bioconvercion, con un panel
semientrenado de 32 personas de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de la
Universidad Técnica de Machala. Para este analisis sensorial se us6 una escala heddnica que
consiste en una valoracién de 1 a 5 puntos, con el propésito de conocer el grado de aceptacion
por parte de los catadores para su respectiva aplicacion de un disefio de bloques y su
correspondiente de un ANOVA que permite establecer la diferencia significativa entre las

muestras.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Analisis cualitativo de Ganoderma Lucidum

Los resultados de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (High-Performance Liquid
Chromatography - HPLC) se presentan en la Figura 7 que muestran los cromatogramas
obtenidos a partir de la metodologia aplicada. Por otro lado la Tabla 10, presenta las masas
pseudomoleculares, las cuales son comparadas y analizadas con bibliografia para obtener los
posibles compuestos bioactivos presentes en el hongo.

llustracion 6. Cromatogramas del hongo Ganoderma Lucidum
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Los cromatogramas muestran los picos identificados por el detector de masas y el arreglo de
diodosen los tiempos de retencion respectivos para cada equipo. El software permite conocer
los compuestos presentes en el hongo de estudio mediante las masas pseudomoleculares y los
fragmentos principales obtenidos al realizar una ruptura de los compuestos primordiales, los
cuales pueden ser positivos 0 negativos, basandose en la ganancia o pérdida de una molécula
de agua, alcohol, cetonas, entre otros. El primer cromatograma abarca los posibles compuestos
del grupo de esteroles, mientras que la segundaimagen los compuestos triterpenos y el Gltimo
muestra los compuestos fendlicos.

Tabla 9. Posibles compuestos presentes en extracto de Ganoderma Lucidum

Tipo de Posible 16n Masa Referencias
compuesto compuesto pseudomolecul molecular
ar (m/z) (g/ mol)
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Triterpeno Acido

Ganoderico A
Acido
Ganoderico B
Acido
Ganoderico C2
Acido
Lucidenico A
Acido
Ganoderico DM

Acido

Ganoderico S

Acido
Ganoderico T
Esteroles Ergosterol

Ergosterol

peroxido
Lanosterol
B-sitosterol
Estigmasterol
Campesterol

Compuestos Acido galico

fenolicos i
Acido

protocatecuico

515-

487-

471-

483-

599-

583-

567-

397+ 395-

429+ 427-

427+ 425-

415+ 413-

413+ 411-

401+ 399-

171+ 169-

155+ 153-

31

516,68

488,63

472,62

484,66

600,87

584,86

568,82

396,65

428,65

426,72

414,71

412.69

400,68

170,12

154,12

Chen et al.,
(2020)
Zhao et al.,
(2019)

Yu et al., (2022)
Linetal.,,
(2016)

Xu et al., (2018)
Zhang et al.,
(2021)



Acido 355+ 353- 354,31 Smith et al.,
clorogénico (2019)

Acido cafeico 181+ 179- 180,16

En la tabla 10 se observan los posibles compuestos bioactivos presentes en el hongo de estudio,
sobresaliendo los triterpenos tales como acidos ganodéricos y lucidénicos, esteroles
especialmente ergosterol, lanosterol, campesterol, entre otros y compuestos fenolicos como

acido galico, acido protocatecuico, acido clorogenico y &cido cafeico.

8.2. Andlisis cuantitativo de Ganoderma Lucidum y pasta de cacao

En base a la metodologia aplicada para cada compuesto se presenta la Tabla 10 que contiene
los resultados de la cuantificacion de B-glucanos y compuestos fendlicos en el hongo, en
conjunto con el analisis cuantitativo de los compuestos fenolicos en la pasta de cacao.

Tabla 10. Andlisis cuantitativo de los compuestos bioactivos

Compuesto Porcentaje mg Porcentaje de Cantidad
extraido del ingrediente presente del
compuesto compuesto en
extraido 100 g
(%)
I I | I I
B-glucanos (hongo) 16,60 — 2,35% de extracto 0,39 g de
de hongo Betaglucanos

microencapsulado

Compuestos 1,25 12573 mg 2,35% de extracto 0,029 g de fenoles
fendlicos (hongo) GAE/g de hongo

microencapsulado

Compuestos 1,1 10950 mg  35,79% de pastade 0,3936 g de
fenolicos GAE/g cacao fenoles

(pasta de cacao)
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Con base en la tabla anterior, el contenido de p-glucanos en el hongo es del 16,60%, el cual al
ser comparado con los resultados reportados por otros autores como Boonyanuphap &
Hansawasdi (2010), concluyeron que el hongo Ganoderma lucidum recolectado de un bosque
subtropical de Tailandia puede llegar a tener una concentracion de B-glucanos desde 10- 30%
aproximadamente. De acuerdo con los datosobtenidos en la investigacion se determina que, los
resultados en cuanto a la concentracion de B-glucanos estan dentro de los rangos obtenidos en
otras investigaciones.

Por otra parte, en la cuantificacion de polifenoles, la investigacion de Mueses & Benavides
(2022) obtuvieron un contenido de polifenoles totales en los extractos acuosos de 32,44 +
0,7023 mg EAG/g; estos resultados fueron mayores a los reportado por Raseta et al. (2016) en
donde el contenido de polifenoles totales en extractos acuosos del cuerpo fructifero de
G.lucidum fuedel11,38+ 0,67 mg GAE/g. Los valores reportados por otros investigadores son,
con base en extractos acuosos, mientras que en este trabajo de investigacion fue con base en un
extracto puro liofilizado obteniéndose 12573 mg GAE/g.

La cuantificacion de polifenoles en cacao Nacional fue de 10950 mg GAE/g, siendo mayores
al compararlo con la investigacién realizada por Carrillo & Malla (2024) quienes obtuvieron
49,85 mg/L, siendo similares a los reportado por Rivera et al. (2012) el cual obtuvo 38,36 mg/L

en cacao Nacional.

8.3. Barra de chocolate

8.3.1. Formulacion de la barra

A partir de una formulacion estandar en donde se adiciona el 2,35% de extracto
microencapsulado de Ganoderma Lucidum, se tiene que, por cada 100 g de barra de chocolate
hay 390 mg de B-glucanos y 422,6 mg de compuestos fendlicos totales; estos resultados se
calculan considerando que el extracto microencapsulado tiene 16,60% de B-glucanos y 1,2% de
compuestos fendlicos, mientras que la pasta de cacao tiene 1,1% de fenoles, los cuales se
encuentran en la Tabla 11.

Por otro lado, la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) para betaglucanos es de 7,3 - 16,4 mg/ kg
peso corporal/ dia en adultos, mientras que en nifios menores de 2 afios es de 16,6 mg/ kg peso
corporal/dia. En el caso de los compuestos fendlicos, Huertas et al, (2022) la IDR es de 50 -

800 mg, mientras que Valencia et al., (2017) sugieren hasta 1 g al dia.
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8.3.2. Evaluacién sensorial de la barra de chocolate

Los resultados de la evaluacion sensorial fueron analizados en el programa MiniTab 18,

aplicando un ANOVA de modelo lineal general a las respuestas dadas por los catadores para

cada atributo, en donde la muestra 001 representa a la barra de chocolate con extracto de hongo

y la muestra patron esta codificadacomo 002. A continuacion se presentan los resultados del

analisis estadistico obtenido en el programa, lo que permite identificar si existe diferencia

significativa entre la muestra testigo y la muestra de estudio.

Tabla 11. Andlisis de varianza del atributo color

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
MUESTRA 1 0,00000 0,000000 0,00 1,000
PANELISTA 31 6,00000 0,193548 6,00 0,000
Error 31 1,00000 0,032258
Total 63 7,00000

Con base en el valor de significancia, no existe diferencia significativa en el color de la muestra

con hongo Y la sin hongo, pero s existe influencia representativa del atributo en los panelistas,

debido a que presenta un valor p de 0,000 < 0,05.

Tabla 12. Analisis de varianza del atributo olor

SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
MUESTRA 1 4,000 4,0000 6,53 0,016
PANELISTA 31 20,438 0,6593 1,08 0,420
Error 31 19,000 0,6129
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Total 63 43,438

El analisis de varianza refleja que existe diferencia significativa en el olor (valor p 0,016 <
0,05), mientras que este atributo no influye en la apreciacion de los panelista al no presentar
diferencia significativa (valor p 0,420 > 0,05).

Tabla 13. Andlisis de varianza del atributo sabor

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
MUESTRA 1 0,0625 0,06250 0,07 0,786
PANELISTA 31 11,4375 0,36895 0,44 0,987

Error 31 25,9375 0,83669

Total 63 37,4375

En cuanto al sabor, el chocolate con hongo y la muestra patron segun el analisis estadistico no
presentan diferencia significativa al igual que los panelistas, puesto que ambos tienen un valor
p > 0,05.

Tabla 14. Analisis de varianza del atributo cohesividad

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
MUESTRA 1 0,5625 0,5625 1,85 0,184
PANELISTA 31 28,4375 0,9173 3,01 0,001

Error 31 9,4375 0,3044

Total 63 38,4375
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El analisis estadistico del atributo cohesividad muestra que no hay diferencia representativa
entre las muestras deestudio es decir, tanto en la barra de chocolate con hongo como en la barra
de chocolate patréon presentan cohesividad aceptable, mientras que los panelistas presentan

diferencias en la apreciacion de este atributo.

Tabla 15. Andlisis de varianza del atributo textura en la boca

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
MUESTRA 1 0,0156 0,01563 0,03 0,856
PANELISTA 31 27,3594 0,88256 1,89 0,041

Error 31 14,4844 0,46724

Total 63 41,8594

Latextura en la boca de ambas muestras no presenta diferencias significativas entre ellas (valor
p 0,856 > 0,05), es decir en este atributo tanto la muestra de chocolate con extracto liofilizado
de Ganoderma Lucidum como la muestra testigo tienen una similitud en su apreciacion, pero
los panelistas presentan una diferencia en las respuestas dadas.

Elandlisis estadisticorealizado a la evaluacion sensorial que se presentaen las tablas anteriores,
demuestra que solo hay diferencia significativa (p < 0,05) en el atributo olor, mientras que los
demas atributos no presentan diferencia significativa. Con lo cual se acepta la HO, la cual
establece que, no existe diferencia significativa (p > 0,05) en la calidad organoléptica de una

barra de chocolate adicionada de extracto liofilizado de Ganoderma Lucidum.
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9. CONCLUSIONES

El analisis cualitativo realizado por el método de cromatografia de liquidos de alta resolucion
(High Performance Liquid Chromatography - HPLC) demuestra la presencia de compuestos
bioactivos afines al alcohol como triterpenos, esteroles, compuestos fenolicos y otros
metabolitos secundarios, a excepcion de B-glucanos. Este andlisis confirma la presencia de los
compuestos reportados por otras investigaciones.

Con relacion a la cuantificacion de B-glucanos y compuestos fenolicos, el método ultrasonido
- coccidn permite obtener una extraccion de 16,6% de B-glucanos, resultado que se encuentra
dentro de los rangos reportados por otros autores. Los compuestos fenodlicos fueron
cuantificados por la metodologia Follin Cialcateu, obteniendo 12573 mg GAE/g.

Se obtuvo una barra de chocolate en barra con un peso de 100 g presenta valores de B-glucanos
y compuestos fenolicos que se encuentran dentro de los rangos de la Ingesta Diaria
Recomendada (IDR) por dia segun lo reportado por organizaciones internacionales e

investigaciones actuales. A nivel sensorial, la barra de chocolate tiene aceptacion en los
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atributos color, sabor, cohesividad y textura en la boca, mientras que el olor presenta diferencia
significativa con la muestra patron; sin embargo, los resultados del analisis estadistico permiten
la aceptacion de la HO y la afirmacion de que no existe diferencias significativas entre el
chocolate en barra adicionada de extracto liofilizado de Ganoderma Lucidum con el chocolate

sin extracto de hongo.

10. RECOMENDACIONES

e Realizar mas estudios para validar el método que se aplico en la cuantificacion de B-
glucanos.

e Hacer mas estudios en los otros compuestos bioactivos: triterpenos y esteroles.

e Formulacion de otros alimentos con extractos de Ganoderma Lucidum.

e Hacer un estudio in vivo a un grupo de personas con el fin de incorporar a su dieta el
consumo diario de la barra con hongo Ganoderma Lucidum, por un lapso de tiempo con
el fin de evaluar los beneficios que detallan las investigaciones.

e Aplicar otras metodologias de cuantificacion a través del uso de equipos méas precisos

como un HPLC que tenga los estandares de los compuestos a cuantificar.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Hongo Ganoderma Lucidum Anexo 2. Obtencion de beta lucanos
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Anexo 3. Liofilizado del extracto Anexo 4. Color de las muestras después de
cuantificar polifenoles por espectrofotémetro
UV/VIS

microencapsulado

Anexo 5. Barra de chocolate con adicion de
extracto de Ganoderma Lucidum
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