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Resumen

Los B-glucanos son polisacaridos derivados de cereales como la avena y la
cebada, asi como de algunos hongos como el Ganoderma lucidum, que tienen efectos
benéficos sobre la salud, especialmente sobre el sistema inmune. Se han llevado a cabo
diferentes investigaciones para incluir estos compuestos en bebidas y alimentos, pero
dependiendo de la concentracidn, estos podrian afectar en menor o mayor medida las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales del producto final.

Varios estudios han evaluado la adicion de B-glucanos derivados de avena o
cebada en matrices alimentarias, pero la inclusién de B-glucanos de hongos y levaduras
dentro de productos alimentarios ha sido escasamente investigada, y tomando en cuenta
gue su estructura quimica es diferente, sus propiedades tecnolégicas y funcionales
también son diferentes.

Los productos lacteos son una de las principales matrices utilizadas para el
disefio de alimentos funcionales, en este trabajo se busca evaluar la inclusion de
adicionar B-glucanos de Ganoderma lucidum dentro de un yogurt batido. Los B-glucanos
fueron adicionados en cinco niveles de concentracion (0-1.25%) en dos momentos
diferentes de adicion (antes de la pasteurizacion, y después de la inoculacion). Se
evaluaron los efectos de esta adicién sobre: las propiedades fisicoquimicas (pH, acidez,
sinéresis, viscoelasticidad), microbiolégicas (conteo de cepas probidticas) y sensoriales
(aceptabilidad general) del yogur.

Los resultados obtenidos indican que ni el nivel de concentracién ni el momento
de adicién afectan significativamente las propiedades microbiolégicas y sensoriales del
yogur. Ademas, la concentracion de B-glucanos fue mantenida durante la vida util del
producto, y el conteo total de bacterias probidticas también se mantuvo, incluso a las
concentraciones mas altas de adicion. Es también importante notar que la adicion de B-
glucanos no indujo a sinéresis en los yogures después de 21 dias de almacenamiento
refrigerado. Aunque el pH y la acidez no fueron afectados por la adicion de B-glucanos,
las propiedades viscoelasticas del yogur variaron en funcion del nivel de concentracion
de estos polisacaridos. En general, la viscosidad incremento proporcionalmente a la
concentracion de betaglucanos.

Estos resultados indican que es posible elaborar un yogur funcional con B-
glucanos derivados de Ganoderma lucidum, aportando beneficios potenciales para

desarrollos cientificos e industriales. La adicion de 350 mg de B-glucanos/200g de
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producto antes de la pasteurizacidén es sugerida para valorar los beneficios sobre la salud
de estos compuestos bioactivos. Un estudio clinico para evaluar el beneficio potencial

sobre el sistema inmune de nifios esta actualmente en ejecucion.

Palabras clave: Hongo, Ganoderma lucidum, polisacaridos, B-glucanos, sistema inmune.

Abstract

B-glucans are polysaccharides derived from cereals, fungi or yeasts, which have
been reported to beneficial health effects. Numerous efforts have been carried out to
include these compounds in food and beverage products, but depending on their
concentration, they could affect the physicochemical and sensorial properties of the final
products.

Various studies have evaluated the addition of B-glucans derived from oats or
barley into food matrices, but the inclusion of 8-glucans from fungi and yeasts into food
products has been hardly investigated, and taking into account that their chemical
structure is different, their technological and functional properties are also different.

Since dairy products are one of the most important functional foods worldwide, this
work aimed to evaluate for the first time the feasibility of adding B-glucans from
Ganoderma lucidum into stirred yogurt. B-glucans were added in five different
concentration levels (0-1.25%) and in two different steps of the yogurt manufacture
process (before pasteurization and after inoculation). The effects of these additions were
investigated on the physicochemical, microbiological and sensory properties of the yogurt.

The obtained results indicate that neither the concentration level nor the addition
moment affect significantly microbiological and sensory properties of the yogurt.
Moreover, the B-glucans concentration was maintained during the product shelf life, and
the total counts of probiotic bacteria was also conserved, even at the highest
concentration level of addition. It is also important to note that the B-glucans addition did
not induced syneresis to the elaborated yogurts after 21 days of refrigerated storage.
Although the pH and acidity were not affected by the addition of B-glucans, the
viscoelastic properties of the yogurt varied as a function of the concentration level of
these polysaccharides. In general, the viscosity increased as the concentration of (-

glucans increased.
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These results indicated that it is possible to elaborate a functional yogurt containing
B-glucans from Ganoderma lucidum, providing benefits for scientific and industrial
developments. The addition of 350 mg of B-glucans/200 g of product before
pasteurization is suggested to assess the potential health benefit of these bioactive
molecules on preschool children. A clinical study for evaluating the potential benefit on the
immune system of children is currently ongoing.

Keywords: Fungi, Ganoderma lucidum, polysaccharides, B-glucans, immune system.
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Introduccioén

Los alimentos funcionales son una tendencia de interés actual y que se encuentra en
crecimiento potencial. Un alimento funcional se define como aquel que ademas de tener
un aporte nutricional ofrece un beneficio y/o valor agregado para la salud de quien lo
consume. [1] En las ultimas décadas se han desarrollado diversidad de alimentos
funcionales, para los cuales se tiene como punto de partida una matriz alimentaria

saludable a la cual, generalmente, se le incorpora uno 0 mas compuestos bioactivos.

Los compuestos bioactivos que se incorporan en los alimentos funcionales son de
diferentes indoles y origenes, pero la mayoria de ellos provienen de la naturaleza.
Ejemplo de ello son los derivados del Ganoderma lucidum, un hongo que tiene
compuestos bioactivos como el acido ganodérico y los p-glucanos. A dichos compuestos
bioactivos se les han atribuido propiedades anticancerigenas, antioxidantes,
antihipertensivas, antidiabéticas, hipocolesterolemiantes, entre otras. [2] [3] Los B-
glucanos de Ganoderma lucidum son polisacaridos que han sido evaluados y han
demostrado actividades biol6gicas de modulacion del sistema inmune, antitumoral,

inhibicion del crecimiento de células endoteliales vasculares y actividad hipoglicémica. [4]

[5]

En el mundo, los B-glucanos han sido incorporados en productos como leches de
formula, yogures, galletas, té, e inclusive en suplementos nutricionales. Uno de los
alimentos percibidos positivamente para incluir compuestos bioactivos y ser denominado
alimento funcional es el yogur [6]. No obstante, la inclusién de diferentes compuestos a
un yogur trae consigo retos cientificos y tecnologicos, dado que frecuentemente se
afectan variables fisicoquimicas, sensoriales o microbiolégicas, siendo las mismas

fundamentales en la estabilidad, calidad e inocuidad del producto final.

En estudios que han incorporado B-glucanos a matrices lacteas se han encontrado

importantes interacciones como: efectos sobre las propiedades reoldgicas, aumento de
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determinados microrganismos, y cambios en la percepcién sensorial. Estas variables
podrian considerarse positivas 0 negativas, dado que en algunas ocasiones se han
observado efectos indeseables como sinéresis, aumento de la viscosidad y en otras,

efectos deseables como la conservacién y proteccion de determinadas cepas probidticas.

[7]

En los estudios citados se evaluaron los efectos de los [-glucanos sobre matrices
lacteas, pero fueron usados aquellos provenientes de avena y/o cebada. Los -glucanos
de distintos origenes difieren unos con otros en su estructura, peso molecular y tipos de
enlaces, con lo cual su solubilidad, modo de reaccién y actividades biologicas también
son considerablemente diferentes. Dentro de la literatura revisada no se encontrd algun
estudio que evaluara la utilizacion de los B-glucanos provenientes de Ganoderma
lucidum sobre una matriz lactea, por ello, por medio del presente trabajo pretende
evaluar los efectos de la inclusion de B-glucanos de Ganoderma lucidum en yogur sobre
las propiedades fisicoquimicas, sensoriales y microbioldgicas. Los resultados podrian ser
Gtiles para la produccién de un yogur funcional que se ofrecera durante un estudio clinico

en nifios.



1.Capitulo 1. B-glucanos a partir de
Ganoderma lucidum: compuestos
bioactivos con efectos sobre el sistema
inmune

1.1 Resumen

El Ganoderma lucidum ha sido considerado un hongo milenario con multiples beneficios
en la salud del ser humano. Tales atributos se le han dado gracias al estudio de su
composicion, ya que se han encontrado mas de 100 tipos de compuestos triterpenoides,
polisacéaridos. Se reviso la literatura enfocada a los beneficios y mecanismos de accion
de los B-glucanos derivados del Ganoderma lucidum, encontrando que estos son
polisacéridos con enlaces beta 1,3 1,6 con un amplio rango de pesos moleculares, para
los cuales diferentes células del sistema inmune tendrian receptores y de esta manera se
ligarian a las mismas para potenciar su funcion o mantenerlas en mayor alerta. El uso de
este tipo de compuestos como ingrediente en el desarrollo de alimentos funcionales se
vislumbra como una oportunidad para favorecer poblaciones vulnerables como la primera
infancia o ancianos. La cantidad precisa de (-glucanos a usar como ingrediente para
alimentos no esta aun definida, pero se considera que la adicién de 150 mg a 340 mg por
porcién seria apropiada. Claro esta, se podrian llegar a evaluar el uso de cantidades
similares a los B-glucanos derivados de avena y/o cebada, de los que deben adicionarse
por lo menos 750 mg por porcion para contribuir a la disminucion de riesgo
cardiovascular. La investigacion del uso de los B-glucanos en lacteos ha sido en su
mayoria enfocada a aquellos derivados de cereales, y muy poco a los derivados de
levaduras u hongos como el Ganoderma lucidum. Los efectos de este tipo de ingrediente
sobre las propiedades fisicoquimicas, microbiol6gicas y sensoriales de alimentos como
los lacteos deben ser explorados para contribuir en el desarrollo de este tipo de alimentos

funcionales con efecto inmunomodulatorio.



4 Evaluacion de la inclusién de los B-glucanos de Ganoderma lucidum en yogur

Palabras clave: sistema inmune, Ganoderma lucidum, B-glucanos, lacteos, alimentos
funcionales.

1.2 Introduccién

El género Ganoderma envuelve diferentes especies de hongos, la mayoria de las cuales
son bien conocidas por sus propiedades medicinales y han sido utilizadas en varios
paises como alimento o ingrediente de productos con distintos beneficios. Las especies
de Ganoderma son hongos de madera en descomposicidon que viven como parasitos o
saprofito en el tronco vivo o seco de los arboles, sobre todo en bosques templados. La
evaluacion  fitoquimica de los componentes activos ha sido conducida
predominantemente en China, Corea, Japon y los Estados Unidos. [8]

El hongo G. lucidum es un hongo basidiomiceto, que se ha considerado que promueve la
longevidad y preserva la vitalidad en Asia. Un nimero de componentes bioactivos han
sido identificados desde el G. lucidum y especies relacionadas, en los cuales los
polisacéridos, triterpenoides, esteroles, lectinas, y algunas proteinas tienen propiedades
benéficas en el tratamiento y prevencion de una variedad de enfermedades tales como
hipertension, diabetes, hepatitis, cancer y SIDA. [9] Adicionalmente, se ha encontrado
gue la concentracién y tipo de algunos compuestos bioactivos como los acidos
ganodéricos pueden variar entre diferentes especies, ademas de que podria estar
afectado por condiciones climaticas y geograficas. [8]

Normalmente, el G. lucidum esta disponible en la forma del cuerpo fructifero maduro,
micelio, y fermentacién liquida. El micelio y su bioproducto por fermentacion son
productos alternativos o sustitutos del cuerpo fructifero. Sin embargo, ambos, los cuerpos
fructiferos y el micelio del G. lucidum estan actualmente disponibles en Asia y Norte
América y estan principalmente preparados para su uso en la formulacion de

nutracéuticos y alimentos funcionales. [9]

El G. lucidum es un hongo medicinal comunmente usado en medicina tradicional china y
es formulado en varios paises de Asia para prevenir y tratar varias enfermedades [10,
11]. En China, el Ganoderma ha sido usado por los humanos desde hace miles de afios

[12], siendo uno de los medicamentos tradicionales mas prescritos.
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El hongo estd ampliamente distribuido en el mundo, desde el Amazonas a regiones del
sur de Norteamérica y gran parte de Asia. Este hongo se encuentra menos

frecuentemente en regiones templadas que en las sub-tropicales [13].

El hongo G. lucidum posee un 31% de humedad y una composicién (% peso seco) de
11.1% de glucosa, proteina 7.3% y un 10.2% de metales. El G. lucidum es un hongo bajo
en calorias y rico en proteinas vegetales, quitina, vitaminas y minerales. Entre otros
componentes naturales bioactivos, ademéas de los polisacéridos y los triterpenos, se
encuentran nucleésidos, éacido ganodérico, ergosteroles, proteinas, acidos grasos

insaturados, vitaminas y minerales. [14].

Los estudios recientes se han concentrado en las propiedades medicinales de estos
hongos dados sus compuestos bioactivos, los cuales incluyen no solo el acido
ganodérico y los polisacaridos (B-glucanos principalmente), sino que también proteinas y
otros metabolitos. [15]

1.3 B-glucanos del Ganoderma lucidum

Mas de 200 polisacaridos han sido aislados de los cuerpos fructiferos, las esporas,
micelios y caldos de cultivo del G. lucidum, que representan una clase de
macromoléculas biolégicas estructuralmente diversas con amplias propiedades
fisicoquimicas con una gran capacidad para transportar informacion bioldgica debido a su
variabilidad estructural. [12] Los métodos de extraccion de los B-glucanos desde el
Ganoderma lucidum pueden ser: la convencional, normalmente por medio de
centrifugacion en medio acuoso; con agua presurizada donde suelen usarse altas
presiones y temperaturas; con fluidos supercriticos usando comunmente di6xido de
carbono como solvente; asistida con ultrasonido; y asistida con microondas; técnicas en
las que por lo general parten desde el cuerpo fructifero del hongo. [16, 17] También
existe el método biotecnoldgico para la obtencion de B-glucanos en el que se parte de un
in6culo y se biotransforma en cultivo sumergido bajo condiciones controladas de pH,

sustrato, temperatura para fomentar la produccion especifica de estos metabolitos.
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Los B-glucanos son polisacéaridos ligados por enlaces glucosidicos, que pueden variar
mucho de acuerdo a la masa molecular, solubilidad, tamafo, tipos de enlaces y
configuracion tridimensional. Suelen encontrarse en la pared celular de las plantas
(avena, cebada), levaduras, hongos. Los polisacaridos como los B-Glucanos,
heteropolisacaridos y glicoproteinas han sido aislados y caracterizados como los de
mayor actividad en el G. lucidum [18]. Se ha encontrado que los glucanos con alto peso
molecular parecen ser mas efectivos que los de bajo peso molecular. [19]

A partir del G. lucidum han sido aislados méas de 200 polisacaridos. La investigacion
farmacéutica moderna muestra que los polisacéridos de G. lucidum tienen varios efectos
fisiolégicos y para la salud, incluyendo actividad antioxidante, inmunomoduladora y anti-
tumor. [20] [21] Entre los principales polisacaridos aislados del G.lucidum se encuentran:
polisacaridos con enlaces B-D 1-3, - D 1-6, heteroglucanos con enlaces (-1-4, y

peptidoglucanos (Ganoderan A, B, y C). [22]

Diferentes polisacéaridos a partir del G. lucidum podrian producirse de acuerdo al sustrato
gue tenga el hongo en el medio de fermentacion. Un estudio que empleé como substrato
residuo de cuajada de soya caracterizd distintos tipos de polisacaridos los cuales,
dependiendo de su estructura, peso molecular, conformacion, inclusive las condiciones
de cultivo del micelio podrian tener mayor o menor actividad biol6égica sea como
antioxidante y/o inmunoestimulador. [20] Los principales polisacaridos bioactivos aislados
de las especies del Ganoderma son glucanos, beta-(1,3) y beta-(1,6)-D-Glucanos. Uno
de los productos mas investigados Ultimamente llamado Ganopoly, consta principalmente
de polisacaridos compuestos por unidades de glucosa. Aproximadamente la tercera parte
de los polisacaridos consisten de B-(1-3)-D-Glucanos, que contienen ramificaciones B-(1-
6)-D-glucosiladas. [12]

Cuando los glucanos son consumidos, pueden ser absorbidos en el tracto gastrointestinal
y luego entrar a la circulacién para influir el sistema inmune sistémico. Varias actividades
antitumorales e inmunomoduladoras se han reportado desde los afios 60 y recientemente
se han conducido amplios estudios sobre el efecto antitumoral, especialmente los
polisacaridos solos y ligados a proteinas. Los polisacaridos, especialmente los (-
Glucanos han mostrado que poseen efectos anti-tumorales a través de la

inmunomodulacion y anti-angiogénesis. Adicionalmente, los polisacaridos tienen un
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efecto protector frente a los radicales libres reduciendo el dafio celular causado por

mutagenos. [12]

B-glucanos del G. lucidum de bajo peso molecular (5.2 — 15.4 kDa) también han
demostrado actividad antioxidante, y se requeririan mayores estudios para conocer otros
beneficios y mecanismos de accién. De esta manera, también podrian tener potencial

como antioxidantes naturales en la industria de alimentos y farmacéutica. [21]

1.3.1 Estructura

Los B-Glucanos (beta-Glucanos) se componen de polimeros de D-glucosa unidos por
enlaces glucosidicos tipo beta. Estos anillos de seis caras pueden ser conectados unos a
otros, en una variedad de posiciones en la estructura del anillo de D-glucosa variando su
solubilidad, viscosidad, peso molecular y configuracién tridimensional. (Figura 1)

HO

HO CH20H

HOD 2 O
o]
CH20H_ 0 ECH2 [a] ; CH20H__ O
A HO4 H
H 2 . F] 1 2 4
— o H H

Figura 1. Estructura quimica del B-glucano del Ganoderma lucidum [23]

La estructura quimica mas comun de los B-glucanos de hongos es beta-1,3-Glucanos en
el tallo y diferentes grados de beta-1,6 y/o beta-1,4 en las ramificaciones. Investigaciones
han demostrado que B-glucanos insolubles (1,3 / 1,6), tienen mayor actividad biolégica
gue sus homologos B-glucanos solubles (1,3 / 1,4) [24]. (Figura 2)

La forma mas activa de los B-glucanos son los que integran unidades de D-glucosa
unidas unas a otras en la posicién (1,3) con cadenas laterales de D-glucosa unidas a la
posicion (1,6). Estas son referidas como 1,3/1,6-B-Glucano. Algunos investigadores han

sugerido que es la frecuencia, la ubicacion y la longitud de la cadena lateral, en lugar de
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la columna vertebral de B-glucano, la que determina su actividad sobre el sistema

inmune. [24]
CH,OH
) -"")—O O T——TICHZ
o_ O-
OH OH
n
OH
- -
[(B16]
Figura 2. Estructura quimica del Beta-1,3- y Beta 1,6 Glucanos del Ganoderma

lucidum [25]

Otra variable es el hecho de que algunos de estos compuestos contienen una Unica
cadena de filamentos, mientras que las columnas vertebrales de otros beta-1,3-Glucanos
existen en forma de cadenas de hélice doble y triple. Hay opiniones diferentes sobre qué
peso molecular, forma, estructura y fuente de (3-(1,3)-Glucanos proporcionan el mayor

beneficio terapéutico.

La estructura en triple hélice, el peso molecular y la carga de los polimeros glucanos son
determinantes importantes en la union al receptor de membrana (CR3, aMb2 integrin, o
CD11b/CD18) a través del cual se inicia la respuesta inmune innata o adaptativa de los
linfocitos y macréfagos [23], siendo este el paso inicial de la notable capacidad de los 8-

glucanos derivados G. lucidum para modular el sistema inmunitario.

1.3.2 Aislamiento de los B-glucanos

La Administracion de Drogas y Alimentos, (Food and Drug Administration FDA), ha
aceptado la notificacion de la afirmacién de GRAS (Generalmente Reconocido como
Seguros, por sus siglas en inglés Generally Recognized as Safe) a los B-glucanos
aislados del hongo G. lucidum. Las condiciones especificas de fabricacion, los datos de
seguridad y las especificaciones del producto solo se aplican a la versién B-1,3-D-
Glucano producido con un proceso tal como se define en el expediente de GRAS y en la
notificacion de FDA. [26]
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El micelio de la cepa de G. lucidum se subcultiva y es mantenido en medio de agar estéril
bajo condiciones controladas. El proceso de fabricacion se inicia con la preparacion de
una medio de cultivo que contiene glucosa, galactosa, sacarosa, manosa y extracto de
levadura. Después de un procedimiento de esterilizacion a una temperatura seleccionada
y la presién durante un tiempo especifico, el de G. lucidum se introduce en el medio
estéril y se cultiva utilizando una incubadora a diferentes temperaturas por 3-5 semanas
para permitir el crecimiento completo del hongo. Posteriormente, se extraen los [3-
glucanos del micelio, utilizando una centrifuga de alta velocidad y un homogeneizador
ultrasénico. La solucion resultante se filtra y se separa usando una membrana cerdmica
para despojar a la mayoria de las pequefias moléculas de carbohidratos residuales. Las
particulas del concentrado de B-glucanos son reunidas, secadas y molidas en la forma de

polvo. Al finalizar, los B-glucanos se empaquetan como polvo. [26] (Figura 3)
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Preparacion del medio de cultivo

Esterilizacion

Inoculacion del G.
lucidum

Incubacion

Extraccién

Filtrado y separacion
de carbohidratos

B-glucanos del |
hongo (forma quuida)J

Secado

Molido

B-Glucano del hongo
(Polvo)

Figura 3. Aislamiento y purificacion de los B-Glucanos del Ganoderma [26]

El producto final estd compuesto por B-glucanos (50-70%) con un contenido total de
carbohidratos de mas de 95%. Los B-glucanos también contienen aproximadamente 1%

de grasa, 1% de proteinas, 3% de cenizas y 2% humedad. [26]
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1.4 Efectos de los B-glucanos sobre el sistema inmune

Los B-glucanos son reconocidos por su capacidad de activar el sistema inmunolégico. Se
sabe que un receptor en la superficie de las células inmunes llamado Receptor del
Complemento 3 (CR3 o CD11b /CD18) es responsable de la union a B-glucanos,
permitiendo que las células inmunes los reconozcan. Sin embargo, la actividad de los 3-
glucanos, diferente de algunos farmacos que sobre estimulan el sistema inmunoldgico,
hacen que este sistema funcione mejor. Al mejorar la actividad del sistema inmunoldgico,
los B-glucanos ayudan en el tratamiento y prevencion de infecciones, asi como potencial

adyuvantes en el tratamiento del cancer. [5]

Los polisacéaridos son unos de los principales compuestos del G. lucidum que modulan la
funcibn inmune in vivo e in vitro, su efecto es multiple: promueve la presentacion del
antigeno a las células, accion sobre células mononucleares, inmunidad celular y humoral.
[19]

Estudios en ratones inmunosuprimidos han mostrado como los polisacéridos del G.
lucidum mejoran la respuesta inmunoldgica, ayudan a recobrar las células de la medula
0sea, glébulos rojos, glébulos blancos asi como las células natural killer (NK) esplénicos,
las células T natural killer. Mejora la proliferacion de linfocitos T y B (al octavo dia de
suministrado), los linfocitos T citotoxicos (al quinto dia) y las células NK (entre el séptimo
y noveno dia), se promueve la fagocitosis y la citotoxicidad de macrofagos al dia doce sin

encontrar ningun tipo de efectos adverso. [27]

Alun no estan completamente claros los detalles sobre la forma como las células
reconocen a los polisacaridos. Sin embargo, hay reportes y experimentos que han
propuesto algunos receptores de B-glucanos. [28] Entre los receptores de $-glucanos que
intervienen en estas actividades inmunomoduladoras se encuentran el receptor de
Complemento 3 (CR3, aM B2-integrina, CD11b/CD18), la lactosilceramida, el
glicoesfingolipido, receptores estabilizadores de radicales libres, la dectina-1, y los
receptores TLR-2 y TLR-4. [12] El reconocimiento de los microbios y sus moléculas
mediadoras por parte de los macréfagos, es mediado por receptores TLRs que son
especificos para diferentes componentes microbianos. [12] Se ha encontrado que el G.
lucidum suprime marcadamente la secrecion de citoquinas inflamatorias: factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) y la interleuquina-6 (IL-6), Oxido nitrico (NO) y la
prostaglandina E 2 (PGE 2). [3]


http://es.wikipedia.org/wiki/CD18

12 Evaluacion de la inclusién de los B-glucanos de Ganoderma lucidum en yogur

Los polisacéridos del G. lucidum como inmunomodulador biolégico actian a través de los

siguientes mecanismos [12] (Figura 4):

1. Mediante la activacion de los macrdfagos, facilita la transformacién de linfocitos T, en
células T citotdxicas y, aumenta el nimero y la actividad de los linfocitos B y las
células natural killer (NK).

2. Puede activar el sistema reticulo endotelial y el sistema de complemento; Induce
varios factores inmunes tales como: INF, TNF., etc.

3. Puede influenciar “el Sistema Inmune neuro endocrino”

4. Puede facilitar la sintesis de RNA y ADN vy la sintesis celular de proteinas, asi como

aumentar los contenidos celulares de GMPc y AMPc.

kel

Ganoderma constituents
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acrophage NK cell B cell
T Lymphocyte Mast cell
/(CDAICDBICTC

TNF IL-1 |L-2 IL-5 IL-6 IL-12 IFN-gamma TGF GM-CSF  Histamine lgs

Y

Tumor regression

Immunosurveillance
Antiviral
Antibacterial
Antihistamine

Antiinflammatory
Antiaging

Figura 4. Efectos inmunomodulatorios del Ganoderma [23]
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Tabla 1. Efectos de los polisacéaridos de G.lucidum en las células inmunes.

Celulag de Efectos
Inmunidad
Mejora la fagocitosis.
Promocioén IL-1, la produccion del TNFay la expresion del
) TNFamRNA.
Macréfagos
Previene la lesion oxidativa inducida por tBOOH oxidante
Protege la membrana mitocondrial y alivia la lesion de la
membrana por radicales libres.
Incrementa el [Ca2*]
Induce la formacion del IPs y el DAG
Incrementa la actividad del PKC
Activa los macréfagos a través de TLR4 y TLR4-modulada
por proteina quinasa Yy vias de sefializacion.
Aumento de la PKC, MAPK, HCK y actividad de la tirosina
_ quinasa Lyn.
Neutrdfilos

Células Dendriticas

Células Natural killer

Linfocitos T

Inhibir la apoptosis espontanea e inducida por la activacién
de AKT-regulados vias de sefializacion.

Promover la maduracion y la iniciacion de la respuesta
inmune inducida por CD.

Promover la citotoxicidad de CTL especifica inducida por CD.
mejorar las células NK

Aumentar la citotoxicidad mediada por células NK

Promover la IL-2 y la produccién de IFN-,

Incrementar la sintesis del DNA y mejorar la actividad del
DNA polimerasa a.

Incrementar el porcentaje de CD4*, CD5"y CD8".
Incrementar la produccion del IP3 y el DAG.

Incrementar el PKA y el PKC.
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Células de
. Efectos
Inmunidad
Linfocitos B Incrementar la proliferacion linfocitaria inducida por LPS.

Aumentar la secrecion de inmonoglobulina.
Estimular la expresion del PKC.

Reducir la respuesta de mucosa de IgA especifica en
ratones adultos jovenes inmunizados con la toxina del célera
por via oral.

Extraido de : [19]

En la Figura 5, se aprecia un esquema de los efectos inmunomodulatorios de los
polisacaridos del Ganoderma lucidum sobre las células inmunes: Estimula la proliferacion
y activacion de las células B, promueve la relacién de las células T y el TNF, aumenta la
activacion y maduracion de las CD inmaduras, promueve la maduracion y diferenciaciéon
de los macroéfagos, y sensibiliza a las células NK por citotoxicidad. Estos efectos son

mediados por diferentes vias de sefalizacion.
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Figura 5. Efectos inmunomodulatorios de los glipopolisacaridos del Ganoderma
lucidum (GLPS). [29]

1.5 Uso de los B-glucanos de Ganoderma lucidum en
alimentos

1.5.1 Dosis estimada diaria de B-glucanos de Ganoderma

lucidum

La tabla 2 resume la ingesta de B-glucanos, evaluada por la USDA, los valores fluctian
entre 338,7 y 678,4 mg/persona/dia (7,3 y 16,4 mg/kg de peso corporallia),

respectivamente, con un promedio de 150 mg de B-glucanos por porciéon en adultos; vy,

en niflos mayores de 2 afios 16,6 mg /kg de peso corporal/dia via oral.
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Tabla 2. Ingesta de B-glucanos (mg/persona/diay mg/kg de peso corporal /dia)

basado en datos de USDA

Todos los Todos los
consumos
Grupo y . » (;:onsumos de
Grupo de de () ctual e pz;rg)ona usuarios
poblacion  edad 54105 Usuarios (mg)
(afios)
. Percentil . Percent
Media 90t Media il 90t2
Infantes 0-2 71.6 2,526 224,1¢ 521.6 287.3 568.4
(17.8)d (41.0) (22.9) (44.2)
Niflos 3-11 98.4 6,205 389.8 712.6 397.7 713.9
(16.1) (31.1) (16.5) (31.2)
Mujeres 12-19 91.5 642 330.9 702.6 361.8 726.6
adolescent
es (6.1) (14.3) (6.7) (14.5)
Hombres 12-19 91.7 638 436.2 930.3 476.4 972.9
adolescent
es (72) (15.1) 7.8 (16.3)
Mujeres 20y 85 3,887 238.7 526.9 278.2 551.9
adultas mas
(3.7 (8.4) (4.3) (8.9)
Hombres 20y 81,6 3,876 290.6 678.8 355.1 743.7
adultos mas
(2.6) (8.6) (4.4) (9.5)
Total dela  Todas 86.4 17,812 292.7 644.7 338.7 678.4
poblacién las
edades (6.3) (15.4) (7.3) (16.9)
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La determinacion de la seguridad de los B-glucanos del G. lucidum se basa en la
totalidad de la evidencia disponible, incluyendo especificamente estudios de toxicidad

animal, asi como estudios en humanos e in vitro, que han corroborado su seguridad. [26]

1.5.2 Aplicaciones de los B-glucanos en productos lacteos

En la actualidad, la FDA aprueba el consumo de los B-glucanos, derivados del G. lucidum
como ingrediente alimentario en una cantidad de 150 mg por porcién en: productos de
panaderia, bebidas y bases de bebidas, cereales y productos de cereales, leche y
productos lacteos, productos de proteinas vegetales, frutas y jugos de frutas, caramelos
blandos y sopas [26].

El uso extendido de los B-glucanos en alimentos se ha dado en mayor parte de aquellos
derivados de avena y/o cebada, dados sus comprobados efectos sobre la salud
cardiovascular. Para obtener estos beneficios y que un alimento funcional pueda tener
una declaracién de salud relacionada con el estado cardiovascular, entes regulatorios
como la FDA y el Ministerio de Salud y Proteccién Social en Colombia, exigen la adicién
de por lo menos 0.75 g de fibra soluble proveniente de avena o cebada por porcion [30].
Tecnologicamente se puede dificultar el uso de los B-glucanos por sus efectos en las
propiedades reoldgicas, ya que tienen gran capacidad de formar gel y aumentar la
viscosidad en medios acuosos, lo cual podria ser un inconveniente sensorial

dependiendo de la matriz alimentaria y la cantidad en que se incorporen [31].

No obstante, el desarrollo de B-glucanos mejorados, mas puros y concentrados ha
contribuido a contrarrestar los inconvenientes relacionados con las propiedades
reolégicas de los mismos. Sahan y colaboradores aplicaron este tipo de B-glucanos,
derivados de la avena, en yogur y encontraron que concentraciones entre 0.25 y 0.50%
no afectaron considerablemente la firmeza del gel, ni la capacidad de retencion de agua,
pero estas variables disminuyeron con el tiempo de almacenamiento. Por otra parte, en
este mismo estudio, el panel de expertos mostré aceptacion por los yogures con [3-
glucanos, aunque tuvo mayor preferencia por el yogur control [32]. En quesos también se
uso este tipo de productos utilizandolos como sustituto de la grasa, y aquellos en los que
se reemplazé de 50 a 70% (6.8% y 3.47% de grasa) menos de grasa que el queso
control mostraron menor dureza, fracturabilidad, e indice de fluidez; aunque el queso con

3.47% de grasa fue méas pastoso [33].
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La adicion de B-glucanos como fibra dietaria en sistemas coloidales como los lacteos ha
mostrado afectar la estabilidad del producto, debido a que frecuentemente se ocasiona
separacion de las fases. La interaccion entre las micelas de caseina y los polimeros de
B-glucano fueron estudiados ampliamente, demostrando la presencia de sedimentacion y
formacion de gel a la concentracion requerida para declarar 2.5g de fibra por porciéon de
200mL, es decir de 12.5¢/L de Glucagel (producto comercial derivado de cebada, cuyo

mayor constituyente son B-glucanos) [34].

Asi como con el uso de estos compuestos pueden darse modificaciones en las
propiedades fisicoquimicas de los lacteos, también podrian presentarse interacciones
con los cultivos iniciadores y/o con los cultivos probidticos. Un estudié sugirié que los B-
glucanos incorporados en un yogur tienen efectos protectores para los microrganismos
probiéticos Bifidobacterium longum y Bifidobacterium breve al ser sometidos a estrés,
almacenandolos a baja temperatura [35]. Otro sugiri6 que los cultivos iniciadores
(Streptococcus  thermophilus y  Lactobacillus  delbrueckii  subsp.  bulgaricus)
despolimerizaron los B-glucanos de cebada cuando la lactosa llego al limite durante la
fermentacion [36].

Martensson y cols. encontraron que en una bebida fermentada, después del proceso de
fermentacion, la alta concentracion de B-glucanos se mantenia, lo cual sugeriria que
dadas las caracteristicas quimicas de los mismos, estos podrian ser dificiles de digerir
por diferentes microrganismos, lo que seria positivo para garantizar determinada cantidad
de estos compuestos [37]. Sin embargo, este mismo autor encontré que al parecer el B.
bifidum consume estos polisacaridos porque disminuyd el contenido de B-glucanos en el
producto fermentado por esta cepa, mientras que otras cepas evaluadas (L. reuteri y L.
acidophilus) permanecieron viables durante el periodo de refrigeracion [38]. Dependiendo
de si los microrganismos fermentadores consumen o no parte de este tipo de fibra,
podrian darse cambios en la viscosidad y acidificacion del producto final, y los resultados
han sido variables de acuerdo al origen de los B-glucanos y a los microrganismos
incluidos, algunas veces siendo consumida parte de la fibra soluble o la insoluble, y otras
veces sin ningun consumo [39]. Acorde a estos estudios, los B-glucanos, podrian llegar a
ser utilizados en determinada concentracion sin afectar considerablemente las
propiedades del yogur, y actuando ademas como prebidticos. Este Ultimo estudio reportd
preferencia sensorial del yogur con B-glucanos frente a otros prebiéticos como la inulina,

lactulosa y maltodextrina [40].
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Algunas fibras también pueden ser usadas en los lacteos como reemplazantes de la
grasa. El reemplazo de la grasa lactea con una mezcla entre maltodextrina y B-glucanos
en un yogurt demostr6 aceptacion general, aunque durante el periodo de
almacenamiento se observd disminucién en la viscosidad [41]. Un yogurt al que se
incorporaron B-glucanos de levadura fue afectado de manera significativa en sus
propiedades sensoriales (consistencia, sabor) de acuerdo al contenido de los mismos.
Soportando una adicion de hasta 3% de B-glucanos para mantener la misma calidad

sensorial y estructura frente al yogurt control [42].

Gran parte de la literatura ha reportado el uso de B-glucanos de avena y/o cebada en
diferentes matrices de alimentos. Pero, al diferir de la estructura de los B-glucanos
derivados de hongos como el Ganoderma lucidum, su forma de interactuar puede diferir,
ademas de depender también del peso molecular de los mismos. La Figura 6 presenta

las diferencias entre las estructuras de B-glucanos de diferentes fuentes [43]:

cH.0H
0,

oM
oM [-(1-4)-D-glucose

G o
°J oM
OH B1-41Dgucose  fi-(1-3)-D-glucose

B-(1-4)-D-glucose

OH
[-(1-2)-D-gluccse

cereal B-glucan yeast B-glucan
Polymer of 3-(1-4)-D-glycopyranosyl units separated by Polymer of B-(1-3)-D-glycopyranosyl units with
single B-(1-3)-D-glycopyranosyl units. branching at B-(1-6)-D-glycopyranosy! units
B-Glucan type Structure Description
F Linear 31,3 glucan
Bactenal (i.e. Curdlan)
Short 31,6 branched, 31,3 glucan
Fungal ! | I I I I (i.e. Schizophyllan)
— — Long 31,6 branched, 1,3-glucan
Yeast (i.e. WGP B-glucan, Betafectin™)
Linear 31,3/B1,4-glucan
Cereal (i.e oat, barley, rye)

Figura 6. Estructuras de B-glucanos de diferentes fuentes. [43]

Hozova y cols. evaluaron la adicion de hidrogeles de 3-glucanos aislados de los hongos
Pleurotus ostreatus (Pleuran) y Lentinus edodes (Lentinan) para incrementar la
bioactividad de yogures. [44]. Al estudiar las propiedades microbiolégicas, fisicoquimicas
y sensoriales, no encontraron una influencia negativa sobre la matriz lactea, manteniendo
asi su calidad durante el periodo de almacenamiento. Cabe aclarar que, las
concentraciones utilizadas fueron pequenas, de 0.25 mL a 1 mL por botella de 150 mL
(0.17-0.67%) [44].
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Los efectos de estos compuestos sobre el yogur pueden variar considerablemente de
acuerdo a la concentracion en que se incluya, un estudio que evalué varias
concentraciones (0 - 0.5%) encontré que en una concentracion hasta de 0.3% podria ser
adicionada sin formar fases separadas, ya que a mayor concentracion se observo retraso
en el proceso de fermentacién con cambios notables en las caracteristicas del yogur [45].
En otro estudio se admiti6 la adicion de 0.24% p/p mejorando la viabilidad del
Bifidobacterium animalis ssp. lactis (Bb12) y la estabilidad frente a la inulina [46].

La forma de extraccion de los polisacaridos de Ganoderma lucidum también puede incidir
en las propiedades reolédgicas del alimento. Lai y Yang compararon los polisacaridos
extraidos desde el cuerpo fructifero frente a los extraidos desde el micelio, siendo estos
tltimos los que demuestran mayor viscosidad, probablemente debido a su mayor peso
molecular [47]. Asi, podria pensarse que B-glucanos de menor peso molecular tendrian
menor incidencia tecnolégica sobre algunas propiedades fisicoquimicas de los alimentos,

pero, contrariamente, sus efectos fisioldgicos también cambiarian.

1.6 Conclusiones

Los B-glucanos de diferentes fuentes han demostrado efectos benéficos sobre el
organismo humano, entre los que se destacan aquellos sobre la salud cardiovascular por
parte de los derivados de avena o cebada y aquellos sobre el sistema inmunolégico por

parte de los provenientes de hongos o levaduras.

La variedad de métodos y fuentes para la obtencion de B-glucanos permite que el
resultado final sean metabolitos de diferente estructura quimica y peso molecular, con lo

gue su actividad bioldgica también puede variar considerablemente.

Los B-glucanos derivados de levaduras y hongos como el Ganoderma lucidum, suelen
estar unidos por enlaces B-D glucosidicos, con un amplio rango de peso molecular sus
efectos bioldgicos han sido mayormente demostrados sobre el sistema inmunoldgico.
Dentro de los mecanismos de accion descritos para justificar el efecto de los Los (-
glucanos de Ganoderma lucidum estd la unidn a receptores especificos ubicados en

células del sistema inmune.
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En los ultimos anos fue aprobado el uso de B-glucanos de Ganoderma lucidum como
ingrediente para alimentos, lo que abre una gran oportunidad para el desarrollo de

alimentos funcionales enfocados a contribuir al fortalecimiento del sistema inmune.

El uso de los B-glucanos como ingrediente funcional conlleva multiples retos cientificos y
tecnoldgicos que permitan obtener una matriz alimentaria final que sea saludable, con
adecuadas caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales y con un beneficio comprobado

sobre la salud humana.

En los productos lacteos se han venido desarrollando investigaciones que evalten el uso
de B-glucanos, en especial aquellos provenientes de avena y cebada que tienen enlaces
B- 1,3y B- 1,6. La investigacién del uso de B-glucanos derivados del Ganoderma lucidum

ha sido escasa.

Se requiere mayor investigacién sobre la forma de inclusidon y concentracién de -
glucanos derivados del Ganoderma lucidum en diferentes matrices alimenticias, ademas

de considerar y evaluar el efecto de B-glucanos de bajo peso molecular.






2.Capitulo 2. Inclusion de los -glucanos de
Ganoderma lucidum en yogur

2.1 Resumen

El Ganoderma lucidum, hongo conocido como Reishi o Lingzhi, tiene multiples
compuestos bioactivos que pueden ejercer diferentes efectos fisioldégicos, por lo que se
ha estudiado para contrarrestar y/o prevenir enfermedades por medio de su uso directo o
de alguno de sus componentes. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
inclusion de B-glucanos del Ganoderma lucidum, en yogur, para evaluar los cambios
fisicoquimicos, microbioldgicos, sensoriales y reolégicos que pudieran ocasionar cuatro
concentraciones adicionadas (0.17-1.25%) en dos momentos (previo a la pasteurizacion
y después de la inoculacion). Los B-glucanos en yogur mejoraron algunas propiedades
fisicoquimicas tales como contenido total de solidos, exopolisacaridos, y sinéresis
comparados con el control. En cuanto a la aceptacion por parte de los consumidores fue
buena para las nueve muestras evaluadas, y especificamente para la muestra que fue
evaluada por nifios (0.17% Inicio) con un 80% de aceptacién. Ademas, la adicion de los
B-glucanos no tuvo incidencia sobre la viabilidad de los microrganismos probiéticos.
Finalmente, se encontr6 que la adicion de B-glucanos incide sobre las propiedades
reolégicas del yogur (G, G” y &°) frente al control (P<0.01), aumentando la viscosidad
directamente proporcional a las concentraciones, y siendo mas evidente en aquellas

muestras en las que se adicion6 al final de la fermentacion.

2.2 Introduccidn

La elaboracion de alimentos funcionales conlleva retos técnico-cientificos entorno a la
inclusién y compatibilidad de determinados compuestos bioactivos sobre las matrices
alimentarias. Las matrices lacteas son productos muy atractivos para incluir ingredientes
bioactivos, debido a su reputacion como “alimentos saludables”. No obstante, la inclusion

de estos compuestos en un sistema coloidal con presencia de multiples sustancias como
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el lacteo, puede generar cambios en las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas y

sensoriales.

Los B-glucanos son polisacéaridos derivados de hongos como el Ganoderma lucidum que
tienen efectos benéficos sobre la salud, especialmente sobre el sistema inmune. [4]

Su estructura quimica esta caracterizada por enlaces beta 1,3 y 1,6, con algunas
ramificaciones, lo que implica que al ser adicionados en un producto alimenticio como el
yogur puedan afectarlo en menor o mayor medida, pudiendo causar: sinéresis, mayor
viscosidad, aumento o disminucion de cultivos iniciadores o probiéticos, y sensacion en la

boca méas cremosa o espesa, entre otros.

Se han encontrado multiples referencias de la evaluacion de B-glucanos derivados de
avena o cebada sobre matrices lacteas, pero, no se ha encontrado literatura que reporte
la inclusién y evaluacion de aquellos derivados de Ganoderma lucidum que difieren en su
estructura molecular. [32-34] Por ello, el presente estudio pretende incorporar los B-
glucanos de este hongo en yogur, para evaluar los efectos que podria tener sobre esta

matriz.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Diseio experimental

La metodologia experimental se desarroll6 mediante un disefio completamente al azar
con arreglo factorial que cuenta con dos factores: concentracion de p-glucano y momento

de adicién, con cinco y dos niveles respectivamente, segln se ilustra en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental propuesto

Concentracion B-glucanos

0 0.17 | 0.37 | 0.75 | 1.25 | Total
Momento Final 0 3 3 3 3 12
de Adicion  |nicio 0 3 3 3 3 12
No Aplica 3 0 0 0 0 3
Total 3 6 6 6 6 27
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Cada tratamiento fue realizado por triplicado y cada andlisis de la variable respuesta se
llevé a cabo igualmente por triplicado. Los ensayos se llevaron a cabo a partir de
unidades experimentales conformadas por lotes de 1L de yogur.

2.3.2 Elaboracién del yogur

Se elabord un yogur batido mediante el empleo de leche en polvo, sacarosa, cultivos
iniciadores: Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
y como probidticos: Lactobacillus acidophillus (LACID CSL Starter Cultures),
Bifidobacterium infantis B1, Bifidobacterium breve Bbr8 y Bifidobacterium longum BI
10 (BIFI CSL Starter Cultures); adicionados de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Anexo A). Los yogures se formularon para obtener un producto con 3% de
grasa, 8% de solidos lacteos no grasos, y 10% de azlcar. Se prepararon las

diferentes formulaciones teniendo en cuenta los factores y niveles (Tabla 3).

Para la preparacion del yogur con los [-glucanos incorporados se siguié el

procedimiento esquematizado en la Figura 7.

Mezcla de leche y azlcar

Pasterizacion (85°C - 30 minutos)

Enfriamiento a 41-42°C

Adicién de B-
glucanos: \l/

Inoculacién de los cultivos fermentativos y probiéticos (incubacién

por 4 horas hasta un pH de 4.6)

Enfriamiento (25°C)

Batido, envasado y almacenamiento en frio, 4 — 6°C

Figura 7. Flujo de proceso parala preparacion del yogurt
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2.3.3 Analisis Proximal

- Analisis de proteina: El contenido total de proteina total fue establecido por el
método Kjeldahl segin método AOAC 991.20, 991.23 y 920.105. Para esto se
llev6 a cabo la digestion de 5g de yogur con acido sulfurico, seguido de una
destilacion con NaOH en acido borico al 4% vy la titulacién del destilado obtenido
con &cido clorhidrico 0.1N, determinando el contenido de nitrégeno. Para convertir
los valores obtenidos a proteina, se empledé el factor 6.38 como factor
multiplicacién.

- Determinacion de grasa: Por el método de Gerber segun AOAC 15.030 y
2000.18. 10 mL de &cido sulfarico fueron adicionados al butirémetro, seguidos de
1 ml de agua destilada a 60°C. La muestra de yogur (11 mL) fue colocada en el
butirometro, seguido de 5 mL de agua destilada a 60° y 1mL de alcohol
isoamilico. Finalmente la muestra fue centrifugada a 1300rpm y 65° durante 5
minutos. El porcentaje de grasa se registré de acuerdo con la medida observada
en la columna.

- Determinacion de Carbohidratos: Por calculo de diferencia asi:

Carbohidratos totales = 100 — proteina — grasa — cenizas — humedad

- Determinacion de cenizas: Por método con mufla segun método AOAC 945.46.
Para esto 40g de yogur fueron colocados a 550°C hasta la obtencién de cenizas.

- Determinacion de solidos totales, por el método AOAC 925.23 y 930.15. Para
esto, se determiné la pérdida de peso por evaporacién de agua, colocando 40-

50g de yogur en una estufa al vacio a 70° hasta obtener peso constante.

2.3.4 Determinaciéon de B-glucanos de Ganoderma lucidum

Se midi6é la concentracién de B-glucanos derivados del G. lucidum incorporados en el
yogur a lo largo de la vida util. Estos se evaluaron en tres tiempos: tiempo 1 (inicio),

tiempo 2 (10 dias) y tiempo 3 (20 dias).

El contenido total de B-glucanos derivados del G. lucidum se analiz6 utilizando un

procedimiento con kit enzimatico (Megazyme Int.) que contiene exo-1,3-b-glucanasa, b-
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glucosidasa, amiloglucosidasa, invertasa, reagente GOPOD como buffer y enzimas
(GOPOD-glucosa oxidasa, peroxidasa, 4-aminoantipirina), solucion estandar de glucosa

y control de B-glucano.

Acorde a las indicaciones del fabricante del kit, y partiendo de una muestra liofilizada, el
procedimiento aplicado fue el siguiente:

Se somete a molienda la muestra hasta 0.5 mm aproximadamente, se afiade la muestra
molida (100 mg aproximadamente) a un tubo Falcon asegurandose de que la totalidad de
la muestra queda en el fondo del tubo. Se afade 1.5 mL del HCI concentrado al tubo, se
tapa y agita en vortex. Se coloca el tubo en un bafo de agua a 30°C durante 45 minutos
y se agitan en vortex cada 15 minutos (para asegurar una completa disolucion de los 3
glucanos). Se afiadel10 mL de agua a cada tubo y se mezcla mediante vortex. Se colocan
en un bafio de agua a punto de ebullicion (100°C), y se continda la incubacién por 2
horas mas. Se enfrian los tubos a temperatura ambiente, se afiaden 10 mL de KOH 2 N.
Se transfiere el contenido de cada tubo a un matraz aforado de 100 ml. Se lava el tubo
con Buffer Acetato 200mM, pH 5, y se lleva a volumen. Se mezcla mediante inmersion.
Se filtra una alicuota de cada suspension a través de un papel de filtro de fibra de vidrio
Whatman GF/A (centrifugar a 1500g durante 10 minutos).

Se transfiere 0.1 ml (100 pL) de alicuotas (por triplicado) del filtrado o centrifugado y
pasarlo a tubos de vidrio. Se afiade 0.1 ml (100 L) de la botella 1 (Ependorff con exo 1,3
B glucanasa y B gluco oxidasa + 200 mM de buffer acetato de sodio pH 5.0) a cada tubo
mezclar en vortex e incubar a 40° C durante 60 minutos.

Se preparan: el blanco: 0.2 ml (200 pL) de buffer acetato de sodio (200Mm, pH5.0) + 3.0
ml glucosa oxidasa peroxidasa (GOPOD). El D-glucosa estandar: 0.1 ml (100 uL) de D
Glucosa estandar méas 0,1 ml (100 L) de buffer acetato de sodio (200 mM pH 5.0) + 3.0
ml de GOPOD.

Se afiade 3ml de GOPOD a cada tubo y se incuba a 40 © C por 20 minutos. En el
espectrofotdbmetro se mide la absorbancia de las soluciones a 510 nm frente al blanco del
reactivo.

Tras estas pruebas se aplican las siguientes ecuaciones para el célculo de glucanos

totales, alfa glucanos y B-glucanos.
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100 1 100 162
* * * *
0,1 1000 W 180

w
Glucanos totales (% W) = AExF
AE F 90
= k — Xk
w

1 100 162
* *
1000 w 180

w
a Glucanos (%W) = AE+F* 1000 (6 103)
F
=AEx w* 90 (volumen final de 100 ml)
F
=AE W * 9,27 (volumen final de 10,3 ml)

B Glucanos = Glucanos totales (+ oligémeros, etc.) — o Glucanos (+ oligémeros, etc. )

En donde:

e A E= Absorbancia de MUESTRA — Absorbancia del BLANCO

_ Factor para convertir absorbancia a ig de D—Glucosa
~ Absorbancia de GOPOD para 100 pg de Estandar D

e 100/0,1 = Factor de correccion para el volumen para el contenido total de
glucanos (Levadura), (0,1 mL de 100 mL fue analizado)

e 103 = Factor de correccion de volumen para el a.Glucano (0.1 mL de 10.3 ml
fueron analizados)

o

e 1000 = Factor de correccion de volumen para el a.Glucano (0.1 mL de 100 ml
fueron analizados)

e 1/1000 = Conversion de pg a miligramos

e 1000/W = Conversion de 100mg de muestra (por ejemplo como %w/w)

e W =peso de las muestras analizadas
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e 162/180 = Factor para convertir de D- Glucosa, como se determind libre a

anhidroglucosa, como ocurre en 3 glucano

2.3.5 Evaluacion de las caracteristicas fisicoguimicas

Las propiedades fisicoquimicas se evaluaron durante el tiempo de vida util, en el tiempo
tiempo 1 (inicio), tiempo 2 (10 dias) y tiempo 3 (21 dias). Se evaluo:
a) pH: Se establecié por inmersion directa del electrodo, utilizando el potenciometro
previamente calibrado con buffers de pH 4 y 7, mediante el método AOAC 973.41.
b) Acidez: Por medio de titulacién con NaOH 0.1N, segun la AOAC 947.05.
c) Sinéresis: Por método de centrifugacion. Se pesé la muestra previamente (30g) y
se colocd en los tubos para centrifuga, dejandose centrifugar por 15 minutos a
7000 rpm a una temperatura de 4°C. Después de la centrifugacion se obtuvo el
peso del sobrenadante y se calculd el porcentaje de sinéresis (p/p) mediante la

relacién entre el peso del sobrenadante y el peso de la muestra.

2.3.6 Evaluacion sensorial

Se aplicé un andlisis sensorial a panelistas reclutados en la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota, con una muestra de 20 personas (una proporcion aproximada de
50/50 para hombres y mujeres). Las muestras de los diferentes experimentos fueron
codificadas con numeros al azar de 3 digitos y presentadas aleatoriamente a los
panelistas. Se evaluaron los atributos de sabor, aroma, textura y aceptacion general
mediante una escala heddnica de 5 puntos, en la que 1 significa me disgusta mucho y 5

me gusta mucho.

El producto final, al ser un yogur cuyo valor agregado estaria enfocado a contribuir a
fortalecer el sistema inmunoldgico, tiene como principal publico objetivo la poblacién de
primera infancia, que es una de las poblaciones mas vulnerables frente a enfermedades

infecciosas respiratorias y gastrointestinales. Ademas, la valoracion de la aceptacion



30 Evaluacion de la inclusion de los pB-glucanos de Ganoderma lucidum en yogur

sensorial se enfoco en poblacion infantil debido a que este alimento funcional seria la
matriz a evaluar durante un estudio de intervencién en nifios menores de 5 afios para
comprobar su efecto sobre el sistema de defensas. Para ello, se seleccionaron las
muestras con 0.17% de B-glucanos, adicionados previo a la pasterizacion para que
fuesen evaluadas por el publico objetivo. Se presentaron las muestras a setenta nifios de
3 a 5 afios por medio de evaluacion guiada por adulto mediante una escala hedonica
facial de 5 puntos con preferencia en grados ascendentes, en el cual 1 es me disgusta

mucho y 5 me gusta mucho.

2.3.7 Evaluacion reolégica

Por medio del redmetro Kinexus Pro con una geometria de plato cono 4°/40 mm se tomé
una muestra de 17 ml para la caracterizacion del modulo de almacenamiento o elastico
(G") y de pérdida o viscoso (G”), el angulo de desfase (tan & = G”/ G’), mediante un

barrido de amplitud y frecuencia a una temperatura de 4°C.

Se realiz6 un barrido de deformacién entre 0,1-1% a una frecuencia de 1Hz, para
establecer la regién viscoelastica lineal. Adicionalmente, se llevé a cabo un barrido de
frecuencia entre 0,1 y 10Hz, con el fin de observar el comportamiento reolégico de las

muestras evaluadas.

Para el barrido de amplitud se aplicaron las siguientes condiciones:
- Tiempo de ensayo: 5 minutos
- Rango de trabajo: Inicio 0.1%-1%
- Frecuencia: 1 Hz
- Progresion: Logaritmica

Para el barrido de frecuencia se aplicaron las siguientes condiciones:

- Tiempo de ensayo: 11 minutos
- Rango de trabajo: Inicio 0.1 Hz — 10 Hz
- Deformacion: 0.5%

- Progresion: Logaritmica
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2.3.8 Evaluaciéon microbioldgica

La evaluacion microbiolégica del producto se enfoc6 en evaluar la concentracion de las
cepas probibticas. Estas se evaluaron en tres tiempos: tiempo 1 (inicio), tiempo 2 (10
dias) y tiempo 3 (21 dias). Se empled la técnica de recuento de bacterias acido lacticas
homofermentadoras y heterofermentadoras disefiada por McDonald et al. (1987). [48]

El medio de cultivo utilizado para la siembra fue HHD agar, preparado de acuerdo a
McDonald et al. (1987). [48]

Para la siembra de la muestra se pesaron 10 g de muestra, y se procedioé a hidratarla con
90 mL de agua T priptona sal. Se realizaron diluciones decimales seriadas (-5, -6)
partiendo de una concentracién inicial del cultivo de 9*10'?,para luego tomar de cada
dilucién 0,1uL de esta y se inocul6 en el medio de cultivo HHD agar temperado
anteriormente, con un asa de drigalski se esparcid el inoculé en todo el medio hasta que
la superficie quede totalmente seca, se incubaron las placas boca abajo, a 37 + 1 °C por
72 horas en campana de anaerobiosis junto con un indicador (MiKrobiologieAnaerotest

marca MERK) y un anaerogen (AtmosphereGenerationSystem marca OXOID).

La cuenta de las colonias se realiz6 distinguiendo las distintas especies segun la
morfologia y color de las colonias observadas a ojo desnudo y con microscopio

estereoscopico.

2.3.9 Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos se emple6 un analisis de varianza (ANOVA), empleando el
paquete estadistico SAS 9.2. Se consideré el efecto principal de los factores en cada una
de las variables por separado, en caso de encontrar un nivel de significancia estadistica
inferior o igual a 0.05 (P<0.05) entre los diferentes niveles de los factores se realizaron
comparaciones mediante la prueba de Tukey con el fin de determinar a cual o cuales

tratamientos se les atribuye la diferencia.
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2.4 Resultados y Discusion

2.4.1 Analisis Proximal

2.4.1.1 Carbohidratos

La Figura 8 evidencia que el contenido de carbohidratos en las diferentes muestras
demostré variacion dependiente de la concentracion adicionada de los B-glucanos y del
momento en el que se adiciond durante el proceso, siendo el inicio previo a la

pasteurizacion y el final tras la fermentacion.

17,50 -+

17,00 -
Ey
& 16,50 -
-
SN
=
w 16,00 -
8
g 15,50 - M Inicio
% M Final
2 15,00 -
©
Q

14,50 -~

14,00 -

0 0,17 0,37 0,75 1,25
Concentracion de B-glucanos (%)

Figura 8. Contenido de carbohidratos en las muestras

Entre las concentraciones y momentos de adicién de los B-glucanos se evidenciaron
diferencias en el contenido de carbohidratos, no obstante, s6lo se dan diferencias
estadisticamente significativas al comparar las concentraciones de 0% con 1.25% (p
0.046), lo que quiere decir que en la concentracion mas alta de B-glucanos se
presentaria mayor aporte de carbohidratos. Pero, para el resto de concentraciones

empleadas, en comparacion con el control, no hay una diferencia significativa.
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En general, para todas las muestras el adicionar el 3-glucano al final de la fermentacion
mostraron un mayor aporte de carbohidratos frente al inicio, pero la deferencia no fue

significativa. (p 0.473)

Un yogur presenta cerca de 13.5% de carbohidratos (tabla composicion de alimentos
colombianos)[49], el analisis de diferentes yogures comerciales saborizados y/o con
pulpas de fruta reporté entre 13.6-14.6% de carbohidratos totales [50], y en el presente
estudio el promedio en el yogur control fue 15%, y en las muestras experimentales fue
16%. Como se observa en la Figura 8, la cantidad de carbohidratos fue aumentando
proporcionalmente a la concentracion de B-glucanos adicionados. Lo anterior se podria
justificar en la composicion del ingrediente, dado que datos bromatolégicos demuestran
una composicion de mas del 70% de carbohidratos, compuesto por B-glucanos de
Ganoderma lucidum, y adicionalmente, durante el proceso de secado se usan como

vehiculos la maltodextrina y polidextrosa.

Por otra parte, el andlisis detallado de los carbohidratos en el ingrediente ha evidenciado
a la glucosa como el monosacéarido presente mas abundante (> 90%), ademas de
detectar manosa, ramnosa, fucosa, xilosa y galactosa. De esta forma, los carbohidratos
provenientes del ingrediente mas los que tiene el yogur (galactosa, glucosa y lactosa),
gue estan presentes cerca de un 8.58%, [51] podrian explicar el aumento de los mismos

proporcional a la concentracion de B-glucanos adicionados.

En la formulacion empleada para esta investigacion se usé 10% de azlcar adicionada,
esta diferencia de 6% porcentuales frente al analisis de carbohidratos totales, estaria
justificada por la presencia de otros como la galactosa y los $-glucanos. Y, también debe
considerarse que el uso de leche en polvo para la elaboracion del yogurt podria incidir
directamente en el aporte de carbohidratos, debido principalmente a su alto contenido de
lactosa. Sin embargo, un 16% de carbohidratos totales es inferior si se compara con la
cantidad presente en yogures sin grasa endulzados con miel (17.9%) o sabor fresa
(23.3%) [52], en los que muy posiblemente se usa algun tipo de carbohidrato complejo

como reemplazante de la grasa.
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2.4.1.2 Grasa

En la Figura 9 se observan valores similares en el contenido de grasa de las diferentes
muestras, y, al realizar el andlisis estadistico no hubo diferencias estadisticas entre las
mismas. De esta forma se tiene que la concentracién de B-glucanos y el momento de

adicién no alteren esta variable del yogur.
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Figura 9. Contenido de grasa en las muestras

Contenido (g/100g)

El contenido de grasa en las muestras vario entre 2.5y 3.0%, valor que es de esperarse
para un yogur entero [49], y similar a lo encontrado en yogures control de estudios con
reemplazantes de grasa (2.6-2.6%) [53, 54]. En el desarrollo reciente de alimentos
funcionales se ha buscado el reemplazo de la grasa lactea con compuestos como fibras
u otros tipos de carbohidratos que permitan mantener la consistencia y sabor del yogur
pero con menor aporte de grasa. Algunos estudios han evaluado el efecto de almidones
modificados, inulina y fructanos en yogures reducidos en grasa (1.2-1.3%). [53, 54] En el
presente estudio no se evallo el reemplazo de grasa lactea con los B-glucanos del
Ganoderma lucidum, pero, podria ser objeto de estudio en un futuro; ya que al no
impactar el aporte de grasas y contribuir a mantener una adecuada consistencia podria

ser una buena alternativa.
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2.4.1.3 Proteina

En la Figura 10 se observan variaciones en el contenido de proteina, en especial,
diferencias por el momento de adicién para las concentraciones 0.37%, 0.75% y 1.25%.
Pero, al realizar el analisis estadistico no hubo diferencia significativa, por lo cual se
infiere que la concentracién de B-glucanos y el momento de adicion no afectan el

contenido de proteina del yogur.

3,00 -
)
(=)
o
i
E 2
© 20 M Inicio
K]
2 M Final
a

2,00 -

0 0,17 0,37 0,75 1,25
Concentracion de B-glucanos (%)

Figura 10. Contenido de proteina en las muestras

El aporte de proteina estuvo cercano al 2.6% para todas las muestras, valor inferior al
yogur que comunmente presenta valores cerca al 2.9%. [49] El analisis de proteina en el
ingrediente fue menor al 2%, con lo que con las cantidades adicionadas no se esperaba
gue los B-glucanos no afectaran significativamente el contenido de proteina del yogur, no
obstante, como este tipo de compuestos frecuentemente estan ligados a proteoglicanos
existia la posibilidad de alguna diferencia. Estudios en los que se ha realizado reemplazo
de grasa en yogures han presentado 3.2 — 3.6% de proteina, estos son productos en los
gue generalmente el aporte proteico es mayor frente a un yogur estandar con un 2.7%,

valor similar al obtenido en esta investigacion. [53, 54]
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2.4.1.4 Sélidos totales

En la figura 11 se denotan diferencias del contenido de soélidos totales dadas por
la concentracion de B-glucanos y por el momento de adicion. No obstante, solo se

dan diferencias significativas dadas por la concentracion adicionada (p 0,00).
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Figura 11. Contenido de solidos totales en las muestras

Lo anterior quiere decir que la concentracién de B-glucanos afecté los sélidos
totales, y consecuentemente la humedad total del producto, ya que se encontré
gue para todas las concentraciones se afecta el porcentaje de sdlidos totales,
siendo superiores frente al control. Esta diferencia es mas significativa al
aumentar la concentracion, entonces, seria consistente inferir que en las

muestras a mayor adicion de B-glucanos mas solidos totales y menor humedad.

Estos resultados son comparables con ensayos que incluyeron diferentes tipos de
carbohidratos complejos en yogures, en los cuales se encontraba que con la
adicion de carbohidratos como inulina o fructanos habia mayor contenido de
sélidos totales (18.3-22.6%) que el control con 17.4% [53], para el presente

estudio se encontraron valores entre 21.8% al 23% en soélidos totales, siendo
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mayores para las concentraciones mas altas de B-glucanos, independientemente
del momento de adicion. Por otra parte, los valores encontrados son mayores a
los solidos totales encontrados en yogures con leche de soya que adicionaron
inulina (12.5-16.5%) [55] y, a los observados en yogures comunes sin
modificacion o adicion en sus ingredientes tienen sdlidos entre el 13-14% [56, 57].

2.4.1.5 Cenizas

La figura 12 evidencia que los factores de concentracion de [B-glucanos y
momento de adicion no influyeron de manera significativa en la variable cenizas
con un nivel de significancia de 0,05.
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Figura 12. Contenido de cenizas en las muestras

El contenido de cenizas en los alimentos estdn representados por el contenido de
minerales, para las muestras analizadas estuvo entre el 0.70-0.80%, valor inferior a lo
obtenido en otros estudios de yogur que presentaron 20.9% de cenizas [55, 58, 59]

El analisis bromatoldgico del ingrediente demostré un aporte de 0.35% de cenizas, 0.65
mg/100 g de hierro, 85.89 mg/100 g de sodio, y, esto junto con el calcio, fésforo, zinc,
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magnesio y otros minerales presentes en el yogur, constituyen la sumatoria total de las
cenizas. El bajo aporte de minerales del ingrediente adicionado contribuyd a que esta
variable no se afectara en ninguno de los experimentos frente al control.

2.4.2 Determinacion de B-glucanos de Ganoderma lucidum

A continuacion se pueden observar los cambios en la concentracién de B-glucanos a lo
largo del tiempo de vida util del yogur, tanto de los que se adicionaron al inicio como al
final del proceso. Asimismo, se percibe el descenso de la concentracién con el paso del

tiempo de vida util, siendo mayor a los 20 dias de produccion del yogur.
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Figura 13. Variacion de los B-glucanos en el tiempo

Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras adicionadas al inicio
o al final, para los analisis a los 10 y 20 dias, manteniéndose en mayor cantidad en las
muestras a las que se adicioné al final. Esto demuestra una posible afectacion de los [3-

glucanos de Ganoderma lucidum por la pasterizacion.

Pese a que los B-glucanos de Ganoderma lucidum son un ingrediente muy estable,
durante la vida ultil podria darse una biotransformacion por parte de determinados
microrganismos contenidos en el yogur. Si bien varias cepas de microrganismos no
tendrian las enzimas para digerir este tipo de compuestos. En el presente estudio se usé

el cultivo YF L-811 YoFlex® de Chr Hansen, el cual contiene Streptococcus thermophilus
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y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus que como microrganismos iniciadores
podrian llegar a usar los B-glucanos con el paso del tiempo a la vez que la lactosa llegue
al limite durante la fermentacion. [36]

Adicionalmente, como cultivos probiéticos se usaron cepas de Lactobacillus acidophillus
junto con diferentes especies de Bifidobacterias, microrganismos que a su vez podrian
hacer uso de este tipo de carbohidratos, ya que en la literatura se ha reportado que el
Bifidobacterium bifidum podria consumir este tipo de B-glucanos [38]

La pureza del ingrediente es del 70%, siendo similar a los B-glucanos de avena usados
en yogur, en el que adicionaron 2% siendo la concentracion de 1.4% en el producto
final.[60] Los resultados aqui se presentan en contenido neto final de B-glucanos. A los
20 dias se encontraron concentraciones entre el 0.15-1.20% de los 0.17-1.25% que se
habian adicionado inicialmente, siendo mayor la disminucién en los adicionados al inicio

frente a los del final del proceso del yogur.

Pese a que estos B-glucanos se mantengan en el tiempo de vida util del yogur, se deben
evaluar en detalle sus interacciones con las propiedades fisicoquimicas, ya que en un
estudio se observo la separacion de las micelas de caseina al adicionarlos debido a su
floculacion  por la no adsorcion de los B-glucanos de avena. También se recomienda el
uso de B-glucanos de bajo peso molecular para evitar este fenémeno, pero, debe tenerse

en consideracion la variabilidad que también podria darse en el efecto fisiolégico.[34]

Un estudio evalud los B-glucanos en bebidas fermentadas con hojuelas de avena,
encontrando que al usar 25% p/p de hojuelas obtenian 4 - 4.3% de B-glucanos
fermentandolas 8 0 12 horas a 30°C respectivamente, frente al control con 2.81% que fue
una bebida sin fermentar. Estos valores finales de B-glucanos son superiores a los
encontrados, lo que se esperaria por el alto porcentaje de avena utilizado en el proceso.
Sin embargo, esto confirma la interaccidbn microbiolégica que podria darse con
determinados microrganismos que promuevan o disminuyan la concentracién de -

glucanos en un producto fermentado. [38]
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2.4.3 Evaluacion de las caracteristicas fisicogquimicas

2.4.3.1 pH

En la tabla 4 se aprecia la variacion del pH para los yogures con B-glucanos

durante el periodo de vida util. Es de esperarse que en estos productos se den

descensos del pH por los procesos fermentativos que llevan a cabo los

microrganismos sobre los azlcares presentes (lactosa).

Tabla 4. Valores de pHy acidez durante la vida util

Momento Concentracion 0 dias 10 dias 20 dias

de Adicion B-glucanos pH Acidez pH Acidez pH Acidez
NA 0 4.62 £0.06 a 0.71+£0.01 451 +0.02a 0.72 £ 0.05 4.49 +0.06 a 0.76 £ 0.06
0.17 456 £0.02ab | 0.73 £0.03 447 +£0.09ab | 0.76 £0.03 4.44 +£0.05 ab 0.81+£0.03
o 0.37 4.64 £0.04 a 0.72 £ 0.04 451+0.05a 0.75+0.01 4.49 +0.03 a 0.76 + 0.02
Inicio 0.75 457 +£0.05a 0.71+£0.04 456 +0.12 a 0.75 £ 0.02 4,52 +0.06 a 0.76 £ 0.05
1.25 4.75+0.12ac | 0.69 +0.05 458+0.02ac | 0.72+£0.01 460 £0.06 acd | 0.74 £0.03
0.17 4.60+0.12de | 0.75+0.03 448 £0.04de | 0.76 £0.06 4.46 £ 0.06 a 0.78 £0.02
i 0.37 459 +0.10d 0.72 £0.04 451+0.10d 0.75 +£0.02 4.46 £0.08 a 0.78 £ 0.07
Final 0.75 457 £0.04d 0.68 + 0.08 448 +0.02d 0.79 £ 0.06 4.44 + 0.04 ae 0.79 £ 0.02
1.25 456 +0.03df | 0.73+£0.06 4.48 £ 0.01 df 0.75+£0.03 4.45 +0.02 af 0.77 £0.01

abedef | atras diferentes dentro de las columnas indican diferencia significativa de acuerdo al Test de Tukey
(p<0,05)

Para esta importante variable se encontraron diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo a la concentracion (p<0,01). Al comparar las diferentes concentraciones entre

ellas se encuentra mayor diferencia a la mayor concentracion (1.25%).

Asimismo, se present6 afectacion significativa del pH en ambos momentos de adicion
frente al control (p<0,01). Al comparar los dos momentos de adicidbn no se encuentra

diferencia entre ellos, pero si de todas las muestras frente al control sin -glucanos.

2.4.3.2 Acidez

La tabla 4 presenta la variacion del porcentaje de acidez para las muestras de yogures.

Este cambio durante el tiempo es coherente con el pH, y durante el proceso de
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fermentacion. Pero, para este pardmetro, en relacion con la concentracion y momento de

adicion de los B-glucanos no se presentaron diferencias significativas (p>0,1).

Los cambios en la acidez, como es de esperarse, fueron significativos en cada tiempo de
medicion, siendo progresivo a los 10 y 20 dias. El aumento entre el tiempo 2 y 3 no fue
significativo, el mayor incremento del porcentaje de acidez se dio desde el inicio a los 10
dias.

Los valores de acidez estuvieron entre 0.71 y 0.81, con lo que los valores reportados en
el tiempo 2 y 3 son inferiores a lo reportado por estudios similares que alcanzaron valores

mayores a 1% de 4cido lactico [54, 61].

En la siguiente figura se muestran resultados fundamentales para tener en cuenta en el
procesamiento a mayor escala ya que se evidencia la cinética de fermentacién con o sin

betaglucanos.
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Figura 14. Cinética de fermentacion con o sin el ingrediente
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El pH y la acidez fueron menores durante la vida Gtil en las muestras con betaglucanos,
pero, el proceso de fermentacién para alcanzar un pH de 4.6 y la acidez deseada (°D) fue
un poco mas largo para las muestras con betaglucanos. Podria pensarse que la
presencia de otros carbohidratos complejos como los B-glucanos, actie como limitante
inicial para el metabolismo de la lactosa por parte de los microrganismos iniciadores y por
ende la acidificacion de la leche. Esto seria justificado en que este tipo de carbohidratos
también suelen actuar como protectores de los microrganismos en yogur que son
sometidos a condiciones extremas.[35] Entonces, la adicion de B-glucanos podria
conllevar a una cinética de fermentacion de mayor duracién frente a un yogur sin los
mismos.

2.4.3.3 Sinéresis

En la siguiente figura anterior se representa el porcentaje de sinéresis para todas las
muestras. Los valores del grado de sinéresis obtenidos en este estudio oscilan entre 29 y

33%.
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No se presentaron diferencias significativas en el grado de sinéresis para las diferentes
concentraciones (p 0,820); pero, si se encontraron diferencias significativas por el
momento de adicion de los B-glucanos (p 0,036), siendo mayor la sinéresis al hacerlo al
final. Para todas las muestras el grado de sinéresis corresponde a una estructura
adecuada de gel, ya que son inferiores al 42%, resultado positivo para este tipo de B-
glucanos, ya que normalmente la adicion de los mismos en lacteos suele ocasionar

mayor sinéresis. [7]

La sinéresis representa la capacidad de retencion de agua, la cual puede variar de
acuerdo al tipo de yogur, en especial en cuanto a su proceso de elaboracion y los
ingredientes adicionados como fibras o minerales que suelen aumentarla. En esta
investigacion se elabord un yogur batido, en el que se esperan estos menores valores de
sinéresis porque se da un rompimiento del gel, a diferencia de los que son asentados que
pueden tener sinéresis mayor al 60%. Debido a que la sinéresis es un parametro
importante en la calidad de un yogur, estos datos son muy valiosos para demostrar que

este tipo de ingrediente genera o no defectos en el mismo.

Frecuentemente la adicion de fibras influye en el porcentaje de sinéresis ya que afectan
la estabilidad del yogurt al interactuar y dependiendo de su capacidad de retencion de
agua pueden hacerlo en menor o mayor medida. Los betaglucanos de Ganoderma
lucidum empleados no se consideran fibra puesto que su analisis bromatolégico solo

evidencié 0.9% de fibra total, siendo en mayor parte soluble.

Estos resultados son coherentes con yogures a los que se han adicionado diferentes
tipos de carbohidratos y/o fibras. Un estudio que evalud la adicion de 1% de fibra del
yacoén evidencié que la sinéresis fue menor frente al control (15.4% vs 23.3%) [62], otra
investigacion estudid el uso de almidones modificados desde el maiz y para todos los
experimentos la sinéresis del control fue mayor [54], Ladjevardi et al. evaluaron diferentes
adiciones de psyllium (0.08-0.128%) encontrando sinéresis del 32 al 48% [63]. Incluso,
en yogures comerciales se han encontrado porcentajes similares de sinéresis (32-34%)
[64]. En otro estudio la adicion del orujo de uva como fibra dietaria antioxidante a
muestras de yogur, dio como resultado una sinéresis del 16 al 33% [65] y, de igual forma,

la adicion de 1% de fibra de naranja al yogur redujo la sinéresis [66].
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Una investigacion muy Gtil para comparar la presente, es en la que Yu- Zhi et al
estudiaron la aplicacion de polisacaridos hidrosolubles extraidos desde la trufa china (un
tipo de hongo) en yogur, encontrando que la adiciébn de los mismos disminuy6 la
sinéresis atribuyéndose a la capacidad de ligar agua por parte de este tipo de
carbohidratos. [67]

Todo esto también se puede explicar porque al adicionar mas soélidos totales al yogur se
contribuye a una textura mas fuerte y con menor posibilidad de separacién del suero. La
disminucion de la sinéresis es mas notable con la adicion de soélidos proteicos frente a
sélidos de carbohidratos, asi lo demostré Zare et al al estudiar la adicién de harina de
lenteja. [68] Por otra parte, a mayor acidez mayor sinéresis, entonces, como este
parametro tampoco se afecto significativamente en los yogures con betaglucanos, con lo
gue se justifica la poca afectacion en la estabilidad del gel.

Para todas las muestras el grado de sinéresis fue menor en los yogures con los -
glucanos adicionados al inicio frente a los adicionados al final. Las diferencias
significativas de acuerdo al momento de adicion se esperaban, ya que en los yogures a
los que se adicionaron los betaglucanos después de la incubacién se afecta mas la
sinéresis por cuanto hay un rompimiento prematuro del gel. Ademas, estos resultados se
podrian relacionar con la mejor incorporacion de los B-glucanos a alta temperatura que a
baja, ya que durante el experimento se visualizaba formacion de grumos y dificil
disolucion a menor temperatura. El momento de adicion de los B-glucanos esta
directamente relacionado con la temperatura, ya que al inicio se manejé una temperatura

cercana a los 70°C, y al final menor a 25°C.

Estos resultados sugieren que el uso de los B-glucanos de Ganoderma lucidum seria
mejor incorporandolos a alta temperatura, y que las concentraciones empleadas hasta el
1,25% no afectan la sinéresis del yogur, demostrando posiblemente una alta capacidad
de retencion de agua, contrario a estudios en los que se ha encontrado que la adicion de
algunos carbohidratos complejos producen un mayor grado de sinéresis (45-65%). [61]
Independientemente de la concentracion, los yogures con B-glucanos presentaron menos
sinéresis, lo que demuestra la capacidad de estos polisacaridos para ligar el agua, por lo

gue frente al yogur control este se podria considerar como un efecto positivo.
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2.4.4 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial realizada por adultos fue hecha a las nueve formulaciones de
yogurt, agrupados en dos sesiones: la primera sesion se evaluaron las cuatro
formulaciones del yogurt al que se le adicionaron los B-glucanos previo a la
pasteurizacion junto con el control, y en la segunda sesion se evaluaron las otras cuatro
formulaciones del yogur al que se le adicionaron los [(-glucanos al final de la

fermentacion.

En la tabla 5 se presentan los valores de rango de medias para cada uno de los
pardmetros de la evaluacién sensorial, donde se detectan diferencias significativas

(P<0.05) entre las muestras en relacion a los atributos evaluados.

Tabla 5. Medias de las pruebas heddnicas realizadas a los yogures

Tratamiento Sabor Aroma Textura Aceptacién
general
0 772 702 722 78¢@
0.17 Inicio 792 732 812 792
0.37 Inicio 79¢@ 782 752 812
0.75 Inicio 722 672 682 722
1.25 Inicio 712 682 742 732
0.17 Final 73¢@ 662 48" 632
0.37 Final 722 652 692 732
0.75 Final 672 702 46 ° 54 b
1.25 Final 732 652 732 732

ab | etras diferentes dentro de las columnas indican diferencia significativa de acuerdo al Test de
Tukey (p<0,05)

Los anteriores valores se obtuvieron a partir de la transformacién de los puntajes
asignados a las diferentes caracteristicas. El analisis estadistico demostr6é diferencia
significativa en la valoracion de textura para las muestras con 0.17% y 0.75% de B-
glucanos adicionados al final del proceso, lo cual se refleja también en la aceptacion
general, para los que tuvieron menor porcentaje de aceptacion frente a las otras
muestras. En general, las muestras de yogur a las que se les adicionaron los -glucanos
al finalizar la fermentacion tuvieron menor calificacion para los atributos sensoriales, ello

podria deberse a que durante el ensayo se dificultd la disolucion de los mismos en esta
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etapa, cuando la temperatura era menor y la consistencia mayor. Las opiniones
expresadas por los panelistas estuvieron enfocadas en la percepcion de algunos grumos
en las muestras a las que se les adicionaron los B-glucanos al final. La informacion en la
literarura sobre la aceptacion de alimentos que contienen compuestos de Ganoderma

lucidum es escasa para tener un parametro de comparacion.

En la figura 15 se demuestran los resultados de la evaluacion sensorial aplicada en nifios
de 3 a 5 afos, publico objetivo para este alimento funcional que sera usado en un estudio
clinico para evaluar efectos sobre el sistema inmune. Se evalué la aceptacion general del
yogur con 0.17% de [B-glucanos adicionados previa a la pasterizacion, tratamiento
seleccionado por la dosis incorporada, y, basandose en las variables fisicoquimicas
observadas. Se encontré que el 80% de los consumidores demostraron buena

aceptacion del yogur con calificaciones entre me gusta y me gusta muchisimo.

Aceptacion general del yogur

4%

H Me disgusta

B Me gusta

Me gusta muchisimo

B No me gusta ni me
disgusta

Figura 16. Aceptacion general del yogur por parte de los nifios.
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2.4.5 Evaluacion reologica

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

Modulo elastico G' (Pa)

0,1
Deformacion (Y%)
—0—0 —0—0 ——0.17| ——0.17| ——0.17F —e—0.17F
——0.37| —8—0.37| —8—037F ——0.37F ——0.75| —@—0.751
0.75F—@—0.75F—@—1.25| —@—1.251 1.25F—@—1.25F

Figura 17. Barrido de amplitud (G’ y G”’) de las muestras de yogur

1,0

(ed) ,,9 0s03siA o|NPOIN



48 Evaluacion de la inclusion de los pB-glucanos de Ganoderma lucidum en yogur

100 -
90 -
80 -
70 3
—_ 60—%
© E
S E —=—0G
o 3 —e—0.171G'
9 ] —4—017FG'
g 404 —v—0.371G'
ki ] < 037FG"
i ] > 0751G'
2 3] —e—0.75F G
g ] —e-125|G
= —e— 1.25FG'
20_' F/H-.%F/Hh.‘kﬂ\'%'\-
T T T T T T T T T T
0.1 1
Amplitud (%)
25 4
20
g ]
;_, 15—: = 0G
2 ] e 0.171G"
2 ] —A—017FG"
S v 0371G"
S o0 <4 0.37FG"
o 197 > 0.751G"
3 4 0.75F G"
2 —e—1251G"
e 125FG"
et . . == 5 a2 = g
5 T T

0.1 1

Amplitud (%)

Figura 18. Barrido de amplitud (G’ y G’) de las muestras de yogur
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La figura anterior demuestra los resultados de la prueba del barrido de amplitud para
determinar la regién viscoelastica lineal (LVER). ElI comportamiento del modulo de
elasticidad (G’) permite observar la integridad estructural de las muestras. Como se
observa en dicha gréfica la muestra control evidencia un comportamiento totalmente

diferente a las muestras con f3-glucanos.

De la misma forma, se evidencia el comportamiento diferente de la muestra control, lo

cual evidencia al moédulo viscoso (G”) con mayor extension fuera de la region lineal.
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La figura anterior demuestra el analisis de frecuencia, en el que se pueden observar las
propiedades viscoelasticas en el tiempo, manteniendo un valor de estrés constante
dentro de la region lineal viscoelastica. Alli se presentan los valores del modulo de
almacenamiento y del modulo de pérdida a la temperatura de 4°C en funcién de la
frecuencia para los yogures estudiados. Se puede observar que existen diferencias
cuantitativas en el espectro para las magnitudes de los pardmetros viscoelasticos de las
diferentes muestras. También se aprecia el incremento del médulo viscoso (G”), y un
descenso del moédulo elastico (G’) al ir aumentando la frecuencia siguiendo un
comportamiento constante, por lo que todos las muestras se comportan como un gel en

todo el rango de frecuencia estudiada.

Para la muestra control se observa menor variacion entre los valores G’ y G” con la
frecuencia, que para las muestras con B-glucano, teniendo estas Ultimas los mayores
valores de los médulos G’ y G”, presentando una estructura que requiere de mayores
esfuerzos cortantes, para su deformacion, lo cual se podria explicar por la presencia de
los B-glucanos como polisacaridos, los cuales se comportarian como la amilopectina,
demostrando asi que las muestras sin B-glucanos presentan formacién de un gel mas
débil. Adicionalmente, para todas las muestras se denotdé un comportamiento como fluido
no newtoniano con un comportamiento tixotropico, como es de esperarse para esta

matriz lactea.

En la siguiente grafica se muestra la viscosidad compleja,
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Figura 20. Viscosidad compleja de las muestras de yogur

Ya que no se realizaron variaciones en el contenido de grasa, sino solo para los
carbohidratos, estos cambios reoldgicos se podrian correlacionar directamente con el
mayor aporte de soélidos provenientes de los carbohidratos adicionados [69]. Ademas, las
propiedades hidrocoloidales de los B-glucanos han sido descritas [70, 71] aquellos
derivados del Ganoderma lucidum tienen alta capacidad viscoelastica relacionada
directamente con la concentracion utilizada, el tipo de cadena, peso molecular y enlaces
presentes que pueden hacer al compuesto mas o menos flexible (cadenas menos 0 mas
compactas) en su interaccion con soluciones a diferentes temperaturas [72, 73]. Los B-
glucanos como polisacéaridos, generalmente tienen una estructura quimica compleja con
bastantes grupos hidroxilo, alta capacidad para ligar agua y con ello al interactuar en

matrices permitir una estructura de gel mas compacta y firme [70, 71] Estas bajas

—
100
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concentraciones de B-glucanos demostraron afectar el comportamiento reoldgico del
yogur, con lo que se esperaria que formulaciones con mayor cantidad afectarian mas la
viscoelasticidad. De acuerdo a lo anterior, podria llegar a considerarse el uso de estos
compuestos para funcionalidad tecnolégica como mejorador de textura ademas de su
funcionalidad fisiolégica para el ser humano.

A continuacion se presentan parametros reoldgicos de todas las muestras:

Tabla 6. Parametros reolégicos G’ G” y Tan &

Yogur G'(Pa) G"(Pa) Tan &6°
0 194 + 1.3 6.1 + 0.22 0314 * 0.0?
0.171 68.6 *+ 2.8° 19.4 + 0.4° 0284 + 0.0°
0.17F 60.7 + 2.9° 16.7 £+ 04° 0276 £ 0.0°
0.371 725 + 3.8¢ 20.0 + 0.5¢ 0276 * 0.0°
0.37F 634 *+ 3.2° 186 + 1.7¢° 0294 * 0.0¢
0.751 76.6 * 2.8 20.7 = 0.3 0271 * 0.0¢
0.75F 629 + 3.5¢ 176 + 0.6° 0280 * 0.0
1.251 849 =+ 3.2" 23.0 + 04" 0272 * 0.09
1.25F 655 + 3.2 189 * 1.6 0290 * 0.0"

abedefghi | etras diferentes dentro de las columnas indican diferencia significativa de acuerdo al Test de Tukey
(p<0,05)

2.4.6 Evaluacion microbioldgica

Para la evaluacion microbiol6gica, s6lo se evallo la concentracién de probidticos en el
tiempo para saber que se cumplia con los limites minimos. Los resultados se presentan a

continuacion:

Figura 21. Viabilidad de microrganismos probiéticos en las muestras de yogur
durante el tiempo
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Tabla 7. Conteo de microrganismos probiéticos de las muestras de yogur
Promedio de conteo celular (log 10 UFC/mL)

Dia 0 |0,171| 0,17 F 0,371 0,37F | 0,751 | 0,75 F 1,251 1,25 F
0 91| 92 9,2 10,3 12,1 10,4 10,7 7,7 9,2
20 9 8,7 8,9 10,2 11,9 10,2 10,3 7,7 9,0
40 7,3 7,3 7,3 7,3 7,6 7,3 7,4 7,7 7,5

La anterior figura y tabla demuestran la disminucién de los microrganismo probiéticos en

el tiempo, no obstante, estos se mantuvieron desde el inicio hasta el final de su vida util

dentro de las concentraciones requeridas para considerarse un yogur con probi6ticos (1 x

108 UFC/

9)-

Estos resultados no concuerdan con un estudio en el que los B-glucanos tuvieron efecto

protector en Bifidobacterium longum y Bifidobacterium breve [35], ademas, de que en

este caso se puede inferir que los microrganismos usados en el presente estudio

(Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium infantis B1, Bifidobacterium breve Bbr8 y

Bifidobacterium longum BI 10) no poseen enzimas para digerir estos polisacaridos

complejos. Lo anterior, permite concluir que la concentracion de B-glucanos adicionados
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desde el inicio no se perderia por metabolismo microbiologico de las cepas probidticas, lo
gue confirma lo encontrado por Martensson [37] donde tras el proceso de fermentacién
la concentracion de B-glucanos se mantenia, siendo un efecto benéfico para garantizar
determinada cantidad de estos compuestos. A su vez, las cepas probidticas no se verian
afectadas por la presencia de los mismos, con lo que podria descartarse el uso de estos
compuestos como prebidticos.

Relacionando estos andlisis microbiol6gicos con los resultados de las propiedades
fisicoquimicas, podria deducirse que en este caso, ni los cultivos iniciadores ni los
cultivos probiéticos consumen este tipo de B-glucanos sin afectar por esta via la
viscosidad y acidificacion del producto final. Podria considerarse que se requiere un
mayor tiempo para el proceso de fermentacion por parte de los microrganismos, tal vez
porque los B-glucanos pudieran actuar como barrera o encapsulantes de la lactosa

presente.



Capitulo 2. Evaluacion de la inclusion de p-glucanos de Ganoderma lucidum 55
en yogur

2.5 Conclusiones

El andlisis bromatoldgico demostrd que la adicion de B-glucanos de Ganoderma lucidum
no afectd significativamente el contenido de grasa, proteina, y cenizas frente al yogur
control. El contenido de carbohidratos y humedad si fue afectado como se esperaria con
la adicién de este tipo de polisacéridos. La diferencia se relacion6 mas con el factor

concentracion que con el momento de adicion.

La concentracion de B-glucanos disminuyé levemente en el tiempo, pero no de forma
significativa. Estos compuestos se mantuvieron tanto los adicionados al previo a la

pasteurizacién como posterior a la fermentacioén.

La variacion del pH fue afectada por la adicion de B-glucanos de Ganoderma lucidum,
este efecto se presentdé en todas las concentraciones evaluadas como en los dos

momentos de adicién frente al control.

La acidez no presentd diferencias significativas en las muestras frente al control,
alcanzando todas las muestras hasta 0.71-0.81% de acidez, que frente a otros yogures
(1%) es inferior. De lo que se infiere que el pH y acidez del yogur son afectados por la
adicion de B-glucanos de Ganoderma lucidum, con lo que se deben tener en cuenta

estos resultados para evaluar en detalle una cinética de fermentacion.

Los yogures con B-glucanos de Ganoderma lucidum presentaron menos sinéresis, efecto

positivo que confirma su capacidad como ligador de agua.

La evaluacién sensorial por escala heddnica para los atributos de aroma, sabor y textura
fue positiva, siendo menor y con diferencia significativa para el atributo de textura en

muestras con B-glucanos (0.17-0.75%) adicionados al final de la fermentacién.

La aceptacion general del yogur con 0.17% adicionado previo a la pasterizacion, por
parte del publico objetivo fue del 80%. Considerandose un valor alto para la evaluacion

por parte de consumidor.
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La evaluacion reoldgica demostro diferencias significativas entre todas las muestras y en
comparacion frente al control. Estas diferencias en el comportamiento viscoelastico se
relacionan directamente con las concentraciones empleadas. Estos resultados son
importantes a considerar dentro de un proceso a escala industrial, ya que pese a que
sensorialmente no se percibié de forma significativa, es un hecho que la adicidon de este
tipo de polisacaridos puede afectar el comportamiento del yogur en mayor o menor

medida.

La evaluacién microbiologica de los microrganismos probiéticos evidencié viabilidad de
los mismos, pese a que en el tiempo de vida util demuestran tendencia a disminuir, la
cantidad minima para considerarse un yogur con probiéticos se garantiza. Demostrando

esto que los B-glucanos no inciden ni positiva ni negativamente en este factor.
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3.Conclusiones y recomendaciones
3.1 Conclusiones

Los B-glucanos derivados de Ganoderma lucidum han sido evaluados ampliamente
demostrandos su efecto positivo como moduladores del sistema inmunoldgico, lo que los
hace un ingrediente potencial para ser incluido en alimentos funcionales y productos

farmaceéuticos.

La inclusién de los B-glucanos derivados de Ganoderma lucidum en las concentraciones
implementadas (0.17%-1.25%) no tuvo incidencia negativa dentro del proceso de
elaboracion, ni cuando se adicionaron previo a la pasterurizacién, ni al final de la

fermentacion.

De acuerdo a los resultados fisicoquimicos, microbioldgicos, sensoriales y reoldgicos el
momento mas adecuado para incluir los B-glucanos de Ganoderma lucidum seria previo
a la pasteurizacion, en especial para garantizar una mejor disolucion y evitar la formacién

de grumos que podrian percibirse sensorial y reol6gicamente.

La adicién de B-glucanos de Ganoderma lucidum dio como resultado mayor aporte de
carbohidratos y solidos totales, sin considerarse un efecto significativo frente al control.

La sinéresis fue menor en los yogures con B-glucanos de Ganoderma lucidum, y el pH 'y
acidez no se vieron afectados considerablemente. Efectos que permiten afirmar a estos
polisacaridos como un ingrediente apto para usar en una matriz de yogur desde el punto

de vista tecnoldgico.

La valoracion de las caracteristicas sensoriales de sabor, aroma y textura fue buena para
todos los yogures; siendo mejor para aquellos en el que el momento de adicion fue al
inicio. Y, teniendo menor valoracion en textura y aceptacion general aquellos que en los

gue los B-glucanos se adicionaron al final de la fermentacion.
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La aceptacion general del yogur con 0.17% de [B-glucanos adicionados previo a la
pasterizacion, y que seria el producto a evaluar en un estudio de intervencion clinica en
la poblacién infantil fue bastante buena con un 80% calificandolo como me gusta y me
gusta mucho.

La concentracién de B-glucanos se mantuvo durante todo el tiempo de vida util para
todas las muestras evaluadas.

La estructura quimica de este tipo de p-glucanos incide directa y significativamente sobre
las propiedades viscoelasticas del yogur, lo que dependiendo de la concentracidon

adicionada y del tipo de yogur (bebible, cuchareable) podria ser desable o no.

3.2 Recomendaciones

Para una futura investigacion seria interesante evaluar mas ampliamente la cinética de
fermentacion que podria presentarse con la adicion de estos compuestos. De igual
forma, entrar en detalle a las interacciones de estos compuestos con los cultivos
fermentadores. Ademas, de poder comparar el uso de estos B-glucanos derivados de
Ganoderma lucidum frente a aquellos derivados de otras fuentes microbioldgicas y de

fuentes vegetales como la avena y la cebada.

Con estos resultados, podrian llegar a ampliarse las aplicaciones y futuras
investigaciones en otras matrices alimenticias lacteas y no lacteas, que sirvan como base

para ofrecer alimentos funcionales a la poblacion.

Los efectos benéficos sobre el organismo humano deben ser validados mediante
estudios de intervencién con este tipo de alimentos que involucren a los B-glucanos de

Ganoderma lucidum como compuestos bioactivos.

Ademas de la funcionalidad sobre el sistema inmune, y ya que a la concentracion de
1.25% no se encontré efecto negativo sobre las propiedades del yogur, podria llegar a

considerarse evaluar la funcionalidad sobre la salud cardiovascular.
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Dada la potencialidad de los compuestos obtenidos biotecnolégicamente desde el
Ganoderma lucidum, en futuras investigaciones se podria evaluar la inclusion de otro tipo

de compuesto, como los &cidos ganodéricos, en alimentos funcionales.
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Anexo A: Formato de evaluacion
sensorial

Nombre:

Fecha:

Por favor califique con una x cada muestra en los siguientes aspectos:

No. Muestra

Atributo/Calificativo

No me gusta

Me gusta poco

Me es indiferente

Me gusta

Me gusta mucho

Sabor

Aroma

Textura (viscosidad)

Aceptacion general

No. Muestra

Atributo/Calificativo

No me gusta

Me gusta poco

Me es indiferente

Me gusta

Me gusta mucho

Sabor

Aroma

Textura (viscosidad)

Aceptacion general

No. Muestra

Atributo/Calificativo

No me gusta

Me gusta poco

Me es indiferente

Me gusta

Me gusta mucho

Sabor

Aroma

Textura (viscosidad)

Aceptacion general

No. Muestra

Atributo/Calificativo

No me gusta

Me gusta poco

Me es indiferente

Me gusta

Me gusta mucho

Sabor

Aroma

Textura (viscosidad)

Aceptacion general

No. Muestra

Atributo/Calificativo

No me gusta

Me gusta poco

Me es indiferente

Me gusta

Me gusta mucho

Sabor

Aroma

Textura (viscosidad)

Aceptacion general
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Observaciones:

Anexo B: Formato de aceptacion
sensorial en ninos.

Nombre: Fecha:

Por favor califique la muestra de acuerdo a la apreciacion de la aceptacion por parte del nifio

H®E @

No me gusta Me gusta poco Me es indiferente Me gusta Me gusta mucho

Observaciones:
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