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Resumen
La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar €l efecto de las variables operativas del
ultrasonido amplitud, relacion solvente/materia prima (S/F) y energia suministrada sobre €l
rendimiento de extraccion, € contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad
antioxidante de extractos obtenidos a partir de Ganoderma spp., mediante un disefio
experimental univariado secuencial. Este estudio se enmarca en el creciente interés por la
valorizacion de hongos medicinales como fuentes de compuestos bioactivos con potencial
aplicacion en las industrias alimentaria, nutracéuticay farmacéutica.
Inicialmente se realizo la caracterizacion fisicoquimica del material de estudio. Los resultados
evidenciaron que € cuerpo fructifero fresco present6 aproximadamente 88.46 % de humedad
y 11.54 % de materia seca, mientras que la muestra deshidratada mostré una composicion
proximal caracterizada por 10.02 % de humedad, 0.46 % de grasa cruda, 2.46 % de proteina
cruda, 0.94 % de cenizas y 86.12 % de carbohidratos totales. Este perfil composicional
confirma que el material seco constituye una matriz estable y adecuada para € desarrollo de
procesos extractivos orientados ala recuperacion de metabolitos bioactivos.
El estudio experimental se desarrollo en tres fases. En laprimera fase se evalud € efecto dela
amplitud del ultrasonido (30 % y 39 %) sobre las variables de respuesta. Los resultados
mostraron que esta variable no produjo diferencias estadisticamente significativas en €
rendimiento de extraccion, e contenido de compuestos fendlicos totales ni la actividad
antioxidante evaluada mediante los métodos ABTS y DPPH. En consecuencia, se determind
gue, dentro del rango evaluado, la amplitud no constituye un factor limitante del proceso
extractivo.
En la segunda fase se analizo € efecto de la relacion solido/solvente (S/F). Los resultados
evidenciaron un incremento progresivo del rendimiento de extraccion, del contenido de

compuestos fendlicostotalesy delaactividad anti oxidante amedida que aumento laproporcion

X1V



de solvente. ElI contenido de compuestos fendlicos totales se incrementd desde
aproximadamente 257.99 mg EAG/100 g hasta 733.57 mg EAG/100 g. Paralelamente, la
actividad antioxidante aument6 hasta alcanzar valores maximos de 42.04 mg EAG/g para
ABTSYy 30.87 mg EAG/g para DPPH. Este comportamiento demuestra que € incremento del
volumen de solvente favorece latransferencia de masay laliberacion de metabolitos fendlicos
presentes en la matriz fangica.

En latercerafase se evaluo € efecto de la energia especifica suministrada durante €l proceso
de extraccion. Los resultados evidenciaron que € incremento de la energia aplicada favorecio
laliberacion de compuestos fendlicosy |a actividad antioxidante del extracto hasta alcanzar un
punto optimo cercano a 100.07 JmL. Bajo esta condicion se registraron los valores maximos
de compuestos fendlicos totales (881.37 mg EAG/100 g), actividad antioxidante por ABTS
(44.37 mg EAG/g) y por DPPH (32.69 mg EAG/g). Sin embargo, a incrementar la energia
mas alla de este umbral se observé una disminucion de estas variables, 10 que sugiere posibles
procesos de degradacion o transformacion de compuestos fendlicos sensibles a exceso de
energia ultrasonica.

La correlacion observada entre el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad
antioxidante indica que estos metabolitos constituyen uno de |os principal es responsables de la
capacidad antioxidante de |os extractos de Ganoder ma spp. Esta interpretacion fue confirmada
mediante el andlisis cromatografico por UPLC-DAD-MS, € cual permitio identificar diversos
compuestos fendlicos, entre ellos acidos fendlicos, catequinas, procianidinasy flavonoides.
Finalmente, la evaluacion de sostenibilidad del proceso mediante la métrica Path2Green
evidencio un nivel de sostenibilidad intermedio, con un puntgje globa de 0.303. Si bien €
proceso presenta ventajas asociadas al bajo posprocesamiento y a uso directo del extracto, se
identificaron oportunidades de mejorarelacionadas con e transporte de biomasa, la naturaleza

del solvente utilizado y la ausencia de estrategias de valorizacién del residuo sélido.
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En conjunto, los resultados obtenidos confirman que la extraccion asistida por ultrasonido
constituye una estrategia tecnoldgica eficiente para mejorar la recuperacion de compuestos
fendlicos y potenciar la actividad antioxidante de extractos de Ganoderma spp, siempre que
las condiciones operativas se optimicen adecuadamente.

Palabras clave: Ganoderma spp.; extraccion asistida por ultrasonido; compuestos fendlicos;

actividad antioxidantee UPLC-DAD-MS.
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Abstract
The present research aimed to evaluate the effect of the operational variables of ultrasound
amplitude, solvent/raw materia ratio (S/F), and supplied energy on the extraction yield, the
content of total phenolic compounds, and the antioxidant activity of extracts obtained from
Ganoderma spp., using a sequentia univariate experimental design. This study is framed
within the growing interest in the valorization of medicinal mushrooms as sources of bioactive
compounds with potential applications in the food, nutraceutical, and pharmaceutical
industries.
Initially, the physicochemical characterization of the study material was carried out. Theresults
showed that the fresh fruiting body presented approximately 88.46% moisture and 11.54% dry
matter, while the dehydrated sample showed a proximal composition characterized by 10.02%
moisture, 0.46% crude fat, 2.46% crude protein, 0.94% ash, and 86.12% total carbohydrates.
This compositional profile confirms that the dry material constitutes a stable and suitable
matrix for the development of extraction processes aimed at the recovery of bioactive
metabolites.
The experimental study was carried out in three phases. In the first phase, the effect of
ultrasound amplitude (30% and 39%) on the response variables was evaluated. The results
showed that thisvariable did not produce statistically significant differencesin extraction yield,
total phenolic compound content, or antioxidant activity measured by the ABTS and DPPH
methods. Consequently, it was determined that, within the evaluated range, amplitude does not
constitute a limiting factor in the extraction process.
In the second phase, the effect of the solid/solvent (S/F) ratio was analyzed. The results showed
aprogressiveincrease in extraction yield, total phenolic content, and antioxidant activity asthe
solvent proportion increased. The total phenolic content increased from approximately 257.99

mg GAE/100 g to 733.57 mg GAE/100 g. Simultaneously, antioxidant activity increased,
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reaching maximum values of 42.04 mg GAE/g for ABTS and 30.87 mg GAE/g for DPPH. This
behavior demonstrates that increasing the solvent volume favors mass transfer and the release
of phenolic metabolites present in the fungal matrix.

In the third phase, the effect of the specific energy supplied during the extraction process was
evaluated. Theresults showed that increasing the applied energy favored the rel ease of phenolic
compounds and the antioxidant activity of the extract until reaching an optimal point close to
100.07 JmL. Under this condition, the maximum values of total phenolic compounds (881.37
mg GAE/100 g), antioxidant activity by ABTS (44.37 mg GAE/g), and by DPPH (32.69 mg
GAE/g) were recorded. However, when the energy was increased beyond this threshold, a
decrease in these variables was observed, suggesting possible processes of degradation or
transformation of phenolic compounds sensitive to excessive ultrasonic energy.

The observed correl ation between the total phenolic compound content and antioxidant activity
indicates that these metabolites are one of the main contributors to the antioxidant capacity of
Ganoderma spp. extracts. Thisinterpretation was confirmed through chromatographic analysis
by UPLC-DAD-MS, which allowed the identification of various phenolic compounds,
including phenolic acids, catechins, procyanidins, and flavonoids.

Finally, the sustainability assessment of the process using the Path2Green metric evidenced an
intermediate level of sustainability, with an overall score of 0.303. Although the process
presents advantages associated with low post-processing and the direct use of the extract,
opportunities for improvement were identified related to biomass transportation, the nature of
the solvent used, and the absence of strategies for valorizing the solid residue.

Overall, the results obtained confirm that ultrasound assisted extraction constitutes an efficient
technological strategy to improve the recovery of phenolic compounds and enhance the
antioxidant activity of extracts from Ganoderma spp., provided that the operational conditions

are properly optimized.
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1.1

l. INTRODUCCION
Realidad problematica
La presente tesis doctoral reconoce el uso de hongos medicinales, como los del género
Ganoderma spp., ha ganado un creciente interés debido a su rica composicion de
compuestos bioactivos, especialmente |os compuestos fendlicos, que son reconocidos
por su potente actividad antioxidante. El estrés oxidativo se produce cuando existe un
desequilibrio entrelageneracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y lacapacidad
antioxidante del sistema biol6gico para neutralizarlas. Este fendmeno puede provocar
alteraciones en estructuras celulares, afectar la funcién mitocondrial y desencadenar
procesos de dafio celular. En este contexto, la evaluacion de la actividad antioxidante
de compuestos naturales resulta fundamental para identificar sustancias capaces de
reducir estos efectos oxidativos. Por ello, en la presente investigacion se anaizo la
capacidad antioxidante de los extractos de Ganoderma mediante |los métodos ABTS 'y
DPPH, los cuales permiten estimar la capacidad de neutralizacion de radicales libres
presentes en €l extracto (Prak et al., 2025).
Los hongos medicinales del género Ganoderma han despertado un creciente interés
cientifico debido a la presencia de diversos compuestos bioactivos con potencial
terapéutico. Entre estos metabolitos destacan los polisacaridos, triterpenos vy
compuestos fendlicos, los cuales han demostrado propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias e hipolipidémicas. Estas sustancias bioactivas contribuyen a la
regulacion de diversos procesos fisiol0gicos y metabdlicos en el organismo, |o que ha
motivado numerosas investigaciones orientadas a su caracterizacion quimica y
evaluacion biologica (Wang et a., 2026).
En los Ultimos afios, la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) ha cobrado creciente

interés como unatecnologia eficiente y sostenible parala recuperacion de compuestos



bioactivos a partir de matrices vegetales y alimentarias. Su aplicacion favorece la
transferencia de masa, reduce € tiempo de extraccion y disminuye el consumo de
solventes, |0 que representa una ventgja frente a métodos convencionales. Estudios
recientes han demostrado que la EAU incrementa la liberacion de compuestos
fendlicos, flavonoides y otros metabolitos con actividad antioxidante, reforzando su
potencial para €l desarrollo de ingredientes funcionales y nutracéuticos (Peres et al.,
2026; Vargas et al., 2026).

Asimismo, la literatura actual sefidla que la EAU no solo meora € rendimiento
extractivo, sino que también puede preservar la actividad biol 6gica de los compuestos
recuperados, particularmente cuando se emplean solventes de grado alimentario o
tecnol ogias combinadas de extraccion. En este sentido, se hareportado que tratamientos
basados en ultrasonido favorecen la obtencion de extractos con mayor capacidad
antioxidante y mejor perfil fitoquimico, lo que amplia sus posibilidades de aplicacion
en alimentos funcionales, sistemas encapsulados y productos con valor agregado
(Adithyaet al., 2026; W. Li et a., 2026).

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar € efecto de las variables
operativas del ultrasonido (amplitud, relacion solvente y materia prima (S/F) y energia
especifica) sobre e rendimiento de extraccion, contenido de compuestos fendlicos
totales y actividad antioxidante de extractos obtenidos a partir de Ganoderma spp.,
mediante un disefio experimental univariado secuencial.

La justificacion de este estudio radica en la necesidad de optimizar los procesos de
extraccion para maximizar € rendimiento de compuestos bioactivos de ato valor. La
comprension de como las variables del ultrasonido influyen en la extraccion permitio
establecer las condiciones Optimas para obtener extractos con la mayor concentracion

de fenoles y, por ende, una actividad antioxidante superior. Esto podria impulsar la



aplicacion de los extractos de Ganoderma spp. en la formulacion de productos
nutracéeuticos y funcionales, contribuyendo asi ala salud pablicay al desarrollo de la
biotecnologia.

En nuestro pais, lamedicinanatural ha sido utilizada desde hace mucho tiempo debido
acreencias, tradiciones y costumbres, |o que hallevado a muchas personas a optar por
evitar los farmacos y productos quimicos en e cuidado de su salud. Sin embargo, a
pesar del creciente interés en los productos de origen natural, el Ganoderma spp, alin
no ha recibido e reconocimiento adecuado. Esta falta de vaorizacion se debe
principamente a la escasez de informacion del Ganoderma spp., especie de hongo
silvestre que crece en los arboles madereros de la amazonia peruana, como lafata de
informacion de uso y métodos de extraccion, |o que limita su desarrollo y su presencia
en e mercado.

En los ultimos afos, los hongos medicinales han despertado un creciente interés
cientifico debido asu potencial como fuente de compuestos bioactivos con aplicaciones
en la prevencion y e tratamiento de diversas enfermedades. Dentro de este grupo,
especies del género Ganoderma, especiamente Ganoderma lucidum, han sido
ampliamente estudiadas por su uso tradicional y por laevidencia cientifica que respalda
sus propiedades bioldgicas. Diversos estudios sefidlan que estos hongos contienen
polisacéridos, triterpenoides, compuestos fendlicos, esteroles y otros metabolitos
secundarios que presentan  actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
inmunomoduladoras y antitumorales, 10 que los convierte en recursos prometedores
para €l desarrollo de productos nutraceuticos y farmacéuticos (Abdullah et al., 2024,

Cadar et al., 2023; Razaet al., 2024).



Desde la perspectiva de la salud humana, |a relevancia de Ganoderma radica en su
capacidad para intervenir en procesos fisiopatol 0gicos asociados al estrés oxidativo, la
inflamacion crénica y diversas enfermedades metabdlicas y degenerativas. En
particular, los triterpenoides y polisacaridos presentes en Ganoderma lucidum han
demostrado  efectos  antioxidantes, anticancerigenos, hepatoprotectores,
neuroprotectores e inmunomodul adores, ademas de participar en laregulacion de rutas
molecularesimplicadas en el dafio celular y laproliferacion tumoral (Cadar et al., 2023;
Gao & Homayoonfal, 2023;Raza et a., 2024).

Asimismo, investigaciones recientes han evidenciado que otras especies del género,
como Ganoderma pfeifferi, Ganoderma resinaceum y Ganoderma tsugae, también
poseen compuestos bioactivos con actividades antioxidantes y antiproliferativas, asi
como efectos potenciales en laregulacion del metabolismo lipidico y en la proteccion
de drganos frente a procesos inflamatorios y degenerativos (Raseta et al., 2024; Yang
et a., 2024). En conjunto, estos hallazgos respaldan €l creciente interés por € género
Ganoderma como fuente natural de metabolitos funcionales con aplicaciones
relevantes en la promocion de la salud y en € desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

La importancia de los compuestos naturales y de las tecnologias empleadas para su
extraccion y control analitico radica en su estrecha relacion con la salud humana, la
inocuidad alimentariay la preservacion de molécul as bioactivas. En este contexto, Hart
et a. (2021) sefialan que la seguridad alimentaria constituye un objetivo central del
procesamiento de alimentos, ya que la supervivencia y germinacion de esporas
microbianas puede favorecer el deterioro del producto y provocar enfermedades
transmitidas por alimentos. Los autores destacan que € uso de dioxido de carbono

supercritico representa una alternativa no térmica capaz de inactivar esporas sin afectar



de manera significativa € contenido nutricional ni los atributos sensoriaes, o que
refuerza su relevancia parala proteccion de la salud del consumidor.

Ormefio et a. (2011) sefidan que los compuestos organicos volétiles biogénicos
influyen en la calidad del aire y e clima, ademas de requerir técnicas de extraccion
adecuadas para evitar pérdidas o transformaciones de constituyentes termolabiles. En
lamismalinea, Hosseini et al. (2020), Ismaili et a. (2016) y Rezaeepour et a. (2015)
destacan € valor de métodos de extraccion asistidos por ultrasonido y enfoques verdes
gue reducen e uso de solventes, disminuyen el tiempo de andlisis y operan a
temperaturas mas bagjas, condiciones que favorecen una recuperacion mas eficiente de
compuestos naturales y minimizan su degradacion. En conjunto, estos avances
analiticos son importantes porque permiten una determinacion mas confiable de
moléculas de interés bioactivo o de contaminantes con implicancias paralasaudy la
seguridad de alimentos, aguas y productos biol 6gicos.

Entanto, laefectividad de este método depende de diversosfactores, como lafrecuencia
y potencia de las ondas ultrasonicas, temperatura, tiempo de extraccion y la mezcla
solido liquido y laseleccidn del solvente. La optimizacion de estos parametros es clave
para lograr una extraccion eficiente, asegurando la maxima cantidad y calidad de los
compuestos bioactivos. El principal desafio radica en establecer las circunstancias
ideales de funcionamiento para optimizar e rendimiento maximizando el rendimiento
sin comprometer laintegridad del producto final.

En este contexto, € estudio de Liang et a. (2018), estudié compuestos bioactivos de
Ganoderma applanatum a través del efecto hipouricémico de la 2,5-
dihidroxiacetofenona, un compuesto bioactivo identificado mediante cribado
computacional de Ganoderma applanatum, en ratones hiperuricémicos evaluo €

potencial hipouricemiante de la 2,5-dihidroxiacetofenona (DHAP), metabolito
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identificado en Ganoder ma applanatum através de estrategias de cribado in silico. Los
resultados evidenciaron unareduccion significativade | os nivel es séricos de acido Urico
en ratones con hiperuricemiainducida

El mecanismo de accién observado parece estar asociado, por un lado, con lainhibicion
delaactividad de laxantina oxidasa (XOD), enzimaclave en lasintesis de acido Urico,
y por otro, con la modulacion diferencial de transportadores renales implicados en su
manejo tubular. Concretamente, se detectd un aumento en laexpresion de OAT1, junto
con una disminucion en la expresion de GLUTY9, URAT1 y CNT2, lo que sugiere un
efecto combinado sobre la produccién y la reabsorcion del urato.

Adicionamente, la DHAP mostro propiedades antiinflamatorias moderadas y un perfil
de toxicidad bagjo en las condiciones experimentales evaluadas. Dado su efecto
inhibidor sobre la XOD, esta enzima se seleccion6 como diana para los estudios de
acoplamiento molecular. El andlisis de interaccion revel 6 la posible formacion de tres
enlaces de hidrégeno, que podrian contribuir de manera determinante a la estabilidad
del complegjo ligando enzimay a su correcta orientacion dentro del sitio activo.
Caracterizacion y naturaleza del objeto deinvestigacion

La falta de estandarizacion y la escasez de estudios sobre los parametros optimos
pueden generar variabilidad en los resultados, |0 que representa uno de los
primordiales desafios para la aplicacion de esta tecnologia en laindustria. Jogaiah et
al. (2019) emplearon extractos de basidiomicetos como estrategia sostenible para la
sintesis ecoldgica de nanoparticulas de plata (AgNPs). Entre las siete especies
evaluadas, Ganoderma applanatum destacO por presentar la mayor actividad
antimicrobiana frente a los patégenos ensayados. A partir de estos resultados, €
extracto metanadlico crudo de Ganoder ma applanatum fue sometido afraccionamiento

mediante cromatografia en columna. Las fracciones obtenidas se evauaron
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inicialmente mediante ensayos antimicrobianos y, posteriormente, se analizaron desde
el punto de vista fitoquimico utilizando cromatografia liquida de ata resolucion
(HPLC), con € fin deidentificar la fraccion mas adecuada parala sintesis de AgNPs.
La fraccion 3 evidencio la actividad antimicrobiana més destacada, asociada a su
elevado contenido en compuestos fendlicos, por lo que fue seleccionada para la
biosintesis de nanoparticul as de plata. Las AgNPs obtenidas a partir de esta fraccion
se caracterizaron exhaustivamente mediante técnicas complementarias de
microscopia, espectroscopia y difraccion de rayos X, permitiendo determinar sus
propiedades morfol gicas, estructuralesy opticas.

Formulacion del problema

¢Como influyen las variables operativas del ultrasonido (amplitud, relacion cantidad
solvente/alimentacion y energia especifica) en e rendimiento de extraccion, €
contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos de Ganoderma spp., utilizando un disefio experimental univariado
secuencia ?

Formulacion delahipotesis

Las variables operativas del ultrasonido amplitud, relacion solvente y materia prima
(S/F) y energia suministrada influyen significativamente y de manera diferenciada en
el rendimiento de extraccion, € contenido de compuestos fendlicos totales y la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos de Ganoderma spp., cuando se
eval Uan de forma secuencial mediante un disefio experimental univariado.

Formulacion delos objetivos de la investigacion

1.5.1. Objetivo general

- Evauar € efecto de las variables operativas del ultrasonido (amplitud, relacion

solvente y materia prima (S/F) y energia suministrada) sobre el rendimiento de



extraccion, contenido de compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante
de extractos obtenidos a partir de Ganoderma spp., mediante un disefio

experimental univariado secuencial.

1.5.2. Objetivos especificos

1.6.

- Andizar @ efecto de la amplitud del ultrasonido sobre el rendimiento de
extraccion, contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de los
extractos de Ganoderma spp.

- Determinar lainfluencia de larelacion solvente y materia prima (S/F) sobre las
variables de respuesta del proceso de extraccion mediante ultrasonido.

- Evauar d impacto de la energia total suministrada en €l proceso de extraccion
de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante, identificando niveles
Optimos de procesamiento.

Importanciay justificacion

El género Ganoderma, especialmente Ganoderma lucidum, es reconocido por sus
propiedades medicinales, atribuidas a compuestos bioactivos como triterpenoides,
polisac&ridos y acidos ganodéricos. Tradicionamente, la extraccion de estos
compuestos se ha realizado mediante métodos convencionales que suelen ser menos
eficientes y més prolongados. La extraccion asistida mediante ultrasonido (EAU),
emerge como una técnica prometedora debido a su capacidad para incrementar la
eficaciay disminuir € periodo de extraccion. Estudios han demostrado que la EAU
puede incrementar € rendimiento de compuestos bioactivos en comparacion con
meétodos tradicionales.

Para Ramirez et al.(2019), €l ultrasonido de potencia se presenta como una alternativa
eficaz para la obtencion de compuestos bioactivos a partir de combinaciones que

incluyen desechos agroaimentarios. Asimismo, la industria aimentaria ha



intensificado la busqueda de tecnol ogias eficientes que permitan obtener extractos con
alto contenido de compuestos bioactivos y elevada actividad antioxidante. En este
estudio se evaluo la extraccion asistida por ultrasonido de potencia aplicada a mezclas
de Aloe vera y pasta prensada de uva, con € proposito de cuantificar su contenido
fendlico y su capacidad antioxidante, también las extracciones se realizaron con un
equipo Hielscher UP400S, empleando sonotrodos de 14 y 40 mm durante 5 y 10
minutos a 20 °C. Los resultados mostraron concentraciones de compuestos fendlicos
inferiores a 0,1 y hasta 1,5 mg EAG/g, siendo menores en las mezclas con mayor
proporcion de Aloe vera. El sonotrodo de 40 mm favorecié una mayor recuperacion de
compuestos fendlicos.

Este estudio de Hossain et al.( 2021), evidencian que Ganoderma applanatum posee
actividad antidiabética, hipolipidémicay hepatoprotectora. Estos ef ectos fueron ademas
respaldados mediante anadlisis computacionales, que confirmaron la interaccion
potencial de sus compuestos bioactivos con dianas molecul ares rel evantes. Laactividad
observada podria atribuirse a la diversidad de metabolitos activos presentes en este
hongo, |os cual es actuarian de manera complementaria sobre distintas vias metabolicas.
En este contexto, Ganoder ma applanatum se perfila como una fuente prometedora de
compuestos con potencial terapéutico para e manejo de la diabetes, la hiperlipidemia
y las ateraciones hepéti cas asociadas, especialmente en pacientes con hiperglucemiay
complicaciones metabdlicas rel acionadas.

A nivel metodolégico para Ramirez Ayaa et al. (2020), evaluaron e potencial
comercial de la diversidad fungica local, se determinaron los contenidos de acidos
ganodéricos (AG) en tres fuentes: una cepa silvestre de Ganoderma sp., una variedad
comercial de Ganoderma lucidumy el sustrato residual posterior a cultivo. La cepa

silvestre fue recolectada en Quimbaya (Quindio) Colombia, mientras que la variedad



comercial se cultivO sobre residuos agroindustriales de plétano. Las muestras,
analizadas por triplicado, se sometieron a extraccion mediante fluidos supercriticos y
ultrasonido, y la cuantificacion de AG se realizd por HPLC usando acido ganodérico.
El ultrasonido mostré mayores rendimientos de extraccion. La cepa silvestre present6
la mayor concentracion de AG (266 ug/g), aproximadamente 30 % superior a la
comercial, lo que sugiere su potencial como fuente con proyeccion comercial.

A nivel ambiental para Fgjardo et a. (2022), la extracciéon asistida por ultrasonido
(EAU) para obtener aceites vegetal es muestra que, aunque utiliza disolventes como €l
hexano, su consumo es menor gue en los métodos convencionales. Ademas, reduce el
tiempo de proceso y mejora e rendimiento de extraccion. Los aceites obtenidos
mantienen compuestos bioactivos con efectos beneficiosos, como la actividad
antioxidante en lacanolay el potencial anticancerigeno en el aceite de oliva.

A nivel tedrico, Cui et a., (2025), la extraccion asistida por ultrasonido (UAE) ha
demostrado superar ala extraccion por reflujo en caliente (HRE) en larecuperacion del
contenido total de triterpenos (TTC) y del contenido total de compuestos fendlicos
(TPC). Para la optimizacion del proceso se aplicd un enfoque hibrido que integro la
Metodol ogia de Superficie de Respuesta, Redes Neuronales Artificiales y Algoritmos
Geneéticos (RSM-ANN-GA), permitiendo gjustar de manera sistematicalos parametros
operativos de la UAE (potencia ultrasonica de 240 a 320 W, concentracion de etanol de
70 a90 %, relacion liguido solido de 50 a 70 mL/g y tiempo de sonicacion de 30 a 90
min). El objetivo fue maximizar los valores de TTC, TPC, asi como la actividad
antioxidante determinada mediante los ensayos de captura del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y & Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP). Las

condiciones Optimas establecidas fueron una potencia ultrasonica de 320 W,
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concentracion de etanol del 74 %, relacion liquido-sdlido de 61 mL/g y un tiempo de
sonicacion de 69 min.
. MARCO TEORICO

Antecedentes

Su et al.(2020) investigaron la composicién fitoquimica de la fraccion de acetato de
etilo (EtOAC) obtenida a partir de los cuerpos fructiferos de Ganoderma applanatum,
logrando e aislamiento de 22 triterpenoides, entre ellos 17 compuestos nuevos y 5
analogos previamente descritos. Desde € punto de vista estructural, los compuestos 1
y 2 fueron identificados como triterpenoides tipo lanostano con estructura espironica
en C-23, y laconfiguracion absolutadel compuesto 1 se confirmé de manerainequivoca
mediante andlisis cristalogréfico de rayos X de monocristal. El compuesto 6 constituyo
el primer gemplo reportado de un triterpenoide 2 norlanostano que presenta unainusual
fraccion hemiacetal. Los compuestosaislados (1-5, 7-11, 13-22y 3a) fueron evaluados
por su actividad antiadipogénica utilizando el modelo celular de adipocitos 3T3-L1.
Los compuestos 11 y 17 mostraron una inhibicion significativa y dependiente de la
dosis en laacumulacién delipidos, asi como unareduccion delos nivelesintracelulares
de triglicéridos (TG) y colesterol total (TC) en células 3T3-L1 diferenciadas. Estos
hallazgos sugieren que los triterpencides de tipo lanostano atamente oxigenados
presentes en Ganoderma applanatum podrian considerarse candidatos prometedores
para inhibir la diferenciacion de preadipocitos y la acumulacion lipidica, lo que abre
una perspectiva potencial en €l abordaje terapéutico de la obesidad y de enfermedades
asociadas, como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). La figura 1 demuestra que los
compuestos 11y 17 g ercen efectos dosis dependientes sobre la viabilidad de adipocitos

3T3 L1, siendo e compuesto 11 mas citotoxico a atas concentraciones. Estos



resultados son fundamental es para establ ecer rangos adecuados en estudios orientados
al tratamiento potencial de obesidad y trastornos metabdlicos.
Figura 1

Viabilidad celular de adipocitos 3T3-L1 tratados con los compuestos 11y 17
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Nota. Adaptado de “Highly oxygenated lanostane triterpenoids from Ganoderma applanatum as a class
of agents for inhibiting lipid accumulation in adipocytes”, por H.-G. Su et al., 2020, Bioorganic

Chemistry, 104, 104263. https.//doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.104263.

Luo et al.(2020) llevaron a cabo un estudio fitoquimico exhaustivo de los cuerpos
fructiferos de Ganoderma applanatum, que condujo a aislamiento de cinco
triterpenoides tipo lanostano previamente no reportados (1 a 5), junto con seis
compuestos ya conocidos (6 a 11), cuyos perfiles estructurales fueron debidamente
elucidados. Los compuestos 1 y 2 fueron identificados como triterpenoides tipo
lanostano que presentan dos cadenas laterales diferenciadas una de mayor longitud y
otra mas corta ambas unidas al carbono C-17 del esqueleto triterpénico. Cabe destacar
gue estas configuraciones estructurales reorganizadas se describen por primera vez
dentro del género Ganodermataceae, |0 que amplia € conocimiento quimico de este
taxon y refuerza su relevancia como fuente de metabolitos secundarios con
caracteristicas estructurales singulares. Asimismo, € compuesto 2 posee una fraccion
carbonilica 7,8,9,11,12 insaturada singular y una funcionalidad endlica. Los

compuestos 1, 3y 4 mostraron potentes actividades antiinflamatorias in vitro, lo que



respalda la pertinencia de redlizar estudios farmacol 6gicos adicionales para evaluar su
potencial terapéutico.

Figura 2

Espectros de dicroismo circular electronico (ECD) experimental y calculado del

compuesto 5y su enantiomero
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Nota. Comparacién entre el espectro ECD experimental del compuesto 5 (linea negra), el espectro ECD
calculado del compuesto 5 (linea roja) y el espectro calculado de su enantiomero (linea azul). La
concordancia entre el espectro experimental y el calculado del compuesto 5, junto con la inversion de
signo observada para €l enantiomero, confirma la asignacion de la configuracion absoluta. Adaptado de
“Lanostane-type triterpenoids from Ganoderma applanatum and their inhibitory activities on NO
production in LPS-induced BV-2 cells”, por D. Luo et al.,, 2020, Phytochemistry, 177, 112453.

https.//doi.org/10.1016/].phytochem.2020.112453.

Seguin Pat et a.(2023), € estudio demostrd por primeravez € efecto de la dicitacion
con metil jasmonato en cultivos de micelio de Ganoderma applanatum sobre la
produccion de acido ganodérico A y &cido ganodérico C. Los resultados evidenciaron
diferencias tanto en laacumulacion de |os compuestos analizados como en lamagnitud
del efecto estimulante de la €icitacion sobre su produccion. Asimismo, no se
observaron efectos adversos en el crecimiento de la biomasa como consecuenciade los

tratamientos aplicados. Por otro lado, € estudio document6 e efecto citotoxico del



extracto de biomasa obtenido tras € proceso de elicitacion en lineas celulares
seleccionadas de cancer humano, asi como su selectividad frente a células normales.
En consecuencia, se propone que los cultivos de micelio de Ganoderma applanatum
constituyan un modelo adecuado para estudiar la dindmica de acumulacion de
compuestos con potencial terapéutico mediante elicitacion abiotica.

De acuerdo a Song et al.(2021), los resultados evidenciaron que € SGRP (sulfated
Ganoderma polysaccharide rich protein, proteina rica en polisacaridos sulfatados de
Ganoderma) presentdé un ato grado de homogeneidad estructural, con un peso
molecular de 15.542 Day un contenido de azufre del 7,8 %. Ademas, los estudios in
vivo demostraron que este compuesto mitiga €l dafio hepatico inducido por CCl,
(tetracloruro de carbono), lo que se atribuye al incremento de la actividad de enzimas
antioxidantes, alainhibicion delaviade sefializacion TLR4/NF-kB (receptor tipo Toll
4/factor nuclear kappa B) y a la disminucion en la liberacion de citocinas
proinflamatorias. En conjunto, estos hall azgos sugieren que el SGRP posee un potencial
terapéutico relevante en @ tratamiento de procesos fibroéticos hepéticos, tanto como
suplemento alimenticio como en €l desarrollo de formul aciones farmacéuti cas por parte
de laindustria especializada.

Segun Li et a.(2018), en este estudio, los &cidos ganoaplanicos Ay B (1y 2) se
identificaron como dos triterpenoides reorganizados de tipo lanostano, caracterizados
por un esqueleto tetraciclico fusionado 6/6/5/6. Entre ellos, € compuesto 2 constituye
el primer g emplo descrito de un triterpenoide reorganizado que presenta un anillo
carbociclico de tres miembros. Por su parte, el compuesto 3 se distingue por poseer una
inusual fraccion epdxido en las posiciones 11,12. En comparacion con los
triterpenoides aislados de otras especies del género Ganoderma, como Ganoderma

lucidum, Ganoderma calidophilum, Ganoderma cochlear y Ganoderma resinaceum,



los compuestos obtenidos de Ganoderma applanatum presentan caracteristicas
estructurales distintivas. Esta diferenciacion sugiere la posible existencia de perfiles de
bioactividad particulares. Asimismo, Ganoderma applanatum ha sido utilizado en €
ambito clinico parad tratamiento de enfermedades hepéticas, |0 que refuerza el interés
cientifico en el estudio de sus metabolitos secundariosy su potencial terapéutico.
Segun Li et a., (2020), € estudio establecié un método eficaz para la extraccion de
acido ganodérico A y D apartir de Ganoderma lucidum. Traslarevision delaliteratura,
se evidencié que los liquidos ionicos (ILs) presentan una mayor eficiencia que los
disolventes tradicionales en la extraccion de flavonoides, compuestos fendlicos,
saponinas y terpenoides. En comparacion con los métodos convencionales, e enfoque
propuesto permitié obtener un mayor rendimiento en la extraccion de los acidos
ganodéricos A y D. Asimismo, se determinaron las condiciones Optimas para la
extraccion asistida por ultrasonido con liquidos iénicos (ILUAE). Para optimizar €
proceso y predecir € rendimiento de extraccion, se empled e agoritmo de retro
propagacion de Levenberg Marquardt en una red neurona artificial de tres capas. La
configuracion con nueve neuronas en la capa oculta mostré el mejor desempefio, con
un error cuadrético medio (MSE) de 0,09622 y un alto coeficiente de correlacion (R =
0,93332). Bgjo las condiciones experimentales evaluadas, € modelo de red neuronal
demostro una adecuada capacidad para simular los datos experimentales y reproducir
el comportamiento del proceso de extraccion.

Segun Im et a.(2021), en este estudio se evaluaron las actividades antioxidantes y
antiinflamatorias del extracto metandlico (ME, methanolic extract) y del extracto
acuoso obtenido por decocciéon en caliente (HE, hot water extract) a partir de los
cuerpos fructiferos de Ganoder ma applanatum. La capacidad de eliminacion del radical

1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) del ME a 2,0 mg/mL (94,83 %) fue comparable a



la del butilhidroxitolueno (BHT, butylated hydroxytoluene), utilizado como estandar
de referencia. De igual manera, ambos extractos mostraron una actividad semejante al
BHT frente a radicales hidroxilos, aunque presentaron una menor inhibicion de la
peroxidacion lipidica. El andlisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC, high-performance liquid chromatography) permitio identificar nueve
compuestos fendlicos, que podrian estar relacionados con las actividades observadas.
La viabilidad de los macréfagos RAW 264.7 tratados con 2,0 mg/mL de ME y HE
oscilé entre 65,23 % y 68,12 %, lo que indica una ligera citotoxicidad a dicha
concentracion. Ademés, los extractos inhibieron la expresion de la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS, inducible nitric oxide synthase), mediada por Oxido nitrico
(NO, nitric oxide), en macrofagos estimulados con lipopolisacaridos (LPS,
lipopolysaccharides), y redujeron e edema de pata inducido por carragenina en ratas.
En conjunto, los resultados evidencian que los cuerpos fructiferos de Ganoderma
applanatum poseen destacadas propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, 10 que
respalda su potencial en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

Zhen et al. (2018) explican como purificaron y caracterizaron un polisacarido de
Ganoderma applanatum, un hongo utilizado en las Técnicas delaMedicina Tradicional
y la Medicina ancestral China (MTC) por sus propiedades medicinales, como las
actividades analgésicas, hepatoprotectoras, inmunomoduladoras y antitumorales.
Caracterizaron la estructurade GAP-3S, incluyendo su peso molecular, lacomposicion
de monosacaridos y el andlisis espectroscopico en € infrarrojo. Ademas, investigaron

laactividad antitumoral del polisacarido frente a células de cancer de mama humano.



Figura 3
Efecto dosis-dependiente de GAP-3S sobre |a induccion de apoptosis y necrosis
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Nota. Disponible en Zhen et a.(2018).

El tratamiento con GAP-3S induce muerte celular de manera dependiente de la
concentracion, observandose un incremento progresivo en el porcentgjetotal de cédlulas
apoptoticas y necréticas a medida que aumenta la dosis (0, 125, 250 y 500 pug/ml). La
apoptosis constituye e principal mecanismo de muerte celular, evidenciado por €
aumento marcado tanto de céulas en apoptosis temprana como tardia, especialmente a
concentraciones de 250 y 500 pg/ml. En contraste, la necrosis también aumenta, pero
en menor proporcion, lo que sugiere que € efecto citotdxico del GAP-3S ocurre
predominantemente a través de un proceso regulado de muerte celular (apoptosis) y no
por dafo celular descontrolado. Estos resultados indican que € compuesto gerce un
efecto biol6gico dosis-dependiente, promoviendo principa mente apoptosis.

Sarhadi et al. (2026) evaluaron la eficacia de la extraccidn asistida por ultrasonido
(UAE) para recuperar compuestos fendlicos, antioxidantes y compuestos
antimicrobianos apartir de hojas, frutosy raices de Capparis spinosa L.. Paraoptimizar
el proceso se aplicé metodologia de superficie de respuesta (RSM) considerando dos

variables principales: tiempo de extraccion (10, 25 y 40 min) e intensidad ultrasonica



(40 %, 70 % y 100 %). Los resultados mostraron que las condiciones éptimas fueron
36 miny 91 % de intensidad ultrasonica, bajo las cuales se obtuvo el mayor contenido
de compuestos fendlicos totales, alcanzando 21,80 mg/g en hojas, 14,96 mg/g en raices
y 15,11 mg/g en frutos. Asimismo, |0s extractos presentaron unaimportante capacidad
antioxidante eval uadamediante el ensayo DPPH, registrandose valoresde 1Cs de 11,75
pg/mL para extractos de hojas, lo que evidencia una elevada capacidad de
neutralizacion de radicales libres. Los autores concluyen que el incremento del tiempo
de sonicacion y de la intensidad ultrasonica favorece la liberacion de metabolitos
antioxidantes, demostrando que la extraccion por ultrasonido constituye una técnica
eficiente y sostenible parala obtencion de compuestos bioactivos de origen vegetal.
Suktham et al. (2026) compararon la extraccion asistida por ultrasonido (UAE) con la
extraccion mediada por micelas (MME) para la obtencion del compuesto bioactivo
(2E,4E,8Z,10E)-N-isobutyl-2,4,8,10-dodecatetraenamida (IBDTA) a partir de Acmella
oleracea. Para la técnica UAE se optimizaron variables como amplitud ultrasonica,
tiempo de extraccion y relacion solido-sol vente mediante metodol ogia de superficie de
respuesta (RSM). Los resultados indicaron que la mayor eficiencia de extraccion se
alcanzo a 20 % de amplitud, 20 min de sonicacion y una relacion solido-solvente de
1.5, logrando un rendimiento de 25,94 pg/g de extracto crudo. Los autores sefialaron
gue la cavitacion generada por las ondas ultrasonicas mejora la transferencia de masa
entrelamatriz vegetal y el solvente, facilitando laliberacion de compuestos bioactivos.
Estos resultados evidencian que la UAE constituye unatecnologia de extraccion verde
con ato potencial para aplicaciones industriales en la obtencion de metabolitos
bioactivos en las industrias farmacéutica, nutracéuticay cosmecéutica.

Jmeénez Moreno et a. (2026) investigaron la aplicacion de la extraccion asistida por

ultrasonido (UAE) para recuperar compuestos fendlicos presentes en la cascara de



Campomanesia phaea (cambuci). Para optimizar €l proceso se empled un disefio Box
Behnken, evaluando variables como concentracion de etanol, temperatura, amplitud
ultrasonicay ciclo de sonicacion. Los resultados indicaron que las condiciones éptimas
fueron 62,3 % de etanol, 45,4 °C, 70 % de amplitud y 10 min de extraccion,
obteniéndose una elevada recuperacion de compuestos fendlicos totales y una
capacidad antioxidante de 24,059 mg g1. Asimismo, € estudio permitio identificar
compuestos bioactivos como chalconas mediante caracterizacion analitica avanzada.
Los autores concluyen que la UAE representa una aternativa sostenible frente a
métodos tradicionales como Soxhlet 0 maceracion, ya que reduce e consumo de
solventes y € tiempo de extraccion mientras mejora la recuperacion de metabolitos
bioactivos.

Lu et a. (2026) desarrollaron un método de extraccion asistida por ultrasonido
utilizando solventes eutécticos profundos (DES) para |la recuperacion de resveratrol a
partir de Polygonum cuspidatum. El sistema de solvente optimo fue cloruro de colina
gliceral (1:2) con 20 % de agua. La optimizacion del proceso mediante metodologia de
superficie de respuesta (RSM) permitio obtener un contenido maximo de 4,45 + 0,25
mg/g de resveratrol, empleando 200 W de potencia ultrasonica, 20,5 minutos de
sonicacion y 33,3 mL/g de relacion liguido-solido. El andlisis por microscopia
electronicarevel 0 que la cavitacion ultrasonica produce unarupturasignificativade las
paredes celulares, 10 que explica la mayor eficiencia extractiva frente a métodos
convencionales como la extraccion por reflujo con etanol. Los autores concluyen que
la combinacion de DES y ultrasonido constituye una estrategia rapida, eficiente y
ambientalmente sostenible para la recuperacion de compuestos fendlicos de matrices

vegetales.



Ma et al. (2026) evaluaron la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos
fendlicos en la microalga Tetraselmis tetrahele con e objetivo de meorar €
rendimiento de compuestos bioactivos y su actividad antioxidante. Se analizaron
variables como la composicion del solvente, temperatura, tiempo de extraccion y
relacion solido-solvente, determinandose condiciones Optimas de 1:75 (solido-
solvente), 25 °C, 15 minutos de extraccion y 75 % de etanol. Los extractos obtenidos
mediante UAE presentaron incrementos significativos en €l contenido de écido galico,
compuestos fendlicos totales, flavonoides y actividad antioxidante determinada por los
ensayos ABTSy DPPH, superando ampliamente a |os obtenidos mediante maceracion
convencional. Los autores concluyen que la UAE constituye una tecnologia verde
eficiente y escalable para la obtencion de compuestos antioxidantes a partir de
microal gas con aplicaciones en alimentos funcionales y nutracéuticos.

Zhu et a. (2026) desarrollaron un proceso integrado basado en extraccion asistida por
ultrasonido y purificacion con resinas macroporosas para recuperar polifenoles
bioactivos de vainas de Paeonia odtii. La optimizacion del proceso mediante
metodol ogia de superficie de respuesta permitio establecer condiciones optimas de 46
% de etanol, relacion liquido-sdlido de 14 mL/g y 60 minutos de ultrasonido, logrando
un rendimiento de 52,17 mg equivalentes de acido galico por gramo de materia seca.
Posteriormente, la fraccion polifendlica purificada mostrd una fuerte actividad
inhibitoria frente a a-glucosidasa, con un valor 1C50 de 639,96 pg/mL, lo que sugiere
un potencia parael control de la hiperglucemiapostprandial. Los autores destacan que
la cavitacion ultrasonica facilita la ruptura de la pared celular y mejoralatransferencia
de masa, permitiendo una recuperacion mas eficiente de polifenoles en comparacion

con métodos convencionales.



Stinco et al. (2025) investigaron la extraccion de zeaxantina a partir de bayas de goji
(Lycium barbarum) utilizando ultrasonido y microondas. Los resultados mostraron que
la extraccion ultrasonica acanzé un rendimiento de 68 % (151,8 mg/kg), superior al
obtenido mediante microondas (54,5 %). Los autores sefialan que la eficiencia de la
UAE se relaciona con € fendbmeno de cavitacion acuUstica, € cua mejora la
transferencia de masa entre el solventey lamatriz vegetal. Ademas, €l uso de aceite de
maiz como solvente alimentario permitio desarrollar un método libre de solventes
organicos, lo que favorece su aplicacion directa en alimentos funcionales.

Vargas et a.(2026) evaluaron la aplicacion de extraccion asistida por ultrasonido en
semillas de copoaz( (Theobroma grandiflorum) para obtener compuestos bioactivos
con potencial aplicacion en alimentos funcionales. Los resultados mostraron que la
UAE incrementd significativamente e contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides en 47,6 % y 89,8 % respectivamente, en comparacion con la extraccion
convencional. Asimismo, los extractos obtenidos presentaron una mayor actividad
antioxidante evaluada mediante los ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Los autores
atribuyen estos resultados a efecto de cavitacion generado por las ondas ultrasonicas,
el cual produce laruptura delas paredes celularesy facilitalaliberacion de compuestos
bioactivos presentes en la matriz vegetal.

Peres et al. (2026) analizaron la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos
bioactivos en especies de Capsicum con e propésito de desarrollar microcapsulas
funcional es para su incorporaci on en matrices alimentarias. L os resultados demostraron
gue la UAE incremento significativamente la recuperacion de capsaicinoides y
compuestos fendlicos, incluyendo acido ferdlico, a&cido p-cumérico y rutina. Ademas,
los extractos obtenidos mediante ultrasonido presentaron mayor estabilidad

antioxidante y mejores caracteristicas funcionales tras su encapsulacion. Los autores



destacan que la cavitacion ultrasonica facilita la ruptura de estructuras celulares,
mejorando la liberacidn de metabolitos y reduciendo el tiempo de extraccion.

Berkati et a. (2026) optimizaron la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos
bioactivos presentes en frutos de Prunus spinosa utilizando glicerina como solvente de
grado alimentario. El estudio demostré que la aplicacion de ultrasonido permitio
incrementar €l contenido de compuestos fendlicos totales de 9,28 a 23,22 mg GAE/q,
mientras que la actividad antioxidante evaluada mediante el ensayo DPPH aumento de
57,04 % a 86,34 %. La optimizacion del proceso se realiz6 mediante metodologia de
superficie de respuesta y redes neuronales artificiades, identificandose como
condiciones 6ptimas 9 minutos de extraccion, 100 % de amplitud ultrasonicay 40 % de
aguaen glicerina.

Batista et a. (2026) estudiaron la extraccion ultrasonica de compuestos fendlicos a
partir de cascara de papa (Solanum tuberosum), un subproducto de la industria
alimentaria. La optimizacion del proceso mediante metodologia de superficie de
respuesta permitié determinar como condiciones ideales 66,9 minutos de extraccion,
44,9 °C y una relacion solido solvente de 1:46,82. Los resultados demostraron que la
UAE mejora significativamente la recuperacion de compuestos fendlicos debido a la
cavitacion generada por las ondas ultrasonicas, la cua produce larupturade las paredes
celularesy facilitalaliberacion de metabolitos antioxidantes.

Firdaus et al. (2026) investigaron la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos
bioactivos presentes en residuos de café (Coffea arabica), utilizando diferentes
solventes con e objetivo de valorizar este subproducto agroindustrial. El sistema
solvente optimo fue una mezclaglicerol metanol, que permitié obtener un contenido de
compuestos fendlicos totales de 6,059 mg GAE/g y flavonoides de 8,549 mg QE/g.

Mediante andlisis LC-MS se identificaron metabolitos como cafeina y acidos



clorogénicos, asociados con actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Los autores
concluyen gue la UAE constituye una estrategia sostenible para la recuperacion de
metabolitos de alto valor a partir de residuos agroindustriales.

Liu et a. (2026) desarrollaron una estrategia de extraccion sinérgicain situ asistida por
ultrasonido para recuperar acidos fendlicos de Lonicera japonica Thunb., empleando
un solvente eutéctico profundo ternario (TDES) y una optimizacion integrada mediante
RSM-ANN-GA. Tras €l cribado de veinte formul aciones, sel eccionaron como solvente
optimo e sistema formado por choline dihydrogen citrate, &cido lactico y urea, y
determinaron como condiciones Optimas 37 % de agua, 28 mL/g de relacion
liquido/solido, 30 min de ultrasonido, 12 min de voértex y 240 W de potencia
ultrasonica. Bajo estas condiciones, € rendimiento total de cuatro écidos fendlicos
alcanz0 90.66 + 1.46 mg/g, valor superior a de los métodos convencionales. Ademés,
el estudio confirmé que la intensificacion cavitacional favorecio la ruptura de pared
celular y megjoro la transferencia de masa, respaldando el potencial del proceso como
una alternativa verde, eficiente y reproducible para la recuperacion de compuestos
fendlicos bioactivos.

Kaur et a. (2026) investigaron la extraccion asistidapor ultrasonido y enzimas (UAEE)
para recuperar aceite de semillas de Moringa oleifera, utilizando celulasa y
optimizando el proceso mediante metodologia de superficie de respuesta con disefio
compuesto central. Evaluaron tres variables criticas. amplitud ultrasonica (20-60 %),
tiempo de incubacion (1-2 h) y tamafo de particula (0.3-2.36 mm). El estudio
determinG como condiciones optimas 20 % de amplitud, 1 h de incubacion y 0.3 mm
de tamafio de particula, con un rendimiento de 35.81 %, mientras que la validacion
experimental mostré un rendimiento cercano de 35.88 %. El andlisis estadistico indico

gue e tamafio de particula fue € factor mas influyente, seguido del tiempo de



incubacion y la amplitud ultrasonica. Los autores concluyeron que la combinacion de
ultrasonido y tratamiento enzimético genera un efecto sinérgico, favoreciendo la
ruptura estructural de las célulasy mejorando la liberacion del aceite.

Barros et a.(2025) realizaron un estudio comparativo entre extraccion asistida por
microondas (MAE) y extraccion asistida por ultrasonido (UAE) para recuperar
compuestos fendlicos de corteza de Pinus pinaster. Mostré que la UAE permitio
obtener 3.47 g de extracto/100 g de cortezay 514 mg GAE/g, mientras que la MAE
alcanz6 mayores valores. No obstante, la UAE mostré mejor desempefio en algunas
respuestas biol dgicas especificas, como TBARSy CAA.

(Huo et a., 2025) optimizaron la recuperacion de compuestos fendlicos a partir de
residuos del tallo de Flammulina vel utipes mediante extraccion asistida por ultrasonido
integrada con surfactantes no ionicos. Los resultados demostraron que esta técnica
incrementd significativamente el rendimiento de polifenoles respecto a métodos
convencionales de extraccion, ademéas de mejorar la actividad antioxidante evaluada
mediante ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Asimismo, € estudio evidencio que la
optimizacion de variables como tiempo, temperatura y potencia ultrasonica permitio
aumentar la eficienciadel proceso y reducir €l consumo energético, |o que posicionaa
laUAE como una alternativa sostenible para la valorizacion de biomasa fungica.

Los hongos comestibles han sido reconocidos como una importante fuente de
compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes.
Diversas investigaciones han sefialado que los compuestos fendlicos presentes en
hongos pueden contribuir a la prevencion de enfermedades relacionadas con € estrés
oxidativo. En este contexto, € desarrollo de tecnologias emergentes de extraccion ha
permitido mejorar la recuperacion de estos compuestos bioactivos. Entre estas

tecnologias, la extraccion asistida por ultrasonido, microondas, fluidos supercriticosy



liquidos presurizados han demostrado ser métodos eficientes y sostenibles para obtener
extractos ricos en polifenoles, ya que reducen los tiempos de procesamiento y €
consumo de solventes en comparacién con técnicas tradicionales como la maceracion
0 Soxhlet (Pari et a., 2025).

L os hongos medicinales constituyen una fuente importante de metabolitos bioactivos
con diversas actividades biolégicas. Se ha reportado que compuestos como
polisacéridos, triterpenoides, compuestos fendlicos y péptidos bioactivos pueden
gjercer efectos antioxidantes y antiinflamatorios al modular diferentes rutas celulares
asociadas al estrés oxidativo y a procesos inflamatorios cronicos. Estos compuestos
pueden actuar sobre mecanismos moleculares como lasvias NF-kB, MAPK y Nrf2, las
cuales participan en la regulacion de la respuesta inmunoldgica y en la reduccion del
dano celular inducido por radicales libres (Xiaoying et a., 2025).

El interés por |os hongos medicinal es también se rel aciona con su composicion quimica
y sus potencial es aplicaciones terapéuticas. En particular, Ganoderma lucidum ha sido
ampliamente estudiado por contener diversos metabolitos bioactivos, como
polisacéridos, triterpenoides, compuestos fendlicos, esteroles y proteinas. Estos
compuestos han demostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e
inmunomodul adoras, ademas de efectos protectores frente aenfermedades metabdli cas,
cardiovasculares y neurodegenerativas. Los avances en tecnologias de extraccion,
como la extraccion asistida por ultrasonido y microondas, han permitido mejorar la
recuperacion y biodisponibilidad de estos compuestos, ampliando su potencia en €
desarrollo de alimentos funcionales y productos nutracéuticos (Plosca et a., 2025).
Diversos estudios han evaluado la composicion quimica de diferentes especies de
hongos comestibles, destacando su contenido de compuestos fendlicos, vitaminas,

minerales y acidos grasos. En unainvestigacion reciente se analizaron cuatro especies



de hongos comestibles, determinandose su perfil de compuestos fendlicos mediante
HPLC y su composicion lipidica mediante GC-MS. Los resultados mostraron que €l
acido gdlico fue uno de los compuestos fendlicos predominantes, mientras que el &cido
linoleico represent6 e principal acido graso identificado. Asimismo, los extractos de
estos hongos presentaron actividad antioxidante y capacidad para inhibir la enzima
xantina oxidasa, lo que sugiere su potencia aplicacion en la prevencion de
enfermedades asociadas a estrés oxidativo (Ekin et al., 2025).

El potencia terapéutico de los hongos también ha sido evaluado en estudios que
analizan sus efectos protectores frente a diversas enfermedades. Investigaciones
recientes han demostrado que extractos obtenidos de especies como Ganoderma
lucidum, Hericium erinaceus, Pleurotus ostreatus y Agaricus bisporus poseen
propiedades antioxidantes, neuroprotectoras y hepatoprotectoras. Estos efectos se
atribuyen principalmente a la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y otros
metabolitos secundarios capaces de reducir el estrés oxidativo, modular |a respuesta
inflamatoria'y mejorar diferentes parametros fisiol 0gicos asociados a envejecimiento
celular (Abdelkader et al., 2025).

L as especies de hongos medicinales también han sido utilizadas tradiciona mente por
su valor nutricional y farmacoldgico. Un giemplo es Hericium erinaceus, especie que
contiene diversos metabolitos bioactivos como polisacaridos, compuestos fendlicos y
terpenoides, asociados con propiedades antioxidantes, neuroprotectoras e
inmunomoduladoras. La literatura reciente destaca que estos compuestos pueden
contribuir a la prevencion de enfermedades neurodegenerativas y a la mejora de la
funcién cognitiva, lo que hagenerado un creciente interés en su aplicacion en alimentos

funcionales y productos nutracéuticos (Suleimenovaet al., 2025).



Asimismo, la incorporacion de hongos medicinales en e desarrollo de aimentos
funcionales ha sido objeto de estudio debido a su contenido de compuestos bioactivos.
Investigaciones recientes han demostrado que la adicion de polvo liofilizado de
Hericium erinaceus en alimentos puede incrementar €l contenido de proteinas, fibra
dietética y compuestos fendlicos, mejorando asi € valor nutricional y funcional del
producto final. Ademas, estos compuestos han mostrado propiedades antioxidantes y
neuroprotectoras que podrian contribuir ala prevencién de enfermedades relacionadas
con e enveg ecimiento (Gunathilake et a., 2025).

Finalmente, algunos estudios han explorado el uso de hongos medicinales en procesos
biotecnol 6gicos relacionados con la valorizacion de residuos agroindustriales. Se ha
demostrado que diferentes especies de hongos pueden crecer en medios ricos en
compuestos fendlicos y degradar estos compuestos mediante procesos enzimaticos. En
particular, ciertas especies han mostrado una elevada capacidad para eliminar
compuestos fendlicos presentes en aguas residuales de la industria del aceite de oliva,
alcanzando tasas de remocion superiores al 80 %, o que evidencia su potencial para
aplicaciones en biorremediacion y produccion de metabolitos de interés industrial
(Diamantis et a., 2025).

En las Ultimas décadas, €l interés cientifico por os hongos medicinales ha aumentado
considerablemente debido a su riqueza en metabolitos secundarios con potencial
terapéutico. Diversos estudios han demostrado que los macrohongos constituyen una
fuente importante de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerigenas e inmunomoduladoras, o que ha
impulsado su estudio en campos como la biotecnologia, la farmacologiay la medicina
natural (Pigon-Zajac et al., 2025). Estos organismos, pertenecientes principa mente a

los filos Basidiomycotay Ascomycota, han sido utilizados durante siglos en diferentes



sistemas de medicina tradicional, especialmente en Asia, donde forman parte de
préacticas terapéuticas destinadas a fortalecer € sistemainmunologico y tratar diversas
enfermedades.

Los hongos medicindes se caracterizan por producir una amplia variedad de
metabolitos secundarios, tales como polisacaridos, compuestos fendlicos, terpenoides,
esteroides, flavonoides y alcaloides. Estos compuestos han demostrado poseer
multiples actividades biologicas relevantes para la salud humana. En particular, los
polisacéridos, especiamente los -glucanos, han sido ampliamente estudiados por su
capacidad de estimular larespuestainmunitariay su posible aplicacion en el tratamiento
de enfermedades crénicas (Sevindik et a., 2025). Asimismo, los compuestos fendlicos
presentes en diferentes especies de hongos contribuyen significativamente a su
actividad antioxidante, lo cual permite neutralizar radicales libres y reducir €l dafio
oxidativo asociado con diversas patologias.

Entre los hongos medi cinales méas investigados se encuentran especi es pertenecientes a
la familia Polyporaceae, que incluyen géneros ampliamente reconocidos por su valor
farmacol 6gico. Dentro de este grupo se encuentran especies como Ganoder ma lucidum,
Fomes fomentarius, Cerrena unicolor y Phellinus spp., las cuales han demostrado
poseer multiples propiedades biologicas. De acuerdo con Pigon-Zajac et al. (2025),
aproximadamente 700 especies de hongos han sido identificadas con potencial
medicinal, o que evidencia la enorme diversidad de compuestos bioactivos presentes
en estos organismos y su relevancia como fuente de nuevos farmacos.

Uno de los hongos mas estudiados es Ganoderma lucidum, conocido comunmente
como “reishi”. Este macrohongo ha sido utilizado durante siglos en la medicina
tradicional asiética debido a sus multiples efectos beneficiosos sobre la salud.

I nvestigaciones recientes han identificado méas de 400 metabolitos secundarios en esta



especie, incluyendo triterpenoides, polisacaridos, esteroides y compuestos fendlicos,
los cuales estan asociados con actividades farmacol 0gicas como efectos antioxidantes,
antitumorales, antiinflamatorios y hepatoprotectores (Mohamed et al., 2025). Ademés,
algunos compuestos derivados de este hongo, como los depsidones, han demostrado
una notable actividad citotdxica contra diferentes lineas celulares de cancer, lo que
resalta su potencial en el desarrollo de nuevos tratamientos oncol 6gicos.

Otro hongo de gran interés es Fomes fomentarius, un poliporo ampliamente distribuido
en regiones templadas de Europa, Asiay Ameérica. Este organismo ha sido utilizado
tradicionalmente en diversas culturas para tratar afecciones como inflamaciones,
trastornos digestivos y heridas. Estudios recientes han demostrado que sus extractos
contienen una gran diversidad de compuestos bioactivos, incluyendo &cidos fendlicos,
flavonoides, terpenoidesy acidos organicos. Estas sustancias han mostrado importantes
propiedades antioxidantes y antimicrobianas, |0 que respalda su potencial aplicacion en
el desarrollo de productos farmacéuticos y nutracéuticos (Erbiai et a., 2025).
Asimismo, investigaciones recientes han sefialado que la optimizacion de |os procesos
de extraccion puede aumentar significativamente la concentraci dn de estos compuestos
bioactivos y mejorar sus actividades biol 6gicas (Eraslan, 2026).

La investigacion sobre hongos medicinales también ha evidenciado su potencia en e
tratamiento del cancer. En este sentido, diversas especies de hongos han mostrado
capacidad parainhibir la proliferacion de células tumoral es mediante mecanismos que
incluyen la induccion de apoptosis, la regulacion de genes relacionados con la muerte
celular y la inhibicion de la migracion celular. Por gemplo, estudios realizados con
extractos del hongo Daldinia eschscholtzii demostraron que sus compuestos bioactivos
pueden inducir apoptosis en células de cancer pulmonar, |0 que sugiere su posible

aplicacion como agente anticancerigeno natural (Bera et al., 2025). Estos efectos se



atribuyen principalmente a la presencia de flavonoides, polifenoles y alcaloides,
compuestos conocidos por su actividad antioxidante y citotoxica.

Asimismo, otras especies de hongos han sido estudiadas por su potencia en €
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. En particular, algunos extractos han
demostrado actividad inhibitoria sobre enzimas como la acetilcolinesterasa y la
butirilcolinesterasa, |0 que podria ser relevante para el desarrollo de terapias dirigidas
a tratamiento del Alzheimer y otros trastornos neurologicos. Investigaciones sobre
Phellinus hartigii revelaron que sus extractos presentan actividad antioxidante
significativay capacidad inhibitoria sobre dichas enzimas, |0 que sugiere su potencial
uso en el desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos (Unal et al., 2025).

Ademas del ambito farmacoldgico, los hongos medicinales también han despertado
interés en la industria alimentaria y cosmética. Diversos compuestos derivados de
plantas y hongos han sido utilizados en formulaciones cosméticas debido a sus
propiedades antioxidantes, fotoprotectoras y antimicrobianas. Por gemplo, algunos
metabolitos naturales han demostrado capacidad para inhibir la enzima tirosinasa,
responsable de la produccién de melanina, 1o que ha motivado su uso en productos
destinados al cuidado de la piel y a tratamiento de hiperpigmentaciones (Vu et a.,
2025).

En este contexto, Trevisiol et al. (2026) evaluaron la aplicacion de ultrasonido parala
extraccion de compuestos solubles en agua a partir de huesos de aceituna, un
subproducto agroindustrial abundante. L os autores demostraron que € incremento del
tiempo de soni cacion favorece laliberacion de compuestos fendlicosy macromol éculas
derivadas de laruptura de la matriz lignocelul 6sica, aumentando €l contenido fendlico
desde 247.5 hasta 367.3 mg GAE/g de materia seca, ademés de mejorar la actividad

antioxidante y antimicrobianade los extractos. Estos resultados evidencian €l potencial



de la tecnologia ultrasonica para valorizar residuos agricolas dentro de esquemas de
economiacircular.

Demanerasimilar, Wu et a. (2026) investigaron la extraccién de compuestos fendlicos
presentes en la corteza de abedul blanco (Betula platyphylla) utilizando solventes
eutécticos profundos combinados con ultrasonido. El estudio optimizo las condiciones
de extraccion mediante metodologia de superficie de respuesta, obteniendo un
rendimiento de 29.17 mg/g de fenoles totales, superior a los métodos convencionales
con etanol. Asimismo, los extractos presentaron destacada actividad antioxidante,
antimicrobiana e hipoglucémica, 1o que demuestra |a eficiencia de esta tecnol ogia para
recuperar compuestos bioactivos de matrices vegetales.

De acuerdo con Cenitagoya Alonso et al. (2026) se optimizé la extraccion asistida por
ultrasonido de compuestos polifendlicos presentes en hojas de papaya (Carica papaya)
con el objetivo de utilizarlos como ingredientes funcionales en alimentos de origen
vegetal. Bajo condiciones optimizadas se obtuvo un extracto con 112 + 9 mg GAE/g de
compuestos fendlicos totales, acompaiiado de una elevada actividad antioxidante
evaluada mediante métodos FRAP, ABTS, CUPRAC y DPPH. Ademas, mediante
HPLC-MS se identificaron compuestos como acido ferdlico, quercetina y rutina, los
cuales contribuyen a potencial biofuncional del extracto.

Mardokic et al. (2026) analizaron la recuperacion de polifenoles presentes en orujo de
oliva mediante extraccion asistida por ultrasonido. Los resultados indicaron que €l
contenido fendlico total vario entre 3.87 y 19.50 mg equivalentes de acido galico por
gramo de peso seco, observandose ademas una correlacion positiva significativa entre
el contenido fendlico y la actividad antioxidante (r = 0.85; p < 0.001). El estudio
concluye que € ultrasonido constituye una alternativa sostenible para recuperar

compuestos antioxidantes a partir de residuos agroindustriales.



2.2.

Tomala et al. (2026) optimizaron € proceso de extraccion asistida por ultrasonido en
Comarum palustre L., evaluando €l efecto de variables como el tiempo de extracciony
la concentracion del solvente. Los resultados mostraron que bajo condiciones optimas
se obtuvieron extractos con actividad antioxidante superior a 120 mg equivalentes de
Trolox/L (método DPPH) y un contenido de polifenoles superior a 6 g GAE/L. Estos
compuestos incluyen metabolitos fendlicos como elagitaninos, flavonoides vy
proantocianidinas, los cuales explican e potencial antioxidante y antiinflamatorio de
esta especie vegetal .

Moreira et al. (2026) investigaron la recuperacion de compuestos fendlicos presentes
en residuos de aguacate (Persea americana) mediante extraccion asistida por
ultrasonido. El estudio reportd un rendimiento de 1056 mg GAE/100 g de fenoles tras
15 minutos de extraccion con etanol a 50 %, valor significativamente superior a
obtenido mediante extraccion convencional (656 mg GAE/100 g después de 180
minutos). Este incremento se explica por e fendbmeno de cavitacion acistica, € cual
provoca la ruptura de las paredes celulares y favorece la liberacion de compuestos
bioactivos.

Karakus (2026) analizd la influencia del método de extraccion en la composicion
fitoquimica de Centaurea urvillei subsp. stepposa, comparando maceracion, Soxhlet y
extraccion asistida por ultrasonido. El estudio demostré que la extraccion ultrasonica
favorece la recuperacion de flavonoides glucosilados y compuestos fendlicos con
elevada capacidad antioxidante, evidenciada mediante ensayos DPPH, ABTSy FRAP.
Ademas, se identifico € acido clorogénico como uno de los principales compuestos
fendlicos presentes en |os extractos.

Mar co conceptual

2.2.1. Generalidadesde ganoderma



La familia Ganodermataceae esta conformada por cuatro géneros. Amauroderma,
Ganoderma, Haddowia y Humphreya, e incluye aproximadamente 117 especies con
amplia distribucion geogréfica. Se caracteriza por presentar basidiosporas de doble
pared, con una capa externa y otra interna gruesa, lisay pigmentada. Es una familia
cosmopolita que produce pudricion blanca en su hospedero y desempefia un papel
ecologico importante como degradadora de lignina (Salazar, 2014; Naranjo, 2014,
como se citd en Soldrzano Orellana, 2017).

2.2.2. Descripcion
El género Ganoder ma presenta distribucion mundial y se encuentra en zonas templadas
y tropicales. Crece sobre madera, donde provoca procesos de descomposicion,
pudiendo ser anual o perenne. Produce pudricion blanca mediante la degradacion delos
componentes de la pared celular gracias a enzimas modificadoras de lignina (Salazar,
2014; Raet al., 2016, como se cito en Solérzano Orellana, 2017).

2.2.3. Clasificacion taxonoémica

Tabla 1

Clasificacion taxonomica de Ganoder ma applanatum

Categoria Clasificacién

Reino Hongos

Division Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden Polyporales

Familia Ganodermataceae
Género Ganoderma

Especie Applanatum

Nombre cientifico Ganoderma applanatum

Nota. Adaptado de Estudio quimico y actividad bioldgica del hongo Ganoderma cf. Applanatum Pers. Pat. En la

region Sur del Ecuador (p. 01, por Soldrzano Orellana, 2017). Universidad Técnica Particular de Loja.
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2.2.6.

Ecologia

L as especies de Ganoder ma son saprofitas, es un hongo xiléfago que degrada celulosa
y lignina. Se usa en la agricultura es una fuente de carbono importante. (Cruz Félix,
2022).

Propiedades

El género Ganoderma destaca entre los hongos cultivados por su valor nutricional y
farmacéutico. L os basidiomicetos contienen aproximadamente 90 % de agua, y €l resto
esta compuesto principalmente por proteinas, carbohidratos, fibra, grasas, vitaminasy
minerales (Wachtel-Galor et a., 2011; Borcherset a., 2008, como secito en Cruz Félix,
2022). En especies cultivadas se han reportado variaciones en su composicion,
incluyendo contenidos relevantes de proteinas, minerales y fibra (Morales-Estrada et
al., 2018; Mau et al., 2001, como se cito en Cruz Félix, 2022).

Ultrasonido

El ultrasonido corresponde avibraciones mecani cas que se propagan en formade ondas
sonoras con frecuencias superiores a umbral audible humano, es decir, por encima de
los 20 kHz. Cuando estas ondas se transmiten a través de un liquido, generan
interacciones con € propio medio y con los gases presentes en é, provocando un
proceso denominado cavitacién acustica. Este fendmeno se manifiestapor laformacion,
crecimiento y posterior colapso de pequefias burbujas dentro del fluido (Ulloa et a.,

2013).



2.2.7.

Figura 4

Comportamiento de las burbujas durante la cavitacion
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Nota. Adaptado de Ultrasonido: aplicaciones en el campo de los alimentos (p. 2), por Ulloa et al., 2013,

Revista Fuente Nueva Epoca, 4(14).

Frecuencias de ultrasonido segun aplicacion en tecnologia alimentaria

Segun Chemat et al. (2011), el ultrasonido acelera diversos procesos en la industria
alimentaria, permitiendo realizarlos en menor tiempo y con mayor eficiencia que los
métodos convencionales. Su aplicacion reduce costos, consumo energetico y etapas
posteriores de tratamiento, ademas de mejorar la pureza del producto. Se utiliza en
procesos como congelacion, corte, secado, esterilizacion y extraccion, destacando por
optimizar la mezcla y la transferencia de masa, disminuir gradientes térmicos y
aumentar la productividad. Sus efectos se atribuyen principamente ala cavitaciony a
lamejoraen latransferenciade masa, posi cionandol o como unatecnol ogia prometedora
en laingenieria alimentaria moderna.

Tabla 2

Frecuencias de ultrasonido segun aplicacion en tecnologia alimentaria

Rango de Tipode Nivel de Aplicacionesen € Ejemplos especificos

Frecuencia Ultrasonido Intensidad articulo mencionados




2.2.8.

20-50 kHz

20kHz

21.8 kHz

24 kHz

25kHz

40 kHz

67 kHz

20-80kHz

1500 Hz (1.5 kHz)*

500 kHz

500 kHz

Bajafrecuencia

Baja frecuencia

Bajafrecuencia

Bajafrecuencia

Baja frecuencia

Frecuencia media-bgja

Frecuencia media

Baja frecuencia

Baja frecuencia

aclstica

Altafrecuencia

Altafrecuencia

Alta potencia

Altapotencia

Altapotencia

Altapotencia

Media-alta potencia

Potencia moderada

Potencia controlada

Altapotencia

Bajapotencia

Potencia moderada

Altapotencia

Cavitacion intensa,
desgasificacion, de
polimerizacion

Inactivacion microbiana,

de polimerizacion, corte

Secado asigtido  por

ultrasonido

Termosonicacion (TS)

Inactivacion  microbiana

en zumos

Ablandamiento de carne

Limpieza y mejora
antibiética en biofilms
Envejecimiento acelerado

de bebidas acohdlicas
Descongelacion asistida
Descongelacion por
relgjacion aclstica
Sonicacién en zumo de

naranja

Desgasificacion en bebidas,

estructuras cavitecionales (p.

4)
Listeria monocytogenes,
Bacillus spp., corte de

alimentos (p. 10, 11)
Reactor  fluidizado  para
secado (p. 7)
Inactivacion  de  Listeria
innocua en leche (p. 11)
Alicyclobacillus en zumo de
manzana (p. 11)

Sonicacién de mascul o bovino
(-7

Eliminacion de Pseudomonas

y E. cali (p. 13)

Vinoy whisky (p. 8)

Blogues de bacaao (p. 6)

Carney pescado (p. 6)

Inactivacion microbiana (p.

11)

Nota. Lafrecuenciade 1500 Hz no pertenece al rango ultrasonico (>20 kHz), pero sereportaen el estudio

dentro de procesos de descongelacion asistida acusticamente (Chemat et al., 2011).

M étodos de extraccién de compuestos bioactivos

Segun Adithyaet al. (2026), € estudio evalué como el Tratamiento Enzimatico Asistido

por Ultrasonido (USEZT) mejora e contenido de compuestos bioactivos y

biomacromoléculas en la pulpa de jamun. Asimismo, se destacd su potencia de

industrializacién debido ala alta perecibilidad y sensibilidad del fruto. La metodologia

de superficie de respuesta (RSM) permiti6 analizar |os efectos del tratamiento, mientras

gue € andlisis de varianza (ANOVA) confirmé la solidez del modelo predictivo



2.2.9.

mediante un alto coeficiente de determinacion (R?). Las condiciones Optimas (25
minutos de sonicacion, 20 % de amplitud, 0,45 % de concentracion enzimatica'y 60
minutos de incubacion) generaron resultados experimentales cercanos a los valores
predichos. Larupturadelapared celular inducidapor ultrasonido, junto con lahidrélisis
enzimética, favorecio la retencion de fenoles y antocianinas, incrementando la
capacidad antioxidante, aunque exposiciones prolongadas promovieron degradacion
oxidativa.

Figura 5

Mecanismo propuesto de la accion de la sonicacién sobre compuestos bioactivos en

pulpa de jamun
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Nota. Tomado de Ultrasonication assisted enzymatic treatment for enhanced extraction of bioactive
compounds from Jamun (Syzygium cumini) pulp, por B. S. Adithya et a., 2026, Discover Food, 6, 10.

https.//doi.org/10.1007/s44187-025-00721-y. Licencia CC BY-NC-ND 4.0.

Compuestos fendlicos

Segun Pefiarrieta et al. (2014), los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente
distribuidos en alimentos de origen vegetal, como frutas, hortalizas, cerealesy raices, y
representan, junto con las vitaminas, una fuente importante de antioxidantes en la

alimentacién humana.



Desde € punto de vista fisiolégico, los compuestos fendlicos cumplen funciones
esenciales en las plantas. Participan en procesos relacionados con €l crecimiento y la
reproduccion, asi como en mecanismos de defensa frente a factores de estrés bidtico y
abidtico, incluyendo la radiacion ultravioleta, €l ataque de patdgenos y la accién de
herbivoros. Ademas, intervienen en la determinacion de caracteristicas sensoriales de
losalimentos, talescomo €l color, el sabor y laastringencia, |0 que evidenciasu impacto
tanto en la calidad nutricional como en la aceptabilidad del producto. En términos
estructurales, los compuestos fendlicos presentan una notable diversidad, 1o que ha
dado lugar a su clasificacion en distintas familias. Entre ellas se encuentran los fenoles
simples, los acidos fendlicos subdivididos en hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, las
cumarinas, los estilbenos, las xantonas, las benzofenonas, las quinonas, las
betacianinas, los lignanos, lasligninasy los flavonoides. Estos ultimos constituyen uno
de los subgrupos més estudiados, e incluyen flavonas, flavonoles, flavanonas,
isoflavonas, catequinas y antocianinas, compuestos ampliamente distribuidos en la
dieta y asociados con multiples actividades biologicas. Asimismo, los taninos,
clasificados en condensados, hidrolizables y compleos, destacan por su capacidad de
interaccion con proteinas y por su contribucion a propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. La diversidad estructural de los compuestos fendlicos se explica por
su origen biosintético. Su formacion ocurre principalmente através de laviadel acido
shikimico y la ruta de los fenilpropanoides, rutas metabdlicas fundamentales que
conducen a la generacion de una amplia variedad de estructuras con funciones
biol 6gicas especificas. Esta base biogquimica sustenta la relevancia de los compuestos
fendlicostanto en lafisiologia vegetal como en su impacto nutricional y tecnolégico en

|os alimentos.



Tabla3

Clasificacion de los principal es tipos de compuestos fendlicos presentes en alimentos

Grupo Caracteristicas Presenciaen
Subclasificacion Compuesto fendlico
principal estructurales alimentos
Fenoles Dihidroxifenoles, Uno o mas grupos —OH
Catecol, resorcinol Ceredles
simples trihidroxifenoles en un anillo aromético
Acidos Anillo aromético + grupo Acido gdlico, Frutas,
Hidroxibenzoicos
fendlicos carboxilo (-COOH) protocatéquico verduras
Grupo CH=CH-COOH Acido fertlico, Café, ceredles,
Hidroxicinamicos
unido al anillo aromético cafeico, p-cumarico frutas
Anillo aromético unido a Frutas y
Cumarinas — Umbeiferona
heterociclo con oxigeno hortalizas
Dos anillos arométicos
Estilbenos — Resveratrol Uvas
unidos por grupo vinilo
Diversos
Quinonas Ubiquinonas, antraguinonas Sistema diona conjugado Coenzima Q10 tejidos
vegetales
Dimeros derivados de Granos,
Lignanos — Pinoresinol, sesamina
fenilpropanoides semillas
Flavonas, flavonoles, Frutas,
Estructura bésica C6-C3- Quercetina, catequina,
Flavonoides  flavanonas, catequinas, verduras, té
C6 cianidina
antocianinas vino
Polimeros fendlicos
Condensados, hidrolizables, Proantocianidinas, Uvas, vino,
Taninos capaces de unirse a
complejos galotaninos frutos

proteinas

2.2.10.

Nota. Elaboracién propia apartir de Pefiarrieta et al. (2014).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se entiende como la capacidad de ciertos compuestos para
frenar 0 evitar procesos oxidativos a neutralizar radicales libres y otras especies
reactivas, reduciendo asi € estrés oxidativo. Esta propiedad es relevante tanto en

sistemas biol 6gicos por su relacion con € dafio oxidativo implicado en enfermedades
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2.2.12.

2.2.13.

cronicas como en matrices alimentarias, donde contribuye a retrasar reacciones de
degradacion oxidativa responsables del deterioro de la calidad y larancidez (Pinela et
a., 2024).

Antioxidante

Un antioxidante es una molécula lo suficientemente estable como para donar un
electron aun radical libre descontrolado y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad de
causar daio. Estos antioxidantes retrasan o inhiben € dafio celular principalmente a
través de su propiedad de eliminacion de radicales libres (Halliwell, 1995).

M étodos de deter minacion de actividad antioxidante

Existen numerosos métodos espectrofotomeétricos utilizados para evaluar € potencial
antioxidante de alimentos de origen vegetal, debido principalmente a su simplicidad y
bajo costo. Sin embargo, se han reportado inconsistencias metodol dgicas sustanciaes
entre distintos ensayos. Dada la amplia aplicacion de técnicas espectrofotomeétricas in
Vitro, existe la necesidad de estandarizar 10s protocol os actual es o establecer un método
dereferenciauniversal (Knez et al., 2025).

Compuestos bioactivos de Ganoderma

El género Ganoderma es reconocido como una importante fuente de compuestos
bioactivos con diversas propiedades bioldgicas y aplicaciones terapéuticas. Entre los
metabolitos méas estudiados se encuentran los polisacéridos, triterpenoides, esteroles,
proteinas y otros compuestos secundarios que han mostrado actividades antioxidantes,
antimicrobianas y antitumorales. Estas moléculas han sido ampliamente investigadas
debido asu potencial en laprevenciony tratamiento de diversas enfermedades humanas
(Paterson, 2006,pp.1986-1987).

Dentro de estos compuestos, |os polisacaridos constituyen uno de los grupos méas

relevantes, especialmente los B-glucanos presentes en los cuerpos fructiferos y en el
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micelio del hongo. Estas macromol écul as presentan estructuras compl g as formadas por
diferentes monosacaridos, como glucosa, galactosa, mannosa, Xxilosa y arabinosa,
unidos mediante distintos enlaces glucosidicos. La composicion, e peso molecular y €l
grado de ramificacion de estos polisacaridos influyen directamente en sus propiedades
biologicas (Ferreiraet a., 2015,pp.39-40).

Asimismo, los polisacéridos de Ganoderma han demostrado unaimportante actividad
antioxidante, relacionada con su capacidad para neutralizar radicales libres y estimular
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasay glutation peroxidasa,
contribuyendo a la proteccion celular frente a estrés oxidativo (Ferreira et al.,
2015,p.39).

Por otro lado, lostriterpenoides, particularmente los del tipo lanostano, constituyen otro
grupo significativo de compuestos bioactivos en Ganoderma. Estos metabolitos han
mostrado diversas actividades farmacoldgicas, incluyendo efectos antiinflamatorios,
antihipertensivos, antivirales y anticancerigenos, o que ha incrementado € interés
cientifico en el estudio de este género como fuente de compuestos funcionales con
aplicaciones nutracéuticas y farmaceéuticas (Paterson, 2006, pp.1991-1994).

Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un concepto fundamental en la biologia redox y en la
investigacion biomeédica moderna. Este término se introdujo en 1985 para describir las
alteraciones que ocurren en |os sistemas bi ol 6gi cos cuando se produce un desequilibrio
entre los procesos de oxidacion y reduccion dentro de las células. Dicho desequilibrio
implica una alteracion del balance redox, el cual es esencia para el mantenimiento de
multiples funciones fisiol0gicas y metabdlicas en los organismos vivos (Sies, 2015, p.

(Sies, 2015,p.180).



Desde el punto de vista bioguimico, €l estrés oxidativo se define como una condicion
en la cual existe un predominio de oxidantes sobre los sistemas antioxidantes del
organismo. Esta situacion conduce a una alteracion en los mecanismos de sefializacion
redox y puede generar dafio molecular en diferentes biomoléculas celulares. Entre las
especies oxidantes més relevantes se encuentran e anién superéxido, € perdxido de
hidrégeno y € radical hidroxilo, los cuales se generan principalmente durante el
metabolismo aerdbico y pueden reaccionar con lipidos, proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos (Sies, 2015,p.181).

2.2.15. Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)
Los compuestos fendlicos constituyen un grupo amplio de metabolitos secundarios
presentes en plantas, alimentos y productos derivados, los cuales poseen una 0 mas
estructuras aromaticas con grupos hidroxilo. Estos compuestos participan en diversas
funciones biologicas y quimicas, incluyendo |a defensa frente a factores ambientales,
la determinacion de caracteristicas sensoriales y, principalmente, su capacidad
antioxidante (Singleton et al.,1999,p.152).
En productos de origen vegetal, los compuestos fendlicos representan una de las
principales fuentes de antioxidantes naturales. Su actividad antioxidante se relaciona
con su capacidad para donar electrones o hidrégeno, neutralizando radicales libres 'y
evitando reacciones de oxidacion en sistemas biol6gicos o alimentarios. Debido a esta
propiedad, la cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) se
utiliza ampliamente como indicador del potencial antioxidante de extractos vegetalesy
matrices alimentarias (Singleton et a.,1999, pp.152-153).
El contenido de compuestos fendlicos totales se determina generalmente mediante el
método col orimeétrico basado en € reactivo Folin-Ciocalteu, €l cual permite estimar de

manera global los compuestos fendlicos presentes en una muestra. Este método se
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fundamenta en la reduccion de complgos fosfomolibdato fosfotungstato por
compuestos fendlicos en condiciones acalinas, generando un complgo azul cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de sustancias fendlicas presentes
(Singleton et a.,1999,pp.160-161).

En este procedimiento, los resultados se expresan comunmente como equivalentes de
acido gdlico (GAE), ya que este compuesto se utiliza como estéandar de referencia para
establecer la curva de calibracion. La cuantificacion del TPC permite comparar €l
contenido relativo de compuestos fendlicos entre diferentes muestras y evaluar €
impacto de procesos tecnol 6gicos o condiciones de extraccion sobre la recuperacion de
compuestos bioactivos (Singleton et a.,1999,p.158).

M étodo DPPH

El método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es uno de los procedimientos méas
utilizados para evaluar la actividad antioxidante de compuestos naturales y extractos
vegetales. Este método se basa en la capacidad de los antioxidantes para donar
electrones 0 atomos de hidrégeno, neutralizando radicaleslibresy reduciendo el radical
estable DPPH (Brand-Williams et al., 1995,p.25).

El radical DPPH presenta un color violeta intenso y muestra una maxima absorbancia
alrededor de 515 nm. Cuando un compuesto antioxidante reacciona con este radical, se
produce su reduccién alaformano radical (DPPH-H), |o que provoca una disminucion
de la absorbancia, fendbmeno que puede ser medido espectrofotomeétricamente para
estimar la actividad captadora de radicales libres del extracto o compuesto evaluado
(Brand-Williams et al., 1995, p.25).

En este método, la actividad antirradical se determina generalmente midiendo la
disminucion del radica DPPH en funcién del tiempo o de la concentracion del

antioxidante, 10 que permite calcular parametros como la concentracion eficiente
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necesariaparareducir € 50 % del radical (EC50), indicador ampliamente utilizado para
comparar la capacidad antioxidante entre diferentes compuestos o extractos (Brand-
Williams et al., 1995, p. 26).

Debido a su rapidez, simplicidad y reproducibilidad, el ensayo DPPH se ha convertido
en una técnica ampliamente aplicada en investigaciones sobre compuestos fendlicos,
extractos de plantas y hongos medicinales, permitiendo evaluar su potencia
antioxidante mediante la capacidad de neutralizar radicales libres (Brand-Williams et
al., 1995, p. 30).

Método ABTS

El método ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) es un ensayo
espectrofotométrico ampliamente utilizado para evaluar 1a actividad antioxidante total
de compuestos puros, extractos vegetales y matrices alimentarias. Este método se basa
en la generacion del radical cation ABTS, € cual es reducido por compuestos
antioxidantes capaces de donar electrones o &omos de hidrégeno, produciendo una
disminucion de la absorbancia que puede ser cuantificada espectrofotométricamente
(Reetal., 1999, p. 1231).

El radica ABTS se genera comunmente mediante lareaccion entre ABTSy persulfato
de potasio, produciendo un cromoforo de color azul-verdoso con maximos de absorcion
caracteristicos, especialmente a 734 nm, que permite monitorear la reduccion del
radical en presencia de antioxidantes (Re et al., 1999, pp. 1231-1232).

Cuando un antioxidante reacciona con €l radical ABTS, este se reduce a su forma no
radical, lo que provocaladecoloracién delasolucion. Ladisminucion delaabsorbancia
se relaciona directamente con la capacidad antioxidante del compuesto evaluado,

permitiendo estimar la €eficiencia antioxidante mediante la comparacion con un
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estandar, generalmente Trolox, expresando | os resultados como capacidad antioxidante
equivalenteaTrolox (TEAC) (Reet al., 1999, pp. 1232-1233).

Una de las principales ventagjas del méodo ABTS es que puede aplicarse tanto a
antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos, o que lo convierte en una técnica versétil
para la evaluacion de compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides y otros
metabolitos con actividad antioxidante presentes en alimentos y productos naturales

(Reetal., 1999, p. 1231).

[1I. METODOLOGIA

VariableseIndicadoresdela I nvestigacion



Tabla4

Operacionalizacion de variables del proceso de extraccion asistida por ultrasonido (UAE) aplicado a

Ganoderma spp.
_ Definicion Definicion , ) _ Técnica/ _
Variable _ Dimensiones Indicador es Unidades
conceptual operacional Instrumento
Magnitud del . .
. Porcentaje de Amplitud 30% y o
) desplazamiento ) . Procesador ultrasonico
Independiente _ ) amplitud configurado _ ) 39% (=49y =63
) vibratorio del sonotrodo Nivel de amplitud _ UP400St (24 kHz), % (y um p-p
Amplitud de en el UP400St pUm p-p); registro
L (peak-to-peak) que (%, p-p = pm) sonotrodo S24d7; aprox.)
sonicacion _ ) durante cada en software ) »
controlalaintensidad de » _ registro automético
L extraccion. Hielscher
cavitacion.
Proporcion de solvente Cociente entre €l N
» » Balanza analitica;
Relacion respecto alamasade volumen/masa de Concentracionde  S/F: 10, 15, 20, 25, ] .
] ] ) . . material volumétrico;
solvente/materia  sdlido que gobiernala solvente etandlico y biomasa; rango 30, 35,40, 45 (g o/g (omL/g)
. . o control de temperatura
prima (S/F) transferencia de masay lamasa de polvo de evaluado solvente/g solido) (17-18°C)
ladifusion. Ganoderma.
Energia ultrasonica E/V calculadaa partir _ E/V: 25, 50, 75, _
Energia _ ] Niveles de energia; UP400St con registro de
o normalizada por delaenergia _ N 100, 125 J-mL %, ) JmL(y
especifica _ potencia especifica _ i Ws, W y tiempo;
. volumen que recibe el acumulada (Ws) y € ) potencia especifica W-mL™)
aplicada (PIV) asociada

sistema.

volumen de solvente.

registrada

software Hielscher

Nota. UAE: extraccion asistida por ultrasonido; S/F: relacidn solvente/materiaprima; p-p: desplazamiento

pico apico; E/V: energia especifica por volumen.



Tablab

Operacionalizacion de las variables dependientes en la extraccion asistida por ultrasonido (UAE) de

Ganoderma spp.
Variable Definicion conceptual  Definicion operacional Dimensiones Indicadores Técnica/ Instrumento Unidades
Fraccion de masa de
Xo = (m_ext / F) x 100, Porcentgje de
Dependiente extracto recuperada Secado controlado;
con m_ext masa seca de Eficiencia global extraccion por
Rendimiento de respecto a la masa de gravimetria; balanza %
extracto y F masa seca del proceso tratamiento;
extraccion (X,)  materia prima en base analitica
alimentada. replicados (n=3)
seca.
Cantidad total de Meétodo Folin-Ciocateu Concentracion mg GAE/g de
Lector de microplacas,
Fenoles totales fenoles presentes, miniaturizado en equivaente a &cido  extracto; curva
reactivo Folin; NaOH 0.35 mg GAE:-g* (extracto)
(TPC) estimada por reaccion microplaca (760-765 gdlico; linealidad de estandar GA (R2 =
M
con Falin-Ciocalteu. nm). curva 0.99)
% inhibicion; 1Cso
Ensayo DPPH en
Actividad Capacidad de ceder Capacidad de (ug-mLY); Lector de microplacas,
microplaca mezcla mg GAE.g! o umoal
antioxidante electrones/atomos de H inhibicién; potencia equivalentes (mg tampoén Tris 10 mM pH 7.5
muestra + DPPH 60 pM; TE-g% %
(DPPH) para neutralizar DPPHe. antioxidante GAE/g o pmol /metanol (1:1)

lecturaa 520 nm (10 min).

TE/Q)




Capacidad
mg GAE-g1 0 umol

Actividad Capacidad redox para Ensayo ABTSe (7 mM + antioxidante Lector de microplacas,
TE- T, % mg GAE.g! o pumoal
antioxidante decolorar e radical 245 mM K3S;0s, 16 h); equivaente; preparacién  estandar  de
inhibicion; TE-gL %
(ABTS) cation ABTSe . lecturaa 734 nm. cinética de ABTSe
pendiente cinética
decoloracién
Separacion 'y deteccion
| dentidad y N.° de picos; areas
Perfil  fendlico Conjunto y abundancia por UHPLC-DAD-MS (o UHPLC-DAD-MS (o
abundancia relativa (u.a); compuestos ua; mggtl (s hay
(UHPLC/HPLC relativa de compuestos HPLC-DAD-MS) de HPLC-DAD-MS);
depicos, tiemposde identificados  por cuantificacion)
-DAD-MS) fendlicosindividuales.  marcadores (p.g., &cidos esténdares externos

retencion; espectros  m/zy UV-Vis
ganodéricos).

Nota. TPC: contenido total de compuestos fendlicos; DPPH: 22-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS: é&cido 2,2-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico); EAG: equivalentes de acido gdlico; TE: equivalentes de Trolox.
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3.3.2.

M étodo empleado en la investigacion

La investigacion obedece a enfoque cuantitativo y método experimental,
pues gecutd un conjunto de métodos para estudiar fendmenos, obtener
nuevos saberes o rectificar eincorporar saberes anteriores. Asigno variables
independientes y dependientes para la prueba de hipotesis (Sampieri et d.,
2014).

Disefio de la I nvestigacion:

Tipo deinvestigacion

El estudio se desarroll6 bajo un enfoque cuantitativo, al fundamentarse en
laobtenciony e procesamiento estadistico de datos expresados en términos
numéricos, tales como e rendimiento de extraccion, e contenido de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante. Este enfoque permitio
asegurar objetividad en la medicion, asi como precision y posibilidad de
réplica en los resultados obtenidos.

En relacion con e disefio metodol 6gico, la investigacion correspondio aun
esguema experimental, dado que se intervinieron de maneraintencional las
variables independientes amplitud, relacion solido/fluido (S/F) y energia
especifica con € propdsito de determinar su influencia sobre las variables
dependientes establecidas. El control sistematico de estos factores posibilitd
examinar la relacion causa-efecto entre las condiciones del proceso y las
respuestas observadas.

Nivel deinvestigacion
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Explicativo (causal), porque buscé determinar larelacion causa-efecto entre
las condiciones del ultrasonido y las respuestas del sistema (rendimiento,
compuestos fendlicos y actividad antioxidante).

Disefio experimental

Disefio experimental univariado secuencial, ya que: Se evalud una variable
independiente a la vez, siguiendo una secuencia establecida (amplitud -
relacion sdlido/fluido (S/F) - energia especifica). En cada etapa
experimental, las demas variables se mantuvieron constantes con € fin de
evitar interferencias en los resultados. Este procedimiento permitio
determinar la influencia individual de cada factor y, posteriormente,

optimizar las condiciones del proceso.

Tabla 6

Estructura general del disefio experimental

_ _ Variable
Variable Rango Variables ,
Fase _ dependiente
independiente evaluado  controladas o
principal
) SIF = 10, E = 50 Rendimiento, TPC,
1 Amplitud (%) 30y 39
JmL? AA
_ A = 39%, E = 50 Rendimiento, TPC,
2 Relacion SIF (g/g)  10-45
JmL? AA
Energia especifica Rendimiento, TPC,
3 25-125 A =39%, SF=35
(ImL™Y) AA

Nota. Elaboracion de datos experimentales

Se estructurd en tres fases secuenciales de optimizacion univariable. Esta

estrategia fue ampliamente utilizada en la optimizacion de procesos de
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extraccion, ya que permitio e aisamiento y andlisis detallado del efecto
individual de cada parametro critico.

Fase 1: Evaluacion del Efecto de la amplitud de ultrasonido (Screening)

Tabla7

Niveles codificados de las variables independientes en la evaluacion del efecto de

la amplitud de ultrasonido

Niveles
N° Variables

Unidad -1 +1
X1 Amplitud % 30 39

Nota. Elaboracién de datos experimentales

Tabla8
Composicién del disefio experimental de los 2 tratamientos para la determinacion

de la amplitud expresados en %

Niveles
Nivelesreales
Tratamiento codificados Replicas
Amplitud Amplitud (%)
1 -1 30 3
2 +1 39 3

Nota. Elaboracion de datos experimentales

Fase 2: Evaluacion del efecto delarelacion S/F (g solvente / g Ganoder ma)
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Tabla9
Niveles codificados de las variables independientes en la evaluacion del efecto de

larelacion SIF (g solvente / g Ganoderma)

Niveles
N° Variables

Unidad -1 -0714 -0429 -0.143 +0.143 +0429 +0.714 +1
X1 SF (S'F) 10 15 20 25 30 35 40 45

Nota. Elaboracién de datos experimentales

Tabla 10
Composicion del disefio experimental de los 8 tratamientos para la determinacion

del S'F expresados en g solvente/ g Ganoderma

Niveles codificados Nivelesreales
Tratamiento Replicas

SF S/F (g solvente/g Ganoderma)
1 -1 10 3
2 -0.714 15 3
3 -0.429 20 3
4 -0.143 25 3
5 +0.143 30 3
6 +0.429 35 3
7 +0.714 40 3
8 +1 45 3

Nota. Elaboracion de datos experimentales.

52



Fase 3: Evaluacion del efecto de la energia suministrada.

Tabla11
Niveles codificados de las variables independientes en la evaluacion del efecto de

la energia suministra (Ws)

N°  Variables Niveles
Unidad -1 -0.5 0 0.5 1
X1  Energia Ws 500 1000 1500 2000 2500
suministrada

Nota. Elaboracién de datos experimentales.

Tabla 12
Composicion del disefio experimental de los 5 tratamientos para la determinacion

de la energia suministrada Ws

Niveles
Nivelesreales
codificados
Tratamiento Replicas
Energia
Energia suministrada (Ws)
suministrada
1 -1 500 3
2 -05 1000 3
3 0 1500 3
4 +0.5 2000 3
5 +1 2500 3

Nota. Elaboracién de datos experimentales
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M etodologia parala prueba de hipotesis

3.4.1. Pablaciéon, muestray muestreo

3.4.1.1. Poblacién

La poblacion de estudio estuvo conformada por especimenes del género
Ganoderma spp. recol ectados en zonas silvestres del distrito de Tambopata,
provincia de Tambopata, regién Madre de Dios, un érea caracterizada por

su altabiodiversidad.

3.4.1.2. Muestra

Lamuestraconsistio en cuerpos fructiferos de Ganoder ma spp, recolectados
en las locadidades de San Bernardo, Las Mercedes y Sachavacayoc,
identificadas en € plan de investigacion aprobado por el Servicio Nacional
Foresta y de Fauna Silvestre (SERFOR). La colecta se realizd en e marco
del Contrato de Acceso alos Recursos Genéticos y sus Derivados sin fines
comerciales N° CTO-ARG-2023-0004, suscrito con SERFOR,
garantizando lalegalidad y trazabilidad del material biologico (Anexo 22).

Los especimenes fueron verificados y depositados en el Herbario “Alwyn
Gentry” de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de Dios
(UNAMAD), bagjo los codigos de colectaMHE-001, MHE-002 y MHE-003.
Las coordenadas UTM de las muestras fueron las siguientes: MHE-001: E
459251, N 8597161 (San Bernardo) / MHE-002: E 450110, N 8591966 (Las

Mercedes) / MHE-003: E 460475, N 8582620 (Sachavacayoc).

3.4.1.3. Muestreo

El muestreo fue detipo dirigido, sel eccionando especimenes representativos

en funcién de su estado de desarrollo e integridad morfolégica. Este
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procedimiento permitio garantizar la calidad del material para los andisis
experimentales. Laidentidad taxondémica de los g emplares fue confirmada
mediante e diagndstico emitido por la Clinica de Diagnosis de
Fitopatologiay Nematologiade la Universidad Nacional AgrariaLaMolina
(UNALM), donde se aidl6 e identifico a Ganoderma applanatum como
agente causal de pudricion de madera (Anexo 21).

De estamanera, la poblacion, muestray muestreo quedaron respal dados por
constancias oficiales, verificaciones taxondémicas, coordenadas de colectay
autorizaciones legales, las cuales se presentan en los anexos
correspondientes.

Preparacion y acondicionamiento de materia prima

L os cuerpos fructiferos de Ganoderma spp., una vez recepcionados, fueron
sometidos a un proceso de secado a temperatura ambiente, con € fin de
preservar sustermol abiles compuestos bioactivos. El material seco setriturd
mediante un molino de cuchillas (VM series Vibrating Mill Pulverizer
Higao Tech, China) y se tamizo para obtener una fraccion de particulas de
tamafio homogéneo inferior a 500 um. Este polvo homogéneo se amaceno
en recipientes herméticos protegidos de la luz a -18 °C hasta su uso
posterior, con el objetivo de garantizar launiformidad y reproducibilidad de

|as extracciones.
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Figura 6

Diagrama de flujo de la preparacion y acondicionamiento de materia prima
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3.4.3. Descripcion del diagrama de flujo de la preparacién y acondicionamiento

demateria prima

A. Recepcion
Serealiz6 larecepcion de los cuerpos fructiferos de Ganoderma spp., en
estado fresco o seco, los cuaes fueron recolectados de érboles
hospedadores 0 adquiridos en centros especializados. Durante esta etapa
se verifico e estado sanitario del material, 1a ausencia de contaminacion
visibley la correctaidentificacion de la especie.

B. Pesado
El material recibido se pesd en una balanza analitica o granataria con €
fin de determinar la cantidad de materia prima disponible. Este valor se
utilizé para establecer la relacion solvente/materia prima (S/F) en las
etapas posteriores del proceso de extraccion.

C. Limpieza
Se llevd a cabo la remocion manual y mecanica de impurezas, tales
como fragmentos de madera, corteza, polvo o restos de sustrato. Este
proceso garantizd que € material estuviera libre de contaminantes
externos, preservando la pureza del hongo para las fases posteriores.

D. Secado
El material limpio se secd a temperatura ambiente (20 - 25 °C) o en
estufa a baja temperatura (< 40 °C), con € fin de reducir la humedad y
evitar e crecimiento microbiano. El secado controlado también
contribuyd a preservar los compuestos fendlicos y triterpenoides

sensibles a calor.
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E. Triturado

Una vez seco, e Ganoderma spp. se trituré finamente utilizando un
molino de cuchillas modelo VM Series Vibra Mill Pulverizer (Higao
Tech, China). ElI proceso de trituracion incrementd la superficie de
contacto solido-liquido, lo que favorecié la eficiencia de extraccion
durante el tratamiento ultrasonico.

Tamizado

El polvo triturado se tamizd hasta obtener un tamafio de particula
inferior a 500 pm, empleando tamices metdlicos estdndar. Este
procedimiento permitio obtener una fraccion homogénea de particulas

finas, lo que favorecié una extraccion uniformey reproducible.

. Almacenado

Finamente, & polvo tamizado se ailmacend en frascos de vidrio o en
bolsas herméticas, protegido de la luz y conservado a —-18 °C. Esta
medida evité la degradaci 6n de |os compuestos bioactivosy garantizo la

estabilidad del material hasta su utilizacion en los ensayos de extraccion.

3.4.4. Equipos

Balanza analitica. Modelo: OHAUS Pioneer PX224. Procedencia: EE. UU.
Funcion: Determiné con adta precision la masa de las muestras secas
(£0.0001 g) para asegurar exactitud en la relacion solvente/materia prima

(SIF).
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Balanza granatariaa. Modelo: AND FG-60KBM. Procedencia: Japon.
Funcion: Utilizada para € pesado inicial del material bruto antes del
acondicionamiento y del proceso de secado (capacidad: 60 kg).

Pinzas y bandgjas de acero inoxidable. Marca: Surgitech. Procedencia
Alemania. Funcion: Permitié una manipulacion higiénica del material
durante lalimpiezay €l traslado, evitando contaminacion cruzada.

Cepillos de cerdas suaves y espatulas. Marca: Fischer Scientific.
Procedencia: EE. UU. Funcién: Remover impurezas, polvo y residuos de
madera adheridos al cuerpo fructifero de Ganoderma spp.

Estufa de secado con conveccion forzada Modelo: Memmert UF55.
Procedencia: Alemania. Funcion: Permitio el secado controlado del material
a baja temperatura (35 - 45 °C), evitando la degradacion de compuestos
termol&biles.

Molino de cuchillas. Modelo: VM Series Vibra Mill Pulverizer. Marca
Higao Tech. Procedencia: China. Funcién: Triturd los cuerpos fructiferos
secos de Ganoderma spp. hasta obtener un polvo homogéneo y de tamafio
controlado (<500 pum).

Juego de tamices metdlicos (ASTM). Marca: Advantech L3P U.SA.
Standard Test Sieve Procedencia: EE. UU. Funcion: Separo las fracciones
del polvo segun tamario de particula, garantizando uniformidad (<500 pum)
parala extraccion.

Agitador detamicesvibratorio. Modelo: DuraTap DT168. Procedencia: EE.
UU. Funcion: Facilito e proceso de tamizado mediante vibracién
controlada, asegurando una distribucién homogénea del polvo.
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3.4.5.

Procesador ultrasonico (Extractor por ultrasonido) Modelo: UP400St.
Marca: Hielscher Ultrasonics. Procedencia: Alemania. Especificaciones:
Potencia de salida 400 W, frecuencia 24 kHz, equipado con sonotrodo
S24d7 y control digital de amplitud. Funcion: Facilito la extraccion asistida
por ultrasonido (UAE), mediante cavitacion acustica que intensifico la
liberacion de compuestos fendlicos y antioxidantes del Ganoder ma spp.
Frascos herméticos de vidrio ambar. Marca: Schott DURAN Procedencia:
Alemania. Funcion: Almacend el polvo seco y los extractos obtenidos,
protegiéndolos de laluz y la humedad ambiental .

Congelador horizontal. Modelo: Haier DW-25L.262. Procedencia: China.
Funcion: Conservé e material acondicionado y los extractos liquidos a -18
°C, preservando su estabilidad quimicay actividad antioxidante.
Extraccion asistida por Ultrasonido (UAE)

Las extracciones se realizaron con un procesador ultrasdnico UP400St
(Hielscher Ultrasonics, Alemania), utilizando un sonotrodo cilindrico
S24d7 de 7 mm de didmetro y un area emisora de 0.38 cm?, operando auna
frecuenciafijade 24 kHz (24 000 vibraciones por segundo). Para disipar €
calor generado durante la sonicacion y prevenir la degradacion térmica de
los compuestos bioactivos, todos los experimentos se llevaron a cabo con
un sistema de refrigeracion por chagueta, manteniendo |la temperatura del
medio de extraccion entre 17y 18 °C.

Los parametros de proceso fundamentales energia acumulada (WSs),
potencia neta (W) y tiempo de sonicacién (s) fueron monitorizados en

tiempo real mediante € software provisto por €l fabricante (Hielscher
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Software Package). Con € fin de establecer una base comparativa robusta
entre los distintos tratamientos, independientemente del volumen o la
concentracion, los resultados se normalizaron en funcion de dos parametros
clave: la energia especifica (E/V, expresada en JmL™) y la potencia
especifica (P/V, expresadaen W-mL ™).

La optimizacion del proceso de extraccion se abordd mediante un disefio
experimental univariado secuencial, estructurado en tresfases consecutivas:
a) Fase 1: Evaluacion del efecto delaamplitud. Se evalud € impacto de
la amplitud de la sonica sobre la eficiencia de extraccion, utilizando dos
niveles: 30% (amplitud peak-to-peak =49 um) y 39% (= 63 um). Esta fase
serealizd manteniendo constante unarel acion solvente/alimento (S/F) de 10
(g/g) y un objetivo de energia especifica de 50 J-mL %, equivalente a una
energia acumulada total de 1000 Ws.

b) Fase 2: Evaluacion del efecto de la rdlacion S/F. Se determind la
influencia de la concentracion de biomasa (Ganoderma spp.) variando la
relacion S/F en un rango de 10 a 45 (g solvente/g alimento). Para ello, se
mantuvo constante € volumen de solvente (20 mL) y la energia especifica
aplicada (50 J-mL 1), ajustando la energia acumulada total en consecuencia
para cada masa de solido.

c) Fase3: Evaluacion del efecto dela energia especifica. Utilizando la
relacion S/F éptimaidentificada en laFase 2 (S/F = 35 g/g), seinvestigo €
efecto de la energia suministrada sobre € rendimiento y la posible
degradacion de compuestos. Se aplicaron cinco niveles de energia

especifica: 25, 50, 75, 100 y 125 JmL%, lo que correspondi6 a energias
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acumul adas total es de aproximadamente 500, 1000, 1500, 2000y 2500 Ws,

respectivamente.

Tabla 13
Disefio experimental univariado secuencial para la extraccion asistida por

ultrasonido (UAE) de compuestos bioactivos de Ganoderma spp.

Par ametros
Fase Variableevaluada  Rango evaluado
constantes
S/F: 10 (g/g)
1 Amplitud (%) 30y 39 Energia Especifica:
50 J-mL?

Amplitud: 39%
Relacion SF (g 10, 15, 20, 25, 30,
2 Energia Especifica:
solvente/g solido) 35, 40, 45

50 JmL?
Energia Especifica Amplitud: 39%
3 25, 50, 75, 100, 125
(ImLD) S/F: 35 (g/g)

Nota. S/F. Relacién solvente/ganoderma. La energia especifica aplicada (E/V) se cal cul  basandose

en € volumen de solvente.

3.4.6. Disefio deinvestigacion
El presente estudio se enmarco dentro de un disefio experimental de acuerdo
con Sampieri et a. (2014). Con un enfoque donde se manipul6 la variable

independiente a la vez para analizar su efecto causal sobre una 0 més
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variables dependientes, controlando rigurosamente las condiciones para
minimizar el efecto de otras variables.
El Disefio experimental univariado secuencial para la extraccion por
ultrasonidos (UAE) de compuestos bioactivos de Ganoder ma spp., descrito
en laseccion 3.4.4. y resumido en la Tabla 13, permitié una determinacion
sistematica de las variables operativas clave del ultrasonido tales como,
amplitud, relacion S/F y energia especifica sobre las variables respuesta
como € contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad
antioxidante de los extractos de Ganoderma spp. Esta metodologia
minimizo la variabilidad experimenta y las interacciones entre factores en
las etapas iniciales, facilitando la identificacion de tendencias claras y €
establ ecimiento de condiciones optimas de forma eficiente.
La eleccion de este enfoque fue adecuada para € estudio, ya que la
extraccion de compuestos bioactivos de los cuerpos fructiferos mediante
UAE es un proceso complgo donde las variables pueden presentar
interacciones significativas. Al optimizar unavariable alavez, partiendo de
laamplitud, seguido de larelacion S/F y finalmente la energia especifica, se
logré comprender el efecto individual de cada factor sobre las respuestas,
sentando una base sdlida para futuros estudios de escal amiento.

3.4.7. Variablesdelainvestigacion
Con base en € disefio anterior, se definieron las siguientes variables:

3.4.7.1.Variables I ndependientes

Amplitud de sonicacion (%), relacion solvente/aimento (S/F, g/g) y energia
especifica aplicada (J-mL™1).
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3.4.7.2.Variables Dependientes
Contenido de compuestos fendlicos totales (mg EAG/g extracto), actividad
antioxidante (medida mediante los ensayos DPPH y ABTS, expresados
como mg EAG/g extracto), perfil fendlico mediante UPLC.
3.4.7.3.Esquema experimental
La estrategia de optimizacion univariada secuencial empleada en este
estudio se resume en la Figura 7. Como Esguema del disefio
experimental secuencial para la extraccion asistida por ultrasonido
(UAE) de compuestos bioactivos de Ganoderma spp. El flujo
experimental seinicia con la preparacion de la materia prima, seguida
de tres fases consecutivas. En cada fase, se varié un Unico parametro
operativo (amplitud, relacion S/F o energia especifica) mientras los
deméas se mantuvieron constantes en base a los resultados de la fase
anterior, culminando en la identificacion de las condiciones Optimas

globales del proceso de UAE para Ganoder ma spp.



Figura 7
Esquema del disefio experimental secuencial para la extraccion asistida por

ultrasonido (UAE) de compuestos bioactivos de Ganoderma spp.

PREPARACION DE LA
MATERIA PRIMA
Reduccion de tamafio y andlisis

l

FASE 1: Optimizacién dela amplitud

Amplitud: 30 % Parametros constantes:
Evaluacion Relacion SIF: 10 (g/g)
Amplitud: 39 % Energia Especifica: 50

l

Parametro optimizado:
Amplitud seleccionada

FASE 2: Optimizacion dela Relacion S/IF

Relacion SIF (g/g): Sl Parémetros constantes:

Amplitud: Optima (Fase 1) Energia
10,15,20,25,30,35,40,45

Especifica: 50 JmL*

Parametro optimizado:

Relacion SIF seleccionada

v

FASE 3: Optimizacién dela Energia Especifica

Parédmetros constantes:

Energia Especifica (J.mL™): Evauacion

Amplitud: Optima (Fase 1)
25,50,75,100,125

Relacion SF: Optima (Fase 2)

Parémetro optimizado: Energia

Especifica sel eccionada
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3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

Técnicas e instrumentos empleados

Determinacion de caracterizacion y car acteristicas fisicoquimicas
Lamateria prima fue analizada en relacion con:

Contenido de humedad: determinado mediante el Método de secado en
horno, AOAC 925.10, ASTM D2216.

M étodo para calcular el rendimiento total (Xo)

El rendimiento global de cada extraccidn se determind apartir delarelacion
entre la masa del extracto recolectado (mex) Yy la masa de materia prima
alimentada en base seca (F), segun la siguiente ecuacion (1).

Ecuacion (1):

Mex
= %1

Donde:
Mext ;. Masa seca del extracto

F: masa de Ganoderma spp

Deter minacion de compuestos polifendlicos en Ganoderma

El contenido de compuestos fendlicos (CF) de las muestras fueron medidos
por e método de Folin-Ciocalteu rapido y miniaturizado. Se tomoé un
volumen de 50 pL de la muestray se mezclé con 50 pL del reactivo de
Folin- Ciocalteu (1:5 v/v) en una placa de 96 pocillos, después de 2 min se
anadié 100 uL de NaOH (0,35 M) y en un lector de placas Synergy HTX
(Biotek, VT, USA) se midio la absorbancia a 760 nm. El contenido de CF

fue expresado en mg é&cido galico equivalentes’g de muestra. Las
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determinaciones analiticas se realizaron por triplicado. Magalhées et al.

(2010).

3.5.4. Analisisdeactividad antioxidante

Actividad Antioxidantee Método de DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl)

Laactividad antioxidante de las muestras fueron medidas de acuerdo con

el método rapido de alto rendimiento DPPH descrito por Abderrahim et

al. (2013) y evauada por triplicado. Se coloc6 10 L de la muestra

diluidas en agua como antioxidante estandar junto con 200 uL de solucion

de trabajo DPPH en una microplaca de 96 pocillos. La solucion de trabajo

DPPH (60 pmol) se preparé en tampdn metanol-Tris- HCI (10 mmol/L,

pH 7,5) (50:50 v/v) y seincubd a ambiente durante 10 minutos. Lalectura

de absorbancia se realiz6 a 520 nm utilizando un lector de microplacas

multimodal Synergy H1 (Biotek, VT, USA).

3.5.4.1.Método DPPH

Método DPPH — 2,2 diphenil-1-1picrilhidrazilo, los extractos acuosos
de Ganoderma se colocaron en una placa de 96 pocillosy se mezclarén
con 200 pL de unasolucion de DPPH (60 uM en unamezclade metanol
y tampon Tris 10 mM, pH 7.5, en una proporcion de 1:1 v/v). La
absorbancia se midié a 520 nm después de 10 minutos de incubacion a
25 °C en un lector de microplacas Synergy H1 (Biotek, VT, EE. UU.),
y se utiliz6 para calcular la capacidad antioxidante, expresada como €

indice de capacidad de inhibicién (SCI) Abderrahim et al. (2013)
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Cortés-Avendafio et al. (2024)). La capacidad antioxidante se expreso
como mg EAG/g muestra calculada a partir de la curva esténdar de GA
[0-20 mg/L , R2=0.995].
3.5.4.2.Método ABTS

La capacidad antioxidante de las muestras fueron medidas de acuerdo
con & método répido de ato rendimiento ABTS+ descrito por Cortés-
Avendano et al.( 2024) y se evallo por triplicado. Se prepar6 una
solucion stock de ABTS+ radical, en una habitacion oscura se hizo
reaccionar ABTS+ (7 mmol/L) y persulfato de potasio (2,45 mmol/L)
durante 16 horas a temperatura ambiente. Se prepard una solucion de
trabajo ABTS (0.07 Mm o0 10 yL / mL) a partir de la solucién stock con
solucion de etanol, agua desionizada (1:1 v/v). Para e método, se
mezclaron 10 pL de muestras diluidas como antioxidante estandar con
200 pL de la solucion detrabajo deradicales ABT S+ en unamicroplaca
de 96 pocillos. La mezcla se incub6 durante 30 min a temperatura
ambiente y la absorbanciaa 734 nm fue medida utilizando un lector de
microplacas multimodal Synergy H1 (Biotek, VT, USA.). Método
ABTS Para producir el radical cationico ABTS (ABTSe*), se mezclé
unasolucién de ABTS de 7 mM con 2.45 mM de persulfato de potasio
en agua, degjando la mezcla en reposo en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 horas. La solucion de ABTSe* se diluyo en PBS
(5 mM, pH 7.4) hasta alcanzar una absorbancia de 0.7-0.8 a 734 nm.
Para la reaccion, se mezcld 10 pL de los extractos de Ganoderma

diluidos en una placa de 96 pocillos durante 1 minuto, después de lo
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cual se midio la absorbancia a 734 nm en un lector de microplacas
Synergy H1 (Agilent, EE. UU.) en modo cinético durante 10 minutos.
La capacidad antioxidante de las muestras se cuantific6 como mg
EAG/q, utilizando una curva de cdibracion de GA [0 - 30 mg/L , R2
=0.9923] (Condezo-Hoyos €t al., 2009); (Cortés-Avendafio et al.,
2024).

Cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC-DAD-MYS)

Los compuestos fendlicos presentes en los extractos de Ganoderma
spp. fueron identificados mediante un sistema ACQUITY H-Class
UHPLC (Waters Corp., Milford, MA, USA), acoplado aun detector de
arreglo de diodos (PDA 2998) y a un espectrometro de masas de
cuadrupolo simple (QDa). Laseparacién cromatograficase llevé acabo
en una columna Kinetex C18 (100 x 4.6 mm, 2.6 ym; Phenomenex),
mantenidaa 40 °C.
Lafasemovil estuvo compuestapor (A) aguacon 0,1% de acido acético
y (B) acetonitrilo con 0,1% de écido aceético. El gradiente de elucion se
programo de la siguiente manera: 5% B (0-0,5 min), 5-100% B (0,5-
15,5 min), 100% B (15,5-17,5 min), 100-5% B (17,5-18 min) y 5% B
(18-21 min) para€ reequilibrio delacolumna. El flujo se establecio en
0,5 mL/miny e volumen de inyeccion fue de 3 pL.
La deteccion se realizd mediante DAD en un rango de 210-800 nm
(monitoreando especificamente a 254, 280, 325 y 350 nm) y mediante
espectrometria de masas en modos de ionizacion positiva y negativa,

con un rango de masa de 100-600 m/z. La deteccion e integracion de
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picos se efectud utilizando € software Waters Empower 3, con un
umbral de 1.500 AU. La identificacion tentativa de los compuestos se
basb en: (1) precision de masa (< 5 ppm de diferencia respecto a m/z
tedrico), (2) espectros UV-Vis caracteristicos y (3) comparacion con
datos reportados en laliteratura para especies del género Ganoder ma.
3.5.4.3.Evaluacién de la sostenibilidad del proceso mediante Path2Green
La sostenibilidad del proceso de extraccion con agua subcritica (SWE)
aplicado a Ganoderma spp. fue evaluada mediante la métrica
Path2Green propuesta por de Souza Mesquita et a. (2024). Esta
metodologia analiza la adhesion del proceso a 12 principios de
extraccion verde, considerando dimensiones ambientales, sociales y
econdmicas. Los principios evaluados fueron: (1) biomasa, (2)
transporte, (3) pretratamiento, (4) solventes, (5) escalado, (6)
purificacion, (7) rendimiento, (8) postratamiento, (9) energia, (10)
aplicacion, (11) revalorizacion y (12) gestion de residuos.
Cada principio fue calificado en una escala de —1 a +1, donde valores
cercanos a +1 indican mayor cumplimiento de los criterios de
extraccion sostenible. Se aplicaron factores de ponderacion
diferenciados. ambienta (3,0), socia (2,0) y econdémico (1,0).
La evaluacion se realizo mediante la aplicacion movil Path2Green. El
pictogramaresultante permite visualizar el puntgjefina y e desempefio
del proceso de extraccién, asi como identificar puntos criticos (“red
flags”) en los que el proceso puede optimizarse en términos de

sostenibilidad.
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]

El puntge fina se convirtid a equivalentes de g CO,/g biomasa

mediante |a siguiente ecuacion de regresion (Ecuacion 2):

gl

By

2 ] =—-107935  , g +7213 (2)

3.5.5. Procedimiento de recoleccion de datos

3.5.5.1.Técnicasde andlisisderesultados

35511

3.5.5.1.2

Andlisisde rendimiento total (Xo)

A.

Técnica de procesamiento:

Se recopilaron los valores de la masa del extracto recolectado y la
masa de materia prima en base seca.

Se aplico la ecuacion de rendimiento global en un software
estadistico en Excel para calcular e porcentgje de extraccion para
cada experimento.

Técnica deanalisisderesultados:

Previo a la aplicacion de pruebas estadisticas en € andlisis de los
resultados, se realizd un andlisis descriptivo para comprender la
distribucion y variabilidad de los datos.

Se realizaron medidas de promedio y su respectiva desviacion
estandar. Con ello se elaboraron gréficos de dispersion para detectar

tendencias y valores atipicos.

Cantidad total defenoles (Folin-Ciocalteu)

A.

Técnica de procesamiento:
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Se generd una curva de calibracion con acido gdlico a diferentes
concentraciones.
L os valores de absorbancia obtenidos a 760 nm se interpolaron en la
ecuacion de larecta de calibracion.
Se calcularon los equivalentes de acido galico (EAG g?) en cada
muestra.
B. Técnicadeandlisis deresultados:
Seevaluo lalinealidad delacurvade calibracidn mediante regresion
lineal.
Se realizaron pruebas de normalidad a los datos obtenidos.
Se emplearon un ANOVA para determinar diferencias entre
muestras.
Se aplicd regresion lineal para evaluar la relacion entre la
concentracion de fenoles totales y otras variables del estudio.
3.5.5.1.3. Determinacién de actividad antioxidante (DPPH, ABTYS)
A. Técnica de procesamiento:
- Laactividad antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS
se calcul 6 en funcion de la disminucion de la absorbancia a 520
nmy 734 nm, respectivamente.
- Seexpresd en mg EAG/Q.
B. Técnicadeanalisisderesultados:
Seredizd un andlisis descriptivo de los datos (media, desviacion

estandar).
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Se aplicd un ANOVA de medidas repetidas para comparar 1os
métodos de andlisis de actividad antioxidante.
C. Tipo de Disefio Experimental:

- Con los datos obtenidos se reaizd6 una ANOVA en Jamovi,
seguido de pruebade Tukey si correspondia. Adicionalmente, se
exploro e guste de modelos de regresion lineal o cuadrética
cuando seidentifiquen tendencias progresivas entre energiay las
variables de respuesta, utilizando regresion de Jamovi. En
OriginPro 2024, se graficaron los datos con curvas de gjuste.

En todas las etapas, las variables de respuesta fueron
relacionadas a rendimiento de extraccion (%), contenido de
compuestos fendlicos totales (TPC, mg EAG/g), actividad
antioxidante (DPPH y ABTS) y, en todos los extractos se
verificaron de manera cuditativa € perfil fendlico mediante
UHPLC-DAD-MS. Todos los andlisis se redizaron por
triplicado para asegurar la reproducibilidad y precision
experimental .

D. Variables Independientes (Factor es de estudio):
Solucion etandlicaa 50 % S/F, amplitud y energia.

E. Variables Dependientes (M edidas derespuesta):
Rendimiento del extracto (%) (determinacion gravimétrica).
Contenido de compuestos fendlicos (EAG g?1) (Folin-
Ciocalteu).

Actividad antioxidante (umol TE/g) (DPPH, ABTYS).
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Perfil de principal es compuestos fendlicos por HPLC-DAD-MS.

F. Disefio Estadisticoy Analisisde Datos

Con los datos obtenidos, se reaiz6 un andisis de varianza
(ANOVA) en Jamovi, seguido de la prueba de Tukey cuando
correspondid. Adicionalmente, se evalud € gjuste de modelos
de regresion lineal o cuadratica cuando se identificaron
tendencias progresivas entre la energia y las variables de
respuesta, utilizando las herramientas de regresion del mismo
software. Finalmente, los datos se graficaron en OriginPro
2024, incluyendo las respectivas curvas de gjuste.

En todas las etapas, las variables de respuesta estuvieron
relacionadas con el rendimiento de extraccion (%), € contenido
de compuestos fendlicos totaes (TPC, mg EAG/g) y la
actividad antioxidante (DPPH y ABTS). Asimismo, en todos
los extractos se verificO cualitativamente € perfil fendlico
mediante HPLC-DAD-MS. Todos los andlisis se realizaron por
triplicado para garantizar la reproducibilidad y precision

experimental .
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V. RESULTADOSY DISCUSION
Tabla 14

Composicion proximal de Ganoderma applanatum.

Muestra Ensayos Resultados
Determinaci 6n de humedad 10,02 +£ 0,03 %
Determinacion de grasa cruda 0,46 +£ 0,03 %

Determinacion de proteina

Ganoderma 2,46 +£ 0,05 %
Cruda
Determinacion de cenizas 0,94 + 0,02 %

Determinacion de carbohidratos totales 86,12 + 0,12 %

Nota. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Datos obtenidos del
Informe de Ensayo N.° 07 del andlisis proxima de Ganoderma applanatum redizado en la

Universidad Nacional AgrariaLaMolina (2024).

El andlisis proximal del Ganoder ma applanatum, reportado en el informe de ensayo
mostré valores bajos de humedad (10,02 %), grasa (0,46 %), proteina (2,46 %) y
cenizas (0,94 %), mientras que los carbohidratos alcanzaron el 86,12 %. Estos
resultados describen un producto intensamente deshidratado y predominantemente
compuesto por carbohidratos, caracteristicacomun en extractos o polvos de hongos
medicinales procesados. La bga humedad observada asegura estabilidad
microbioldgica, mientras que las fracciones proteica y lipidica son minimas
respecto al total de solidos.

Seguin Tirado et a.( 2015), los métodos tradicionales de secado (mufla o estufa) y
los analizadores de humedad de haldgeno producen valores estadisticamente

equivaentes de humedad, independientemente del alimento evaluado, aungue con
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tiempos de analisis muy distintos. El articulo demuestra que no existen diferencias
significativas entre métodos a determinar humedad en maltiples matrices, incluso
en aimentos de ata humedad como ahuyama o mango. Esto significa que la
humedad de 10 % obtenida en € Ganoderma anadizado puede considerarse
confiable, pues proviene de un método A OA C basado también en secado hasta peso
constante, técnica equivalente en principio a método de estufa utilizado por los
autores. Ademés, describen que factores como peso de muestra, manipulacion y
condiciones ambientales pueden introducir variaciones, 10 que explica pequefias
diferencias entre lotes sin comprometer la validez del resultado. En consecuencia,
la baja humedad del Ganoderma se interpreta como un valor consistente con un
proceso de deshidratacion adecuado, coherente con la estabilidad reportada en
productos secos evaluados en € estudio.

Gregorio et a. (2016), compararon los métodos Kjeldahl y Dumas para la
determinacion del contenido de proteina en 24 tipos de alimentos. Los autores
concluyeron que no existen diferencias significativas entre ambos métodos; sin
embargo, sefidlaron que € método Kjeldahl presenta mayor dispersion en los
resultados y una mayor susceptibilidad a error humano, debido a que requiere
digestion &cida, una manipulacion mas extensa y un mayor nimero de puntos
criticos dentro del procedimiento. Estos hallazgos permiten interpretar € valor de
proteina cruda del Ganoderma (2,46 %) como un resultado influenciado por las
limitaciones inherentes del método Kjeldahl: e articulo indica que su variabilidad
puede generar diferencias pequefias entre muestras, y ademas que la metodol ogia
presenta mayor imprecision en matrices complgas. Lo relevante es que, s €

andliss se redlizara mediante un méodo automatizado como Dumas,
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probablemente el valor obtenido seriaequivalente, ya que ambos métodos muestran
una correlacion cercanaa 1,0 segun e andlisis estadistico de los autores. En suma,
el bao contenido proteico encontrado es coherente con las observaciones de
Gregorio et da.(2016), quienes validan la confiabilidad del método, aunque
advierten sobre su sensibilidad operativa.

4.1. Determinacién de caracterizacion y caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 15
Determinacion de Humedad de Ganoderma spp.

Peso final de la
muestra (material Peso dela muestra

Muestra M ateria seca (%)
devidrioo capsula (%)

+ muestra) (g)

R1 100% 88.559 11.441
R2 100% 88.252 11.748
R3 100% 88.310 11.421

Nota. Elaboracién propia apartir de datos experimentales.

Los resultados de la determinacion de humedad del material anaizado de
Ganoderma applanatum se presentan en la Tabla 15. Los tres replicados eval uados
mostraron valores de materia seca de 11.441 %, 11.748 % y 11.421 %,
respectivamente, 10 que corresponde a un contenido promedio de 11.54 % de
materia seca y aproximadamente 88.46 % de humedad. La baja variabilidad
observada entre las réplicas indica una adecuada repetibilidad del método
empleado. Este alto contenido de humedad es caracteristico de los cuerpos

fructiferos frescos de hongos basidiomicetos, los cuales presentan una eevada
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proporcion de agua en su estructura celular. La determinacion de este pardmetro
resulta relevante, ya que el contenido de humedad influye directamente en la
estabilidad del material, en los procesos de conservacion y en la eficiencia de
extraccion de compuestos bioactivos en etapas posteriores del estudio.

Composicion proximal y condicion del material de estudio

La composicién proximal de Ganoderma applanatum evidencié un material con
baja humedad (10.02%), grasa cruda (0.46%), proteina cruda (2.46%) y cenizas
(0.94%), mientras que los carbohidratos representaron la fraccién mayoritaria
(86.12%). Este patron describe un producto previamente deshidratado, con
predominio de componentes estructuralesy de reserva, condicion favorable parasu
conservacion y para la estandarizacion de procesos extractivos posteriores. En €
género Ganoderma se ha descrito que los cuerpos fructiferos estan constituidos
aproximadamente por 90% de agua en estado fresco y que, una vez Secos,
concentran carbohidratos, fibra, compuestos fendlicos, triterpenoidesy proteinas en
proporciones variables segiin la especie, € sustrato y € método de procesamiento;
por elo, e perfil observado en la muestra analizada resulta tecnol 6gicamente
plausible dentro del comportamiento esperado para este grupo fungico (Plosca et

al., 2025).

Debe precisarse, no obstante, que la Tabla 14 y la Tabla 15 no describen lamisma
condicion fisica de lamuestra. Mientras lacomposicion proximal corresponde aun
producto seco, la determinacion de humedad de la Tabla 15 mostré un promedio de
11.54% de materia seca 'y 88.46% de humedad, valor tipico de cuerpos fructiferos
frescos. En términos metodol 6gicos, ambos hallazgos son compatibles: e primero

caracteriza €l material estabilizado para andlisis composicional y € segundo
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documenta & elevado contenido de agua del hongo antes del secado, condicién que
incide directamente en la estabilidad microbiol dgica, laconservaciony laeficiencia
de extraccion de metabolitos bioactivos. La literatura reciente sobre Ganoderma
lucidum respalda esta interpretacion a indicar que e cuerpo fructifero fresco
contiene cerca de 90% de agua, mientras que la fraccion seca concentra los

principales compuestos de interés bioldgico (Ploscaet a., 2025).

El creciente interés por los compuestos bioactivos de origen natural ha impulsado
el desarrollo de investigaciones orientadas amejorar |os métodos de extraccion que
permitan recuperar estos metabolitos con mayor eficienciay estabilidad. Entre los
compuestos mas estudiados se encuentran los compuestos fendlicos, los cuaes
desempefian un papel fundamental en la actividad antioxidante de diversos
alimentos y organismos bioldgicos. En este contexto, se ha reportado que los
metabolitos bioactivos presentes en matrices natural es poseen diversas propiedades
biol6gicas, entre ellas actividad antioxidante, antiinflamatoriay antimicrobiana, 1o
que ha incrementado su importancia en las éreas de nutricion, farmacologia y
biotecnologia (Bhadange et al., 2024).

Resultado de Deter minacion de compuestos polifendlicos en Ganoderma spp.

Figura 8
Relacion lineal entrela duracion del tratamiento ultrasonico y la energia

aplicada durante el proceso de extraccion.
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Nota. Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

La Figura 8 muestra la relacion entre la duracion del tratamiento ultrasonico y la
energia aplicada durante €l proceso de extraccion. Los resultados evidencian una
relacion linea positiva entre ambas variables, indicando que € incremento del
tiempo de sonicacion se traduce en un aumento proporciona de la energia
transferida al sistema. El modelo de regresion lineal obtenido (y = 18.86x + 14.6)
presenta un coeficiente de determinacion elevado (R2 = 1), lo que sugiere que la
variacion de la energia aplicada se explica practicamente en su totalidad por la
duracién del tratamiento. Este comportamiento confirma la estabilidad operativa
del sistema ultrasdnico empleado y evidencia que € control del tiempo de
sonicacion constituye un factor determinante en lacantidad de energia suministrada
durante el proceso de extraccion.

Figura 9
Relacion lineal entrela duracion del tratamiento ultrasonico y la energia

acumulada durante el proceso de extraccion.
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Nota. Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

La Figura 9 muestra la relacion entre la duracion del tratamiento ultrasonico y la
energia acumulada durante el proceso de extraccion. Los resultados evidencian una
relacion linea positiva entre ambas variables, indicando que € incremento del
tiempo de sonicacion genera un aumento proporcional de la energia transferida al
sistema. El modelo de regresion lineal obtenido (y = 18.63x + 18.33) presenta un
coeficiente de determinacion eevado (R2 = 0.9998), lo que indica que
précticamente latotalidad de la variacion de la energia acumulada se explica por la
duracion del tratamiento. Este comportamiento sugiere una alta estabilidad en las
condiciones operativas del equipo ultrasonico y confirma que e tiempo de
sonicacion constituye un factor determinante en la cantidad de energia aplicada

durante el proceso de extraccion.

Figura 10
Relacion lineal entrela duracion del tratamiento ultrasonico y la energia

aplicada durante el proceso de extraccion.
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Nota. Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

La Figura 10 muestra la relacion entre la duracion del tratamiento ultrasonico y la
energia aplicada durante el proceso de extraccion. Los resultados evidencian una
relacion lineal positiva entre ambas variables, 10 que indica que e incremento del
tiempo de sonicacion genera un aumento proporciona de la energia transferida al
sistema. EI modelo de regresion lineal obtenido (y = 25.37x + 8.96) presenta un
coeficiente de determinacion muy elevado (R2=0.9999), o que demuestraun gjuste
practicamente perfecto del modelo y confirma que la variacion de la energia
aplicada se explicacas totalmente por la duracién del tratamiento ultrasonico. Este
comportamiento reflgja una alta estabilidad operativa del sistema experimental y
evidencia que € tiempo de sonicacion constituye un factor determinante en la
cantidad de energia suministrada durante el proceso de extraccion.

Figura 11

Relacion lineal entrela duracion del tratamiento ultrasonico y la energia

aplicada durante el proceso de extraccion.
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Nota. Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

La Figura 11 muestra la relacion entre la duracion del tratamiento ultrasdnico y la
energia aplicada durante €l proceso de extraccion. Los resultados evidencian una
relacion linea positiva entre ambas variables, indicando que € incremento del
tiempo de sonicacion produce un aumento proporcional de laenergiatransferida al
sistema. El modelo de regresion lineal obtenido (y = 27.28x + 20.64) presenta un
coeficiente de determinacién elevado (R2 = 0.9998), |o que evidencia un guste casi
perfecto del modelo y confirma que la variacién de la energia aplicada se explica
préacticamente en su totalidad por la duracién del tratamiento ultrasonico. La
pendiente de la recta (27.28 W-9/s) representa la potencia efectiva del sistema
ultrasonico durante €l proceso experimental. Este valor, superior a observado en
las gréficas previas, sugiere una configuracion de mayor intensidad energética, 1o
gue podria favorecer procesos de extraccion més eficientes en periodos de
sonicacion rel ativamente cortos.

Figura 12

Distribucion de la energia aplicada en funcion de la duracién del tratamiento

ultrasonico y relacion lineal entre ambas variables.
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Nota. Elaboracién propia apartir de datos experimentales.

La Figura 12 presenta dos representaciones complementarias del comportamiento
de la energia aplicada durante el tratamiento ultrasdnico en funcion de la duracion
del proceso. El diagrama de cgjay bigotes muestra ladistribucion de los valores de
energia para los distintos tiempos de sonicacion, evidenciando un incremento
progresivo de la energia conforme aumenta la duracion del tratamiento. Por otro
lado, el gréfico de regresion lineal confirma la existencia de una relacion positiva
entre ambas variables, descrita por @ modelo y = 18.68x + 95.1, con un
coeficiente de determinacién k* = 0.8574. Este vaor indica una relacién lineal
moderadamente fuerte entre la duracion del tratamiento ultrasonico y la energia
aplicada. En conjunto, estos resultados sugieren que el tiempo de sonicacion influye
de manera significativa en la energiatransferida al sistema, 1o que puede repercutir
directamente en la eficiencia del proceso de extraccion de compuestos bioactivos

presentes en Ganoder ma spp.

4.2. Resultado de actividad antioxidante



Tabla 16

Resultados del contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) obtenidos

durante el proceso de extraccion asistida por ultrasonido.

Fase Experimento Amplitud

(%)

1 30

2 39

3 30

5 30

6 30

7 30

! 8 30
9 30

10 30

11 30

12 30

13 30

[l 14 30
15 30

16 30

10
10
10
15
20
25
30
35
40
45
35
35
35
35
35

Tiempo
de
sonicacion
S
53
39
53
51
52
52
51
51
51
52
24
52
77
104
130

Energia
(Ws)

1001
1001
1001
1002
1002
1002
1001
1001
1002
1001
501.67
1001.33
1501.00
2001.33
2502.00

Energia

TPC (mg

especifica EAG/100g

(3/mL)

50.05
50.05
50.05
50.1
50.1
50.1
50.05
50.05
50.1
50.05
25.08
50.07
75.05
100.07
125.10

Ganoderma)

257.99
252.96
257.99
353.21
450.76
504.12
601.46
677.86
671.98
733.57
694.17
679.74
873.09
881.37
689.27

Nota. TPC: contenido total de compuestos fendlicos expresados como equivalentes de cido galico

(EAG). SIF: relacién solido-solvente. Elaboracién propia a partir de datos experimentales.

L os resultados muestran que € contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)

aumento progresivamente con € incremento de la relacién solido-solvente durante

la fase Il del estudio. Asimismo, en la fase Il se observd un incremento

significativo del TPC con & aumento de la energia especifica aplicada,

alcanzandose el valor maximo de 881.37 mg EAG-100 g™* auna energia especifica

de 100.07 J-mL ™,
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Dela fase |. Se redizaron pruebas iniciales para verificar la reproducibilidad del
sistemay €l efecto de amplitud. Laamplitud de 30 %y 39 % con relacion S/F = 10
mostraron valores similares de TPC (255 mg EAG/100 g), lo que sugiere gque la
amplitud no tuvo un efecto marcado en esta etapa bajo esas condiciones.

En lafasell. A medida que larelacion S/F aumenta (més solvente por unidad de
masa de hongo), el TPC se incrementa significativamente: De 257.99 mg (S/F =
10) hasta 733.57 mg (S/F = 45). Este incremento demuestra que ladilucion favorece
la transferencia de masa y la difusion de compuestos fendlicos, hasta un punto
cercano a equilibrio (S/F = 40-45).

En lafaselll Al mantener constante la amplitud (30 %) y lardacion S/IF (35), €
incremento del tiempo y laenergia de sonicacién aumenta el TPC hastaun maximo
(881 mg EAG/100 g a 2001 Ws/ 100 JmL). Sin embargo, a la energia més alta
(2502 Ws, 125 JmL), e TPC disminuye a 689 mg EAG/100 g, lo que sugiere
posi ble degradacion térmica o polimerizacion de los fenoles por exceso de energia
El parametro masinfluyente en laliberacion de compuestos fendlicosfue laenergia
total suministrada, seguida de larelacion solvente/materia prima (S/F).

La amplitud del ultrasonido (30-39 %) no mostro variaciones significativas en la
eficiencia, indicando que el sistema opera en una zona estable de cavitacion.

El punto Optimo de extraccion se alcanzd arededor de 100 JmL de energia
especifica, después del cua la eficiencia disminuye por probable oxidacion o
degradacion térmica.

Estos resultados orientan aque €l ultrasonido es unatécnica efectiva para potenciar
laextraccion de compuestos fendlicos del Ganoder ma spp., Siempre que se controle

el aporte energético.
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Tabla 17

Resultados de |a capacidad antioxidante de |os extractos obtenidos mediante

extraccion asistida por ultrasonido.

Fase Experimento Amplitud
(%)
1 30
! 2 39
3 30
5 30
6 30
7 30
! 8 30
9 30
10 30
11 30
12 30
13 30
[l 14 30
15 30
16 30

10
10
10
15
20
25
30
35
40
45
35
35
35
35
35

Tiempo
de
sonicacion
©)
53
39
53
51
52
52
51
51
51
52
24
52
77
104
130

Energia
(Ws)

1001
1001
1001
1002
1002
1002
1001
1001
1002
1001
501.67
1001.33
1501.00
2001.33
2502.00

Energia
especifica
(I/mL)

50.05
50.05
50.05
50.1
50.1
50.1
50.05
50.05
50.1
50.05
25.08
50.07
75.05
100.07
125.10

ABTS (mg
EAG/ g

Ganoderma)

7.33

7.29

7.33

15.05
20.90
25.93
27.63
31.33
35.36
42.04
33.01
31.63
43.23
44.37
32.53

DPPH(mg
EAG/g

Ganoderma)

534

532

534

11.20
16.06
19.97
20.19
23.98
27.63
30.87
24.64
24.43
32.50
32.69
24.23

Nota. ABTS: capacidad antioxidante determinada mediante € radical ABTS. DPPH: capacidad

antioxidante determinada mediante e radica DPPH. S/F:

equivalentes de &cido galico. Elaboracién propia a partir de datos experimentales.

relacion solido-solvente. EAG:

L os resultados muestran que la capacidad antioxidante de los extractos aumento

progresivamente con el incremento de larel acion solido-solvente durante lafase |1

del estudio. Asimismo, en lafase Il se observd un incremento en los valores de

ABTSy DPPH con el aumento de la energia especifica aplicada, alcanzandose los

valores maximos de 44.37 mg EAG-g™t y 32.69 mg EAG-g, respectivamente, a

una energia especificade 100.07 J-mL ™1,
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Los valores obtenidos para la capacidad antioxidante de los extractos de
Ganoderma spp. evidencian una tendencia creciente en funcién de las condiciones
operativas evaluadas durante € proceso de extraccion asistida por ultrasonido. En
lafaseinicial del estudio, donde se evalud € efecto de la amplitud del ultrasonido,
los valores registrados para ABTS y DPPH se mantuvieron relativamente bajos y
con escasa variacion entre los tratamientos, |0 que sugiere que, dentro del rango
estudiado, este parametro no produjo cambios sustanciales en la liberaciéon de
compuestos con actividad antioxidante. Sin embargo, en la segunda fase
experimental se observo un incremento progresivo de ambos indicadores conforme
aumento la relacion solido-solvente (S/F), 1o que indica que un mayor volumen de
solvente favorecié la difusion y solubilizacion de metabolitos fendlicos presentes
en la matriz fungica. Finamente, en la tercera fase del estudio, e aumento de la
energia especifica aplicada mediante ultrasonido generé unamejora adicional en la
capacidad antioxidante de los extractos, alcanzandose los valores mas elevados de
44.37 mg EAG-gt para ABTS y 32.69 mg EAG-g™* para DPPH cuando se aplico
una energia especifica cercana a 100.07 J-mL 1. Este comportamiento sugiere que
niveles moderados de energia ultrasonica favorecen la ruptura de las estructuras
celulares y facilitan la liberacion de compuestos fendlicos bioactivos, no obstante,
valores energéticos mas atos no necesariamente incrementan la actividad
antioxidante, lo cua podria atribuirse a posibles procesos de degradacion o
transformacién de algunos compuestos sensibles a laintensidad del tratamiento.

En lafase | no se observaron diferencias significativas entre los valores de ABTS
y DPPH a distintas amplitudes (30-39 %). Los vaores bgos de actividad

antioxidante (7 mg EAG/g en ABTS y 5 mg EAG/g en DPPH) indican que la

88



amplitud por si solano fue un factor determinante, dado quelarelacion S/IF limitada
(10) restringio ladifusion de los compuestos fendlicos. Esto evidencia que, a bagjas
proporciones de solvente, €l efecto de cavitacion acUstica es insuficiente para
liberar metabolitos antioxidantes.

Enlafasell amedidaquelarelacion S/F aument6 de 10 a45, losvaloresde ABTS
y DPPH se incrementaron més de cinco veces, acanzando méximos de 42.04 mg
EAG/g (ABTS) y 30.87 mg EAG/g (DPPH).
Esto demuestra que e aumento del volumen de solvente mejoralatransferenciade
masa, permitiendo una extraccion méas completa de los compuestos fendlicos y
triterpénicos presentes en la matriz fungica
El efecto fue més notorio en ABTS, indicando una mayor €ficiencia para captar

radicales cationicos (ABTS") que radicales libres (DPPH-).
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Figura 13
Actividad antioxidante (ABTS) del extracto de Ganoderma spp. en funcion dela

relacion solido/solvente (S'F) en lafase |11 del proceso de extraccion.
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Nota. Actividad antioxidante determinada mediante el méodo ABTS en funcién de la relacion
solido/solvente (S/F). Los datos representan la media de tres repeticiones + desviacion estandar.
Elaboracioén propia

Resultados de la actividad antioxidante (ABTS) en funcion de larelacion S/F

La figura 13 muestra la variacion de la actividad antioxidante determinada mediante el
método ABTS en funcion de la relacion S/F. Los resultados evidencian cambios en la
capacidad antioxidante del extracto segun las condiciones evaluadas, observandose un
incremento inicial seguido de una disminucion en las relaciones més atas.

A unardacién S/F de 500, la actividad antioxidante fue aproximadamente 33 mg EAG/qg,
lo que representa un nivel moderado de capacidad captadora de radicales libres. Cuando la
relacion S/F aumenté a 1000, se observé una ligera disminucion en la actividad
antioxidante, alcanzando un valor cercano a 32 mg EAG/g.

Sin embargo, a incrementar larelacion S/F a 1500, la actividad antioxidante presentd un
aumento considerable, alcanzando aproximadamente 43 mg EAG/g. Este comportamiento
sugiere una mejora significativa en la extraccion de compuestos bioactivos con capaci dad

antioxidante.
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El valor méximo se registré a una relacion S/F de 2000, donde la actividad antioxidante
alcanz6 aproximadamente 44-45 mg EAG/g, indicando que esta condicion favorece la
mayor liberacién y solubilizacién de compuestos fendlicos y otros metabolitos
responsables de la actividad antioxidante.

Posteriormente, al aumentar la relacion S/F a 2500, la actividad antioxidante disminuyo
hasta aproximadamente 33 mg EAG/g, o que podria indicar una posible dilucion del
extracto o una menor eficiencia en la extraccién de compuestos antioxidantes bajo estas
condiciones.

En conjunto, los resultados muestran que la actividad antioxidante medida mediante €
método ABTS alcanza su maximo valor en larelacion S'F de 2000, |o que sugiere que esta
condicion representa € punto éptimo dentro del rango evauado para la extraccion de
compuestos antioxidantes.

Figura 14

Actividad antioxidante (ABTS) en funcién de la relacion solido/solvente (S'F)

durante la fase |1 del proceso de extraccion.
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Nota. Resultados de |a actividad anti oxidante determinados mediante el método ABTS en diferentes

ABETS

relaciones sdlido/solvente (S/F). Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones

experimentales + desviacion estéandar. Elaboracién propia.
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Resultados de |a actividad antioxidante determinada por € método ABTS

La Figura 14 muestra la variacion de la actividad antioxidante determinada
mediante el méodo ABTS en funcion delarelacion S/F. Los resultados evidencian
un incremento progresivo de la actividad antioxidante a medida que aumenta esta
relacion, lo que sugiere que las condiciones de extraccién influyen
significativamente en la recuperacion de compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante.

En larelacion S/IF = 10, se obtuvo € vaor méas bajo de actividad antioxidante,
aproximadamente 7 mg EAG/g, lo que indica una menor eficienciaen laextraccion
de compuestos antioxidantes bajo estas condiciones. Al aumentar larelacion SIF a
15y 20, losvalores de ABTS se incrementaron hasta aproximadamente 15y 21 mg
EAG/g, respectivamente, evidenciando unamejora en la capacidad antioxidante del
extracto.

Este comportamiento ascendente contintia en las relaciones S/F de 25 y 30, donde
la actividad antioxidante alcanz6 valores cercanos a 26 y 28 mg EAG/g.
Posteriormente, a incrementar la relacion S/F a 35 y 40, se observo un aumento
adicional de la actividad antioxidante, alcanzando aproximadamente 31y 35 mg
EAG/g, respectivamente.

El valor maximo de actividad antioxidante se registré en larelacion S/F = 45, con
un valor aproximado de 42 mg EAG/g, |o que indica que esta condicion favorece
una mayor extraccion de compuestos antioxidantes presentes en la muestra.

En conjunto, los resultados muestran una tendencia creciente de la actividad
antioxidante con e aumento de la relacion S/F, lo que sugiere que un mayor

volumen de solvente favorece la difusion y solubilizacion de compuestos fendlicos
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y otros metabolitos responsables de la actividad antioxidante determinada por €l
método ABTS.

Figura 15

Actividad antioxidante determinada mediante el método DPPH en funcion de la

relacion solido/solvente (S'F) durante la fase |1 del proceso de extraccion.

Nota. Actividad antioxidante determinada mediante € método DPPH en diferentes relaciones
solido/solvente (S/F). Los valores representan la media de tres repeticiones experimentales +

desviacion estandar. Elaboracion propia.

Resultados de la actividad antioxidante determinada mediante el método DPPH
Lafigural5 muestralavariacion delaactividad antioxidante determinada mediante
el método DPPH en funcion de la relacion S/F. Los resultados evidencian una
tendencia creciente de |a capacidad antioxidante conforme aumentalarelacion S/F,
lo que indica una mayor eficiencia en la extraccion de compuestos bioactivos
responsables de |a actividad antioxidante.

En larelacion S/IF = 10, se registré €l valor més bajo de actividad antioxidante,

aproximadamente 5 mg EAG/g, lo que reflga una limitada extraccion de
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compuestos antioxidantes bajo estas condiciones. Al incrementar larelacion S/F a
15, la actividad antioxidante aument6 hasta cerca de 11 mg EAG/g, mostrando un
incremento significativo en comparacion con lacondicién inicial.

Cuando la relacion S/F se incrementd a 20, e valor de actividad antioxidante
alcanzd aproximadamente 16 mg EAG/g, lo que indica una mayor liberacién de
compuestos con capacidad de neutralizar €l radical DPPH. Posteriormente, en la
relacion S/F = 25, la actividad antioxidante continu6 aumentando hasta
aproximadamente 20 mg EAG/g.

Enlasrelaciones S'F de 30y 35, se observaron val ores cercanos a20-21 mg EAG/g
y 24 mg EAG/g, respectivamente, 10 que evidencia un incremento progresivo de la
capacidad antioxidante del extracto. Este comportamiento sugiere que € aumento
del solvente favoreceladifusiony solubilizacion de compuestos fendlicos presentes
en lamatriz.

Finalmente, los valores més atos de actividad antioxidante se registraron en las
relaciones S/F de 40y 45, alcanzando aproximadamente 27-28 mg EAG/gy 31 mg
EAG/g, respectivamente. Estos resultados indican que la mayor capacidad
antioxidante se obtuvo a S/F = 45, condicion que favorece la extraccion de
metabolitos con capacidad captadora de radicales libres.

En conjunto, losresultados evidencian que € incremento delarelacion S/F favorece
la actividad antioxidante determinada mediante el método DPPH, lo que sugiere
una mayor extraccion de compuestos fendlicos y otros antioxidantes presentes en

la muestra.
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Figura 16
Actividad antioxidante deter minada mediante el método DPPH en funcién dela

relacion solido/solvente (S'F) durante la fase 111 del proceso de extraccion.
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Nota. Actividad antioxidante determinada mediante € método DPPH en diferentes relaciones
solido/solvente (S/F). Los valores representan la media de tres repeticiones experimentales +

desviacion estandar. Elaboracion propia.

Resultados de la actividad antioxidante determinada mediante el méodo ABTS
Lafigura 16 presentalaactividad antioxidante evaluadamediante el método ABTS
en funcién de larelacion S/F. Los resultados muestran variaciones en la capacidad
antioxidante del extracto segun las condiciones evaluadas, observandose un
incremento inicia seguido de una disminucion en los valores mas altos de la
relacion S/F.

A unarelacion S/F de 500, la actividad antioxidante alcanz6 aproximadamente 24—
25 mg EAG/g, indicando una capacidad moderada de neutralizacion del radical
ABTS. Al aumentar la relacion S/F a 1000, € valor se mantuvo préacticamente

constante, registrandose aproximadamente 24 mg EAG/g, 1o que sugiere que en este
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intervalo no se produjo una mejora significativa en la extraccion de compuestos
antioxidantes.

Cuando la relacion S/F se incrementd a 1500, la actividad antioxidante aumento
considerablemente hasta aproximadamente 32 mg EA G/g, evidenciando unamayor
liberacion de compuestos bioactivos responsables de la actividad antioxidante. Este
comportamiento se mantuvo a incrementar larelacion S/F a2000, donde seregistrd
el valor maximo cercano a 33 mg EAG/g, indicando que esta condicién favorece
una mayor eficiencia en la extraccion de compuestos antioxidantes.

Sin embargo, a aumentar la relacion S/F a 2500, la actividad antioxidante
disminuyé nuevamente hasta aproximadamente 24 mg EAG/g, 1o que podria
atribuirse a una posible dilucion del extracto o a una menor eficiencia en la
extraccion bagjo estas condiciones.

En conjunto, los resultados indican que la actividad antioxidante determinada
mediante e método ABTS a canza su maximo valor en larelacion S/F de 2000, 1o
que sugiere que estacondicion representa el nivel optimo dentro del rango evaluado
parala extraccion de compuestos con capacidad antioxidante.

Figura 17

Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) en funcion dela relacion

solido/solvente (S'F) durante la fase |11 del proceso de extraccion.
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Ciocalteu en diferentes relaciones sdlido/solvente (S/F). Los valores representan |la media de tres

repeticiones experimentales + desviacién esténdar. Elaboracion propia.

Resultados del contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)

La figura 17 muestra la variacion del contenido de compuestos fendlicos totales
(TPC) en funcién de larelacion S/F. Los resultados evidencian que la cantidad de
compuestos fendlicos extraidos varia segin las condiciones evaluadas,
observandose un incremento progresivo hastaal canzar un maximo y posteriormente
una disminucion.

En la relacion S/F = 500, € contenido de compuestos fendlicos totales fue
aproximadamente 690 mg EAG/g, indicando una extraccion moderada de
compuestos fendlicos bajo estas condiciones. Cuando larelacion S/F seincremento
a 1000, € valor de TPC disminuy0 ligeramente hasta cerca de 670 mg EAG/g, 1o
que sugiere que el aumento inicial del solvente no produjo unamejorasignificativa
en la extraccion de compuestos fendlicos.

Sin embargo, a aumentar la relacion S/F a 1500, se observo un incremento

considerable en €& contenido de compuestos fendlicos, alcanzando
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aproximadamente 870 mg EAG/g, lo que evidencia una mayor €ficiencia en la
liberacion y solubilizacién de estos metabolitos bioactivos.

El vaor maximo de TPC se registr6 a una relacion S/F de 2000, con
aproximadamente 890 mg EAG/g, indicando que esta condicién favorece la mayor
extraccion de compuestos fendlicos presentes en la muestra.

Posteriormente, al incrementar larelacion S/F a 2500, e contenido de compuestos
fendlicos disminuyd nuevamente hasta aproximadamente 690 mg EAG/g, lo que
podria atribuirse a un efecto de dilucion del extracto o a una menor eficiencia de
extraccion en condiciones de mayor relacién solvente-sdlido.

En conjunto, los resultados indican que € contenido maximo de compuestos
fendlicos totales se obtuvo a una relacion S/F de 2000, lo que sugiere que esta
condicion representa €l nivel Gptimo dentro del rango evaluado para la extraccion
de compuestos fendlicos.

Figura 18

Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) en funcion dela relacion
solido/solvente (S'F) durante la fase Il del proceso de extraccion.
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Nota. Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) determinado mediante el método de Folin-
Ciocalteu en diferentes relaciones solido/solvente (S/F). Los valores representan la media de tres
repeticiones experimentales + desviacion estandar. Elaboracion propia.

Resultados del contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)

La figura 18 presenta la variacion del contenido de compuestos fendlicos totales
(TPC) en funcion de la relacion S/F. Los resultados evidencian una tendencia
general creciente del contenido fendlico conforme aumenta larelacion S/F, 1o que
indica una mayor eficiencia en la extraccion de compuestos fendlicos bajo
condiciones de mayor interaccion entre lamatriz séliday € solvente.

En la relacion S/IF = 10, e contenido de compuestos fendlicos totales fue
aproximadamente 250 mg EAG/g, constituyendo el valor mas bajo registrado en el
rango evaluado. Al incrementar larelacion S/F a 15, € contenido fendlico aumento
hasta cerca de 350 mg EAG/g, evidenciando una mejora significativa en la
extraccion de estos compuestos.

Posteriormente, al aumentar larelacion S/IFa20y 25, € contenido de compuestos
fendlicos continud incrementandose, al canzando aproximadamente 450 mg EAG/g
y 500 mg EAG/g, respectivamente. Este comportamiento sugiere una mayor
liberacién y solubilizacién de compuestos fendlicos desde la matriz.

En las relaciones S/IF de 30 y 35, € contenido fendlico se incrementd hasta
aproximadamente 600 mg EAG/g y 680 mg EAG/g, respectivamente, lo que indica
una mejora sostenida en la eficiencia de extraccion.

Cuando la relacion S/IF se incrementdé a 40, € vaor de TPC se mantuvo
relativamente estable, registrandose aproximadamente 670 mg EAG/g, lo que
podria indicar una ligera estabilizacion en la extraccién de compuestos fendlicos

baj o estas condiciones.
99



Finalmente, €l valor maximo de compuestos fendlicos totales se registré en la
relacion S/F = 45, con aproximadamente 730-740 mg EAG/g, |0 que sugiere que
esta condicion favorece la mayor recuperacion de compuestos fendlicos presentes
en lamuestra.

En conjunto, los resultados indican que el incremento de larelacion S/F favorece la
extraccion de compuestos fendlicos totales, acanzandose el mayor contenido
fendlico en S/IF = 45, condicién que mostro la mayor eficiencia dentro del rango

evaluado.
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Figura 19
Rendimiento de extraccién en funcion de la relaci 6n solido/solvente (S'F) durante

lafase |l del proceso de extraccion.
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Nota. Rendimiento de extraccién obtenido en diferentes relaciones sdlido/solvente (S/F). Los
valores representan la media de tres repeti ciones experimental es + desviacion estandar. Elaboracién

propia.

Resultados del parédmetro X, en funcion de la relacién S/F

La figura 19 presentala variacion del pardmetro X, en funcién de la relacion S/F.
L os resultados muestran una tendencia general creciente del valor de X, conforme
aumenta la relacion S/F, 1o que indica que las condiciones de extraccion influyen
en e comportamiento del sistema analizado.

Enlarelacion S/IF = 10, € valor de X, fue aproximadamente 1,4, representando el
valor més bagjo dentro del rango evaluado. Al incrementar larelacion S/F a 15, se
observo un ligero aumento del parametro hasta aproximadamente 1,5.
Posteriormente, a aumentar larelacion S/IF a 20, €l valor de X, alcanzé cerca de
1,8, evidenciando un incremento progresivo. Sin embargo, en larelacion S/F = 25,

se observé unaligeradisminucién hasta aproximadamente 1,7, o que podriaindicar
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una variabilidad experimental o un comportamiento transitorio del sistema bajo
estas condiciones.

A partir de SIF = 30, & parametro X, mostré un incremento mas marcado,
alcanzando aproximadamente 2,5. Este comportamiento se mantuvo relativamente
estable en S/F = 35, con valores cercanos a 2,5, mientras que en S/F = 40 se observo
una ligera disminucion hasta aproximadamente 2,4.

Finalmente, & valor méximo de X, se registrd en la relacion S/F = 45, alcanzando
aproximadamente 2,9, 1o que sugiere que esta condicion favorece e mayor valor
del pardmetro evaluado dentro del rango estudiado.

En conjunto, los resultados indican que e aumento de la relacion S/F tiende a
incrementar € valor del parametro X, alcanzando su maximo en S/F = 45, lo que
podriaestar asociado con unamayor interaccion entre el solventey lamatriz solida,
favoreciendo |os procesos involucrados en el sistema estudiado.

Figura 20

Rendimiento de extraccion en funcion de la relacion solido/solvente (S'F) durante

lafaselll del proceso de extraccion.
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valores representan la media de tres repeti ciones experimentales + desviacidn estandar. Elaboracion
propia.
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Resultados del contenido de compuestos fendlicos totales (TPC)

La figura 20 muestra la variacion del contenido de compuestos fendlicos totales
(TPC) en funcion de larelaciéon S/F. Los resultados evidencian que los valores de
TPC se mantienen relativamente estables alo largo del rango evaluado, con ligeras
variaciones entre | as diferentes condiciones experimental es.

A una relacién S/IF de 500, € contenido de compuestos fendlicos totales fue
aproximadamente 2,45, indicando una extracciéon moderada de compuestos
fendlicos bajo estas condiciones. Cuando larelacion S/F se increment6 a 1000, se
observo un ligero aumento del valor de TPC, a canzando aproximadamente 2,50, 1o
gue representa €l valor mas alto registrado dentro del interval o analizado.
Posteriormente, al aumentar la relacion S/F a 1500, e contenido de compuestos
fendlicos mostrd una ligera disminucién hasta aproximadamente 2,42, aunque €
valor se mantiene cercano alos observados en |as otras condiciones eval uadas.

En la relacion S/F de 2000, e valor de TPC se incrementd nuevamente hasta
aproximadamente 2,46, mostrando una leve recuperacion en la cantidad de
compuestos fendlicos extraidos. Finalmente, cuando la relacion S/F alcanzé 2500,
el contenido fendlico fue cercano a 2,43, manteni éndose dentro de un rango similar
a observado en e resto de las condiciones.

En conjunto, los resultados indican que las variaciones en larelacion S/F dentro del
rango evaluado no generan cambios significativos en e contenido de compuestos
fendlicostotales, yaquelos val ores permanecen rel ativamente constantes al rededor
de 2,4-2,5. Esto sugiere que la extraccion de compuestos fendlicos bago estas
condiciones acanza un equilibrio o estabilidad, sin observarse incrementos

sustanciales a aumentar larelacion S/F.
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En conjunto, los resultados obtenidos evidencian una relacion estrecha entre el
rendimiento de extraccion, el contenido de compuestos fendlicostotales (TPC) y la
actividad antioxidante determinada mediante los métodos ABTS y DPPH. A
medida que se optimizan las condiciones de extraccién, particularmente larelacion
solido/solvente (S/F), se observaun incremento tanto en el rendimiento del extracto
como en la concentracion de compuestos fendlicos, o que sugiere una mayor
eficiencia en laliberacion de metabolitos bioactivos presentes en Ganoder ma spp.
Este incremento en & contenido fendlico se reflgja directamente en una mayor
capacidad antioxidante, evidenciada por los valores obtenidosen losensayosABTS
y DPPH, los cuales son ampliamente utilizados para evaluar la capacidad de los
extractos para neutralizar radicales libres. En este sentido, la correspondencia
observada entre los valores de TPC y los resultados de actividad antioxidante
sugiere que los compuestos fendlicos constituyen uno de los principales
contribuyentes a la capacidad antioxidante del extracto. Asimismo, € aumento
progresivo del rendimiento de extraccion bago determinadas condiciones
experimentales indica que la optimizacion del proceso favorece no solo la
recuperacion de mayor cantidad de extracto, sino también la obtencion de
fracciones con mayor contenido de compuestos bioactivos.

De manera integral, los resultados obtenidos permiten observar una relacion
consistente entre & rendimiento de extraccion, € contenido de compuestos
fendlicos totales (TPC) y la capacidad antioxidante evaluada mediante |os ensayos
ABTS y DPPH. Las condiciones experimentales que favorecieron un mayor
rendimiento del extracto también estuvieron asociadas con concentraciones

superiores de compuestos fendlicos, lo que sugiere gque la optimizacion de la
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relacion solido/solvente contribuye a una extraccién mas eficiente de metabolitos
bioactivos presentes en Ganoderma spp. En este contexto, el incremento del TPC
sereflejaen unamayor capacidad de neutralizacion de radicaleslibres, evidenciada
en los vaores obtenidos mediante los méodos ABTS y DPPH. Este
comportamiento indica que los compuestos fendlicos desempefian un papel
determinante en la actividad antioxidante del extracto, ya que su presencia esta
directamente vinculada con la capacidad reductora y captadora de radicales libres
delas muestras analizadas. Asimismo, lamejoradel rendimiento de extraccién bajo
determinadas condiciones del proceso sugiere que los tratamientos aplicados
favorecen laliberacion de compuestos fendlicos y otros metabolitos con potencial
antioxidante desde la matriz fungica hacia el medio extractante. En conjunto, estos
resultados confirman que la optimizacion de los parametros de extraccion no solo
incrementa la cantidad de extracto recuperado, sino que también mejorala calidad
funciona del mismo, reflgjada en su mayor contenido de compuestos fendlicos y
en su elevada capacidad antioxidante.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con estudios
realizados en especies del género Ganoderma, donde se ha reportado que la
actividad antioxidante esta asociada principal mente con la presencia de compuestos
fendlicos y otros metabolitos secundarios como polisacéridos, triterpenos y
esteroles. Asimismo, se ha observado que la capacidad antioxidante puede variar
segun la especie, € tipo de extracto y las condiciones ambientales de crecimiento
del hongo. Estas variaciones explican las diferencias en la actividad antioxidante y
el contenido de polifenoles observadas entre las muestras analizadas en distintos

estudios sobre Ganoderma (Islas Santillan et al., 2017).
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion son consistentes con |o
reportado en estudios realizados con especies del género Ganoderma. En particular,
se ha demostrado que los extractos de Ganoderma lucidum presentan una elevada
capacidad antioxidante cuando se evallian mediante e método DPPH, acanzando
valores de hasta 90.81 % de actividad captadora de radicaes libres, lo cua
evidencia el ato potencial antioxidante de este hongo medicinal. Asimismo, estos
resultados se relacionan con la presencia de compuestos fendlicos, cuyo contenido
ha sido reportado en 235.19 ug GAE/mL, confirmando que estos metabolitos
secundarios contribuyen significativamente a la actividad antioxidante observada
en los extractos (Canpolat & Canpolat, 2023).

L os resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con lo reportado
por Peng et a. (2024) quienes evaluaron la actividad antioxidante de extractos
etandlicos de Ganoderma mediante los métodos ABTS y DPPH. En dicho estudio,
el ensayo ABTS mostré una capacidad de eliminacion del radical ABTSe+ de 85.31
% para Ganoderma lucidum y 85.18 % para Ganoderma |eucocontextum,
evidenciando una alta actividad antioxidante de |os extractos fungicos.

De manera similar, e ensayo DPPH presentd una respuesta dependiente de la
concentracion, registrandose valores de 1Csy de 2.234 mg/mL para Ganoderma
lucidum y 3.607 mg/mL para Ganoderma leucocontextum, 1o que confirma la
capacidad de estos extractos para neutralizar radicales libres.

Estos resultados se relacionan con la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoidesy triterpenoides, metabolitos secundarios responsables de |a capacidad
antioxidante del género Ganoderma, debido a su capacidad de donar electrones o

hidrogeno y estabilizar especies reactivas como DPPH y ABTS.
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En relacion con los hongos medicinales, e género Ganoderma ha sido reconocido
como una fuente importante de compuestos funcionales. Diversos estudios han
sefidado que este género contiene metabolitos secundarios como polisacaridos,
triterpenos, esteroides y compuestos fendlicos que contribuyen a multiples efectos
biolégicos, entre ellos la actividad antioxidante, la modulacién del sistema
inmunol égico y laproteccion celular frente a estrés oxidativo (Ploscaet a., 2025).
Estos compuestos han sido ampliamente estudiados debido a su potencia

aplicacion en la elaboracion de alimentos funcionales y productos nutracéuticos.

Los resultados obtenidos confirman que la extraccion asistida por ultrasonido
constituye una estrategia eficaz para incrementar la recuperacion de compuestos
fendlicosy, en consecuencia, mejorar la capacidad antioxidante de los extractos de
Ganoderma spp. En términos generales, € comportamiento experimental evidencio
gue tanto e contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) como la actividad
antioxidante determinada por ABTS y DPPH respondieron de manera favorable a
laoptimizacién de las condi ciones de extraccion. Este comportamiento es coherente
con laliteratura sobre tecnol ogias extractivas avanzadas, donde se ha sefialado que
el ultrasonido mejora la transferencia de masa, reduce el tiempo de procesamiento
y favorece la liberacion de metabolitos bioactivos desde matrices naturales

complgas (Bhadange et al., 2024).

En lafase I, la variacion de la amplitud entre 30 % y 39 % no produjo cambios
relevantes en las variables de respuesta. El TPC pasd de 257.99 a 252.96 mg
EAG/100 g, mientrasque ABTS mostro valoresde 7.33y 7.29 mg EAG/g, y DPPH
de 5.34 y 5.32 mg EAG/g. Esta escasa variacion fue confirmada estadisticamente

por e ANOVA de Welch, donde no se observaron diferencias significativas para
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rendimiento (p = 0.7869), fendlicos totales (p = 0.7564), ABTS (p = 0.7318) ni
DPPH (p = 0.4904). En conjunto, estos resultados indican que, bajo una relacion
solido/solvente de 10 y con un suministro energético cercano a50 JmL, laamplitud
evaluada no fue un factor limitante ni decisivo en la liberacion de compuestos
antioxidantes. Desde € punto de vistatecnol 6gico, esto sugiere que € sistemaoperd
en una zona relativamente estable de cavitacién, en la que pequefios cambios de

amplitud no modificaron sustancialmente la eficiencia extractiva.

Este comportamiento resulta consistente con estudios previos que muestran que la
eficiencia del ultrasonido no depende Unicamente de la amplitud, sino de la
interacci6n simultanea entre potencia, tiempo, relacion solido/solvente y naturaleza
de la matriz. En otras palabras, la amplitud aislada rara vez explica por si sola un
cambio sustancial en la recuperacion de metabolitos bioactivos si € medio
extractivo no permite una adecuada difusion de los compuestos liberados. En
revisiones recientes se ha destacado precisamente gue la eficiencia de la extraccion
ultrasonica esta condicionada por variables combinadas, entre ellas € solvente, €l

tiempo, latemperaturay laintensidad del tratamiento (Bhadange et al., 2024).

Enlafasell, larelacion solido/solvente mostro un efecto claramente positivo sobre
la extraccion. EI TPC aumentd desde 257.99 mg EAG/100 g en S/F = 10 hasta
733.57 mg EAG/100 g en S/IF = 45, lo que representa un incremento de
aproximadamente 184.3 % respecto a valor inicial. En paralelo, ABTS pasd de 7.33
a42.04 mg EAG/g, mientras que DPPH se elevo de 5.34 a 30.87 mg EAG/g. Esta
tendencia ascendente demuestra que el aumento del volumen de solvente favorecié
la solubilizacion y difusién de los compuestos fendlicos presentes en la matriz

fungica, permitiendo una extraccion mas eficiente. EI comportamiento observado
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sugiere que, dentro del rango estudiado, € sistemaalin no habia alcanzado un limite
estricto de saturacién, aungue los valores en S/F = 40 y 45 muestran que €
incremento comienza a aproximarse a una zona de menor ganancia margina. La
respuesta positiva observada en la fase 1l coincide con trabajos desarrollados en
matrices vegetales y subproductos agroindustriales, donde una mayor relacion
solvente/materia prima mejora la extraccion de compuestos fendlicos al aumentar
el gradiente de concentracion entre la fase soliday €l medio liquido. En pieles de
semillas de abaricoque, por emplo, se reportd que la sonicacion en presencia de
solventes adecuados favorecié la recuperacion de metabolitos fendlicos y
antioxidantes por efecto combinado de cavitacion y mejor difusion hacia el medio

extractante (Baran et al., 2026).

Del mismo modo, en tallos de Beta vulgaris se observé que la optimizacion del
ultrasonido permitié elevar e contenido de fenoles solubles y la actividad
antioxidante respecto a la extraccion convencional, resaltando la importancia de
gjustar larelacion liguido/solido para maximizar la eficiencia del proceso (Mufioz-

Reafio et al., 2025).

Desde una perspectiva funcional, la respuesta antioxidante siguié la misma
direccion queel TPC. Enlafasell, ABTSseincremento de7.33a42.04 mg EAG/g,
es decir, casi 5.7 veces, mientras que DPPH paso de 5.34 a 30.87 mg EAG/qg,
aproximadamente 5.8 veces. Esta correspondencia sugiere que los compuestos
fendlicos liberados durante |a sonicacion tuvieron una contribucion directa sobre la
capacidad captadora de radicales. De hecho, a considerar e conjunto de sus datos
experimentales, la asociacion entre TPC y actividad antioxidante fue muy alta, con

una relacion positiva consistente entre TPC-ABTS y TPC-DPPH. En términos
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interpretativos, esto respalda que |los fendlicos extraidos son uno de |os principales
grupos responsables del comportamiento antioxidante del extracto, aungque no debe
descartarse la participacion conjunta de otros metabolitos del género Ganoderma,

como triterpenos, polisacéridos y esteroles bioactivos.

Esa interpretacion es compatible con la literatura del género Ganoderma. Se ha
descrito que especies como Ganoderma lucidum contienen polisacaridos,
triterpenoides, compuestos fendlicos, esteroles, péptidos y otros metabolitos con
actividad antioxidante y funcionalidad bioldgica diversa. Ademés, se ha sefidado
gue la meora de las tecnologias de extraccion, incluyendo ultrasonido y
microondas, contribuye aelevar ladisponibilidad de estos compuestosy su eficacia
biolégica (Plosca et al., 2025). En consecuencia, sus resultados no solo muestran
una mejora cuantitativa del TPC, sino también una mejora funcional expresada en

la capacidad reductoray captadora de radicales de los extractos.

Enlafaselll, a mantener constante laamplitud en 30 %y larelacion S/F en 35, €
parametro decisivo fue e incremento de la energia especifica. EI TPC aumento
desde 694.17 mg EAG/100 g a 25.08 JmL hasta 881.37 mg EAG/100 g a 100.07
JmL, lo queindicague un mayor aporte energético favorecio larupturadelamatriz
y la liberacion de compuestos fendlicos hasta alcanzar una zona Optima. Sin
embargo, cuando la energia especifica se incrementé a 125.10 JmL, & TPC
descendio a 689.27 mg EAG/100 g, es decir, cayo incluso por debajo del valor
registrado a 25.08 JmL. Este comportamiento no lineal demuestra que €
ultrasonido gerce un efecto beneficioso solo hasta un umbral, a partir del cua €
exceso de energia podria inducir degradacion, oxidacion o transformacion

estructural de compuestos sensibles.
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La misma tendencia se observé para la actividad antioxidante. En ABTS, los
valores pasaron de 33.01 mg EAG/g a 44.37 mg EAG/g cuando la energia
especifica aumentd de 25.08 a 100.07 JmL, pero luego descendieron a 32.53 mg
EAG/g en 125.10 JmL. En DPPH, € comportamiento fue andlogo: de 24.64 mg
EAG/g a 32.69 mg EAG/g, seguido de una disminucion a 24.23 mg EAG/g. Estos
resultados indican que la energia especifica cercanaa 100 JmL represento €l punto
de mayor eficienciafuncional dentro del rango evaluado. En términos tecnol 6gicos,
esto sugiere que niveles moderados atos de cavitacion mejoran la extraccion y la
exposicion de grupos donadores de electrones o hidrégeno, mientras que niveles
méas intensos podrian promover reacciones de degradacion térmica localizada,
oxidacion secundaria o polimerizacién de compuestos fendlicos. Ese patron hasido
descrito también en otros sistemas biol 4gi cos tratados con ultrasonido. En pulpade
Syzygium cumini, por gemplo, la combinacién de ultrasonido y tratamiento
enzimatico incrementd la recuperacion de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante hasta condiciones optimizadas, pero exposiciones mas severas
tendieron a afectar la estabilidad de algunos compuestos sensibles (Adithya et al.,
2026). De manera semejante, en residuos de café se ha reportado que la eficiencia
de la extraccion asistida por ultrasonido depende de una adecuada seleccion de
solvente e intensidad del tratamiento, ya que el objetivo no es solo maximizar €l
rendimiento, sino preservar laintegridad de |os metabolitos bioactivos recuperados

(Firdaus et a., 2026).

Los resultados de la fase Il son particularmente valiosos porque permiten
identificar con mayor claridad el éptimo tecnoldgico del proceso. Mientras que en

lafase Il € aumento de S/F mejor progresivamente la extraccion, en lafase Il se
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comprobd que € aporte energético no debe incrementarse indefinidamente. En su
estudio, € mejor desempefio se alcanz6é con 2001.33 WSs, equivalente a 100.07
JmL, donde coincidieron el maximo TPC (881.37 mg EAG/100 g) y los valores
mas atos de ABTS (44.37 mg EAG/g) y DPPH (32.69 mg EAG/g). Esta
coincidencia fortalece lainterpretacion de que e maximo funcional del extracto se
logra cuando la extraccién de fendlicos alcanza su punto mas alto sin que ocurra

degradacién significativa.

Desde € punto de vista bioguimico, la estrecha concordancia entre TPC, ABTSy
DPPH sugiere que los compuestos fendlicos fueron determinantes en la respuesta
antioxidante. En sus datos experimentales, la asociacion entre estas variables fue
muy alta, lo que indica que a medida que aument6 € TPC también seintensificd la
actividad antioxidante por ambos métodos. Esto tiene sentido, ya que tanto ABTS
como DPPH evallan la capacidad de los extractos para neutralizar especies
radicalarias mediante transferencia de el ectrones o &omos de hidrdgeno, procesos
en los que los grupos hidroxilo fendlicos cumplen un rol esencial. Sin embargo, €
hecho de que ABTS haya mostrado valores consistentemente superiores a DPPH
sugiere que €l extracto presenté mayor afinidad o eficiencia frente al radical
catiénico ABTS que frente a radica DPPH, posiblemente por diferencias de
solubilidad, polaridad y accesibilidad de los antioxidantes presentes en la mezcla
extraida. Esta diferencia entre métodos también ha sido documentada en estudios
sobre extractos obtenidos por ultrasonido. En matrices de Capsicum se observé que
los compuestos fendlicos recuperados mediante sonicacion contribuyeron
significativamente a potencial antioxidante, aungue la magnitud de la respuesta

dependi6 ddl ensayo aplicado y del perfil quimico del extracto (Peres et al., 2026).
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De manera semeante, en Lenzites betulina se reportd que la optimizacion
ultrasonica elevd e contenido fendlico y las actividades bioldgicas, pero con
diferencias entre métodos de evauaciéon, lo que confirma que la respuesta
antioxidante no debe interpretarse como un valor Unico, sino como la expresion

funciona de una mezcla complega de metabolitos (Karalti, 2026).

En conjunto, sus resultados permiten afirmar que | os factores masinfluyentes sobre
laliberacion de compuestos fendlicos en Ganoder ma spp. fueron, en primer lugar,
laenergiatotal suministrada, y en segundo término, larelacion solido/sol vente. Por
el contrario, laamplitud evaluada en lafase | no mostré efecto significativo dentro
del rango estudiado. Esta jerarquia de factores tiene sentido desde laingenieriadel
proceso: la relacion solido/solvente determina € gradiente de concentracion y la
capacidad del medio pararecibir los metabolitos liberados, mientras que la energia
especifica gobierna la intensidad de la cavitacion y, por tanto, la magnitud de la
disrupcion estructural del material bioldgico. La amplitud, en cambio, puede no
manifestar un efecto diferenciable si las otras condiciones no permiten que esa

energia se traduzca en una extraccion mas eficiente.

Finalmente, la evidencia experimental confirma que e ultrasonido no solo
incrementa la cantidad de extracto funcionalmente activo, Sino que ademas mejora
su calidad antioxidante cuando se opera bajo condiciones controladas. El valor
maximo de 881.37 mg EAG/100 g de TPC, junto con 44.37 mg EAG/gen ABTSy
32.69 mg EAG/g en DPPH, demuestra que Ganoderma spp. posee un importante
potencial como fuente de antioxidantes naturales. No obstante, la disminucion
observada a 125.10 JmL advierte que & exceso de energia compromete la

estabilidad del sistema. Por ello, laprincipal implicanciade sus hallazgos no es solo
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confirmar la utilidad del ultrasonido, sino definir una ventana operativa precisa en
la que e proceso maximiza la liberacion de compuestos bioactivos sin inducir
deterioro. Esa conclusion tiene relevancia tanto cientifica como aplicada para €
disefio de procesos extractivos orientados a desarrollo de ingredientes funcionales,
extractos nutracéuticos o materias primas antioxidantes derivadas de hongos

medicinales.
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Tabla 18
Andlisis de varianza (ANOVA de un factor) para el rendimiento de extraccion
(Xo), contenido de compuestos fenolicos totales (TPC), y actividad antioxidante

(ABTSy DPPH) enlafasel.

F gl gl2 p
Rendimiento (Xo) 0.0879 1 2.88 0.7869
Fendlicostotales (FT) 0.1147 1 3.11 0.7564
ABTS 0.1469 1 2.49 0.7318
DPPH 0.6429 1 2.56 0.4904

Nota. gl: grados de libertad. ANOVA de Welch aplicado para evaluar € efecto de la amplitud del
ultrasonido (30 % y 39 %) sobre las variables respuesta. Elaboracion propia a partir de datos

experimental es.

Todos los valores p > 0.05, lo que indica que NO existen diferencias
estadisticamente significativas entre las amplitudes de 30% y 39% en ninguna de
las variables medidas.

Los resultados del ANOVA de Welch para la Fase 1 mostraron que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre las amplitudes de 30% y 39% en
ningunade las variables respuesta evaluadas: rendimiento de extraccion (p = 0.787),
contenido de fendlicos totales (p = 0.756), actividad antioxidante por ABTS (p =
0.732) ni por DPPH (p = 0.490).

Esto sugiere que, dentro del rango evaluado, la amplitud del ultrasonido no es un

factor critico para la extraccién de compuestos bioactivos de Ganoderma spp.
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Considerando criterios de eficiencia energética, se recomienda utilizar la amplitud
del 30% para procesos posteriores.

El andlisis estadistico mediante ANOVA de Welch revel6 que no existen
diferencias significativas entre las amplitudes de 30% y 39% en el rendimiento de
extraccion (F(1,2.88) = 0.088, p = 0.787), contenido de compuestos fendlicos
totales (F(1,3.11) = 0.115, p = 0.756), actividad antioxidante por ABTS (F(1,2.49)
=0.147, p=0.732) ni por DPPH (F(1,2.56) = 0.643, p = 0.490).

Los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk, p > 0.05) y homogeneidad de
varianzas (Levene, p > 0.05) se cumplieron paratodas las variables.

Los vaores de rendimiento promedio fueron de 1.44 + 0.11 g extracto/g
Ganoderma spp. para30% Yy 1.39 + 0.23 g extracto/g Ganoderma spp. para 39%.
La caracterizacion quimica exhaustiva de extractos de hongos del género
Ganoderma spp. mediante técnicas cromatogréficas de alta resolucion acopladas a
espectrometria de masas constituye una etapa fundamental para elucidar su
composiciony correlacionarlacon su potencia bioactividad. En e presente estudio,
el andlisis por UHPLC-DAD-MS/QDa del extracto de durante la fase inicial del
estudio, € espécimen fue identificado como Ganoderma spp. posteriormente,
mediante analisis complementarios, se determinG que correspondia a la especie
Ganoderma applanatum., obtenido mediante extraccion ultrasdnica con etanol al
50% (v/v) revel6 un perfil complgoy bien resuelto.

Antes de abordar |as identificaciones especificas, obtenidas se va a contextualizar
la interpretacion de los datos cromatograficos considerando la naturaleza
complementaria de |os detectores empleados. El anadlisisregistro 27 picos mediante

deteccion por arreglo de diodos (DAD) a280 nm, mientras que el detector de masas
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(MS) en € rango m/z de 100 - 600 permitié identificar y proponer estructuras para
15 iones mayoritarios (Figura 21). De manera complementaria, de todos los
extractos obtenidos se muestra en el anexo 23.

Figura 21

Perfil cromatografico de compuestos fendlicos del extracto de Ganoderma spp.

obtenido mediante HPLC-DAD a 280 nm.
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Nota. Cromatograma obtenido a 280 nm que muestra el perfil de compuestos fendlicos presentes en
¢l extracto de Ganodermaspp. Los nimeros sobre | os picosindican los compuestos detectados segin
su tiempo de retencién. Las condiciones de andlisis corresponden a la etapa | del proceso de

extraccion (S/F 10; amplitud 30 %; 4000 Ws).
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En lafigura 21 El perfil cromatografico obtenido mediante HPLC a una longitud
de ondade 280 nm permiti6 evaluar la variacion en la concentracion de compuestos
fendlicos presentes en las muestras sometidas a tratamiento ultrasonico. La
superposicion de los cromatogramas correspondientes a las diferentes condiciones
experimentales evidencié que los tiempos de retencién de los picos identificados
(2-27) se mantuvieron constantes, o que indica que € tratamiento no generd
modificaciones estructurales significativas ni formacién de nuevos compuestos
detectables en e rango analizado.

El pico 8, ubicado aproximadamente alos 5 minutos, present6 la mayor intensidad
de sefial en todas las condiciones evaluadas, constituyéndose como € compuesto
mayoritario del extracto. Las diferencias observadas en la dturay area del pico
sugieren variaciones en la eficiencia de extraccion inducidas por €l ultrasonido de
24 kHz, atribuibles a la cavitacion acUsticay ala consecuente ruptura de la pared
celular, lo cual favorece laliberacion de metabolitos intracelulares.

El grupo de picos comprendido entre los tiempos de retencion 6—7 minutos (picos
10-14) mostré variaciones moderadas en intensidad entre tratamientos, 1o que
podria estar relacionado con la sensibilidad diferencial de algunos compuestos
fendlicos frente a la energia aplicada. Asimismo, €l pico 16 (aproximadamente 8
minutos) represento el segundo compuesto de mayor relevancia cuantitativa dentro
del perfil.

L os picos correspondientes a tiempos de retencion superiores (20-27) presentaron
menor intensidad, indicando concentraciones relativamente bagas de dichos

compuestos. En algunos casos se observo una ligera disminucion de sefial, 1o que
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podria asociarse a procesos de degradacion oxidativa cuando la exposicion
energética es mayor.

En conjunto, los resultados demuestran que € tratamiento ultrasdnico a 24 kHz
modificd cuantitativamente la concentracion de compuestos fendlicos sin alterar el
perfil cromatogréfico cualitativo. Esto confirma que € ultrasonido actud
principamente como intensificador del proceso extractivo, optimizando la
liberacién de bioactivos, aunque resaltando la importancia de controlar las
condiciones de sonicacién para evitar posibles efectos degradativos.

Esta diferencia no constituye una contradiccion, sino una evidencia esperada y
robusta de los principios fisicos de cada técnica y la complegjidad de la matriz
analizada Wolfender et a.(2015). La DAD detect6 todo compuesto que posea
croméforos con absorbancia a la longitud de onda monitoreada,
independientemente de su capacidad deionizacion. En contraste, laM S solo detecta
especies gque, bajo las condiciones especificas de ionizacion (ESI+), generan iones
estables dentro del rango de masas escaneado. Por |o tanto:

Los 27 picos de DAD representan la complgidad cromatogréficatotal del extracto.
Este nUmero puede incluir isOmeros, impurezas o compuestos con baja eficiencia
deionizacion.

Los 15ionesprincipales de M S proporcionan informacion crucia sobrelaidentidad
molecular de unafraccion significativay bien definida de los analitos.

La concordancia entre el tiempo de retencion tR y el espectro UV de un pico DAD
con €l m/z obtenido por MS para el mismo tR constituye €l criterio primario para

las identificaciones tentativas que se detallan a continuacion.
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Estaintegracion de técnicas es la estrategia ptima para e perfilado metabol 6mico,
ofreciendo una vision integral (DAD) y especifica (MS) de la composicion del
extracto.

El andlisis cromatografico mediante UPLC-DAD-MS permitié detectar diversos
compuestos fendlicos presentesen el extracto de Ganoderma spp.. Laidentificacion
preliminar se realizdé comparando |os tiempos de retencion, los espectros UV-Visy
los valores de m/z con reportes previamente publicados en la literatura. Los

resultados se presentan en la Tabla 19.
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Tabla 19

| dentificacion tentativa de compuestos fendlicos mediante analisis cromatogr afico

UPLC-DAD-MSy comparacién con la literatura.

tR Ama m/z Identificacion Referencia
H max - .
Pico (min) (nm) Clase Quimica Probable (m?)do Tentativa Literatura
. 23- 280, Acido berzoico 1o Acidogalico/zas.  (thang
25 327 trihidroxibenzoico ,
Prior,
2005)
Acido
o 41— 284, Acido fendlico 205  protocatecuico/acido (Huang et
43 362 P ) . al., 2005)
3,4-dihidroxibenzoico
4.4 — 243, < . p-Hidroxibenzoico / 4- (Huang et
8 46 302 Acido fendlico 193 hidroxibenzoico ~ al., 2005)
280 289, .
4 4571_ — Flavonoides 315, Catequina (dimero) (x'znoig?l"
’ 350 434
5.2 - 254, .. . Acido cafeico / acido  (Huang et
5 58 328 Acido fendlico 221 3 4 dihidroxicinamico  al., 2005)
Acido ferulico/ acido
6.1 - 265, . . i ca (Huang et
6 6.7 330 Flavonol / hidroxiflavanal 241 4 h|<_:ir_OXJ 3‘ al., 2005)
metoxicindmico
70_ 240 Apigenina o Luteolina  (Huang et
7 ’ - Flavanona / isoflavona 269 P9 g
7.9 (flavona) al., 2005)
298
Catequina
8 89')40_ 23723 Flavan-3-ol 22291 (epicatequina, posible (Xin et al.,
' isbmero) 2018)
95— 577 Procianidina B1 o B2
9 ’ 280 Procianidina ' (dinero catequina- (Xiao et al.,
10.2 579 h -
epicatequina) 2012)
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Nota. tR: tiempo de retencién; Amax: longitud de onda méxima registrada por detector DAD; m/z:
relacion masa-carga obtenida mediante espectrometria de masas. La identificacion de los
compuestos se realizd de forma tentativa mediante comparacién de los tiempos de retencién,

espectros UV-Visy valores m/z con reportes previamente descritos en laliteratura cientifica

El andlisis identificd tres acidos fendlicos simples mayoritarios, tal como €l acido
galico (m/z 169, tr: 2.3 - 2.5 min), &cido protocatecuico (m/z 205, tr: 4.1- 4.3 min)
y p-hidroxibenzoico (m/z 193, tr: 4.4 — 4.6 min), junto con acido p-cumarico (m/z
237, tr: 14.0-14.8 min). Estos compuestos representan entre 16-27% del contenido
fendlico total del extracto, consistente con reportes previos en extractos de
Ganoderma lucidum obtenidos mediante extraccion con solventes polares. La
dominancia de écidos fendlicos Cs - C1 (benzoatos) sugiere que la extraccion
ultrasonicacon 50% etanol extrae preferentemente compuestos hidrofilicos, o cual
es consecuente con e mecanismo de seleccion por polaridad reportado por Xin et
al. (2018).

Tres acidos cinamicos fueron identificados, siendo € acido cafeico (m/z 221, tr:
5.2-5.8 min), &cido ferdlico (m/z 241, tr: 6.1 — 6.7 min) y apigenina (m/z 269, tr:
7.2 - 7.9 min). Estos compuestos, que presentan la estructura Cs - C3 caracteristica
de acidos cinamicos, constituyen 8 — 14% del extracto. La absorbancia méxima
observada a 254 nm (para acido caféico) y 330 nm (para acido ferulico) es
concordante con laestructura de estos compuestos dihidroxi- y 4-hidroxi-3-metoxi-
cinamicos, respectivamente. La presencia de estos compuestos Ces - C3 €s
importante dado que estudios previos han demostrado que acidos cinamicos

exhiben propiedades antioxidantes y antiinflamatorias comparables a flavonoides.
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El andlisis revel 6 catequinas como compuestos mayoritarios, con picos resueltos a
tr: 4.7 — 5.1 min (m/z 289, 315, 434) y tr: 8.4 — 9.0 min (m/z 289, 291), que en
conjunto constituyen 28 — 35% del extracto total. Los m/z observados en modo
positivo (289, 291, 434) corresponden a catequinamonémera (CisH140s, M = 290)
e isdbmeros epicatequinag, con fragmentos caracteristicos confirmando estructuras
flavan-3-ol. Este halazgo es particularmente relevante porque catequinas son
ampliamente reconocidas como compuestos antioxidantes potentes, con
mecani smos de accion que incluyen capturaderadicaleslibresy quelacion deiones
metalicos.

Ademés, se detectaron procianidinas dimero (m/z 577 — 579, tr: 9.5 - 10.2 min) y
trimero (m/z 865-867, tr: 11.6 — 12.3 min), que constituyen 15 — 21% del extracto.
L os patrones de fragmentaci dn m/z observados son caracteristicos de procianidinas
B1/B> (dimeros) y oligdbmeros Cs - Co (trimeros), respectivamente, confirmando su
identidad mediante espectrometria de masas. Las procianidinas son metabolitos
secundarios importantes en plantas y hongos, y poseen actividades biologicas
significativas incluyendo efectos antioxidantes y antiinflamatorios.

Se identifico de forma tentativa e flavonol quercetina (3,3,4',5,7-
pentahidroxiflavona; Pico 10; m/z 303 [M+H]+; tr 10.8 — 11.5 min). Su espectro
UV, con bandas maximas a 285 nm y 327 nm, es diagnostico para flavonoles con
el patron de sustitucion 5,7,3,4. La quercetina representa del 9% a 13% del
extracto y es uno de los flavonoi des mas estudiados por sus multiples propiedades,
gue incluyen una potente actividad antioxidante, antiinflamatoria y un potencial
efecto inhibidor de latirosinasa. Asimismo, se detecté una antocianidina (Pico 12;

m/z 321 [M+H]+; tr 12.4 — 13.1 min) con un espectro UV (A max 278 y 325 nm)
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compatible con delfinidina o cianidina. Aunque su abundancia relativa es menor
(3-5%), la presencia de estos pigmentos es significativa por su conocida capacidad
antioxidante y sus potenciales efectos beneficiosos sobre la salud vascular.

Un hallazgo critico de este estudio es la baja abundancia relativa de triterpenos
(principal mente &cidos ganodéricostipo C; m/z 513 — 517) en € extracto, lacual se
estima en < 2%. Este resultado contrasta con los perfiles reportados para cuerpos
fructiferos silvestres de Ganoderma, que pueden contener mas de 15 triterpenos
distintos (m/z 513 — 635) como metabolitos principales. Esta marcada sel ectividad
puede explicarse mediante el mecanismo de solubilidad de Hildebrand, debido ala
solucion hidroetanolica a 50% (v/v) que actia como un solvente de polaridad
intermedia, Optimo para la extraccion de metabolitos hidrofilicos y de peso
molecular medio (fenoles, acidos, glucosidos), mientras que es ineficiente para
solubilizar triterpenos atamente apolares. Esta observacion esta en plena
concordancia con la literatura. Estudios como el de Xin et al. (2018) confirmaron
gue extractos de Ganoder ma lucidum obtenidos con etanol a 50% contienen menos
del 3% de triterpenos, mientras que extractos preparados con solventes puros o0 mas
apolares (etanol 100%, acetona) pueden alcanzar contenidos del 70% a 85%. Este
patrén de selectividad en funcion de la polaridad del solvente se ha replicado en
multiples géneros de hongos medicinales, subrayando que la eleccién del método
de extraccion es el determinante primario del perfil fitoquimico final.

El andlisis UHPLC-DAD-MS realizado, enfocado en e rango de m/z 100 — 600,
resolvio de manera Optima los 27 picos correspondientes a la fraccion de
metabolitos hidrofilicos y de polaridad intermedia. Sin embargo, |a comparacion

con las masas reportadas para triterpenos de Ganoderma (m/z 513 — 635) indica
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gue estos compuestos de mayor masa molecular y menor polaridad no se eluyen o
detectan de forma prominente bajo las condiciones cromatogréficas estandar
optimizadas para fendlicos. Su andisis exhaustivo requeriria métodos especificos,
como €l uso de gradientes més prolongados, columnas distintas o, preferentemente,
el andlisis por HPLC-MS/MS de rango extendido (m/z > 600).

El andlisis mediante HPLC del contenido de triterpenoides en Ganoderma
constituye un método simpley eficaz para diferenciar |as especies de este género,
lo que resulta de utilidad en estudios relacionados con la clasificacion taxondmica,
la actividad bioldgica y la determinacién estructural de sus compuestos. En €
estudio realizado por Vijitrotai et al. (2025) se analizaron |os perfiles de dos fuentes
distintas de Ganoderma lucidum: G. lucidum MG2 obtenida en un mercado local
de Chiang Mai, Tailandia, y G. lucidum G2 importada desde China, observandose
diferencias significativas entre las muestras evaluadas. Estos resultados sugieren
gue el método cromatogréfico utilizado permite realizar unaevaluacion cuantitativa
precisay suficiente, lo que lo convierte en una herramienta adecuada parael control
de calidad de productos derivados de Ganoderma. Asimismo, se concluye que
factores como la distribucion geogréfica, las condiciones de crecimiento y € tipo
de sustrato pueden influir de manera determinante en la produccion y composicion
quimica de estos hongos medicinaes (Vijitrotai et al., 2025).

Evaluacion de la sostenibilidad del proceso de extraccion asistida por
ultrasonido (UAE) mediante la métrica Path2Green

La aplicacion de la métrica Path2Green propuesta por de Souza Mesquita et al.(
2024) permitio realizar un andlisisintegral del desempefio ambiental del proceso de

extraccion asistida por ultrasonido (UAE) aplicado a Ganoderma spp. El puntaje
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global alcanzado (0,303) ubicaal proceso en un nivel de sostenibilidad intermedia,
evidenciando un equilibrio entre atributos favorables y aspectos criticos que
requieren optimizacion para lograr una mayor coherencia con los postulados de la
quimicaverdey los model os de economia circular. (Figura 22)

Figura 22

Evaluacion de sostenibilidad del proceso de extraccién ultrasonica de Ganoderma

spp. mediante & método Path2Green.

Path2Green
SCORE

0.303

Nota. Pictograma de evaluacion de sostenibilidad basado en el método Path2Green aplicado &
proceso de extraccién asistida por ultrasonido (UAE) utilizando un sistema hidroetandlico a 50 %.

El puntaje global obtenido fue 0.303. Elaboracion propia a partir de datos experimentales.

El andlisis detallado de los principios evaluados revela fortalezas estructurales
relevantes. En e Principio 1 (Biomasa), € valor positivo obtenido (+0,75) responde
al empleo de materia fungico silvestre recolectado de formalegal y trazable en la
Amazonia peruana, sin interferir con sistemas productivos alimentarios. Este
enfoque coincide con las tendencias actual es de val orizaci6n de recursos biol 6gicos

infrautilizados, tal como se observa en procesos orientados al aprovechamiento de
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subproductos agroindustriales como el bagazo de macalba conforme a Benvenutti
etl a.(2025) o matrices vegetales como €l jengibre de acuerdo a Sulejmanovic et
a.( 2025) donde la procedencia sostenible del recurso constituye un criterio
determinante.

Asimismo, los Principios 6 (Purificacion) y 8 (Postratamiento) alcanzaron la
maxima puntuacion (+1,00), dado que € extracto hidroetandlico se utiliza
directamente sin requerir etapas adicionales de refinamiento. Esta configuracién
reduce significativamente el consumo energético y de insumos, promoviendo una
l6gica de eficiencia material alineada con estrategias de obtencion de extractos
listos para su aplicacion. En este sentido, se observan similitudes conceptual es con
metodol ogias integradas como la extraccion con liquidos presurizados acoplada a
deteccion en linea, Sanches Contieri et a. (2024) donde se privilegia la
minimizacion de etapas posteriores.

En términos energéticos (Principio 9), € proceso presentd un consumo especifico
reducido (2,93 Jg de biomasa), |0 que derivéd en una vaoracion neutra (0,00). La
eficiencia energética constituye una de las principales ventajas comparativas del
ultrasonido frente a técnicas convencional es basadas en calentamiento prolongado,
situandolo dentro del grupo de tecnol ogias emergentes de bajo impacto energético,
comparable a lo reportado para la extraccion con liquidos presurizados
(Sulejmanovic et al., 2025).

No obstante, € diagndstico identifico limitaciones sustantivas. El Principio 2
(Transporte) obtuvo la puntuacion mas desfavorable (-0,80), atribuible al traslado
de aproximadamente 860 km por via aéreay terrestre desde la zona de recoleccion

hasta el laboratorio. Esta condicién pone de manifiesto la vulnerabilidad logistica
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inherente a la dependencia de biomasa silvestre no domesticada. Estudios en el
ambito de biorrefinerias subrayan la necesidad de fortalecer cadenas de suministro
locales 0 avanzar haciala domesticacion de especies parareducir lacargaambiental
asociada al transporte (Benvenutti et al.,2025).

En relacion con € Principio 4 (Solventes), la calificacion neutra (0,00) se explica
por e uso de una mezcla hidroetandlica a 50% que incorpora etanol de origen
petroguimico, clasificado como solvente problemético segun la guia CHEM21. A
diferencia de tecnologias basadas en agua subcritica o CO, supercritico cuyos
solventes presentan un perfil ambiental mas favorable, descrito por Ampese et al.
(2025), d empleo de etanol fésil limita la sostenibilidad global, especiamente
considerando que € solvente no se recuperaa formar parte del producto final.

El Principio 11 (Revaorizacion) evidencio la principal debilidad del sistema
(-1,00), al operar bajo un esquema lineal sin recuperacion de solvente ni
valorizacion del residuo solido. En e marco de los enfoques contemporaneos de
biorrefineria, la integracion de procesos en cascada que permitan €
aprovechamiento integral de la biomasa como la combinacién de hidrdlisis
enziméticay la extraccion asistida descrita por Santos et al.(2025), constituye una
estrategia clave para maximizar €l valor agregado y minimizar residuos.

El Principio 5 (Escalado) recibié una puntuacion neutra (0,00), reflgjando las
limitaciones inherentes al trabajo en modo batch aescala de laboratorio. Aungue la
tecnologia de ultrasonido presenta potencial de escalabilidad, la configuracion
discontinuarestringe la eficiencia operativay lareproducibilidad industrial.

El score global de 0,303 corresponde a una sostenibilidad moderada dentro de la

clasificacion Path2Green. Aplicando la ecuacion de regresion propuesta por de
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Souza Mesquita et al. (2024), este valor equival e aproximadamente a 394 g de CO,
equivaente por gramo de biomasa procesada. Si bien esta huella es significativa,
representa una reduccion de 37% respecto a estimaciones preliminares, 1o que
resaltalaimportanciade emplear métricas estandarizadas para obtener diagnosticos
ambientales rigurosos.

Comparativamente, €l desempefio del UAE se sitda en rangos similares a otras
tecnologias en fase de optimizacién, tales como procesos hibridos que integran
hidrélisis enzimatica y extraccion asistida para isoflavonas, descrita por Santos et
al. (2025) o la extraccion con liquidos presurizados aplicada a polifenoles de
propoleos de Sanches Contieri et a. (2024). En consecuencia, € UAE no debe
considerarse intrinsecamente insostenible, sino como una plataforma tecnol dgica
con alto potencial de mejora mediante intervenciones estratégicas.

Perspectivas de optimizacién y ecologizacion, € andlisis permite delinear acciones
concretas parafortalecer e perfil anbiental del proceso:

Reformulacion del sistema solvente. Se recomienda evauar etanol de origen
biobasado proveniente de residuos agricolas o incrementar la proporcion acuosa,
aproximandose al paradigma de “quimica en agua” caracteristico de tecnologias
como la extraccion con agua subcritica.

Implementacion de estrategias de circularidad. Es prioritario disefiar esquemas de
recuperacion del solvente mediante destilacion controlada cuando sea compatible
con €l producto final y desarrollar rutas de valorizacion del bagazo, ya sea atraves
de extraccion secuencial para recuperar polisacaridos (p. g., B-glucanos), su

utilizacion como sustrato biotecnol 6gico o su transformacién en materiales de valor
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agregado. Este enfoque en cascada constituye la base conceptual de modelos de
biorrefineria aplicados a residuos agroindustriales (Ampese et a., 2025).

Figura 23

Andlisis de varianza (ANOVA de un factor) para el rendimiento de extraccion
(Xo), contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y actividad antioxidante
(ABTSy DPPH) enlafasell.

F gl gl2 P
Rendimiento (X0) 26.9 7 6.63 2.168e0-4
Fendlicostotales (FT) 168.8 7 6.65 5.482e0-7
ABTS 4443.6 7 6.57 1.38%-11
DPPH 8893.3 7 6.38 2.941e-12

Nota. gl: grados de libertad. ANOVA de Welch aplicado para evaluar el efecto de la relacion
solido/solvente (S/F) sobre las variables respuesta. Elaboracién propia a partir de datos

experimental es.

Todos los valores p < 0.001, lo que indica que existen diferencias atamente
significativas entre las relaciones S/F en todas | as variables medidas.

Aungue e andlisis estadistico indicaba que relaciones S/F superiores (40-45)
podrian extraer cantidades ligeramente mayores de algunos compuestos, se
selecciond S/F = 35 como condicidn Optima basdndose en criterios de eficiencia
préctica. Esta decision considera: Con relacion a la Eficiencia de recursos, € S/F
= 35 permite procesar 28.5% mas Ganoderma por volumen de solvente que S/F =
45 (0.514g vs 0.400g Ganoderma por 18g solvente).

No existen diferencias significativas en rendimiento entre S/F = 30, 35, 40 y 45
(Tukey, p > 0.05), y e contenido de fendlicos totales en S/F = 35 no difiere

significativamente de val ores superiores (p > 0.05).
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Tabla 20
Andlisis de varianza (ANOVA de un factor) para el rendimiento de extraccion
(Xo), contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y actividad antioxidante

(ABTSy DPPH) enlafaselll.

F gl gl2 P
Rendimiento (Xo) 0.0937 4 4.93 0.980123
Fendlicostotales (FT) 23.4799 4 4.65 0.002648
ABTS 197.6012 4 4.95 1.193e-5
DPPH 433.4199 4 4.73 2.877e-6

Nota. gl: grados de libertad. El andlisis de varianza se aplicO para evaluar € efecto de la energia

ultrasonica sobre las variables respuesta. Elaboracion propiaa partir de datos experimentales.

El andlisis de la dosificacion de energia revelé que esta variable no afecta
significativamente el rendimiento de extraccion (F(4,4.93) = 0.094, p = 0.980), pero
Si gerce efectos altamente significativos sobre la calidad del extracto.

La prueba post-hoc de Tukey mostré que la energia de 500 Ws/mL produce
resultados equivalentes a 1000 y 2500 Ws/mL en contenido de compuestos
fendlicostotalesy actividad antioxidante, mientras que las energias de 1500 y 2000
Ws/mL mostraron val ores significativamente menores en estas variables.
Considerando la eficiencia energética y la calidad del extracto, se selecciona 500
Ws/mL como condicion Optima, ya gue consume menos energia mientras mantiene
los mismos niveles de compuestos bioactivos que energias superiores.

La optimizacién de la dosificacion de energia revel 6 un efecto bifasico interesante.
Si bien € rendimiento de extraccion no se vio afectado (F(4,4.93) = 0.094, p =
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0.980), la calidad del extracto mostré dependencia significativa con la energia
aplicada.

Se identificaron dos grupos estadisticamente distintos. energias de 500-1000-2500
Ws/mL produjeron los mejores resultados en contenido de compuestos fendlicos
(F(4,4.65) = 23.48, p = 0.003) y actividad antioxidante (ABTS: F(4,4.95) = 197.60,
p <0.001; DPPH: F(4,4.73) = 433.42, p < 0.001), mientras quel as energias de 1500-
2000 Ws/mL mostraron val ores significativamente menores.

Considerando criterios de eficiencia energética y estabilidad del proceso, se
selecciondé 500 Ws/mL como condicién éptima, ya que consume 50% menos
energia que 1000 Ws/mL y 80% menos que 2500 Ws/mL, mientras produce

extractos de calidad equivalente estadisticamente.

132



5.1.

V. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES
Conclusiones
Se concluye gque las variables operativas del ultrasonido influyen de manera
diferenciada en € proceso de extraccion de compuestos bioactivos de
Ganoderma spp. Mientras que la amplitud evaluada no mostré un efecto
significativo dentro del rango estudiado, la relacion solido/solvente (S/F) y
la energia suministrada fueron los factores méas influyentes sobre €
contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante del
extracto. La optimizacion de estas variables permitic meorar
significativamente la eficiencia extractiva, confirmando que la extraccion
asistida por ultrasonido constituye unatecnologia efectiva parala obtencién
de extractos funcional es con alto potencial antioxidante.
La amplitud del ultrasonido evaluada entre 30 % y 39 % no genero
diferencias estadisticamente significativas en e rendimiento de extraccion,
en € contenido de compuestos fendlicos totales ni en la actividad
antioxidante determinada mediante los métodos ABTS y DPPH. Estos
resultados indican que, dentro del intervalo estudiado, la amplitud no
constituye un factor determinante en laliberacion de metabolitos bioactivos
desde la matriz fungica, por lo que la amplitud de 30 % resulta suficiente
parael desarrollo del proceso extractivo.
La relacion sblido/solvente tuvo un efecto altamente significativo sobre
todas las variables evaluadas. El incremento del volumen de solvente
favorecio ladifusién y solubilizacién de compuestos fendlicos presentes en

Ganoderma spp., produciendo aumentos progresivos en e contenido de
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compuestos fendlicos totales y en la actividad antioxidante de |os extractos.
Experimentalmente, el mayor valor de TPC se obtuvo en S/IF = 45; sin
embargo, la condicion S/F = 35 representd una alternativa més eficiente
desde € punto de vista practico, a permitir una elevada recuperaciéon de
compuestos bioactivos con menor consumo relativo de solvente.

L a energia ultrasonica aplicada tuvo un efecto significativo sobre la calidad
funciona del extracto. El incremento de |a energia especifica favorecio la
liberacion de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante hasta
alcanzar un punto 6ptimo cercano a 100.07 JmL. Sin embargo, energias
superiores provocaron una disminuciéon en e contenido de compuestos
fendlicos y en la actividad antioxidante, lo que sugiere la posible
degradacion de compuestos fendlicos sensibles al exceso de energia. Por o
tanto, la energia suministrada constituye uno de los factores criticos para
maximizar la eficiencia del proceso extractivo.

El andlisis cromatogréfico realizado mediante UPLC-DAD-MS permitio
caracterizar de manera detallada € perfil fendlico presente en los extractos
de Ganoderma spp. obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido.
El cromatograma registrado a 280 nm mediante detector de arreglo de
diodos (DAD) evidenci6 la presencia de 27 picos cromatogréficos, o que
reflgja la elevada complegidad quimica del extracto. De estos compuestos
detectados, 15 iones mayoritarios fueron identificados tentativamente
mediante espectrometria de masas, dentro de un rango de m/z 100-600, lo
gue permitid asociar varios de ellos con compuestos fendlicos reportados

previamente en especies del género Ganoderma.
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Entre los metabolitos detectados se identificaron acidos fendlicos simples,
como &cido galico (m/z 169; tR = 2.3-2.5 min), acido protocatecuico (m/z
205; tR = 4.1-4.3 min) y acido p-hidroxibenzoico (m/z 193; tR = 4.4-4.6
min), asi como compuestos derivados de lafamilia de los acidos cindmicos,
entre ellos acido cafeico (m/z 221; tR = 5.2-5.8 min) y &cido ferdlico (m/z
241; tR = 6.1-6.7 min). Asimismo, se detectaron flavonoides de relevancia
biol6gica, destacando catequinas y epicatequinas (m/z 289-291), que
constituyeron aproximadamente 28-35 % del extracto, ademas de
procianidinas diméricas (m/z 577-579) y triméricas (m/z 865-867), las
cuales representaron cerca de 15-21 % del contenido fendlico total.
También se identifico de forma tentativa quercetina (m/z 303), con una
abundancia relativa estimada entre 9 % y 13 % del extracto, asi como una
antocianidina compatible con cianidina o delfinidina (m/z 321) en
proporciones menores (3-5 %).

El andliss cromatografico evidencio que e pico 8, localizado
aproximadamente a 5 minutos de tiempo de retencion, presento la mayor
intensidad de seflad en todas las condiciones experimentaes,
constituyéndose en el compuesto mayoritario del extracto. Ademés, el grupo
de picos comprendido entre 6 y 7 minutos de tiempo de retencion (picos 10—
14) mostro variaciones moderadas en su intensidad, o que sugiere que las
condiciones de sonicacion influyeron principalmente en la concentracion
relativa de los compuestos fendlicos extraidos.

De manera consistente con |os resultados de compuestos fendlicos totales

obtenidos por € método de Folin-Ciocalteu, el andlisis cromatogréfico
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5.2.

confirmé que la mayor liberacién de compuestos fendlicos ocurrié bajo
condiciones cercanas a 100.07 JmL de energia especifica, donde seregistré
el valor maximo de 881.37 mg EAG/100 g de Ganoderma, junto con las
mayores actividades antioxidantes (44.37 mg EAG/g por ABTSy 32.69 mg
EAG/g por DPPH). Asimismo, se observé que el incremento excesivo de
energia ultrasonica provoco una disminucion en la intensidad de algunos
picos cromatogréaficos, o que podria asociarse con procesos de degradacion
o transformaci 6n de compuestos fendlicos sensibles.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante UPLC-DAD-MS
demuestran que € tratamiento ultrasonico no modifico cualitativamente el
perfil cromatogréfico del extracto, ya gque los tiempos de retencion de los
compuestos se mantuvieron constantes, pero si produjo variaciones
cuantitativas en la concentracion de metabolitos fendlicos. Esto confirma
que € ultrasonido actua principalmente como intensificador del proceso
extractivo, favoreciendo la liberacion de compuestos bioactivos desde la
matriz fungica sin alterar significativamente su estructura quimica.
Recomendaciones

Se recomienda redlizar estudios adicionales utilizando disefios
experimentales multivariados, como la metodologia de superficie de
respuesta, que permitan evaluar simultaneamente la interaccion entre
variables operativas del ultrasonido y determinar con mayor precision las
condiciones éptimas del proceso extractivo.

Asimismo, se sugiere evaluar sistemas extractantes alternativos de menor

impacto ambiental, como solventes de origen biobasado o sistemas acuosos,
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gue permitan mejorar € perfil de sostenibilidad del proceso y fortalecer su
alineacion con los principios de quimica verde.

Se recomienda desarrollar estrategias de valorizacion del residuo sdlido
generado durante el proceso de extraccion, orientadas a la recuperacion de
polisacéridos, -glucanos u otros metabolitos de interés, promoviendo asi
un enfoque de biorrefineriay economiacircular.

Finalmente, se sugiere realizar estudios de escalamiento del proceso y
evaluacion de estabilidad de los extractos, asi como analizar su posible
incorporacion en matrices alimentarias 0 nutracéuticas, con el objetivo de

determinar su viabilidad tecnoldgicay potencial aplicacion industrial.
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VI.

ANEXOS

Anexo 1l

MATRIZ DE CONSISTENCIA

“Efecto de las condiciones del ultrasonido en la obtencion de compuestos fenolicos y

actividad antioxidante de extr actos de Ganoderma spp”

Problema Objetivos Hipoétesis Variables M etodologia
Las variables operativas del
Evaluar el efecto de las  ultrasonido-amplitud,
¢Como influyen lasvariables  variables operativas del  relacion sdlido/liquido 'y
operativas del ultrasonido ultrasonido  (amplitud, energia suministrada
(amplitud, relacion  relacion solido/liquidoy  influyen significativamente Variables
solido/liquido 'y energia energia suministrada) ydemaneradiferenciadaen Independientes
suministrada) en el sobre e rendimiento de e rendimiento de

rendimiento de extraccion, el
contenido de compuestos
fendlicos totdes y la
actividad antioxidante de los
extractos  obtenidos  de
Ganoderma spp., utilizando
un disefio  experimental
univariado secuencial?

¢Coémo variael rendimiento de
extraccion, el contenido de
compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante del
extracto de Ganoderma spp.
a modificar la amplitud del
ultrasonido?

¢Qué efecto tiene larelacion
solido/liquido en la€ficiencia
de extraccion y en la
concentracién de compuestos
obtenidos

fendlicos por

ultrasonido?

¢Qué nivel de energia total
suministrada optimiza
simultdneamente el
contenido de compuestos
fendlicos y la actividad

antioxidante del extracto?

extraccion, contenido de
fendlicos
actividad

compuestos
totdes 'y
antioxidante de extractos
obtenidos a partir de
P,
disefio

Ganoderma
mediante  un
experimental univariado

secuencial.

Andizar e efecto de la
amplitud del ultrasonido
sobre el rendimiento de
extraccion, contenido de
compuestos fendlicos y
actividad  antioxidante
de los extractos de
Ganoderma spp.

Determinar la influencia
relacion
(S/F)

sobre las varigbles de

de la

solido/liquido

respuesta del proceso de
extraccion mediante

ultrasonido.

Evaluar e impacto dela
energia total

suministrada en €

extraccion, el contenido de
fendlicos
la actividad

compuestos
totdes y
antioxidante de los
extractos  obtenidos  de
Ganoderma spp., cuando se
evallan de forma
secuencial  mediante un
disefio experimental
univariado.

Un aumento en laamplitud
del ultrasonido incrementa
significativamente d
contenido de compuestos
fendlicos y la actividad
antioxidante  de los
extractos de Ganoderma
spp., dentro de un rango

Gptimo de amplitud.

Existe una relaciéon no
lined entre la relacion
solido/liquido y e

contenido de compuestos

fendlicos, sendo las
proporciones  intermedias
(20-35 g/g) las que

maximizan laeficiencia del

proceso.

Pardmetros para la
obtencion
compuestos
bioactivos.
Dimensiones:

A. % solvente

B. % Amplitud

C. Relacion SIF

D. Tiempo de
extraccion

Variables

Dependientes

Caracteristicas de los

compuestos

bioactivos del

Ganoderma ssp.

Dimensiones:

A. Rendimiento
global de
extraccion.

B. Compuestos
fendlicos totales.

C. Actividad
antioxidante.

D. Perfil de
compuestos
fendlicos.

Tipo de Investigacion:
Aplicada

Nivel de Investigacion:
Explicativo

M étodo de
investigacion:
Inductivo — Deductivo.
Disefio de
investigacion:
Experimental .
Poblacién:

La poblacion en
presente estudio estard
conformada por
Pp.
proveniente de Madre de
Dios, dd digtrito de
Tambopata,

Ganoderma

especificamente, de la
zonasilvestre.

Muestra

Ganoderma spp.
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proceso de extraccion de
compuestos fendlicos y
su actividad
antioxidante,

identificando  niveles
Optimos de

procesamiento.

El aumento progresivo dela
energia suministrada
mejora inicialmente €
rendimiento de extracciony
la actividad antioxidante,
hasta acanzar un punto
critico a partir del cual los
efectos se estabilizan o

disminuyen.
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Anexo 2

Procedimiento experimental

La evaluacion de las condiciones experimentales se llevd a cabo utilizando un equipo
ultrasdnico Hielscher UP400St (400 W, 24 kHz), equipado con una sonda de titanio y

acoplado a una celda acustica con sistema de monitoreo y control de temperatura.
| |
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Anexo 3

Laboratorio del Instituto de I nvestigacion de Bioquimicay Biologia M olecular -

UNALM
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Anexo 4

M uestra de Ganoderma spp

Anexo 5

Equipo ultrasonico Hielscher UP400St (400 W, 24 kHZz).
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Anexo 6

Equipo ultrasonico Hielscher UP400St (400 W, 24 kHz).

Anexo 7

Laboratorio dd Instituto de I nvestigacién de Bioquimica y Biologia
Molecular - UNALM
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Anexo 8
En e Laboratorio dela Escuela Profesional deIngenieria Agroindustrial dela

Universidad Nacional Auténoma Altoandina de Tarma (UNAAT).

Anexo 9
En & Laboratorio dela Escuela Profesional deIngenieria Agroindustrial dela

Universidad Nacional Auténoma Altoandina de Tarma (UNAAT).
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Anexo 10
En e Laboratorio dela Escuela Profesional deIngenieria Agroindustrial dela

Universidad Nacional Auténoma Altoandina de Tarma (UNAAT).
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Anexo 11

En el Laboratorio del Instituto de I nvestigacion de Bioquimicay Biologia

Molecular - UNALM

b
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Analisis estadistico de las fases por & Software de Jamovi

Anexo 12

Descriptivas de Grupo

Tratamiento N Media DE EE

30 3 1.44 0.1097 0.06333
Rendimiento (X0)

39 3 1.39 0.2281 0.13170

30 3 257.99 22.5626 13.02654
Fendlicostotales (FT)

39 3 252.96 12.4233 7.17260

30 3 7.33 0.1704 0.09838
ABTS

39 3 7.29 0.0603 0.03480

30 3 534 0.0404 0.02333
DPPH

39 3 532 0.0153 0.00882

Comprobaciones de Supuestos
Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk)
w
Rendimiento (X0) 0.967 0.8750
Fendlicostotales (FT) 0.936 0.6272
ABTS 0.890 0.3197
DPPH 0.988 0.9845
Nota. Un valor p bajo sugiere unaviolacion del supuesto de normalidad
Prueba de L evene para homogeneidad de varianzas
F g1 gl2 P

Rendimiento (Xo) 1.50 1 4 0.28798
Fendlicostotales (FT) 1.85 1 4 0.24516
ABTS 5.63 1 4 0.07652
DPPH 221 1 4 0.21158
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Rendimiento (Xo)

Fendlicos totales (FT)

2.00 4

1.75 9

1.50 -

1.251

Anexo 13

Gréficos

Rendimiento (X0)

Media (1C 95%)

300 4

275 4

250 +

225 4

200 o

T T

30 39
Tratamiento

Fendlicostotales (FT)

Media (IC 85%)

30 34
Tratamiento
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ABTS

DPPH

Anexo 14

ABTS

Media (IC 95%)

7.6 1

7.4 1 '[
|

7.0 4
30 3
Tratamiento
DPPH
Media (IC 95%)
5.45 - .
5.40 -

5.35 ¢ I
5.30 - J

5.25 - I

30 39
Tratamiento
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Anexo 15

Pruebas Post Hoc

Tukey Post-Hoc Test — Rendimiento (Xo)

30 39
Diferencia de medias — 0.0433
30
valor p — 0.7816
Diferencia de medias —
39
valor p —
Tukey Post-Hoc Test — Fendlicos totales (FT)
30 39
Diferencia de medias — 5.04
30
valor p — 0.7519
Diferencia de medias —
39
valor p —
Tukey Post-Hoc Test — ABTS
30 39
Diferencia de medias — 0.0400
30
valor p — 0.7210
Diferencia de medias —
39

valor p —
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Tukey Post-Hoc Test — DPPH

Diferencia de medias
30 valor p
Diferencia de medias

» valor p

Descriptivas de Grupo
Tratamiento
10
15
20
25
30
35
40
45
10
15
20
25
30
35
40
45
10
15
20
25
30
35
40
45
10
15
20
25
30
35
40
45

Rendimiento (X0)

Fendlicostotales (FT)

ABTS

DPPH

30

W W W W W W W w wwwwowowowowowowowowwowowowwowwwwwwwz

39
0.0200
0.4676

Media
144
151
1.79
1.70
247
249
241
2.92
257.99
353.21
450.76
504.12
601.46
677.86
715.20
733.57
7.33
15.39
20.90
25.93
27.63
31.33
35.36
42.04
534
11.20
16.06
19.97
20.19
23.98
27.63
30.87

DE
0.1097
0.0569
0.1296
0.2709
0.2464
0.1605
0.1918
0.2057
22.5626
20.1607
27.7413
15.9766
61.8062
49.1850
87.1634
9.7136
0.1704
1.1065
0.6722
0.1124
0.6520
0.6351
0.9248
0.2252
0.0404
0.2506
0.1050
0.1305
0.6407
0.4611
0.1850
0.4430

EE
0.0633
0.0328
0.0748
0.1564
0.1423
0.0927
0.1107
0.1188
13.0265
11.6398
16.0165
9.2241
35.6838
28.3970
50.3238
5.6082
0.0984
0.6388
0.3881
0.0649
0.3764
0.3667
0.5339
0.1300
0.0233
0.1447
0.0606
0.0754
0.3699
0.2662
0.1068
0.2558
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Anexo 16

Comprobaciones de Supuestos

Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk)

W
Rendimiento (Xo) 0.968
Fendlicostotales (FT) 0.958
ABTS 0.935
DPPH 0.956

p
0.6244

0.4074
0.1256
0.3561

Nota. Un vaor p bajo sugiere unaviolaciéon del supuesto de normalidad

Prueba de Levene para homogeneidad de varianzas

F gl g2 p
Rendimiento (Xo) 0.927 7 16 0.51228
Fendlicostotales (FT) 2.180 7 16 0.09323
ABTS 3.265 7 16 0.02368
DPPH 2.346 7 16 0.07484
Gréficos

Rendimiento (Xo0)

Media (IC 95%)

n

BJ

Rendimiento (Xo)

Tratamiento
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Fendlicos totales (FT)

ABTS

Anexo 17

Fendlicos totales (FT)

Media (IC 95%)

800 1 I
600 4 | ‘
I
N
400 1 1 1
I |
2004 |
1 15 20 25 30 35 40 45
Tratamiento
ABTS
Media (IC 95%)
40 1
I
! I
30 = : |
1
|
20 1 1
|
|
10 -
10 15 20 25 30 35 40 45

Tratamiento
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DPPH

-y

R

Anexo 18

DPPH

Media (IC 95%)

0 15 20 25 30 35 40 45
Tratamiento
Pruebas Post Hoc
Tukey Post-Hoc Test — Rendimiento (Xo)
10 15 20 25 30 35 40 45
Diferencia de -
— -0.354 -0.2656 -1.036 -1.0571 -0.9756 -1.480
10 medias 0.0700
valor p — 0.9997 0.3244 0.6479 7.783e-5 6.131e-5 1.586e-4 7.769e-7
Diferencia de
— -0.284 -0.1956 -0.966 -0.9871 -0.9056 -1.410
15 medias
valor p — 0.5759 0.8854 1.769e-4 1.383e-4 3.685e-4 1.506e-6
Diferencia de
— 0.0882 -0.683 -0.7033 -0.6217 -1.126
20 medias
valor p — 0.9986 0.006225 0.004756 0.013701 2.817e-5
Diferencia de
— -0.771 -0.7915 -0.7099 -1.215
25 medias
valor p — 0.001995 0.001531 0.004363 1.084e-5
Diferencia de
— -0.0208 0.0608 -0.444
30 medias
valor p — 1.000000 0.999874 0.12554
Diferencia de
— 0.0816 -0.423
35 medias
valor p — 0.999138 0.15881
" Diferencia  de _ 0.505

medias
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valor p

Diferencia  de

medias

45

valor p

0.06074

Tukey Post-Hoc Test — Fendlicos totales (FT)

10 15 20 25 30 35 40 45
Diferencia
— -95.2 -192.8 -246.1 -343.5 -419.9 -457.2 -475.6
10 de medias
valor p — 0.2186 0.001436 9.738e-5 1.380e-6 8.352e-8 2.455e-8 1.388e-8
Diferencia
— -97.6 -150.9 -248.3 -324.6 -362.0 -380.4
15 de medias
valor p — 0.197375 0.01337 8.794e-5 2.947e-6 6.721e-7 3.379%-7
Diferencia
— -534 -150.7 -227.1 -264.4 -282.8
20 de medias
valor p — 0.81324 0.01352 2.474e-4 4.097e-5 1.773e-5
Diferencia
— -97.3 -173.7 -211.1 -229.4
25 de medias
valor p — 0.19925 0.003937 5.556e-4 2.201e-4
Diferencia
— -76.4 -113.7 -132.1
30 de medias
valor p — 0.453700 0.09236 0.03625
Diferencia
— -37.3 -55.7
35 de medias
valor p — 0.96303 0.78059
Diferencia
— -18.4
40 de medias
valor p — 0.99946
Diferencia
45 demedias
valor p —
Tukey Post-Hoc Test — ABTS
10 15 20 25 30 35 40 45
Diferenciade
— -8.06 -13.57 -18.61 -20.30 -24.00 -28.03 -34.71
10 medias
valor p — 1.759e-9 7.189%e-13 2.376e-14 2.320e-14 2.276e-14 2.265e-14 2.265e-14
Diferenciade
— -5.51 -10.55 -12.24 -15.94 -19.97 -26.65
15 medias
valor p — 4.303e0-7 3.013e-11 3.850e-12 4.596e-14 2.320e-14 2.265e-14
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Diferenciade

— -5.03 -6.73 -10.43 -14.46 -21.14
20 medias
valor p — 1.505€0-6 2.525e0-8 3.505e-11 2.269%e-13 2.309%-14
Diferenciade
— -1.70 -5.40 -9.43 -16.11
25 medias
valor p — 0.08661 5.790e0-7 1.519e-10 4.097e-14
Diferenciade
— -3.70 -1.73 -14.41
30 medias
valor p — 7.757€0-5 3.315e0-9 2.419e-13
Diferenciade
— -4.03 -10.71
35 medias
valor p — 2.731e0-5 2.449%-11
Diferenciade
— -6.68
40 medias
valor p — 2.812e0-8
Diferenciade
45 medias
valor p —
Tukey Post-Hoc Test — DPPH
1
15 20 25 30 35 40 45
0
Diferencia
— -5.86 -10.71 -14.63 -14.850 -18.63 -22.29 -25.52
10 demedias
valor p — 1.365e-11  2.320e-14  2.265e-14 2.265e-14 2.265e-14 2.265e-14 2.265e-14
Diferencia
— -4.86 -8.77 -8.993 -12.78 -16.43 -19.67
15 demedias
valor p — 1.943e-10  2.986e-14 2.687e-14 2.276e-14 2.265e-14 2.265e-14
Diferencia
— -3.92 -4.137 -7.92 -11.58 -14.81
20 demedias
valor p — 5.389e0-9 2.378e0-9 1.003e-13 2.287e-14 2.265e-14
Diferencia
— -0.220 -4.00 -7.66 -10.89
25 demedias
valor p — 0.9917 3.893e0-9 1.823e-13 2.309%e-14
Diferencia
— -3.78 -7.44 -10.67
30 demedias
valor p — 8.969e0-9 3.123e-13 2.320e-14
Diferencia
— -3.66 -6.89
35 demedias
valor p — 1.473e0-8 1.223e-12
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Diferencia

-3.23

40  demedias
valor p — 8.660e0-8
Diferencia
45 demedias B
valor p —
Descriptivas de Grupo
Tratamiento Media DE EE
500 2.45 0.1292 0.0746
1000 2.49 0.1605 0.0927
Rendimiento (X0) 1500 242 0.0987 0.0570
2000 245 0.1839 0.1062
2500 243 0.1563 0.0902
500 694.17 56.7281 32.7520
1000 679.74 70.0630 40.4509
Fendlicos totales (FT) 1500 873.10 241451 13.9402
2000 881.37 13.8487 7.9955
2500 689.27 31.8663 18.3980
500 33.01 0.5057 0.2919
1000 31.64 0.5551 0.3205
ABTS 1500 43.23 0.7238 0.4179
2000 44.38 0.6623 0.3824
2500 3253 0.9245 0.5337
500 24.65 0.0586 0.0338
1000 24.43 0.1082 0.0624
DPPH 1500 32.50 0.4521 0.2610
2000 32.69 0.3661 0.2114
2500 24.23 0.0723 0.0418
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Compr obaciones de Supuestos

Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk)

Rendimiento (Xo0)
Fendlicostotales (FT)
ABTS

DPPH

Nota. Un valor p bajo sugiere unaviolacion del supuesto de normalidad

w

0.935

0.975

0.928

0.956

0.3284

0.9254

0.2544

0.6251

Prueba de Levene para homogeneidad de varianzas

Rendimiento (Xo0)
Fendlicostotales (FT)
ABTS

DPPH

F

0.434

3.019

0.600

5.406

gll

gl2
10
10
10

10

p

0.78155

0.07126

0.67148

0.01397
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Rendimiento (Xo)

Fendlicos totales (FT)

Anexo 19
Gr é&ficos

Rendimiento (Xo0)

Media (IC 95%)

2.754

2.50 4

2.25 1

2.00 4

500 1000 1500 2000 2500
Tratamiento

Fendlicos totales (FT)

Media (IC 95%)
900 A ] |
I |
800
700 + ‘
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Anexo 20

ABTS
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Pruebas Post Hoc

Tukey Post-Hoc Test — Rendimiento (X0)

500 1000 1500 2000 2500

Diferencia de medias — -0.0416 0.0333 -0.00191 0.0226
500

valor p — 0.9965 0.9985 1.0000 0.9997

Diferencia de medias — 0.0749 0.03969 0.0642
1000

valor p — 0.9690 0.9971 0.9822

Diferencia de medias — -0.03520 -0.0107
1500

valor p — 0.9982 1.0000

Diferencia de medias — 0.0245
2000

valor p — 0.9996

Diferencia de medias —
2500

valor p —
Tukey Post-Hoc Test — Fendlicostotales (FT)

500 1000 1500 2000 2500

Diferencia de medias — 14.4 -179 -187.20 491
500

valor p — 0.9939 0.004254 0.003077 0.999911

Diferencia de medias — -193 -201.64 -9.53
1000

valor p — 0.002427 0.001774 0.998773

Diferencia de medias — -8.28 183.83
1500

valor p — 0.999294 0.003508

Diferencia de medias — 192.11
2000

valor p — 0.002546

Diferencia de medias —
2500

valor p
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Tukey Post-Hoc Test — ABTS

500 1000 1500 2000 2500

Diferencia de medias — 1.37 -10.2 -11.37 0.477
500

valor p — 0.1822 4.763e-8 1.556e-8 0.9099

Diferencia de medias — -11.6 -12.74 -0.897
1000

valor p — 1.240e-8 3.906e-9 0.5336

Diferencia de medias — -1.15 10.697
1500

valor p — 0.3170 3.006e-8

Diferencia de medias — 11.843
2000

valor p — 9.647e-9

Diferencia de medias —
2500

valor p —
Tukey Post-Hoc Test — DPPH

500 1000 1500 2000 2500

Diferencia de medias — 0.217 -7.85 -8.047 0.420
500

valor p — 0.8538 9.249%e-11 7.776e-11 0.3667

Diferencia de medias — -8.07 -8.263 0.203
1000

valor p — 7.638e-11 6.386e-11 0.8791

Diferencia de medias — -0.197 8.270
1500

valor p — 0.8909 6.347e-11

Diferencia de medias — 8.467
2000

valor p — 5.280e-11

Diferencia de medias —
2500

valor p
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Anexo 21

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
Chinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia
b Lm Undversided v Le Gioiea Ageans D38-L-13
Coniar S470 14013 0 Ml piriraGrumcing s ps

L Mofna_ 05 de noviembre de 2024
FIL-AF 381-2024 WAT 334
ALLM 002

D i congidaracidn:
El résultado de la svaluackn de una muestra de baslodiocarpo recoleciads vy enviado & la Clinica de
Diagnosis do Fitopaiclogia por ol Ing. Paulo Tormes e of siguiente:
1. METODO.
El materal fungioo uiiirado fus obienido & partr del mslameento de muesiras do baschocanpo v
secciones del fronco de madera que mostraban signos de pudriciin. Para el aislamiento, se usd

porciones de la zona del meneo, so desinfectaron y fueron sembvados en cimara de fujo. Estaa
placas fueron incubadas 8 25 C durante 10 dias

2. RESULTADOS.

Basidiocarpo Mecio GoM PR R ——

2. DIAGNOSTICO.

En fa muestra gue Ukd. emad & noestro lsboratono se ha sslsdos o Ganodenma applanadurm como agenie
caimal de la pudnodn de la maden.

Noa despedimos de ustedes recordindoles que la Clinica de Disgnosis estil a su dispostcidn par cunlguisr
consulta.

Abpritarsarite,
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Anexo 22

~ SERFOR

"Decanic de i lguaidad de Opartunidadies pare Mupsres ¢ Hombres®
“afia-de |a Unided, (@ Paz vl Desarralio”
CONTRATO PARA EL ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS Y SUS DERIVADOS SIN
FINES COMERCIALES N° CTO-ARG-2023-0004

Conste por el presenis documenio & contrato de acceso a os recursas gensticos sin fines
comerciales, en adeianie CONTRATO, que celebran de una parte gl SERVICIO NACIOMAL
FORESTAL Y DE FALUNA SILVESTRE-SERFOR. an su tondicidn de AUTORIDAD NACIONAL
COMPETENTE - ANC. con Registro Unico de Contribuyente N® 20562836927, con domicilia
legal en Av. Javier Prado Oeste N' 2442 disiritc de Magdalena del Mar, debidamente
representada por €l sefior Williams Arellans Otano, identificado con DNI N° 42600080 en-sy
cafidad de Orector de la Direccidn de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal en virtud de |5
Resalucién de Direccidn Ejecutiva N'D000002-2023-MIDAGRI-SERFOR-DE, de facha 04 de-
enern de 2023, quisn procede &n uso de las facultades previstas en el lieral ¢) del artioulo 13
del Reglamenio de Acceso a los Recursos Geneticos y sus derivados, aprobado por Decreta
Supremo N* 019-2021-MINAM v del lteral g} del arficulo 55° del Reglamento de Organizacitn
¥ Funciones — ROF del SERFOR aprobade mediants Decreto Supremo N' 007-2013-MINAGRI
¥ su modificaiora, en adelants LA ANG. y de otra parte, el sefior Paulo César Torres Mayanga,
Identificade con DM N° 44737060, con damicilo tegal &n Jirdn Lareto N° 450, distrito de La
Molina. provincia y departamento de Lima, a quien en adelante se denominara EL USUARIO,
de conformidad con la leglslacidn aplicable en el Pend v con sujecion a los siguientes téeminas
y condiciones:

1. CLAUSULA PRIMERA: OBJETO DEL CONTRATO

Las partas suscriben al prasente Conlrals, con ol obisto de doter de eficacia. el contenido da
Resolucién Directoral N* D000134-2023-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF de
fecha 25 de agosto de 2023, en adelante LA RESOLUCION, en el axtramo del acceso al
recurso genélico y sus derivados. en mério a la cusl LA ANG sutoriza & EL USUARIO, &f
ScCEs0 3 |os recurses genélicos v sus derivados sin fines comerciales, para &l estudio
refacionade al estudio de lecnologias emergentes para vakorizar |a blodiversidad vegetal y
espacies sivesires del Perl, e incrementar {a generacian de nuevo conocimiento cientifica,
3si mismo consolidar trabajos tedncos y experimentales pars dveccionarlas en futuras
aplicaciones y transformacion en productos de valoe afladido, en & mareo del proyscto de
mvesbgacien “Valorizacion de! Ganoderma appfanaium utiizande ultrasonids de alla
potencia, como pretratamiento para mejorar sl rendimiento de la extraccion de compuestos
bioactivos aplicande fluidos suparcriticos y liquitos presurizados™ cuys eficacia se encusnig
supela a la suscnpoion del prasants,

LAS PARTES suscriben el presente CONTRATO otorgando conformidad a ias condisianss
establecidas an este.

2. CLAUSULA SEGUNDA: VIGENCIA DEL CONTRATO

E! plazo de vigencla del presente Contrato es de veinticusiro (24) messs, a sar contabilizados
8 partir de 13 fecha de su suscripein. Ls aprobacién de ta modificacide o de la susgensidn
del plazo de la aulorizacion olorgada por Resalucion Directoral N° DO00134-2023-MIDAGRI-
SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF, conlleva a la modficacion o Suspension automatica del
plazo da vigencia dal presente Confrale.

Ay, livies Prado Desie N* 2447 .

Lirly, Dirranitia, Magdatana del Mar —Lima 17 - Ry Slies,
T.[511) 225 900 - Q{LE Sepeny
www gob pefserior F!ﬂ - o
wwaw. gob. pe/madagri

i-.,'I,:I
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o SERFOR

“Decen de la iguaided Se Opormunidades pare Muferes y Hombnoes™
s dete Usidad, (0 2ary ol Desarmlin”

1. CLAUSULA TERCERA: DBLIGACIONES'

Las Obligaciones del presente Confrato son las establecidas en el adiculs 12 de la
Rasolucitn Directorl N D00D134-2023-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF sefialada
en la Clapsula Primera dal prasente Contrata.

4, CLAUSULA CUARTA: USOS ESPECIFICOS AUTORIZADOS O RESTRICCIONES DE
uso

EL USUARIO esta obiigado a cumplic con los usos especificas y restriccionas de uso
establecidas en LA RESOLUCION sefialada en |a Clausula Primera del presants Coniralo

5. CLAUSULA QUINTA: MODIFICACIONES Y EXTINCION DEL CONTRATO

Las partas acusrdan que las resaluciones que aprueben ls modificacion de las candiclones
dé fa autorizacion olorgada poe Resolucitn Directoral N° DOD0134-2023-MIDAGRI-SERFOR-
DGGSPRES-DGSPF. seran incluidas en el presente contrato, asi como, que la cancetacion
de la citada autorizacion ariging ka extincion del presente Contrato.

Encontrandoss conformes con sl presente Contrato, las paries se ratifiean en su contenido
lo suscriben en sefial de conformidad por duplicado (02 ejemplares), iguaimente validos. en
laciudad de Lima. 31 AGD wied

"AUTORIDAD NACIONAL COMPETENTE USUARIO DEL ACCESD A
SERVICIO NACIONAL FORESTAL ¥ DE FAUNA | LOS  RECURSOS GENETICOS Y SUS

SIL! ) DERIVADOS

Nambre: Williams Arellanc Olano, Director de la | Nombre: Paule César Tomes Mayanga, Investigador
Direccion da Gaslon 5 det Palrimonio principral : '

Forastal ]

e e L ] R

Dr. PAULD CESBE T+ HES MAYANGA
Begpw g, 0 Tersien

ARG RAETIO0 T
drteuie 11 na‘mmhhmhummuummimw-hmm Al implerhaala
E e

P T EAN ]STERRRTASRE

» gt L IO nnh—nmwimznmmhum

o eeteerarss Tan O e de deisd FEIBTETD ¢ Mamgne de L e SRARC ST TN G e
1 ey 0 lind ELSEREL. 1) Prrsmrier 0 SERFOA Aniipen on weanean ' LB, B ponTe Lae publacoeee
i et B Nl rmifgkEs % 0 EATO a8 fay LOMENATRE 5 R R da R0kl ) Poopiramer ol
o TEPRAIOY BRlAS T i 8 ST adorgacen. d| inlermar 3 BEAFOR cusiqumt Sasian o 8 la e 18 pudraon
- e I o (e puicecnne. el ey ¥ in 4o e WIE A
orewn I3 retewer 8 B SAIRFEACAS & DOk commponchurts, T) Fackiar ol SERFON L miujridad e i aricrmpcn s idoss el el
o prop FREH0E O T werark R ke T S 08 IICUNoR EeEicEs, ARl oo e mitTEcen e e
o s ATEDCE s, exisn cm b Oeecis & e ol mdie ques et du relwiE o b
e y fusry thel henikor nacanal g i i Ry pdn Shimiaion © snTERace o porty v
Chgritions § O Wb pomacias danvidon ) Enmoge @ SERFOR, o skreno Se ls sl gacn i miroe Fro oom i sesleds
abtaisden § Uowleny daveries cet oo § e spEtesn AN B an (aZN T o e 06 A 000 (3 e corElne desdo s
P i reREecin e i e e tapacain Cartibey da dla afiincits a= @ dssinn | Decha inlorme Pl
ﬁhmhmum,nmtummmd_-tmm-umw
SoneCETEIE e Svi SERFOR . " i arvgan o los (e i
AT COpTETIE Cor iR P, i i o ik g
Ay Javier Prado Oeste N° 2442
Uirky, Orrantia; Magdalena del Mar = Lima 17 e . L2 -
T. {5111 1250005 %, =1 EL PERY
wurw.gob, pa/uerfcs per " P
wwew gob.peymidagn
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Anexo 23

SENALESANALITICASENCONTRADOS POR HPLC-DAD
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CROMATOGRAMASHPLC-MS
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