UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

“EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DEL EXTRACTO DE
YACON (Smallanthus sonchifolius) EN LA VIABILIDAD DE Lactobacillus sp
BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES HUMANAS SIMULADAS

in vitro”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE
LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA

TESISTA
Bach. Gonzéalez Rodriguez Natalia Cusi
ASESOR

M. Sc. Angel Castro Alvarado

NUEVO CHIMBOTE - PERU
2021



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

“EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DEL EXTRACTO DE
YACON (Smallanthus sonchifolius) EN LA VIABILIDAD DE Lactobacillus sp
BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES HUMANAS SIMULADAS

in vitro”

TESIS PARA OPTAR EL TIiTULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN
BIOTECNOLOGIA

AUTORA: Bach. Gonzalez Rodriguez Natalia Cusi

Revisado y aprobado por el asesor

Z~

MSc. Angel Castro Alvarado




UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

“EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DEL EXTRACTO DE
YACON (Smallanthus sonchifolius) EN LA VIABILIDAD DE Lactobacillus sp
BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES HUMANAS SIMULADAS

in vitro”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN
BIOTECNOLOGIA

AUTORA

Bach. Gonzéalez Rodriguez Natalia Cusi

Revisado y aprobado por el jurado evaluador

'

/.
}?;ﬂ;f%‘} -:-:a:;-ﬂ

Dr. Carlos Azafiero Diaz

@ Presidente
¢ Manuel Villanueva Carlos 27

BIOLOGO - MICROBIOLOGO

Blgo. Mcblgo. José Villanueva Carlos MSc. Angel Castro Alvarado
Secretario Integrante



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional del Santa, alma mater de mi formacion profesional, en especial a
la Escuela Académica Profesional de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias, por haberme
forjado profesionalmente, dandome la oportunidad de tener nuevas experiencias y servir a la

sociedad y mi pais.

A mi asesor MSc. Angel Castro Alvarado por sus sugerencias para el desarrollo y

culminacion del presente trabajo de investigacion.

A los técnicos de laboratorio de la Escuela Académica Profesional que hicieron parte de este

trabajo de investigacion con su ayuda y guia en el desarrollo del proceso del mismo.

A mis amigos y compafieros de estudio, que compartieron conocimientos conmigo, asi como

su amistad y apoyo en los momentos que los necesitaba.

A todas aquellas personas que de alguna forma contribuyeron a mi formacién profesional y

a la culminacion de este trabajo de investigacion.



DEDICATORIA

A Dios, nuestro Sefior, por su proteccion y

guia durante todo este tiempo, quien me

guardado con bien desde siempre.

A mi familia, que celebran mis logros como
suyos, a mis primos que me inspiran a seguir
luchando, a mis tios por estar siempre
presentes y en especial a mi Tete por ser el

pilar que mantiene unida a la familia

ha

A mis padres por su apoyo durante toda mi

formacion profesional, su amor

incondicional a pesar de las dificultades y

sostenerme en las caidas.

A Jorge, quien siempre fue el mejor. El

recuerdo de tu bondad y generosidad viviran

siempre en mi.



INDICE

AGRADECIMIENTO .....couiieiseeeeeieeievesse s s sss st sssssss s sesnssnanssnsens i
DEDICATORIA ..ottt na s seaneas i
INDICE ...ttt sttt sttt n st iii
INDICE DE FIGURAS .....ooooeieteeeeeeeiee e sees sttt vi
INDICE DE TABLAS ...ttt viii
INDICE DE ANEXOS........ooiiieieeeiieiesssseseesies e sessses e ses s ix
RESUMEN ..ottt ettt X
ABSTRACT ..ottt ss s en s en et ssan s nsaenes Xi
I. INTRODUGCCION ..ottt este ettt 1
1.1, OBJIETIVOS. ..o sesae st 4
1.2, HIPOTESIS oottt 4
I, MARCO TEORICO ...t 5
2.1. DESCRIPCION DEL YACON (Smallanthus sonchifolius)............cccccceevunne. 5
2.1.1.  GenEralitades .........coeiveiiiieieece et 5
2.1.2.  Composicion quimica de la raiz de yacon ..........c.ccceveverneneiensicneneeeeeenes 5

2.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS.........cooooeereeeeeieeeeeeieeeieeiesesesssessss s 6
2.2.1. DEFINICION ..ot 6
2.2.2. FUNCION ..ot sttt e e ae e be et sneesaeeeas 7
2.2.3. PrOPIEUAGES. .....c.eeviciie ittt 8
2.3, PREBIOTICOS ...t ee et 9



2.3.L. DB INICION ..ot 9

2.3.2. CArACIEIISHICAS. .. e v evveveteeeieste sttt 9
2.3.3. VBNLAJAS ..ottt bbbt 10
2.4. BACTERIAS ACIDO-LACTICAS (BAL) ....oviieieeeereeeeereeeeeeeeesesese s 10
2.4 1. Generalidades ........ccooviiiiiiiiiiieee e 10
2.4.2.  GENero LactobaCillUs...........ccoeiiiiiiiiii e 11
25, PROBIOTICOS ....coovieeieeeeeeeee e eeee et st sens st 11
251, DEFINICION ...t 11
2.5.2.  CArACIEIISHICAS. .. ..veeveieitireieiist ettt 12
2.5.3.  MecanisSmO e ACCION .......ccceiveiiiireieisie e 12
2.6. PRUEBAS in vitro PARA POTENCIAL PROBIOTICO.....cccccoovvverernen. 14
2.6.1.  Tolerancia a PH ACIO........cccoiuiiiiiieere e 14
2.6.2.  Crecimiento 8N DIS........ccooiiiiii s 15
2.6.3.  Actividad antimiCrobIaNa ...........cccooiiiiiiiiieeeee s 15
2.6.4.  Susceptibilidad a 10s antibiGtiCoS ..........cceoeiieieeii i 15
1. MATERIALES Y METODOS .......coiiieiieeveeiseeteeesesesssesesses s sesassssssessenssnens 16
3.1. DISENO EXPERIMENTAL ......coosieteeeieieeeeseeteeeeeeeses s seses s sesee s esnees 16
3.2. POBLACION Y MUESTRA .....cooiiteeetceeeeeetese e ses s senisss st sen s 17
3.3. IDENTIFICACION BOTANICA DE YACON ....ccocovvmirmrinrineeneesesneenneeeens 17
3.4, OBTENCION DEL EXTRACTO DE YACON .....cccovimirmimrieeneeeesneeeseenens 17
3.5. FORMULACION DE MEDIOS DE FERMENTACION.......cccoovovveverrnnnn. 19
3.6. SIMULACION DE TOLERANCIA A ACIDO Y SALES BILIARES.......... 20



3.7. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES......... 20

3.8. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus Sp.........ccoeevververeernunnnnes 21
IV. RESULTADOS Y DISCUSION......ccccooiiiiieiiereeee et 22
4.1. TOLERANCIA APH ACIDO Y RESISTENCIA A SALES BILIARES........... 22
4.2. CINETICA DE Lactobacillus sp EN MEDIO MRS ........cccoovveimieireeieeieieeenes 25

4.3. CINETICA DE Lactobacillus sp EN MEDIO MRS-EXTRACTO DE YACON 28

V. CONCLUSIONES. ... .o 33
VI. RECOMENDACIONES ..o 34
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccoooiieiereiieieeeeeeeeseese e, 35
VI ANEXOS ... 43



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Fruto de Smallanthus sonchifolius (Yacon)..........cccoeeeeeeinineececseceeeeeeen, 5
Figura 2. Estructuras quimica de cadenas cortas de fructooligosacaridos. .............c.ccccucuee.... 7
Figura 3. Lactobacillus sp con tincion gram Visto @ 100X ..........ccccecevvvivieeerinesieeeeeeeeene, 11
Figura 4. Mecanismo de actividad probiGtiCa ..........ccceeeeeeeeeerieeeeeeeeeeeeseee e 12
Figura 5.Modulacidn de células inmunitarias en el intestino por probidticos. ..................... 14
Figura 6. Proceso de la obtencidn del extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius). ......... 19

Figura 7. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato (Glucosa) de Lactobacillus sp en
MEAIO IMIRS ...ttt s ettt b e e s sese s e e s esenas 26

Figura 8. Fase exponencial del crecimiento microbiano.............cccceevevvviereerineeiceiseeeeene, 27
Figura 9. Cinética de crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS - extracto de yac6n29

Figura 10. Curva de consumo de sustrato FOS (nistosa y 1-kestosa) en la cinética de

crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS — extracto de yacon..........c.ccccceevvveveveenenne. 29
Figura 11. Fase exponencial de crecimiento microbiano. ...........ccccoeeeveiiieiniciccieeeee 30
Figura 12. Dibujo de Smallanthussonchifolius (Yacon). .........c.ccccceeeeeieiiiiesceeeeen 43
Figura 13. Camara de secado con las prensas para conservar la muestra de yacon.............. 43
Figura 14. Identificacion botanica de la planta de Smallanthus sonchifolius (yacon).......... 44
Figura 15. Esquema de preparacion del extracto de yacon.............cccceeevvveveiivecrcceeeeeevene, 45
Figura 16. Activacion de la cepa de Lactobacillus sp a partir del producto Bacilor ............ 49
Figura 17. Diluciones seriadas para siembra en placa para conteo de colonias .................... 50
Figura 18. Siembra en placa para bacterias acido lacticas 3M® Petrifilm®......................... 50
Figura 19. Curva de calibracion de 1a gluCOSa ..........c.cccoevveveveuiiriciciececee e, 52

Vi



Figura 20. Proceso de para la obtencion de la curva patron .............ccoeveeiiveeicciececeveee, 52

Figura 21. EQUIPO d& HPLC ..o 53
Figura 22. Curva de calibracion de 1 - KESLOSA .........ccevvrerverereiririeieieeisieeies e 54
Figura 23. Curva de calibracion de NISLOSA...........cccerriiurieirriieeeirce et 55

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracterizacion fisico quimico y funcional de diferentes extractos de yacon. ................... 6
Tabla 2. Disefio experimental de 12 INVESTIGACION. .........ccvviiriiiiiiiieie e 16
Tabla 3. Evaluacion de la tolerancia a pH 2.0 y porcentaje de SUPervivencia. ..........cccceevveeveinennnens 22

Tabla 4. Andlisis de pre y post prueba de resistencia al pH acido en medio MRS y medio MRS —

EXEFACTO A YACON ...ovieiiiie et bbbttt bbbttt 23
Tabla 5. Evaluacion de la resistencia a sales biliares y porcentaje de supervivencia. .............c........ 24

Tabla 6. Analisis de pre y post prueba de tolerancia a sales biliares en medio MRS y medio MRS —

L= 1o (oo LR = Voo ISP P PSPPI 25
Tabla 7. Datos obtenidos en la cinética de Lactobacillus sp en medio MRS.........ccccocviviieinnnns 26
Tabla 8. Datos obtenidos en la cinética de Lactobacillus sp en medio MRS...........cccooiiiiiiinnnne 28

Tabla 9. ANOVA del crecimiento de biomasa de Lactobacillus sp en medio MRS y MRS —

L= 1o (oo (Y= Voo ISP RSP 31

Tabla 10. ANOVA del consumo de sustrato como glucosa y, nistosa y 1- kestosa en los medios

MRS y MRS — extracto de yacOn reSPeCtiVAMENTE ............cooeviireriiiinisieeee e 32
Tabla 11. Componentes de medio MRS liquido comercial ............ccccooiiiiiiiiiiniiieceseee 47
Tabla 12. Componentes de medio liquido MRS — YaCON..........ccccevviiieie e 47
Tabla 13. Componentes de medio MRS y MRS — yacon, adaptado para pH &cido ............c.ccc.cv.. 48
Tabla 14. Component.es de Medio MRS y MRS — yacén, adaptado para sales biliares................... 48
Tabla 15. Concentraciones de muestras para CUrVa PatrON ...........cccereeereriererieesesieseeese e 51
Tabla 16. Datos obtenidos para la curva de calibracion de 1- KestoSa..........cccovevveveeiieiiiiiieiieninns 54
Tabla 17. Datos obtenidos para la curva de calibracion de 1- Kestosa..........ccccevvevieciieiiiiiiiiieninns 55

viii



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. IDENTIFICACION BOTANICA DE YACON (Smallanthus sonchifolius)... 43
ANEXO 2. OBTENCION DE EXTRACTO DE YACON (Smallanthus sonchifolius).... 45

ANEXO 3. CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA DEL EXTRACTO DE YACON

(Smallanthus SONCNITOTTUS) .....c..oviiiiiiiiiicee e 46
ANEXO 4. MEDIOS DE CULTIVO ..ottt 47
ANEXO 5. PREPARACION DEL INOCULO.......ccouiieieieieicereiee s, 49

ANEXO 6. CONTEO CELULAR USANDO PLACAS PARA BACTERIAS ACIDO
LACTICAS BM PetliflIM® ... et e e e e e eseee e e e e er e e e s, 50

ANEXO 7. DETERMINACION DE GLUCOSA USANDO KIT DE GLICEMIA
ENZIMATICA oo oo et e e et e e et e e et e e et et e e et e e e s e e s e e s es e e es e e eseesarene s 51

ANEXO 8. DETERMINACION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS USANDO UHPLC53



RESUMEN

Lactobacillus sp tiene un alto potencial probidtico y la adicion del extracto de yacon favorece
el crecimiento del probidtico, los fructooligosacaridos presentes en el yacén le dan un mejor
efecto prebiotico. En ese sentido, el presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto
prebiotico del extracto de yacon (Smallanthus Sonchifolius) en la viabilidad de Lactobacillus
sp bajo condiciones gastrointestinales humanas simuladas in vitro. Los datos obtenidos se
evaluaron estadisticamente siguiendo la metodologia de pre y post prueba. Los porcentajes
de viabilidad fueron determinados después de las pruebas in vitro de tolerancia a pH 2.0 y
sales biliares al 0.3% Yy la cinética de crecimiento se establecid dentro de las 24 horas a 37°C.
La adicion del prebidtico en las pruebas in vitro, tolerancia a pH 2.0 y sales biliares al 0.3%,
muestran una viabilidad de 39.67 y 86.17% respectivamente. En cuanto a la cinética de
crecimiento de Lactobacillus sp, el medio al que se incluyd el prebiotico tuvo un tiempo de
duplicacion mayor en comparacién al medio que no se le afiadio el prebiotico; asi mismo la
velocidad especifica de crecimiento también fue mayor. Por tanto, la adicidn de extracto de
prebiotico en medio MRS favorece la viabilidad, la produccion de biomasa y aumenta la
velocidad especifica de crecimiento y reduce el tiempo de duplicacion de Lactobacillus sp

en comparacion con el medio MRS sin adicion de prebiotico.



ABSTRACT

Lactobacillus sp has a high probiotic potential and the addition of the yacon extract favors
the growth of the probiotic, the fructooligosaccharides present in the yacon give it a better
prebiotic effect. In this sense, the present work aims to evaluate the prebiotic effect of the
yacon extract (Smallanthus Sonchifolius) on the viability of Lactobacillus sp under
simulated human gastrointestinal conditions in vitro. The data obtained were statistically
evaluated following the pre and post test methodology. The percentages of viability were
determined after in vitro tolerance tests at pH 2.0 and bile salts at 0.3% and the growth
Kinetics were established within 24 hours at 37 © C. The addition of the prebiotic in the in
vitro tests, tolerance to pH 2.0 and bile salts at 0.3%, show a viability of 39.67 and 86.17%
respectively. Regarding the growth kinetics of Lactobacillus sp, the medium to which the
prebiotic was included had a longer doubling time compared to the medium that the prebiotic
was not added to; likewise, the specific growth speed was also higher. Therefore, the addition
of prebiotic extract in MRS medium favors viability, biomass production and increases the
specific growth rate and reduces the doubling time of Lactobacillus sp compared to MRS

medium without the addition of prebiotic.

xi



INTRODUCCION

En los ultimos afos, el interés por el conocimiento de nuestro microbiota intestinal
ha aumentado de forma extraordinaria. Sabemos que nuestros microbios intestinales
tienen un papel en nuestro metabolismo, nuestra inmunidad e incluso en nuestro
comportamiento, tanto en situacion de salud como de enfermedad (Ballesteros &
Gonzalez, 2018). Cuando el microbiota intestinal se estd desarrollando, la interaccion
de esta con el huésped resulta en la evolucién de un sistema inmune intestinal Unico
y distinto (Alarcon, Gonzalez, & Erica, 2016). Por otro lado, el mantener cantidades
adecuadas de microorganismos beneficiosos en el sistema gastrointestinal se
convierte en un reto, por esta razon los probidticos se vienen estudiado en los ultimos
afios (Holguin, et al, 2017).

Para que un microorganismo pueda ser considerado probiotico debe cumplir ciertas
caracteristicas como ser de origen humano, no ser patdgeno, ejercer un efecto
benéfico en el huésped, sobrevivir y metabolizarse en el intestino humano, tener la
capacidad de adherirse al epitelio intestinal (Tonello, 2012); ademas no ser toxico,
permanecer viable durante almacenamiento, proporcionar propiedades sensoriales a
los productos fermentados, y producir sustancias antimicrobianas (Sanders &
Klaenhammer, 2001). Los probidticos son definidos como "microorganismos vivos
que, cuando se administra en cantidades adecuadas, confieren beneficios en la salud
en el huésped" (Comité Conjunto de Expertos FAO/OMS en aditivos, 2000).

Las cepas de probidticos viables son suministradas en el mercado, como alimentos
fermentados, liofilizados, suplementos o como preparaciones farmacéuticas
(Holzapfel et al, 2001). Entre los probioticos mas utilizados en el consumo humano
se encuentran las bacterias &cido-lacticas (BAL), que comprenden Lactobacillus y
Bifidobacterium, pero también se utilizan otras cepas no patdgenas como
Streptococcus, Enterococcus; y levaduras como Saccharomyces boulardi (Dunne, et
al, 2001).



Lactobacillus sp durante décadas ha sido usado en la conservacion de alimentos, en
productos lacteos, vegetales fermentados, embutidos e inoculantes de ensilado.
Ademas, son considerados probidticos y productores de nutracéuticos. Sin embargo,
en la actualidad debido a la amplia gama de aplicaciones de Lactobacillus sp en
biotecnologia posee su gran potencial comercial, debido a un nimero de cepas

importantes que todavia no son caracterizada (Giraffa, et al, 2010).

El sustrato fundamental de los probi6ticos, son los prebioticos (De la Cagigas &
Blanco, 2002), los cuales estimulan de manera selectiva el crecimiento y la actividad
de especies probitticas como Bifidobacterium sp y Lactobacillus sp, en el intestino,
beneficiando asi la salud humana (Rastall, 2004).

Los prebidticos usados son los galactooligosacaridos (GOS) y fructooligosacaridos
(FOS) (Vegas, et al, 2013). Los fructanos como la inulina y los FOS, estan
considerados por la FDA (Food and Drugs Administration) como ingredientes
alimentarios GRAS (Generally Recognized As Safe) o “seguros” para el consumo.
Se ha evidenciado que el consumo de un 5% de FOS en la dieta diaria, promueve la

absorcion de calcio, magnesio y fosforo (Fernandez, 2003).

Desde el punto de vista comercial, los fructooligosacaridos (FOS) representan mayor
importancia, pues son los componentes alimentarios que ejercer mejor efecto
prebiotico, por ser el sustrato mas conveniente para el rapido crecimiento de algunas
bacterias colonicas. Fueron los primeros oligosacaridos no digeribles en los que se
verificaron propiedades funcionales (Santos, 2012). En las Ultimas décadas se han
realizado diferentes investigaciones in vitro e in vivo en humanos, demostrando que
pueden tener un impacto favorable en problemas relacionados con el sindrome
metabdlico (obesidad, diabetes, cardiovasculares, osteoporosis) y con un gran

numero de problemas gastrointestinales (Garcia, et al, 2016).

El yacon (Smallanthus sonchifolius), es una raiz andina especialmente conocida por

su alto contenido de FOS aproximadamente 60 a 70% en base seca; y una baja
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proporcién de azUcares reductores, por lo que ha sido recomendado como alimento
funcional e ingrediente de suplementos dietéticos con potencial prebiotico (Campos,
et al, 2012).

La baja viabilidad de probidticos en los diferentes productos comerciales genera la
necesidad de realizar mayores investigaciones en esta area, en especial para uso
humano. En el Pert la mayoria de las investigaciones sobre probi6ticos son enfocadas
a la alimentacion animal, con el fin de que estos mejoren en su alimentacion dando
mejores productos. Asi mismo, el yacon es un tubérculo oriundo del Perd con muy
poca presencia en la dieta de los peruanos, sin embargo, esta cuenta con muchos

beneficios que lo llevan a ser considerado un alimento funcional.

El uso conjunto de la Lactobacillus sp y yacdn pueden ser beneficiosos para ayudar
a poblar la flora gastrointestinal y mantener un equilibrio saludable entre las
diferentes bacterias presentes en el tracto gastrointestinal, lo cual hard que la
absorcion de nutrientes sea mejor, al igual que la actividad inmunomoduladora que
se desarrolla a este nivel y la disminucion de problemas gastrointestinales como

infecciones, diarreas o estrefiimiento.

En base a lo anteriormente expuesto, se formula la pregunta: ;Tendra el extracto
yacon un efecto prebiotico sobre la viabilidad de Lactobacillus sp bajo condiciones
gastrointestinales humanas simuladas in vitro en comparacion con un medio sin

prebiotico?



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general
Evaluar el efecto prebidtico del extracto de yacon en la viabilidad de

Lactobacillus sp bajo condiciones gastrointestinales humanas simuladas in vitro.

1.1.2. Obijetivos especificos
e Evaluar la viabilidad de Lactobacillus sp en medios de cultivo de MRS y

MRS - extracto de yacon, a través de simulacién in vitro.

e Comparar la cinética de crecimiento de Lactobacillus sp y el consumo de

sustrato en medio MRS y MRS — extracto de yacén.

e Probar el consumo de sustrato en medio MRS y MRS — extracto de yacon.

e Determinar y comparar los pardmetros de crecimiento (U, t;) en ambas

cinéticas, MRS y MRS — extracto de yacon

1.2. HIPOTESIS

El extracto yacon tiene un efecto prebiotico sobre la viabilidad de Lactobacillus sp
bajo condiciones gastrointestinales humanas simuladas in vitro, en comparacion con

un medio sin prebidtico.



MARCO TEORICO

2.1. DESCRIPCION DEL YACON (Smallanthus sonchifolius)

2.1.1. Generalidades

La planta de yacon es herbacea perenne, mide de 1 a 2.5 m de alto, con un tallo
central, a veces ramificado desde la base. Las raices son irregulares y fusiformes, en
colores: rosado, blanco, amarillo, crema, moteado y jaspeado. Sus flores son
pequefas y de color amarillo (Oblitas, 2015)

El yacdn es una raiz tuberosa (Figura 1), oriunda de la region andina del Perd, que
ha sido considerado como alimento nutraceutico debido a sus componentes, como
fibra alimentaria soluble y prebidticos, debido a su baja digestibilidad por las enzimas
del tracto gastrointestinal humano, estimulacion selectiva de crecimiento y actividad
de bacterias intestinales promotoras de la salud, como los Lactobacillus y
Bifidobacterium (Santana & Cardoso, 2008).

-

Figura 1. Fruto de Smallanthus sonchifolius (Yacon)

2.1.2. Composicién quimica de la raiz de yacon

Entre el 85 a 90% del peso fresco de las raices se encuentra en forma de agua. No
almacena almidén, sino que acumula sus carbohidratos en forma de
fructooligosacéaridos (FOS) y azlcares libres (fructosa, glucosa y sacarosa)
(Manrique, et al, 2005). Los carbohidratos representan alrededor del 90% del peso
seco de las raices recién cosechadas, de los cuales entre 50 y 70% son FOS. Sin
embargo, la composicion relativa de los diferentes azlcares varia significativamente
debido a diferentes factores como el cultivar, la época de siembra y cosecha
(Seminario, et al, 2014) (Ver tabla 1).



Tabla 1. Caracterizacion fisico quimico y funcional de diferentes extractos de yacon.

Extracto de Extracto de Extracto de
Analisis
20° Brix 28 Brix 36° Brix
Humedad (%) 798+£001 726012 624 £0.31
Cenizas (%) 33+£039 54022 78041
Arficares reductores (%) 93+£050 123047 171070
Fructosa (%) 484+£0732 7.04+0.26 981 £0.18
Glucosa (%) 2.56+045 445012 580007
Sacarosa (%) 207010 314 £0.11 426 £ 007
Densidad especifica 10787+ 6.8 1,124 4+ 30 1,163.2+ 08
Color (AE) 8.4 +£0.57 84017 10.6+026
FOS (2/100ml) 103 =010 14.1+1.03 189=1.19
Capacidad antioxidante {pmol TE/ml})
- Método ABTS 165+0.11 1.59 £ 005 242008
- Métedo ORAC 0.71+0.03 1.0 £0.01 1.06=0.04
Contenido de minerales:
- Potasio (mg/L) 172000 =0.00 | 2361.00=0.00 | 2229.00=0.00
- Calcio (mg/L) 390.00 £ 0.00 458.00 £ 0.00 517.00 = 0.00
- Fésforo (mg/L) 124.73 +£0.00 198.41 £ 0.00 195.06 = 0.00

Fuente: (Mejia, 2015)

2.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS

2.2.1. Definicion

Los fructooligosacaridos son carbohidratos compuestos principalmente por fructosa
y residuos de glucosa escasos, su estructura esta formada por uniones repetidas de
disacaridos como sacarosa, inulobiosa y levanobiosa (Hernandez & Jiménez, 2010).
Los fructanos son fructosilpolimeros que consisten en cadenas lineales de D-fructosa,
unidas por un enlace B-(2=>1) a la fructosa y que regularmente tiene una molécula
de D-glucosa terminal unida por un enlace a-(2=>1) a una fructosa (Chacon, 2006).
Las estructuras quimicas de algunos FOS de cadena corta con interés se representan
en la Figura 2. Los FOS tienen un grado de polimerizacion aproximada de 3y 7
unidades, estos son considerados prebioticos, ya que no son digeribles por el tracto

digestivo humano (Guevara & Vallejo, 2015).
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Figura 2. Estructuras quimicas de cadenas cortas de fructooligosacaridos.

Fuente: Sabater, et al, 2009.

2.2.2. Funcién

Debido a la falta de las enzimas que degradan los enlaces glucosidicos  (2=>1), en
el tracto gastrointestinal humano, los fructooligosacaridos no pueden ser
metabolizados. De esta manera al ser ingeridos se desplazan en casi todo el tracto
gastrointestinal hasta alcanzar el colon; donde son fermentados por bacterias
probidticas, que provocan efectos benéficos sobre la salud humana (Coussement,
1999).

Al nivel del colon, existen grupos de bacterias dafiinas (bacteroides, fusobacterias,
clostridios, etc), las mismas que favorecen el crecimiento de hongos, levaduras y otro
grupo de bacterias patdgenas, causantes de la produccion de toxinas y compuestos
con potencial cancerigenos. Generalmente estas bacterias son las que dan lugar a

cuadros de diarrea y otras enfermedades gastrointestinales (Conway, 2001).

Existe una constante competencia entre los probidticos y las bacterias dafiinas por
ocupar en mayor namero la poblacion de microbiota del colon. El favorecimiento
hacia el crecimiento de alguno de los grupos de bacterias serd establecido por la

ingesta de alimentos en el dia a dia (Brady, et al, 2000).



La variacion entre las bacterias dafiinas y los probidticos, en especial las

Bifidobacterium y los Lactobacillus, es la presencia de enzimas degradadoras de los

enlaces B (2=>1) presente en los fructanos. De esta manera los FOS pueden

fermentados y la energia producida se usa para la multiplicacion y proliferacién de

probidticos. Cuando se fermentan los FOS se produce acido lactico y acidos grasos

de cadena corta (butirato, propionato y acetato), lo que genera un descenso en los

niveles de pH del colon generando un ambiente hostil para las bacterias dafiinas para

el colon. La mejor asimilacion del calcio y metabolismo de lipidos, es algo propio de

los fructanos asociado a los acidos grasos de cadena corta (Roberfroid, 2000).

2.2.3. Propiedades

Salud Gastrointestinal

Los FOS son de gran importancia en la prevencién y/o disminucion de los riesgos
de algunas enfermedades o afecciones tales como: la constipacion; inhibicion de
cuadros diarreicos, ya que los lactobacilos tienen un efecto inhibitorio de sobre

las bacterias patdgenas gram positivas y negativas (Pazmifio, 2014).

Céncer de colon

Segun investigaciones por parte de la Asociacion Americana de Cancer, indican
que el extracto de yacon tiene un alto contenido de acido elagico el cual previene
principalmente el cancer de colon. También se destaca la importancia de otros
estudios que sefialan que el consumo del yacon contribuye a diluir los
carcindgenos fecales y promotores tumorales por la presencia de mayor volumen
fecal y capacidad para inducir la secrecién coldnica, de esta forma reduce el
contacto con agentes carcindgenos previniendo el cancer de colon (Rodriguez &
Arteaga, 2015).

Sistema inmunoldgico
Estimula el sistema inmunolégico disminuyendo los niveles de bacterias
patdgenas en el intestino y aliviando el estrefiimiento. Ademas, aumenta la

absorcion del calcio, lo que disminuye el riesgo de padecer osteoporosis. Asi



mismo disminuye los niveles de triglicéridos y acidos en el suero sanguineo
(Escobar, 2017)

- Diabetes
El sabor dulce de la raiz de yacon proviene de la oligofructosa inulina el cual, por
medio de la coccion se transforma en fructooligosacarina, que no es metabolizado
por el sistema gastrointestinal humano, de esta manera se disminuye la ingesta de
azucares; y por lo tanto, resulta ideal para consumo de los diabéticos (Suquilanda,
2015).

2.3.PREBIOTICOS

2.3.1. Definicion
Los prebioticos son sustancias de la dieta que nutren a un grupo seleccionado de
microorganismos que habitan en el intestino y favorecen el crecimiento de bacterias
beneficiosas por sobre las nocivas (Saavedra & Zufiiga, 2016). Entre ellos tenemos
los fructooligosacaridos (FOS), la inulina y la lactulosa, que se ingieren a través de
alimentos naturales o incorporandolos a alimentos como lacteos, bebidas, pasteleria
o cereales (Pavon & Gillan, 2005). Es responsabilidad del microbiota intestinal, la
produccion de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) y acido lactico, como
consecuencia de la fermentacion de carbohidratos no digeribles. Estos productos
disminuyen el pH en el colon creando un ambiente donde las bacterias
potencialmente patdégenas no pueden crecer y desarrollarse (De las Cagigas &
Blanco, 2002).

2.3.2. Caracteristicas

Para que se considere un ingrediente o alimento como prebidtico debe cumplir
algunas caracteristicas tales como:

i) No ser hidrolizado o absorbido en el tracto gastrointestinal humano superior
(esofago, estbmago y duodeno) y a su vez, ser resistente a la acidez gastrica, la
hidrdlisis por enzimas digestivas y no absorberse en el intestino delgado.

i) Ser fermentado de forma selectiva por las bacterias beneficiosas del microbiota

intestinal



iii) Ser capaz de inducir efectos fisiologicamente benéficos para la salud humana
(Corzo, et al, 2015).

En general, los prebi6ticos oligosacaridos, poseen un nivel bajo de dulzor, lo cual es
atil para la produccion de alimentos cuando se requiere de un agente espesante poco
dulce (Morales & Vélez, 2013).

Uno de los requisitos principales de este tipo de alimentos es que los
microorganismos probioticos permanezcan viables y activos en el alimento y durante
el pasaje gastrointestinal para garantizar asi su potencial efecto benéfico en el
huésped (Olagnero, et al, 2007).

2.3.3. Ventajas

Algunas de las ventajas, segin Saura-Calixto & Gofii, 2004 de los prebioticos son:

- Mejora la absorcion de calcio y magnesio, mejorando la salud de dientes y huesos.

- El sistema inmunitario mejora.

- Restringe el crecimiento de las bacterias patdégenas y mantiene la integridad
intestinal.

- Es de utilidad en las diarreas por infeccion.

- Disminuye los niveles de colesterol, corrigiendo la dislipemia.

2.4. BACTERIAS ACIDO-LACTICAS (BAL)

2.4.1. Generalidades
Son altamente usados en procesos fermentativos debido a su capacidad de inhibir el
crecimiento de algunos microorganismos contaminantes. Las BAL tienen un gran
potencial probiotico, ya que son seguros y benéficos para salud, asi como los
metabolitos que produce, que son: acido lactico, acido acético, peroxido de
hidrogeno, bacteriocinas, diacetilo y otros compuestos de peso molecular bajo
(Ramirez, 2010).

Las bacterias &cido-lacticas representan un alto potencial biotecnoldgico, dada su
presencia en diversos procesos fermentativos de alimentos destinados al consumo

humano y animal. Estos microorganismos favorecen las caracteristicas
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organolépticas a los alimentos. Sumado a su papel en procesos de conservacion, una
cepa de BAL del género Lactobacillus son de beneficio para la salud de humanos y

animales (Rondon, et al, 2008).

2.4.2. Género Lactobacillus

Dentro de las BAL, las principales bacterias que son usadas como probidticos, en
estudios clinicos son las del género Lactobacillus y Bifidobacterium, siendo la

mayoria de estos perteneciente al primer género (Olveira & Gonzélez, 2016).

Los microorganismos pertenecientes al género Lactobacillus (Figura 3), por lo
general se encuentran en el intestino delgado y la vagina de los seres humanos.
Muchas de las bacterias de este género producen metabolitos como: vitamina K,
lactasa y antimicrobianos como la acidolina, acidolfina, lactocidina y bacteriocinas,
los cuales protegen al hospedero combatiendo y previniendo infecciones (Cabezas,
2009).

Figura 3. Lactobacillus sp con tincion gram visto a 100X

2.5.PROBIOTICOS

2.5.1. Definicion
La OMS refiere a los probidticos como como microorganismos vivos que cuando
son administrados en cantidad adecuada confieren un efecto beneficioso en la salud

del huesped (Olveira & Gonzélez, 2007). Las especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium son las usadas mas frecuentemente como probi6ticos (Organisation,

11



2011). Varias especies de Lactobacillus forman parte del microbiota intestinal de
diferentes animales y humanos, son considerados como GRAS y han sido también
utilizando en la fermentacion de varios tipos de alimentos (Ifiiguez, et al, 2014).

2.5.2. Caracteristicas

Los microorganismos deben estar vivos y ser administrados en una cantidad
adecuada para dar un beneficio sobre la salud del consumidor, deben ser seguros, sin
efectos secundarios. Ademas, deben resistir a las condiciones gastricas y/o biliares,
y tener capacidad de adhesion al epitelio intestinal para colonizar el tracto
gastrointestinal (Edo Jimeno, 2016).

Algunos de los factores extrinsecos mas importantes que afectan la viabilidad y
sobrevivencia de las células probidticas son: pH (como parte del proceso de
fermentacion), oxigeno disuelto, interacciones antagdnicas con otras especies,
composicion del medio de cultivo, concentracion final de azlcares (aumenta la
presion osmotica), practicas de inoculacién (momento adecuado para el agregado del
cultivo probidtico), temperatura y duracion de la fermentacion, condiciones de

almacenamiento del producto (Olagnero, et al, 2007).

2.5.3. Mecanismo de accién

Existen gran variedad de mecanismos de accion (ver Figura 4) que mejoran la

resistencia del huésped ante los patdgenos, desarrollando diferentes funciones:

Destrucodn de
Produccion ce Exchuson

receptores de Proaucchn Funcadn
aramcroblanos 10 competitva oo | ” darrers

Produccdn
oA

Figura 4. Mecanismo de actividad probioética
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Efectos biogquimicos: Se desarrollan con la produccion de sustancias
antimicrobianas que afectan la viabilidad de células patdgenas, asi como el
metabolismo bacteriano, la produccion de toxinas, ademas previenen la
descomposicion de alimentos mediante:

- Nivel bajo de pH, que favorece proliferacion de organismos beneficiosos
(Cueto, Acufia, & Valenzuela, 2010).

- Metabolitos como: &cido lactico, acidos grasos de cadena corta, peréxido de
hidrogeno y diacetilo (Ramirez, 2010).

- Bacteriocinas: son péptidos con actividad antimicrobiana que inhibe
microorganismos competidores. Hay 4 clases: clase I: lantibidticas,
termol&biles, pequefios péptidos (<5 kDa); clase Il: pequefias (13 kDa),
hidrofdbicas, termoestables, lineales y sin modificaciones postraducionales;
clase Ill: no lantibioticas, termolabiles, grandes péptidos (30 kDa), con
actividad y estructura compleja; clase IV (complejas): asociadas a
lipoproteinas y glicoproteinas (Mondragon, et al, 2013).

Competicion por nutrientes: Este es un factor importante en la composicién de
la microbiota bacteriana, las bacterias que se alojan en la zona proximal del colon
cuentan con un buen suministro de nutrientes proveniente de los residuos del
intestino delgado, contrario a las bacterias que se ubican en la porcién distal del
colon, por tanto la presencia de microrganismos probidticos baja
considerablemente (Fook & Gibson, 2002).

Actividad Inmunomoduladora: Estimula la inmunidad adquirida e innata, con la
produccion de inmunoglobulina A (IgA), activa mecanismos celulares y
humorales; lo cual, activa la actividad fagocitaria aumentando los macrofagos e
interferon Gamma (IFN-gamma) y citoquinas proinflamatorias (ver Figura 5)
(Rodriguez Gonzélez, 2009).
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Figura 5.Modulacion de células inmunitarias en el intestino por probioticos.

FUENTE: (Shida & Nanno, 2008).

e Adhesion celular: Tienen capacidad de adherencia a enterocitos y colonocitos,
afectando la microflora intestinal. Con la adhesion celular los probi6ticos
resisten la peristalsis y evitar ser expulsados. Ademas, bloquean la invasion y
adhesion de enteropatdgenos. Una de las cepas con habilidad de adhesion son

los Lactobacillus sp (Moreno, 2012).

2.6. PRUEBAS in vitro PARA POTENCIAL PROBIOTICO
2.6.1. Tolerancia a pH acido

Esta es una prueba necesaria para evaluar microorganismos probioticos, ya que la
resistencia ante los acidos varia entre especies. EI pH del estdbmago es de 1.5y el
tiempo promedio de estancia en el estomago es de 90 minutos, al realizar la las
pruebas in vitro los microorganismos deben resistir al tiempo y pH sin perder
viabilidad (Rivas & Gonzélez, 2006).
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2.6.2. Crecimiento en bilis

Los probioticos deben tener la capacidad de resistir los efectos que causan la
concentracion y duracion de la exposicion a las sales biliares, mostrando asi

estabilidad y resistencia a la bilis (Olveira & Gonzalez, 2016).

2.6.3. Actividad antimicrobiana

Las BAL producen metabolitos antimicrobianos como las bacteriocinas u otros

compuestos sintetizados que inhiben a otras cepas (Moreno, 2012).

2.6.4. Susceptibilidad a los antibidticos

Esté relacionado con genes especificos que se hallan en cromosomas, plasmidos o
los tramposones. Por tanto, no deberian usarse en alimentos microorganismos que
tengan genes transmisibles de resistencia a medicamentos. Hasta la fecha no hay una
metodologia fenotipica normalizada que haya sido reconocida internacionalmente

para lactobacilos y bifidobacterias (no patogenas) (FAO, 2001).

Existen otras pruebas como la adhesion celular, actividad inmunomoduladora,
capacidad antioxidante y pruebas in vivo, entre otras pruebas que no seran
consideradas en este estudio; al igual que la actividad antimicrobiana y la

susceptibilidad a los antibioticos.
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MATERIALES Y METODOS
3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para diferenciar el efecto prebiotico del extracto de yacon con respecto a la tolerancia
y/o resistencia de Lactobacillus sp en las pruebas in vitro, se realizaran los siguientes

analisis:

Grupos de experimentacion

- Primer grupo: MRS-Extracto de yacén

- Segundo grupo (control): medio definido de MRS.
Antes del inicio del tratamiento experimental, a todos los grupos se les aplica una prueba
de viabilidad; del mismo modo, se aplica una vez que hayan recibido el tratamiento

experimental (ver tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental de la investigacion.

Grupos Tratamiento

) Preprueba ) Post prueba
experimentales experimental
RG: 01 X1 02
RG: 03 X 04

Fuente: (Propia)
Donde:

* RG:1y RG: representa el grupo de experimentacion, MRS y MRS — extracto de
yacén, respectivamente.

» Xyrepresenta el tratamiento experimental, es decir, la tolerancia a pH bajo, mientras
que en X, representa el tratamiento de tolerancia a sales biliares.

* 01y 03 representan las pruebas realizadas antes del inicio del tratamiento
experimental, mediante la determinacion cuantitativa de la viabilidad de
Lactobacillus sp.

* 02y 04 representan las pruebas realizadas después del tratamiento experimental,

mediante la determinacion cuantitativa de la viabilidad de Lactobacillus sp.
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3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacién
Campos de cultivo de yacdn (Smallanthus sonchifolius).

3.2.2. Muestra
Raiz de yacdon (Smallanthus sonchifolius).

3.2.3. Unidad de analisis

Extracto de yacén (Smallanthus sonchifolius) procedente del distrito de Usquil,

Provincia de Otuzco, departamento de La Libertad.

3.2.4. Material bioldgico

Raiz de yacon (Smallanthus sonchifolius) procedente del distrito de Usquil,
Provincia de Otuzco, departamento de La Libertad. La seleccidén del material se
realiz6 tomando en cuenta dafios en la cascara, dafios fisicos por transporte,

deterioro microbiano, oxidacion y/o contaminacion en general.

3.3. IDENTIFICACION BOTANICA DE YACON

La identificacién botanica de la planta de yacén procedente del distrito de Usquil,
Provincia de Otuzco, departamento de La Libertad, se realizé en el Herbario de la
Universidad Nacional de Trujillo (HUT), a través de codigos botanicos y taxonémicos

(ver Anexo 1).

3.4. OBTENCION DEL EXTRACTO DE YACON

3.4.1. Preparacion de extracto de yacon

Se obtuvo el extracto de las raices de yacon mediante el procedimiento (ver Figura 6

y Anexo 2) utilizado para la obtencion del extracto (Castillo, 2011).
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Lavado v desinfeccién:

Las raices primero se limpiaron en seco con ayuda de un cepillo, luego se lavd con
abundante agua. Posteriormente, las raices se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio 200 ppm de cloro residual por 5 minutos, para disminuir la

carga microbiana. Se eliminaron, ademas los restos de hipoclorito.

Pelado vy troceado:

Se realiz6 manualmente con un cuchillo de acero inoxidable y se cortd las raices a
la mitad para facilitar la obtencion del extracto. Para el control de pardeamiento se

afiadira acido citrico al 1%.

Obtencién del Extracto:

Los trozos de yacOn se pasaron por un extractor y se recepciond en un frasco de

vidrio con 4cido citrico al 0.4%.

Concentracion:

Se realizé en un rotavapor a una temperatura de 80°C, 100 rpm y una presion de 48
kPa, hasta alcanzar la concentracion de 50° Brix, evaluados con ayuda de un

refractémetro.

Esterilizacion:

Se realizara en autoclave a 115°C de temperatura, durante 15 minutos.

Almacenamiento:

El extracto se envaso en tubos de ensayo y se almacend en refrigeracion.
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Figura 6. Proceso de la obtencion del extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius).

(A) Recepcion y seleccion de la materia prima. (B) Obtencion del extracto de yacdon
usando una extractora. (C) Concentracion del extracto de yacon usando rotavapor. (D)

Extracto de yacon concentrado a 50° Brix

3.4.2. Caracterizacion del extracto de yacon
Se prepar6 una muestra de 500 mL de extracto de yacdn, la cual se analizd en el
Laboratorio de Apoyo y Servicio a la Comunidad e Investigacion (LASACI) de la

Universidad Nacional de Trujillo (ver Anexo 3).

3.5. FORMULACION DE MEDIOS DE FERMENTACION

3.5.1. Medio MRS

Para la preparacion del medio de cultivo liquido MRS comercial, se adicion6 11.03 g
de medio y se afor6 a 200 mL de agua destilada y se esterilizé en autoclave a 121°C

por 15 minutos a 1 atm de presion.
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3.5.2. Formulacion de medio MRS — extracto de yacon
La adaptacion de este medio se hizo cambiando la fuente de carbono del medio MRS
liquido, en el cual se reemplazé la glucosa con el extracto de yacon concentrado a
50°Brix (ver Anexo 4). Se esterilizé la preparacién en autoclave a 115°C por 15

minutos a 1 atm de presion.

3.6. SIMULACION DE TOLERANCIA A ACIDO Y SALES BILIARES

Para la tolerancia de acido se realizé en tubos con 5 mL de caldo MRS ajustado a pH
2.0 (ver Anexo 4, Tabla 9) con adicion de acido clorhidrico 6M, se sembr610% del
inoculo (ver Anexo 5) de Lactobacillus sp, se incub6 por 2 h a 37°C y se realizo un
recuento de placas inicial y final del cultivo usando placas para recuento de Bacterias
Acido Lacticas 3M® Petrifilm® (ver Anexo 6).

Latolerancia a sales biliares se realizd en tubos con 5 mL enriqueciendo el caldo MRS
con 0.3% de sales biliares (Sigma B8756) (ver Anexo 4, Tabla 10) e incubando 10%
(ver Anexo 5) de Lactobacillus sp, incubd por 2 h a 37°C y se realiz6 un recuento de
placas inicial y final del cultivo usando placas para recuento de Bacterias Acido
Lacticas 3M® Petrifilm® (ver Anexo 6) (Noriega et al, 2004).

El proceso se realiz6 tanto con medio MRS comercial como con medio MRS — extracto

de yacon (ver Anexo 4) y por triplicado.

3.7. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES

El conteo de células viables se realizd con placas para recuento de Bacterias Acido
Lacticas 3M® Petrifilm® (ver Anexo 6). Fueron incubados a 37°C por 24h
determinando el numero de unidades formadoras de colonias. El porcentaje de

supervivencia fue calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Porcentaje de supervivencia

logUFC N,
%) =——— Lx1
(%) logUFC N, x 100

Donde Nj representa el total de células viables después de los tratamientos y No

representa el nimero inicial de células inoculadas (Bao, et al, 2010).
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3.8. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus sp

La cinetica de crecimiento se realizd en un Erlenmeyer con 200mL del medio MRS
comercial y el inoculo ajustado (180 mL del medio y 20 mL del in6culo), con agitacion
constante en incubadora shaker a 100 rpm a 37°C de donde se tomd muestras a las 0,
3, 6, 9, 12, 24 horas de incubacién, para medir el consumo de sustrato (glucosa),
mediante el kit de glicemia enzimatica (ver Anexo 7) y el crecimiento de biomasa, por
lo que se extrajo 2 mL de de muestra para hacer diluciones y se sembré en placas para
recuento de Bacterias Acido Lacticas 3M® Petrifilm® (ver Anexo 6), estos fueron

incubados a 37°C por 24 horas, se determind el crecimiento log UFC/mL.

De igual manera se realizo la cinética de crecimiento con el medio MRS — extracto de
yacon y se obtuvo el crecimiento de biomasa mediante placas para recuento de
Bacterias Acido Lacticas 3M® Petrifilm® (ver Anexo 6) y determinacion de consumo
de sustrato (FOS) por UHPLC, usando los standards de 1-kestosa y nistosa (Sigma
Aldrich) (ver Anexo 8).
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4.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

TOLERANCIA A PH ACIDO Y RESISTENCIA A SALES BILIARES:

La tolerancia a pH &cido es un criterio obligatorio en para la evaluacion de la
capacidad de tolerancia de prebioticos que vayan a ser usados en producir alimentos

fermentados como los lacteos, la venta libre de suspensiones de probi6ticos y otros,

de igual manera lo es la resistencia a las sales biliares (Paitan, et al, 2019).

Tabla 3. Evaluacion de la tolerancia a pH 2.0 y porcentaje de supervivencia.

To (UFC/mL)  T1 (UFC/mL) Viabilidad (%)
Sin prebidtico 4050 12 29.66
Con prebiotico 3010 24 39.67

Los valores obtenidos a partir del estudio (ver Tabla 3) muestran un porcentaje de
supervivencia de 29.66% para la tolerancia al pH 2.0 en las bacterias que fueron
expuestas sin prebidtico, en cuanto a las bacterias que fueron sometidas a la misma
prueba con adicion de prebiotico dieron un porcentaje de supervivencia de 39.67%.
Mientras que Cueto & Aragon (2012), registra un porcentaje de supervivencia en el
medio ajustado a pH 2.0 fue de 54%. Los resultados dados por Vasquez y otros
(2007), para la evaluacion a tolerancia a pH bajo con valores de 3.09 y 1.91, donde
se vio un descenso del concentracion celular de 18 y 90% respectivamente, después

de 30 minutos de exposicion.

Un dato importante es que la evaluacion in vitro de tolerancia a pH bajo de bacterias
acido-lacticas puede no dar un buen desempefio en su comportamiento in vivo, debido
a que la correlacion de ambos es deficiente (Cruz et al, 2009). Paitan y otros (2019)
consideran como positivo a la tolerancia a pH bajo a aquellas cepas que dieron un
valor igual o superior al 30% de supervivencia. Por tanto, vemos que hay una
tolerancia positiva al pH bajo en las bacterias que fueron sometidas a la prueba con

la adicion del prebiotico.
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Tabla 4. Andlisis de pre y post prueba de resistencia al pH acido en medio MRS y

medio MRS — extracto de yacén

Pre-prueba Post-prueba
Media 3530 18
Varianza 540800 72
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson -1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 6.677
P(T<=t) una cola 0.047
Valor critico de t (una cola) 6.314
P (T<=t) dos colas 0.094
Valor critico de t (dos colas) 12.706

El nivel de significancia es de 0.094 > 0.05, por tanto, la adicion de extracto de yacon
al medio MRS no genera una diferencia promedio significativa sobre la viabilidad de

Lactobacillus sp en la prueba de resistencia al pH acido.

Otro criterio importante es la resistencia a sales biliares, ya que este es un factor
limitante de crecimiento en el intestino delgado donde hay un transito réapido
(Guerrero Medina, 2012). Las sales biliares disuelven la membrana lipidica
generando lisis y muerte celular (Succi, et al, 2005). EI mecanismo molecular que da
la capacidad a las bacterias probidticas de resistir a las sales biliares y mantener la
viabilidad a través del tracto gastrointestinal es gracias a la hidrolasa de sales biliares

(BSH) que se encuentran en las bacterias del género Lactobacillus (Bernal, 2017).
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Tabla 5. Evaluacion de la resistencia a sales biliares y porcentaje de supervivencia.

To (UFC/mI) T1 (UFC/ml)  Viabilidad (%)
Sin prebidtico 53 26 79.05
Con prebiotico 150 75 86.17

Posterior a la realizacion de la prueba (ver Tabla 4) se muestra que las bacterias sin
probidtico tuvieron una viabilidad en promedio de 79.05%, a comparacion de las
bacterias que fueron sometidas a la misma prueba con adicién de prebiotico dieron
un porcentaje de supervivencia de 86.17%. Segun los resultados dados por (Aragon,
2012) se obtuvo un porcentaje 73.6% de supervivencia en medio enriquecido con
0.3% de sales biliares durante un periodo de dos horas. Mientras que el estudio
realizado por Bolado, Acedo, & Pérez (2009) muestra un 48.4% de supervivencia
después de la exposicion a sales biliares y un porcentaje de supervivencia de 41.2%
exposicion a sales biliares, después gque se les expuso a condiciones de pH bajo. En
otro estudio realizado por Vasquez y otros (2007) se usé oxgall como fuente de sales
biliares, el reactivo fue adicionado en medio MRS en dos concentraciones distintas,
0.5% y 0.9%, los cuales presentan una disminucion del crecimiento de 47% y 50%
respectivamente; en comparacion al control y tuvieron una exposicion durante 48

horas.

La concentracion de sales biliares varia de persona a persona, y de manera general,
los ensayos in vitro no son lo suficientemente exactos en la composicion de las sales

biliares de los humanos (Zufiga, 2017).

Es necesario que, Lactobacillus sp tenga un sistema de proteccion que ayude a
contrarrestar las condiciones hostiles del estomago (pH bajo) y la bilis en el intestino
delgado. Las microcapsulas secas dan una capa adicional con el fin de proteger el
nucleo de la bacteria, ayudando a liberar el nacleo bacteriano en el sitio adecuado del
tracto gastrointestinal (Montes, 2013). Por ello, que a Lactobacillus sp se le adiciona
un prebidtico, que es el extracto de yacon, lo cual da una mayor resistencia en
comparacion a aquellos Lactobacillus que fueron sometidos a las mismas pruebas
(ver Tabla 3).
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4.2.

Tabla 6. Andlisis de pre y post prueba de tolerancia a sales biliares en medio MRS

y medio MRS — extracto de yacén

Pre-prueba  Post-prueba

Media 101.5 50.5
Varianza 4704.5 1200.5
Observaciones 2 2
Coeficiente de correlacion de Pearson 1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 2.125
P(T<=t) una cola 0.140
Valor critico de t (una cola) 6.314
P (T<=t) dos colas 0.280
Valor critico de t (dos colas) 12.706

El nivel de significancia es de 0.280 > 0.05, por tanto, la adicion de extracto de yacon
al medio MRS no genera una diferencia promedio significativa sobre el crecimiento

de Lactobacillus sp en la prueba de tolerancia a sales biliares.

CINETICA DE Lactobacillus sp EN MEDIO MRS

En esta cinética se evaluo el crecimiento de la biomasa y el consumo de glucosa en
el tiempo de fermentacion (24 horas), se observé turbidez en el medio y el
caracteristico olor a 4cido lactico, lo cual evidenciaba el aumento de biomasa. La
mayor cantidad de biomasa se alcanza a las 24 horas con 180 UFC/mL (ver Tabla 5
y Figura 7) y el mayor consumo de sustrato registrado fue de 16.91g/L de glucosa
(Ver Tabla5y Figura 7).
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Tabla 7. Datos obtenidos en la cinética de Lactobacillus sp en medio MRS

) Biomasa Ln Glucosa
Tiempo Horas
(UFC/mL)  (UFC/mL) (g/L)
T0 0 85 4.44 102.37
T1 3 96 4.56 102.11
T2 6 100 4.61 82.79
T3 9 120 4,79 78.04
T4 12 143 4.96 18.10
T5 24 180 5.19 16.91
Lactobacillus sp en medio MRS
120.00 530
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100.00
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% 80.00 5.00
3 6000 490
3 480
3 40.00 470
460
20.00
450
0.00 4.40
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Tiempo en horas

—8— Glucosa (g/fL)

—8— Ln {UFC/ml)
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Figura 7. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato (Glucosa) de Lactobacillus

sp en medio MRS
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Lactabacillus sp en medio MRS
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Figura 8. Fase exponencial del crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS

Usando los datos obtenidos en la ecuacion de la recta (ver Figura 8), se obtiene la
velocidad especifica de crecimiento celular (i) y el tiempo de duplicacion celular
(td), que corresponde a 0.0322 h' y 21.53 horas respectivamente.

Jurado & Jarrin (2015), en su cinética de crecimiento de Lactobacillus lactis
realizado en medio MRS, evidencia el fin de la fase exponencial a las 14 h 24 min
con una biomasa de 1,3 x 10 UFC/mL; con respecto al consumo de azlcar en el
mismo periodo hubo un valor de 2.70 mg/L. En lo que refiere a la velocidad
especifica de crecimiento fue de 14.48 h' y un coeficiente de determinacion R? de
0.772.

Jurado & Martinez, (2015) obtiene los siguientes datos en la cinética de crecimiento
Lactobacillus lactis en el medio MRS, el final de la fase exponencial fue a las 14 h
24 min, la velocidad especifica de crecimiento fue de 0.657 h* y un coeficiente de
determinacion R? de 0.86. La biomasa tuvo un crecimiento maximo en la fase

exponencial con un valor de 77 x 10'° UFC /mL y azlcar 2.33 mg/mL.
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4.3.

Jurado, Ramirez, & Aguirre, (2013) realizaron un estudio donde evaluaron dos cepas
de Lactobacillus plantarum (H1 y H2) en dos medios (MRS y M4), donde los
resultados para viabilidad en M4 fueron para H1 y H2 con valores de 3 x 10%? y 6 x
10! UFC/mL a las 12 horas y el consumo de azticar para H1 y H2 fueron de 8.90
g/L 'y 17.66 g/L. La mejor velocidad especifica de crecimiento se vié en medio MRS
con H1 que tuvo un valor de 0.9803 h™, sin embargo el mejor tiempo de duplicacion

se observé con H2 en medio M4 con un valor de 64.44 min.

CINETICA DE Lactobacillus sp EN MEDIO MRS-EXTRACTO DE YACON

En esta cinética, al igual que la anterior, se evalu6 tanto el crecimiento de la biomasa,
como el consumo de FOS (nistosa y 1-kestosa) en un tiempo de fermentacién (24
horas); durante esta evaluacion se observo la turbidez en el medio y el caracteristico
olor a acido lactico, lo cual evidenciaba el aumento de biomasa. La mayor cantidad
de biomasa se alcanza a las 24 horas con 2780 UFC/mL (ver tabla 6 y figura 9) y las
menores cantidades de sustrato registrados fueron de 98742 mg/L y 102055 mg/L

para nistosa y 1-kestosa correspondientemente (ver tabla 6 y figura 10).

Tabla 8. Datos obtenidos en la cinética de Lactobacillus sp en medio MRS

Biomasa Ln Nistosa Kestosa

Tiempo Horas
(UFC/mL) (UFC/mL)  (mg/mL) (mg/mL)

Tl 0 208 5.34 98771 102079
T2 3 363 5.90 98785 102065
T3 6 523 6.26 98756 102092
T4 9 717 6.57 98742 102090
T5 12 1477 7.30 98748 102074
T6 24 2780 7.93 98742 102055

28



8.50

8.00

750

7100

6.50

Ln {UFC/ml)

6.00

5.50

5.00

Lactobacillus sp en MRS-extracto de yacon

Tiempo en horas

25

30

Figura 9. Cinética de crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS - extracto de
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Figura 10. Curva de consumo de sustrato FOS (nistosa y 1-kestosa) en la cinética de
crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS — extracto de yacén
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Figura 11. Fase exponencial del crecimiento de Lactobacillus sp en medio MRS —
extracto de yacon.

Usando los datos obtenidos en la ecuacion de la recta (ver Figura 11) se obtiene la
velocidad especifica de crecimiento celular (i) y el tiempo de duplicacion celular
(td) que corresponde a 0.1073 h™ y 6.46 horas respectivamente.

La cantidad de biomasa que se produce en la prueba de adicion de extracto de yacon
se debe a lo mencionado por Apolinario, et al (2014), quien demostraron que la
presencia de FOS reduce de manera considerable el tiempo de fermentacion
(incubacion), lo que lleva al aumento de biomasa, asi como aumento en los niveles
de &cido lactico. Debido a que la inulina y los FOS son sustrato que son asimilados

con mayor facilidad por las BAL.

En un estudio realizado por Parra (2014), muestra que hay una mayor concentracion
de BAL en el yogur con extracto de yacon con un valor de 3.92 x 10 ® en comparacion
con un yogurt control que tiene un valor de 2.21 x 10°, asi mismo hay una mayor
proliferacion de BAL (4.88 x 10°) en un periodo de 30 dias en comparacion con el

yogur control (2.28x10°). Se estima que la presencia de inulina y FOS estimularon el
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metabolismo de las BAL y contribuyen a la supervivencia de bacterias acido-lacticas

durante su almacenamiento.

Se sabe que uno de los beneficios de los prebidtico es restriccion del crecimiento de
bacterias patdgenas y conserva la integridad intestinal, ello se respalda por el estudio
que realizaron Vegas, et al (2013), quienes al evaluar el efecto simbidtico del extracto
de yacon y Lactobacillus plantarum frente a E. coli, evidenciando el estimo de
crecimiento de L. plantarum usando el extracto de yacon como fuente prebidtica, en
cuanto a E. coli enteropatégena mantuvo niveles poblacionales bajos. La simbiosis
entre el extracto de yacon y L. plantarum inhibieron el crecimiento de E. coli

enteropatdgena.

El analisis de varianza para comparar la cinética de Lactobacillus sp en medio MRS
y MRS- extracto de yacdn, con respecto a la respuesta de la produccidn a la biomasa
y el consumo de sustrato (glucosa, nistosa y 1- kestosa; estos ultimos considerados

como FOS) se describe en las tablas 9 y 10.

Tabla 9. ANOVA del crecimiento de biomasa de Lactobacillus sp en medio MRS y

MRS — extracto de yacén

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de -
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Entre grupos 9.6155 1 9.6155 19.884 0.0012
Dentro de los grupos 4.8358 10 0.4836
Total 14.4513 11

La significancia es de 0.0012 > 0.05, en consecuencia, el medio MRS - extracto de
yacon genera una diferencia promedio significativa sobre el crecimiento de

Lactobacillus sp en la cinética de crecimiento a comparacion del medio MRS.
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Tabla 10. ANOVA del consumo de sustrato como glucosa y, nistosa y 1- kestosa en

los medios MRS y MRS — extracto de yacon respectivamente

. Promedio
Orlg'en.de las Suma de Grados de de los E Probabilidad
variaciones cuadrados  libertad
cuadrados
Entre grupos 4574.590 2 2287.295 4.425 0.031
Dentro de los grupos  7754.291 15 516.953
Total 12328.881 17

La significancia tiene un nivel de 0.031 > 0.05, entonces el consumo de sustrato en
el medio MRS - extracto de yacon genera una diferencia promedio significativa sobre

el crecimiento de Lactobacillus sp en la cinética de crecimiento a comparacion del

medio MRS.
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V.

CONCLUSIONES

La evaluacion de la viabilidad de Lactobacillus sp en condiciones de simulacién
in vitro en medio MRS — extracto de yacdn mostré una mayor viabilidad con

respecto a medio MRS, sin embargo, no mostraron una variacion significativa.

Se comparo la cinética de crecimiento en medio MRS y MRS — extracto de yacén,
en los cuales se mostrd un mayor crecimiento de biomasa de Lactobacillus sp en
el medio con prebiotico; asi mismo se evidencia un tiempo de latencia mas corto

durante la cinética con medio MRS — extracto de yacon.

Se determiné el consumo de sustrato, nistosa tuvo 98.74 g/L y 1-kestosa tuvo
102.06 g/L (medio MRS — extracto de yacon), en comparacion con el consumo de
carbono en glucosa con 16.91 g/L (medio MRS), lo cual comprueba el consumo

de sustrato.

Los pardmetros de crecimiento, velocidad especifica de crecimiento y tiempo de
duplicacion (M, t;), se determinaron en ambas cinéticas; en medio MRS se
evidencio valores inferiores en comparacion con los valores de MRS - extracto de
yacon, lo cual hace referencia a que prebidtico sirve como impulsor del

crecimiento de biomasa reduciendo tiempos y optimizando la produccion de esta.
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VI.

RECOMENDACIONES

Purificar la extraccion de FOS a partir del extracto de yacon.

Usar otras especies de Lactobacillus sp y comparar la resistencia entre cepas

comerciales y cepas aisladas in situ.

Realizar un encapsulamiento de Lactobacillus sp junto con el extracto de yacén

para aumentar su viabilidad en condiciones gastrointestinales simuladas in vitro.

Usar diferentes concentraciones de sales biliares y niveles de pH, asi mismo variar

el tiempo de exposicion a las pruebas in vitro.

Realizar el analisis de FOS en la brevedad de lo posible para reducir el margen de

error en el proceso de analisis.

Evaluar el consumo de insulina y como este interviene en el crecimiento

microbiano, ademas de como afecta a los parametros cinéticos.

Escalar el proceso de fermentacion con MRS — extracto de yacon y determinar
parametros optimos de crecimiento de Lactobacillus sp para extraer biomasa y

posibles subproductos.

Evaluar inhibicién por sustrato en MRS — extracto de yacon.
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VIIl.  ANEXOS
ANEXO 1. Identificacion botanica de yacon (Smallanthus sonchifolius)

1. Recolecciéon del material botanico

Se viaj6 a la ciudad de Usquil, Provincia de Otuzco, departamento de La Libertad; de
los campos de cultivo de yacon y con los pobladores de la zona se hizo la recoleccién

del material bot&nico, el cual debe incluir parte del tallo, hojas y flor (ver Figura 12).

Figura 12. Dibujo de Smallanthus sonchifolius (yacén).
Fuente: https://babilonica.wordpress.com

2. Prensado y secado del material botanico

El material botanico se coloc6 en una bandeja cubierta de papel grueso, se ubica de
forma extendida de forma que se pueda mostrar las partes de la planta (tallo, hoja, flor).
Se ejerce presion en la prensa se coloca peso y se deja aproximadamente 4 semanas en
un area ventilada y calida, para que ayude al proceso de secado (ver Figura 13).

Figura 13. Camara de secado con las prensas para conservar la muestra de yacon.
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3.

Ingreso en el herbario

Para el ingreso del material botanico al Herbario de la Universidad Nacional de
Trujillo (HUT), el material botanico se montén en un carton blanco de 320 gr., con las
dimensiones de 43 x 28 cm. Para fijar el material botanico se usoé cola sintética y se
asegura con cita engomada de papel. Posteriormente, se colocé la etiqueta con los
datos correspondientes en la parte inferior derecha (ver Figura 14.B). El material
montado y etiquetado se colocd dentro de una cubierta de papel de papel bond doblado
de 80 gr., con la siguiente medida 45 x 30; ademas se adicioné cuatro esferas de
naftalina para conservar el material botanico y evitar dafio de insectos.

Al momento de presentar el material de acuerdo a los pasos indicados anteriormente,
se sella y se asigna un namero, el cual se conoce como cédigo, y se ubica en la parte
superior derecha (ver Figura 14.A). EI nimero de ingreso de este material botanico fue
el 58445.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

<
\ k HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT)
i FLORA PERUANA

3

Familia: ASTERACEAE

Nombre Cientifico: Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob.

N. Vulgar: “Yacon™ Det. Por: Herbario HUT
Hibito: Planta de 1.5 a 2 metros de altura con flores pequefias, amarillas v discretas.
Procedencia: Usquil

Prov.: Trujillo Dpto.: La Libertad
Hibitat: Zonas calidas y templadas

Altitud: 3018 msnm. Fecha: 12/07/2016

Leg.: Gonzalez Rodriguez Natalia Cusi

N sn

Teststa de pregrado en Biotecnologia de la Universidad Nacional del Santa.

“Evaluacion del efecto prebidtico del extracto de yacon (Polymmia Sanchifolia) en la viabilidad

de Lactobacillus sp bajo condiciones gastrointestinales humanas simuladas in vitro™

v Lot N

Figura 14. Identificacion botanica de la planta de Smallanthus sonchifolius (yacén).

(A) Material montado, etiquetado y codificado por el HUT. (B) Etiqueta con los

datos del material botanico.

44



ANEXO 2. Obtencidn de extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius)

Descripcion del método:

Hipocloritode | Lavado y ——>{ Agua + impurezas

sodio a 200ppm desinfeccion

v

Pelado y —>| Céscaras
troceado
Agua —> Extraccion —> | Torta
Concentrado jgokcp .
oDt
(50fr|x) 100rpm
Esterilizado
Almacena

Figura 15. Esquema de preparacion del extracto de yacon
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https://babilonica.wordpress.com/tag/plantas-nativas-de-lima/
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ANEXO 3. Caracterizacion fisicoguimica del extracto de yacén (Smallanthus

sonchifolius)

Para la caracterizacion fisicoquimica se prepard un poco de extracto de yacdn concentrado

a 50° Brix, siguiendo el proceso descrito en la figura 15. Los valores obtenidos estan en base

a 100 gr de extracto de yacon.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
INFORME DE ANALISIS
SOLICITANTE : NATALIA GONZALEZ RODRIGUEZ
MUESTRA : EXTRACTO DE YACON

FECHA DE INGRESO

: 07 DE DICIEMBRE DEL 2016

: MUESTRA RECIBIDA EN LABORATORIO

Fisico Quimica

Determinacion Resultados
Proteinas 3.7
Sacarosa 14
Carbohidratos 106
Fibra 3.6
Fratanos 62
Glucosa 34
Lipidos (mg) 244
Calcio (mg) 87
Fosforo (mg) 240
Potasio (mg) 2284

TRUJILLO 12 DE DICIEMMBRE DEL 2016

AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL

T ————

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

¢ 949959632 / 949119298
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ANEXO 4. Medios de cultivo

Tabla 11. Componentes de medio MRS liquido comercial

Reactivos Cantidad (g/L)
Glucosa 20¢
Peptona de caseina 10¢g
Extracto de carne 10¢g
Extracto de levadura 10¢g
Acetato de sodio 50
Citrato de amonio 249
Fosfato acido de potasio 29
Tween 80 1mL
Sulfato de magnesio 7H>0O 200 mg
Sulfato de manganeso 50 mg

Fuente: De Man, Rogosa y Sharpe (1960)

Tabla 12. Componentes de medio liquido MRS — yacén

Reactivos Cantidad (g/L)
Extracto de yacén 20¢
Peptona de caseina 10¢
Extracto de carne 10¢
Extracto de levadura 10¢g
Acetato de sodio 5¢
Citrato de amonio 29
Fosfato acido de potasio 290
Tween 80 1mL
Sulfato de magnesio 7H>O 200 mg
Sulfato de manganeso 50 mg

Fuente: De Man, Rogosa y Sharpe (1960)



Tabla 13. Componentes de medio MRS y MRS — yacon, adaptado para pH acido

Reactivos Cantidad (g/L)

Fuente de carbono 20 ¢
Peptona de caseina 10g
Extracto de carne 10g
Extracto de levadura 10g
Acetato de sodio 59
Citrato de amonio 29
Fosfato acido de potasio 290
Tween 80 1mL
Sulfato de magnesio 7H20 200 mg
Sulfato de manganeso 50 mg

Nota: La fuente de carbono varia de acuerdo al tipo de medio (MRS/glucosay MRS —

yacon/extracto de yacon). El pH se ajusta con HCI 6M.

Tabla 14. Component.es de Medio MRS y MRS — yacon, adaptado para sales biliares

Reactivos Cantidad (g/L)

Fuente de Carbono 20 ¢
Peptona de caseina 10¢g
Extracto de carne 10¢g
Extracto de levadura 10¢g
Acetato de sodio 5¢
Citrato de amonio 29
Fosfato acido de potasio 290
Tween 80 1mL
Sulfato de magnesio 7H,0O 200 mg
Sulfato de manganeso 50 mg
Sales biliares (Sigma B8756) 39

Nota: La fuente de carbono varia de acuerdo al tipo de medio (MRS/glucosay MRS —

yacén/extracto de yacon).
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ANEXO 5. Preparacién del inéculo

Para la activacion de la cepa, se vertid el contenido del sobre de Bacilor en un vaso de
precipitacion de 50 mL con agua estéril, de donde se tom6 una azada y se sembré en medio
MRS liquido y solido comercial estéril (ver Figura 16). Se incub6 durante 24 h a 37°C.

Para la preparacion del in6culo se partid del cultivo axénico de Lactobacillus sp, generado a
partir de la activacion antes mencionada, se prepararon 20 mL de medio MRS liquido
comercial y se sembr6. Durante 24 h a 37°C se mantuvo incubando el medio. Pasadas las 24
horas, se toma una muestra para ver la concentracion y se ajusta el indculo a 108 adicionando

medio MRS liquido comercial.

Figura 16. Activacion de la cepa de Lactobacillus sp a partir del producto Bacilor
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ANEXO 6. Recuento de colonias usando Placas Para Bactérias Acido LActicas 3M®

Petrifilm®

Se tomé muestraa las 0, 3, 6, 9,12 y 24 horas, y se le realiz6 diluciones seriadas (ver Figura
17) las cuales iban aumentando conforme pasaban las horas debido a que la biomasa va

aumentando.

QO( OO0

Figura 17. Diluciones seriadas para siembra en placa para conteo de colonias

Posteriormente se pasé a sembrar en placas Petrifilm® (ver Figura 18) y el conteo de células
viables se realiz6 siguiendo la guia de interpretacion de 3M, la cual se puede hallar en el

siguiente link: https://multimedia.3m.com/mws/media/14096720/guia-interpretacin-petrifilm-

acido-lactica.pdf

Figura 18. Siembra en placa para bacterias acido lacticas 3M® Petrifilm®
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ANEXO 7. Determinacion de glucosa usando kit de glicemia enzimatica

1. Curva de calibracion para la determinacion de concentracion de glucosa (g/L.)
Para determinar la concentracion de glucosa de las muestras se usoé el kit Glicemia
enzimatica AA (Weimar lab). Se prepard 50 mL de un patron de glucosa 5 g/L. Para
poder generar la curva de calibrado se realizaron diferentes concentraciones (ver
Tabla 11). Se tomaron muestras de 2mL en microtubos, luego se centrifugaron a 15
000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se tomd 5 ul de cada muestra centrifugada y
se le adiciond 0.5 mL de solucion enzimética en un microtubo. Las muestras se
Ilevaron durante 5 minutos a bafio maria a 37°C, transcurrido el tiempo se procedid
a leer en espectrofotometro a 505 nm como longitud de onda y se calculé la

concentracion de glucosa presente en los tubos (ver Figura 20).

Tabla 15. Concentraciones de muestras para curva patron

Dilucion Blanco 1 2 3
Volumen de solucién (mL) 0 0.3 0.7 1
Volumen de agua (mL) 1 0.7 0.3 0
Solucién enzimatica) 0.5 0.5 0.5 0.5

2. Determinacion de la concentracion de glucosa (g/L)
Se calcul6 la concentracion de las muestras preparadas anteriormente y con esos
datos se graficd la curva de calibracion (ver Figura 19), de la cual se obtuvo la
ecuacion de la recta que se uso para determinar la concentracion de glucosa en las

muestras, asi:

Doénde:
Y = Absorbancia obtenida.
A = Pendiente de la recta.

X = Concentracion de glucosa (g/L).

o1



Curva de calibracion de glucosa

0.2
y=0.0337x
E 1= _,.,-o-”
Z 015 2= 0.9967 -
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2 01
=
- y
g 005 T
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0+
0 l 2 3 4 5 0]

Concentracion de glucosa g/l

Figura 19. Curva de calibracion de la glucosa

Figura 20. Proceso de para la obtencién de la curva patrén
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ANEXO 8. Determinacion de fructooligosacaridos usando HPLC

1. Reparacion del estandar de nistosa y 1-kestosa

Se preparé una solucién estandar de 5000 ppm (5 g/mL) de Nistosa y 1-Kestosa por
separado usando como solvente etanol al 60 %, luego se paso las soluciones por un
filtro de jeringa a un vial para su posterior lectura. Se diluyeron las soluciones

estandar en viales usando las siguientes concentraciones: 500 ppm, 250 ppm, 100
ppmy 50 ppm.

La configuracion HPLC (ver Figura 21) a seguir, fue la siguiente:

— Columna: Water XBridge Amide column (4.6 x 250 mm id, 3.5 um)

— Temperatura de columna: 30 °C

— Fase movil: gradiente 0 - 30 min de 75% - 45% Acetonitrilo; 30 - 32 min de 45%
- 75% Acetonitrilo y 10 min de 75% Acetonitrilo.

— Flujo: 1 mL/min

— Volumen de inyeccion: 5 uL

Figura 21. Equipo de HPLC
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2. Determinacion de 1-kestosa

Para los estandares se calculd la cantidad de componente de cada azucar mediante la

siguiente ecuacion.

_concentraddn detectadapor HPLC, mg/ml

%R azicar — : 2 . . x100
concentraaon conocida de aztcar, mg/ml
Tabla 16. Datos obtenidos para la curva de calibracién de 1- kestosa
Concentracion conocida Concentracion detectada %R
(ppm) (ppm) (Estandar)
50 49.8613 99.7226
100 103.3546 103.3546
250 268.0028 107.2011
500 490.3415 98.0683
Promedio 102.0867
Calibration
Calibration Details Kestose
Cakbration Type Ln, Avg oiftsef (C0) 0.0000
Evaluation Type Area Slape (1) 0.0075
Wumber of Calbration Paints 4 Curve (CZ) 0.0000
HNumbsr of disahied Calbrafion Polnts 0 R-Sguare 09964
Calibration Plot Kestose
40 Kastoas Extarmial CAD
350
3.00
8.00 = : —~ - - :
calibration Results -
Moo [Injection Mame Calbration X Vaus ¥ Vale ¥ Ve Area Hedght
Lewvel PN P&
CAD 1 caD 1 caD 1 CAD 1 CAD 1
Kesiose Kesinse Kesiose Kestoss KeSiose
T Mix S0 ppm Water xbridge amidg 2 S0.0000 0.3760 0.3760 0.376 2291
8 Mix 100 Erﬂ Wiabar :% a'nla 3 100.0000 0.7793 0.7793 0.779 4.E13
a Mix 250 pom Water x ami 4 250.0000 2.0208 2.0208 2.0 11.995
10 M SO0 pnm Water i ami S5 S00.0000 J.6974 3.6974 3.697 21.347

Figura 22. Curva de calibracion de 1 - kestosa

54



3. Determinacion de nistosa
Para los estandares se calculara la cantidad de componente de cada aztcar mediante

la siguiente ecuacion.

__concentradon detectadapor HPLC, mg/ml

%RaZL’Jcar - - . S =x100
concentraddn conocida de azicar, mg/ml
Tabla 17. Datos obtenidos para la curva de calibracion de nistosa
Concentracion Concentracion %R
conocida (ppm) detectada (ppm) (Estandar)
50 45,8352 91.6704
100 101.8489 101.8489
250 254.7908 101.9163
500 497.6513 99.5303
Promedio 08.7415
Calibration
Calibration Details Mystose
Calibration T ype Lin O¥fset (Col 0.0000
Evaiuation Type Araa Slope (C1) 0.0074
Number of Caibration Painis 4 Curve (G2l 00000
Number of dsabied Calitrafion Poinis 0 A-Squars 08336
| Calibration Plot Mystose
4 004 Hyulums Exiernal _ _ Can_t
204 - a +’
FELY
120] ._-,.f"""
1.00]
050 o
Calibration Results Mystose =
No.  [Injection Mame Calioration X Value ¥ Velue ¥ Value Areg Heaght
Level pA*min pA
CAD_1 GAD_1 CAD_1 CAD_1 CAD.1
My stose Wystose MNystosa Nystose Mystose
7 Mix 50 ppm ‘Watar )tbridgearnide 2 50.0000 0.3374 03374 0337 2.7
B Mix 100 pmemer Ihl'ﬂge amid 3 100.0000 07496 07496 0750 4.524
B Mix 250 ppm W eter xbridge amid 4 250.0000 1.8753 1.6753 1575 10.763
10 Mix 500 pmeamr )thridge amid 5 500.0000 3.6628 3.6628 3663 20.088

Figura 23. Curva de calibracion de Nistosa
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