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Resumen

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal la purificacion de
fructooligosacaridos (FOS) a partir de extracto concentrado de yacon, empleando dos sistemas
de cultivo de Zymomonas mobilis: libre e inmovilizado. La metodologia comprendid tres etapas
secuenciales. Primero, se obtuvieron extractos concentrados de yacon a 15, 20 y 25 °Brix.
Segundo, estos extractos se sometieron a fermentacion durante 96 horas utilizando ambos
sistemas de cultivo (libre e inmovilizado). Tercero, se analizaron muestras tomadas a lo largo
del proceso fermentativo para determinar la reduccién de azlcares reductores y evaluar la
concentracion de FOS purificados. Los resultados demostraron una eficacia significativamente
mayor del sistema inmovilizado para concentrar y purificar los FOS. Este sistema produjo
incrementos relativos del 149.17% (15 °Brix), 141.38% (20 °Brix) y 202.01% (25 °Brix) en la
concentracion de FOS. En contraste, el sistema libre generé aumentos menores: 16.67% (15
°Brix), 15.86% (20 °Brix) y 17.45% (25 °Brix). Consecuentemente, se concluye que el sistema
de fermentacién con células inmovilizadas de Zymomonas mobilis utilizando un extracto de
yacon concentrado a 25 °Brix es el mas recomendable para optimizar la purificaciéon y

concentracion de FOS.

Palabras clave: Zymomonas mobilis, inmovilizacion celular, Fructooligosacaridos

(FOS), yacon, fermentacion.
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Abstract

This research study primarily aimed to purify fructooligosaccharides (FOS) from
concentrated yacon extract utilizing two Zymomonas mobilis culture systems: free-cell and
immobilized-cell. The methodology comprised three sequential stages. First, concentrated
yacon extracts were prepared at 15, 20, and 25 °Brix. Second, these extracts underwent
fermentation for 96 hours using both culture systems (free-cell and immobilized-cell). Third,
samples collected throughout the fermentation process were analyzed to quantify the reduction
in reducing sugars and assess the concentration of purified FOS. The results demonstrated
significantly higher efficacy of the immobilized-cell system for concentrating and purifying
FOS. This system vyielded relative increases in FOS concentration of 149.17% (15 °Brix),
141.38% (20 °Brix), and 202.01% (25 °Brix). In contrast, the free-cell system generated
substantially lower increases: 16.67% (15 °Brix), 15.86% (20 °Brix), and 17.45% (25 °Brix).
Consequently, it is concluded that the fermentation system employing
immobilized Zymomonas mobilis cells with a concentrated yacon extract at 25 °Brix is the most

recommended approach for optimizing FOS purification and concentration.

Keywords: Zymomonas mobilis, Cell immobilization, Fructooligosaccharides (FOS),

Yacon, Fermentation.
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INTRODUCCION
En la actualidad, la mayoria de los paises europeos consideran los fructooligosacaridos
(FOS) componentes alimentarios naturales. Los FOS se clasifican como prebioticos debido a
sus efectos favorables en la promocion de las bifidobacterias en el colon humano. Hasta el
momento se han escrito numerosas evaluaciones sobre su aparicion, preparacion y

caracteristicas.

Las condiciones ideales para la generacion de FOS, la especificidad del sustrato, la
regioselectividad (proceso que favorezca la formacion de enlaces en un 4&tomo en particular en
vez de otros atomos posibles), el peso molecular y el grado de glicosilacion son sélo algunos
ejemplos de las caracteristicas cataliticas y fisicoquimicas de las fructosiltransferasas (FTasas)
y Furanosidasas (FFasas) que varian de una fuente a otra e incluso de una cepa a otra. Se sabe
que las diferentes fructosiltransferasas vegetales tienen regioselectividades variadas y que

pueden crear individualmente oligosacaridos con estructuras Unicas (Alvares et al., 2019).

Los factores estacionales afectan a la sintesis de FTasas vegetales, y a la cantidad de

FOS que pueden producir utilizando estas enzimas no es muy elevada.

La mayor parte de la investigacion sobre las fructosiltransferasa microbiana se centra

en las enzimas que producen fructoologosacaridos.

Almeida et al. (2015), representan las caracteristicas mas significativas de los
fructooligosacaridos. La relevancia, las caracteristicas cataliticas y fisicoquimicas y las

técnicas de purificacion de las enzimas que producen fructooligosacaridos.

Los oligosacaridos cortos denominados fructooligosacaridos forman parte del grupo de

hidratos de carbono fructanos.
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Un término genérico para los polimeros de fructosa con una estructura general de
glucosa conectada a muchas unidades de fructosa es fructano. Los fructanos se presentan en
diversas formas en la naturaleza. Las conexiones glucosidicas que conectan los residuos de
fructosa entre si sirven de base para diferenciar estos tipos. Se pueden distinguir tres grupos.
La primera categoria consiste en los fructanos lineales llamados inulinas, en los que las
unidades de fructosa estan unidas (normalmente) por un enlace B (2-1). La segunda categoria
de fructanos lineales se conoce como levanos, y (normalmente) tienen un enlace p (2-6) que
une las unidades de fructosa. Los fructanos de tipo mixto, también conocidos como fructanos
de tipo graminano, constituyen la tercera categoria. Estos fructanos tienen ramificaciones
porque las unidades de fructosa estan unidas entre si por enlaces B (2-1) y p (2-6). La palabra
fructooligosacaridos (FOS) se utiliza para describir los fructanos cortos de tipo inulina con
glucosa terminal, que incluyen de 2 a 4 unidades de fructosilo unidas por enlaces B (1-2)-

glucosidicos (Catenza & Donkor, 2021).

Se han realizado numerosas investigaciones para determinar si los fructooligosacaridos
son peligrosos tanto para el ser humano como para los animales. Los resultados no han
demostrado que los FOS tengan componentes toxicos o cancerigenos. En la mayoria de los
paises europeos, los FOS estan reconocidos formalmente como componentes naturales de los
alimentos, y EE.UU. les ha concedido la clasificacion GRAS (generalmente considerados

seguros).

Las bifidobacterias crecen en el colon cuando hay incluso una pequefia cantidad de
FOS. Por otro lado, se ha demostrado que las bacterias patogenas y putrefactivas como
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Clostridium difficle y otras son incapaces de utilizar
los FOS. Cuando los FOS se convierten en acidos grasos de cadena corta, el pH del colon

disminuye, lo que inhibe el desarrollo de bacterias nocivas. Los prebioticos se caracterizan por
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tener efectos favorables sobre las bifidobacterias que se estdn multiplicando (Grancieri y otros,

2017).

Debido a la indigestibilidad de los FOS en el intestino delgado y a la fermentacion en
el colon, tienen un modesto efecto laxante, y los pacientes que reciben FOS suelen
experimentar una leve flatulencia. Este efecto se aplica a todos los carbohidratos dietéticos no

digeridos/fermentados y no sélo a los FOS especificamente.

Se lleg6 a la conclusidon de que es posible una dosis diaria méxima de 20 a 30 g de FOS,
cuando la cantidad se reparte a lo largo del dia en unas pocas comidas separadas, basandose en
los datos disponibles relativos a los sintomas de malestar intestinal dependientes de la dosis.
En Japén, lider mundial en la produccién industrial de FOS y su uso como aditivos
alimentarios, ha considerado adecuado un consumo diario de aproximadamente 0,8 g por kg
de peso corporal (Carlson y otros, 2018). En la presente investigacion se logré purificar los
fructooligosacaridos (FOS) a partir de los extractos de yacon, como una propuesta de

prebidticos.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.  Situacion Problematica

Las raices de la planta Smallanthus sonchifolius que se conoce como Yacon, es una
hierba nativa de los Andes y posee la particularidad de que en contraste con la mayoria de
raices comestibles que almacenan almidon, el yacon almacena sus carbohidratos en forma de
B (2- 1) oligofructanos. Las raices del yacdn se consumen como alimento dietético, y las hojas
se usan en la medicina popular para el tratamiento de trastornos como en el caso de la
hiperglucemia de diabetes mellitus. Estos tubérculos contienen en su estructura varios azucares
como fructosa, glucosa, sacarosa y oligofructanos lineales. Los fructooligosacéridos (FOS) son
solubles en agua, y su bajo peso molecular dificulta la separacion por operaciones de diélisis,
pero se separan facilmente por técnicas de ultrafiltracion. Los fructanos entre ellos el FOS
tienen propiedades interesantes como inmuno moduladores y no son hidrolizados por las
enzimas digestivas humanas, por lo tanto, son consideradas como una fibra dietética, porque
pasan a través del tracto gastrointestinal sin cambios significativos en su estructura (Kim y

otros, 2020).

Las bifidobacterias, microorganismos residentes en el intestino, los transforman en
acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato), acido lactico, diéxido de carbono
e hidrogeno. Los fructanos se emplean habitualmente como aditivos alimentarios funcionales
porque parecen beneficiar al sistema digestivo humano. Debido a sus cualidades prebidticas,
los fructanos -también conocidos como azlcares inusuales- se consideran un ejemplo de
componente funcional. Los fructanos son una forma excelente de mejorar la funcionalidad de
un producto o su rentabilidad para el negocio alimentario, pero la agroindustria del pais no los

utiliza plenamente porque no hay estudios que faciliten su empleo.
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Las raices de yacon se utilizan con seguridad desde hace mucho tiempo en Sudamérica
y otras partes del mundo, por lo que, pueden ofrecer cualidades benéficas para la salud, como
actividades prebidticas, antidiabéticas, antioxidantes y antibacterianas. La produccion de yacon
se ha incrementado en la region andina y otras naciones debido a las supuestas propiedades
medicinales de las raices y hojas (Campos y otros, 2012), pero en Pert no se le da la
importancia debido al desconocimiento de su uso como alimento funcional. El cultivo del

yacon se ha extendido recientemente a varios paises, entre ellos Nueva Zelanda, Japon y Brasil.

A diferencia de otras raices comestibles, del 85 a 90% del peso fresco de las raices del
yacoOn corresponden al agua; los carbohidratos representan el 90% del peso seco de las raices
recién cosechadas, de los cuales entre el 50 al 70% son fructooligosacaridos (FOS), el resto de
los carbohidratos lo conforman la sacarosa (disacarido), la fructosa y la glucosa (azucares

reductores).

Los azUcares simples, que suelen acompafar a la extraccion de FOS, determinan la
necesidad de posteriores operaciones de purificacion, ya que su presencia puede causar
problemas de transformacion tecnoldgica como por ejemplo reacciones de pardeamiento no
enzimaticas (reacciéon de Mayllard principalmente), este factor limita la industrializacion de los

FOS del yacon.

Por el momento, todos los prebioticos tienen carbohidratos de cadena mas bien corta.
Los fructooligosacaridos (FOS), un tipo Unico de prebidtico vinculado a la estimulacién
selectiva de la actividad de ciertos tipos de bacterias coldnicas, constituyen una categoria

importante.

Los FOS tienen una funcién bifidogénica documentada, ademéas de tener un impacto
favorable y util sobre la microbiota intestinal, lo que disminuye la frecuencia de las

enfermedades gastrointestinales. En el pasado, se han extraido de diversas plantas sustancias
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quimicas prebidticas. Sin embargo, en la actualidad existen procedimientos fermentativos y
biotecnologicos modernos que pueden producir FOS para ser usado en la industria de los

alimentos nutraceuticos (Granciery et al., 2017).

Los pardmetros de cultivo pueden optimizarse para aumentar el rendimiento y la
productividad de los FOS. Otra forma de producir FOS a gran escala que se ha sugerido como
eficiente y asequible es el uso de enzimas y células inmovilizadas. A la luz de la investigacion
actual sobre la biosintesis, las caracteristicas fisicoquimicas, las fuentes, la produccion

biotecnoldgica y los usos de los FOS.

Las cepas de Zymomonas son inofensivas para los humanos y a menudo utilizado como
indculo natural para hacer procesos de fermentacion alcohdlica, la mayoria (90%) de las cepas
de Zymomonas pueden crecer a pH 3.5, y a temperaturas entre 30° y 38 ° C, (Yanase et al.
2014); las Zymomonas solamente fermenta la glucosa, fructuosa y la sacarosa, dando como
producto alcohol, diéxido de carbono y formacién minima de subproductos (Leveau, 2000);
sin embrago no existen estudios de diversificacion de su aprovechamiento distinto al de

produccion de alcohol.

En la actualidad existen tres sistemas de cultivo, el sistema libre, el de adhesion a
superficies y el sistema inmovilizado, sin embargo, existen pocos estudios que comparen las
eficiencias de estos tres sistemas en procedimientos de purificacién de FOS, esta purificacion
se da al consumirse por accion de bacterias o levaduras los azucares simples (di y

monosacaridos).

1.2. Formulacion del problema

a. Problema general

¢La fermentacion del extracto de yacon con los sistemas de cultivo libre e inmovilizado

de Z. mobilis permiten separar FOS de azucares reductores (glucosa y fructosa) y sacarosa?
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b. Problemas especificos

b.1. ¢ Qué caracteristicas fisicoquimicas presenta el extracto concentrado de yacén?

b.2. ;Cual de los sistemas de fermentacién, utilizando cultivo libre e inmovilizado de
Z. mobilis son adecuados para separar fructooligosacaridos de los azucares reductores

(fructosa, glucosa) y sacarosa del extracto concentrado de yacon?

1.3.  Justificacion de la investigacion

La ingestion de FOS favorece el desarrollo de bacterias ventajosas en el colon,
concretamente Bifidus y Lactobacillus, aumenta la absorcion de minerales, mejora el
metabolismo gastrointestinal y contribuye al control de los niveles de azlcar y colesterol en

sangre.

Al carecer de las enzimas necesarias para romper los enlaces -glicosidicos que
mantienen unidas las moléculas de fructosa, los FOS, al igual que otros fructanos, no pueden
ser digeridos directamente por el sistema digestivo humano. Asi pues, los FOS pasan casi por
completo el sistema digestivo sin sufrir alteraciones cuando se consumen. Un grupo bacteriano
especifico que forma parte de la microflora intestinal fermenta los FOS cuando entran en el
colon, la dltima seccidn del intestino grueso. Estas bacterias se denominan prebioticos y tienen
una serie de beneficios para la salud humana. La fermentacion de los FOS da lugar a la
produccién de acido lactico y acidos grasos de cadena corta, principalmente butirato,
propionato y acetato, que disminuyen el pH del colon e impiden el crecimiento de bacterias

patogenas y flora de putrefaccion en el mismo.

Los FOS tienen el efecto contrario al de los carbohidratos ordinarios, que tienden a
alimentar a las bacterias poco saludables del colon. Se considera un prebiético, lo que significa
que proporciona alimentos a los probidticos, o las bacterias buenas de nuestro colon. Los

probidticos lo "comen™ selectivamente alli y lo utilizan como alimento y fuente de energia.
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Dado que el FOS es fundamentalmente una fibra soluble, su concentracion en el jarabe de
yacon debe considerarse como la concentracion de fibra y no de azlcar. La cantidad de FOS
en el jarabe puede variar del 10% al 50%, dependiendo del tipo de planta de yacon utilizada en

su fabricacion (Delgado, et al. 2012).

Ademas, la literatura informa que el consumo de algunos prebi6ticos podria promover
una modulacion positiva de una serie de biomarcadores relacionados con el tracto digestivo (p.
ej., grelina) o la reserva de energia (p. €j., insulina y leptina) y la supresién de estas hormonas

puede contribuir al desequilibrio energético (campos et al. 2000).

En la actualidad el reto principal de la industria y la agroindustria se basa en el
aprovechamiento de los recursos naturales para generar productos con atributos de valor que
puedan facilmente ingresar a mercados, existen muchas maneras y los procesos de
fermentacion o cultivo de células que logra la bioconversion de las materias primas es una de
ellas que necesita ser mas explorado, por lo que las materias vegetales han adquirido una
importancia enorme en estos procesos asi aprovechar los grandes volumenes de materiales
lignoceluldsicos existentes a través de la biorrefineria a niveles industriales, se hacen necesarias

cultivos con altas rendimientos de produccion y a diferentes condiciones de temperatura 'y pH.

Es aqui donde el yacon podria ser considerado como una fuente de ingredientes para
alimentos funcionales, ya que al ser rico en fructooligosacaridos es un buen candidato para
competir con la achicoria y dalia, pues como se sabe, estos dos Ultimos son los méas usados para
la extraccion y comercializacion de inulina, que, a su vez, se degrada con inulinasa para obtener

oligofructuosas.

En el caso del yacdn ya no seria necesaria la degradacién con inulinasa, si se llegase a
purificar los FOS reduciendo el contenido de azucares (mono y di sacaridos) con la accion de

Zimomonas mobilis, convirtiéndola asi esta materia prima en potencial fuente de extraccion,
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lo cual llevaria al incremento de beneficios econdmicos, no solamente a los productores

agrarios, industrializadores y comercializadores de esta materia prima.

De lo revisado se puede sacar la interrogante ¢Es el jarabe de yacon rico en fructosa?
¢O se trata simplemente de un tipico concepto erréneo provocado por los
"fructooligosacéridos” y otra jerga cientifica con la que los consumidores no estan
familiarizados?; es asi que, se quiere dar respuesta a estas interrogantes, siendo negativo, es
decir el yacdn no es rico en fructuosa, este aztcar simple es procesado por el higado y si bien
es cierto los fructooligosacaridos son también un tipo de azucar este tipo que no son digeribles
y por ende no son procesados por el higado. Los FOS recorren el sistema digestivo sin ser

alterados y no brindan calorias al cuerpo humano.

1.4.  Objetivos de la investigacion

a. Objetivo general

Obtener Fructooligosacaridos purificados a partir de extracto concentrado de yacon

(Smallanthus sonchifolius) mediante dos sistemas de cultivo con Zymomonas mobilis.
b. Objetivos especificos
b.1. Obtener y caracterizar fisicoquimicamente el extracto concentrado de yacén

b.2. Evaluar el efecto de los sistemas de fermentacion libre e inmovilizado con Z.
mobilis para separar fructooligosacaridos de azucares reductores (fructosa, glucosa) y sacarosa

a partir del extracto concentrado de yacon.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO CONCEPTUAL
2.1. Bases teoricas
2.1.1. Prebioticos
Las fibras vegetales especializadas se denominan prebioticos, estos componentes
favorecen el desarrollo de bacterias beneficiosas en el estomago actuando como sustratos de

carbono para las bacterias (Dias et al. 2019).

Muchas frutas y verduras, sobre todo las que contienen hidratos de carbono complejos
como fibra y almidon resistente, son ricas en prebidticos. Estos carbohidratos viajan a través
de su sistema digestivo como alimento para las bacterias y otros gérmenes, ya que no pueden

ser digeridos por su cuerpo (Alvares et al. 2019).

Entre los alimentos prebidticos se incluyen desde los esparragos hasta los boniatos. En
Internet se pueden encontrar rapidamente numerosos ejemplos, y hablar con un nutricionista

titulado también puede ser de ayuda (FAO, 2007).

La lista de suplementos prebioticos disponibles en la actualidad puede ser mucho mas
amplia, pero suelen incluir un carbohidrato complejo como la fibra. Las empresas que venden
suplementos afirman que los componentes de sus productos favorecen el desarrollo de
determinados tipos de bacterias. Dirigen sus productos a dolencias como el control del peso y

la salud désea (Buitron y otros, 2018).

Debido a que se consideran alimentos funcionales que incorporan polisacaridos
oligosacéaridos y no digeribles, que son ventajosos para la salud humana y especialmente para
las personas mayores, su incorporacion en alimentos formulados es particularmente ventajosa
para los consumidores, el uso de oligosacaridos y polisacaridos no digeribles es cada vez mas

importante a nivel mundial (Illanes, 2015).
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Ademas de los oligosacaridos de la leche humana, otros prebidticos son los fructo-,
galacto-, manano- y xilo-oligosacaridos, asi como la inulina, la lactulosa y la polidextrosa.

Estos son actualmente los prebioticos mas utilizados (Gullon y otros, 2009).

Los investigadores de los campos de la nutricion, la biologia y la industria alimentaria
se interesan cada vez mas por los prebidticos, aunque sigue habiendo desacuerdo sobre si las
clasificaciones recogen adecuadamente todos sus beneficios potenciales. El estudio inicial
sobre los prebidticos comenzé en la década de 1980, cuando cientificos japoneses demostraron
que los fructooligosacéaridos eran fermentados preferentemente por las bifidobacterias y tenian
el poder de promover su desarrollo en cultivos in vitro utilizando excrementos humanos como
in6culo. Gibson y Roberfroidm propusieron la primera definicidn de prebiotico, afirmando que
se trata de "un ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al huésped al
estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un namero limitado de

especies bacterianas en el colon y, por tanto, mejora la salud™.

Los resultados de estas investigaciones fueron confirmados por ellos mismos (Gibson
& Roberfroid, 1995). En 2004, los investigadores describieron los prebidticos como
"ingredientes que, cuando se fermentan de forma selectiva, provocan cambios particulares en
la composicion y/o la actividad de la microbiota intestinal que aportan ventajas tanto para la
salud como para el bienestar de la persona”. (Gibson y otros, 2004). Posteriormente, los
prebioticos se definieron como "ingredientes que producen una estimulacion selectiva del
crecimiento y/o actividad(es) de uno o un numero limitado de géneros/especies de
microorganismos de la microbiota intestinal que confieren beneficios para la salud del
huesped™, con la idea de que el efecto prebidtico deberia utilizarse para identificar o indicar
cambios especificos en la microbiota intestinal y beneficios fisioldgicos tanto en humanos

como en animales (Robertfroid y otros, 2010).
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Por otra parte, la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebioticos
(ISAPP, 2008) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO, 2007) definieron los prebidticos como “ingredientes alimentarios que, al ser
fermentados selectivamente, producen cambios especificos en la composicidn y/o actividad de
la microbiota gastrointestinal que confieren beneficios para la salud del individuo™. Por ultimo,
pero no menos importante, los prebidticos son descritos por la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia (WGO, 2011) como "sustancias dietéticas (principalmente polisacaridos no
amilaceos y oligosacaridos no digeribles por las enzimas humanas) que nutren a grupos
seleccionados de microorganismos que habitan en el intestino favoreciendo el crecimiento de

bacterias beneficiosas frente a bacterias perjudiciales.”

Requisitos para ser considerado como prebiotico

Los prebidticos se definen como sustancias que cumplen los siguientes requisitos: i)
deben ser resistentes al 4cido estomacal, no pueden ser hidrolizados por enzimas de mamiferos
y no pueden ser absorbidos en el tracto gastrointestinal; ii) deben ser fermentables por la
microbiota intestinal; y iii) deben ser capaces de estimular selectivamente el crecimiento y/o la

actividad de las bacterias intestinales.

Los coldnicos (fibra dietética) y los prebidticos son dos categorias de hidratos de
carbohidratos no digeribles. Los ingredientes colonicos incluyen polisacaridos estructurales
vegetales como pectinas, hemicelulosas o celulosa, gomas, oligosacéridos derivados de la soja,
glucooligosacaridos, arabinooligosacaridos, etc. que llegan al colon y actdan como sustratos
para los microorganismos que viven alli, produciendo energia, sustratos metabdlicos y

micronutrientes para el huésped.

Los prebioticos no sélo realizan las tareas mencionadas, sino que también promueven

la proliferacién especifica de las bacterias lacticas en la microbiota intestinal. Actualmente
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existen pruebas cientificas de sus efectos en los seres humanos en forma de lactulosa,

oligosacaridos de la leche humana, FOS, GOS y fructanos de tipo inulina (Rastall, 2010).

2.1.2. Fructooligosacaridos

Carlson et al. (2018), son carbohidratos que no pueden descomponerse ni absorberse en
el sistema digestivo; en su lugar, atraviesan el tracto intestinal intactos y son fermentados por
la microbiota del colon. Son sustancias que estan presentes de forma natural en una amplia
gama de alimentos, como frutas, verduras, cereales, legumbres y algas, por lo que su inclusion

en las comidas procesadas sirve como suplemento dietético.

Los polimeros de fructosa que resultan de este proceso se conocen como oligofructanos,
y tienen un grado de polimerizacion entre tres y nueve unidades de monosacaridos (Flores y
otros, 2016). Los FOS se encuentran en diversas especies vegetales, como la remolacha, la
alcachofa y el yacon. Estos compuestos quimicos se crean por hidrdlisis enzimatica de la
inulina, entre otros, o por procesos de sintesis que implican la actividad de transferasas e
invertasas en una solucion rica en sacarosa (Rubio y otros, 2012). Entre los residuos terminales
de los FOS destacan: 1-kestosa (GF2), 1-nistosa (GF3) y 1F-fructosilnistosa (GF4). Mediante
este bioproceso se producen FOS y glucosa libre, siendo esta tltima inversamente proporcional

al proceso de transfructosilacion (Alvarez y otros, 2019)

La férmula global (figura 1) de los oligofructanos es GFn o FFn, dependiendo de si hay
varias unidades de fructosa unidas a una glucosa terminal por enlaces 3 (2,1) glucosidicos o si
existen unidades de fructosa unidas entre si por los mismos enlaces. Los oligosacaridos y
polisacaridos mayoritariamente estructurados que componen la inulina varian en grado de
polimerizacion (DP) de 2 a 65 unidades, con un valor medio de 10. Dado que la inulina y los
FOS no son digeridos por las bacterias intestinales del colon, no se degradan ni se absorben en

el tracto gastrointestinal superior. Es por eso que son resistentes a la hidrolisis por las enzimas
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digestivas humanas debido a la forma del carbono anomérico de la fructosa en la posicién 2-1.

(Gibson y otros, 2000).

Figural

Estructura quimica de los FOS

CH,OH

Nota. En la figura se expresa la estructura quimica, segin (Buitron et al. 2018)

2.1.3. Importancia de los Fructooligosacéridos en la salud

Los FOS tienen una serie de cualidades interesantes, como una baja intensidad de
dulzor, ademas de no tener calorias, no ser cariogénicos y estar clasificados como fibra dietética
soluble. Ademaés, los FOS ofrecen importantes ventajas fisioldgicas, como una
carcinogenicidad minima, un impacto prebidtico, una mayor absorcion de minerales y una
reduccion de los niveles sanguineos de fosfolipidos, triacilgliceroles y colesterol. Debido a su
accion prebiotica, los FOS se afiaden cada vez en mayor cantidad a los alimentos y preparados
para bebés. Este efecto favorece la formacion de una microbiota intestinal no patogena. Su
ingestion aumenta el bolo fecal y la frecuencia de las deposiciones, mientras que las personas
sanas que reciben una dosis de 4-15 g/dia observan una disminucidon del estrefiimiento -una de
las enfermedades mas prevalentes en la sociedad contemporanea-, asi como en los lactantes

durante los primeros meses de vida.
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Dado que los adultos mayores son mas susceptibles a las enfermedades
gastrointestinales debido a un desequilibrio en la diversidad y cantidad de los microorganismos
presentes en el intestino, la adicién de fructooligosacaridos (FOS) a su dieta es de relevancia
para poder prevenir y revertir los cambios negativos en la microbiota intestinal derivados del

proceso de envejecimiento (Veray otros, 2020).

Segun Carlson et al. (2018), el consumo de fructooligosacaridos favorece una mayor
saciedad, la pérdida de peso corporal, la absorcion de minerales, mejora el sistema inmunitario
y aumenta la produccién de la hormona leptina. Los fructooligosacaridos también reducen el
estrefiimiento, el riesgo de contraer cancer de colon y los niveles sanguineos de colesterol,

triglicéridos y glucosa; favoreciendo una menor incidencia de enfermedades coronarias.

Por otro lado, debido a lo anterior y a que la produccion esta ligada a la revalorizacién
de residuos y/o subproductos del sector, los FOS son atractivos para la industria alimentaria,

promoviendo el desarrollo de procesos de economia circular (Buitron et al. 2018).

2.1.4. Andlisis y caracterizacion de carbohidratos prebiéticos

Las combinaciones complejas de isdmeros con diversos grados de polimerizacién (DP),
unidades de monosacaridos y/o conexiones glucosidicas constituyen los carbohidratos, y mas
especialmente los prebidticos. La busqueda de nuevos productos y la evaluacion de su actividad
bioldgica son las principales areas de atencion. Para saber mas sobre los carbohidratos en
general y comprender mejor los procesos que subyacen a su impacto metabdlico, es esencial

investigar su estructura molecular.

Comprender la estructura espacial de una molécula de carbohidratos no identificada es
de gran importancia para poder entender los procesos metabdlicos en el cuerpo; La
composicion monomérica de los hidratos de carbono puede variar, por ejemplo, glucosa,

fructosa y galactosa. Estos constituyentes se unen mediante conexiones alfa o beta- glicosidicas
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para crear cadenas lineales o ramificadas de disacaridos, oligosacaridos o polisacaridos. Pueden
existir como oligosacaridos libres o unirse covalentemente a proteinas o lipidos como glicanos.
Ademas, muchos metabolitos vegetales son moléculas no carbohidratadas que han sido
glicosiladas. Ademas de fabricarse comercialmente, las mezclas de oligosacaridos también
pueden encontrarse en la naturaleza, como en la leche de los mamiferos, o en sustancias
prebidticas como los galacto- y fructo-oligosacaridos. Para (optimizar) las cualidades
funcionales de estas mezclas, a menudo es esencial conocer su estructura exacta asi poder ver

los procesos de sintesis y trasformacion de estos (Alvares et al. 2019).

La estructura de los prebidticos, es decir, la composicion en monosacaridos, el tipo de
enlace glucosidico y el peso molecular, tiene un gran impacto en las propiedades que pueden
presentar. En general, para la sintesis enzimatica o la extraccién de fuentes naturales de
prebioticos se obtienen mezclas complejas que pueden presentar carbohidratos con diversos

grados de polimerizacion e incluso isémeros que dificultan su caracterizacion.

Los prebidticos deben describirse teniendo en cuenta su origen (procedencia y fuente),
pureza y composicion quimica para poder evaluarlos y verificar su uso en la industria
alimentaria, segun la FAO. Para aislar, identificar y caracterizar los carbohidratos prebioticos
y revelar al mismo tiempo su composicion estructural, se requieren procedimientos analiticos.
Se necesitan metodologias de fraccionamiento y purificacion. Se utilizan técnicas como la
cromatografia de exclusion molecular (SEC) o la cromatografia de intercambio ionico,
tratamientos con carbon activado o microorganismos, u otros métodos de fraccionamiento

(Sanz y otros, 2010).

Para determinar los azlcares totales en los oligosacéaridos se utilizan técnicas
enzimaticas antrona-sulfurica y dinitro-salicilica. Sin embargo, los métodos que se utilizan con

mas frecuencia para la evaluacién cualitativa (estructura) y cuantitativa (concentracion) de
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prebiodticos incluyen enfoques cromatograficos de gases liquidos, electroforéticos,
espectromeétricos o0 espectroscopicos. La alta sensibilidad, selectividad y poder de resolucion
son caracteristicas del método de cromatografia de gases (CG), lo que unido a la conexion con
espectrometros de masas lo convierte en un método flexible para el estudio de los prebioticos

(Hernandez y otros, 2012).

Los tetrasacaridos, que son carbohidratos de bajo peso molecular, se analizan por
cromatografia de gases utilizando columnas de metilpolisiloxano (Cardelle y otros, 2009).
También se utiliza para determinar la composicion monomérica de oligo- y polisacaridos
mediante procesos de hidrolisis &cida y enziméatica seguidos de derivatizacion de los
monosacaridos liberados. Sin embargo, el uso de columnas con grupos carbonados presentes
en la estructura principal de polisiloxano, resistentes a altas temperaturas, permite extender su

aplicacién a oligosacaridos con DP (grado de polimerizacion) hasta 8 (Marry y otros, 2003)

Cabe destacar el uso de la cromatografia de gases para la investigacion estructural de
prebidticos de alto peso molecular. La derivatizacion de los carbohidratos no es necesaria para
el andlisis por HPLC, ya que puede realizarse tanto en precolumna como después de la
separacion (postcolumna) para facilitar su deteccion (inclusion de grupos croméforos o
fluoroforos) con luz ultravioleta o fluorescencia e incluso la separacion. La cromatografia
liquida es la técnica utilizada para el analisis de oligosacéaridos prebidticos debido a su gran

versatilidad y multiples modos de operacion (mayor retencion y resolucion).

Ademas, se utilizan la cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC), la
cromatografia de intercambio anionico de alto rendimiento (HPAEC) y la cromatografia de
intercambio i6nico-cromatografia de exclusion molecular. Para el andlisis de oligosacéridos

prebidticos se utilizan detectores de indice de refraccion (RID), detectores de dispersion de luz
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por evaporacion (ELSD) y detectores amperometricos de pulso (PAD), este ultimo empleado

para la HPAEC (Hernandez et al., 2012).

El grado de polimerizacion de los oligosacaridos y sus enlaces glicosidicos pueden
evaluarse mediante HPLC y espectrometria de masas en combinacién (Hernandez et al., 2012).
La espectrometria de masas (EM), un método para caracterizar los prebioticos, se utiliza junto

con la GC o la HPLC (Dreisewerd y otros, 2006).

Un método para caracterizar las caracteristicas estructurales de los carbohidratos
prebidticos es la resonancia magnética nuclear (RMN). Los carbohidratos prebi6ticos pueden
caracterizarse de forma precisa y eficaz mediante varias formas de RMN basadas en la
relajacion de espin nuclear, constantes de acoplamiento escalares o dipolares y simulaciones

de dindmica molecular (Kajihara & Sato, 2003).

2.1.5. Cromatografia liquida de alta performance
La cromatografia liquida de alta resolucion se conoce como HPLC. La cromatografia
es un proceso de separacion, un cromatograma es el producto final y un cromatdgrafo es el

equipo utilizado para llevar a cabo la cromatografia.

Algunos de los elementos esenciales de los cromatografos son bombas de alto
rendimiento para suministrar disolvente a un caudal constante y dispositivos especificamente
disefiados para la separacion molecular denominados columnas. La tecnologia antes conocida
como cromatografia liquida de alto rendimiento se denominaba mas a menudo "LC" a medida
que avanzaban las tecnologias relacionadas. En los Gltimos afios también se ha popularizado
un método analitico de alta velocidad conocido como cromatografia liquida de ultra alta

resolucion (UHPLC).

La cromatografia liquida de alta performance (HPLC) sOlo es capaz de evaluar

sustancias disueltas en disolventes. Para analizar los componentes y las cantidades de cada
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componente presentes en la muestra a nivel cualitativo y cuantitativo, la cromatografia liquida
separa las sustancias quimicas que estan disueltas en una muestra. Tras atravesar el lecho de
particulas y entrar en la columna por la izquierda, la fase mdvil sale por la derecha. Las flechas
verdes indican la direccion del flujo. La imagen superior, que representa la columna en el
momento cero [la inyeccion], cuando la muestra entra en la columna y empieza a formar una
banda, es lo primero que hay que tener en cuenta. En la entrada de la columna puede verse una
Unica banda negra en la muestra, que es una mezcla de colores amarillo, rojo y azul. En realidad,
la muestra puede ser cualquier cosa que pueda disolverse en un disolvente; normalmente, los
compuestos serian incoloros y la pared de la columna opaca, por lo que necesitariamos un

detector para observar los compuestos separados a medida que eluyen.

Cuando la fase movil ha pasado por las particulas del material de relleno de forma
constante y continua durante unos minutos se puede observar que los colorantes individuales
se han desplazado en bandas distintas a diferentes velocidades. Esto se debe a la rivalidad entre
la fase estacionaria y la fase movil por la capacidad de arrastrar cada uno de los colorantes o
analitos. La banda del colorante amarillo es la que se desplaza mas rapidamente y esta lista
para abandonar la columna. Mas que los otros colores, el colorante amarillo prefiere o es atraido
por la fase mévil. Como resultado, viaja mas rapidamente, asemejandose mas a la fase mavil.
La banda de colorante azul prefiere el material de relleno a la fase movil. Se desplaza mas
lentamente debido a la mayor atraccion que ejerce sobre las particulas. En otras palabras, es el
componente de esta combinacion de muestras que mas se mantiene. La banda de colorante rojo
atraviesa la columna a una velocidad moderada porque tiene una atraccion moderada por la
fase mavil. Podemos separar cromatograficamente cada banda de colorante porque cada banda
de colorante viaja a un ritmo distinto contando con tiempos de retencion diferenciados, esto es

en cromatografia liquida.
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2.1.6. Samallanthus sonchifolius “yacén”

El yacon, un cultivo domesticado originario de los Andes, se describe como una planta
herbacea de hasta 2 metros de altura con tallos cilindricos, hojas enteras, inflorescencias
pecioladas e inflorescencias capitulares. También contiene raices tuberosas (figura 2) que
almacenan azucares muy Utiles para la salud (Alvarez y otros, 2019). Los valles interandinos
son los de mayor produccién porque ofrecen suelos francos, con buen drenaje, altos niveles de
materia organica y temperaturas entre 14 °C y 20 °C. Esta especie puede ser cultivada en
pequefios huertos familiares sin un manejo agrondémico complejo y es susceptible de ser
cultivada en diferentes pisos ecoldgicos de costa, sierra y selva (Valderrama, 2005). El yacén
es propagado histéricamente por los agricultores mediante propagulos o rizoforos, los cuales
son recuperados después de las cosechas y extraidos de las partes que deben tener cuatro o mas

brotes (Ministerio de Agricultura y Riego, 2019).

Figura2

Raices reservantes de yacén

Taxonomia

Su clasificacion botanica es la siguiente:

Reino: Plantae
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Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Género: Smallanthus
Especie: Smallanthus sonchifolius
(Poepp. y Endl.) H. Rob., 1978
Nombre vulgar: “yacon” 6 “llacon”

Se han identificado mas de 25 especies en todo el continente americano, incluido el sur
de México, América Central y los Andes (Colombia, Ecuador, México, Perd, Bolivia y

Argentina).

Yacon es el nombre dado a la planta Smallanthus sonchifolius, un alimento popular en
Sudamérica y un tubérculo vegetal (similar a la patata). Tiene aspecto de patata dulce y sabor
a pera. Mientras que el tubérculo se utiliza en la cocina, el sirope de yacon, elaborado a partir

del tubérculo, es un edulcorante sustitutivo.

Debido a su contenido en fructooligosacaridos (FOS), esta hortaliza recibe a veces el
nombre de "patata dietética”. Los FOS tienen un efecto prebiotico, mejoran la salud intestinal
y pueden tener un pequefio efecto supresor del apetito en las personas obesas, lo que disminuye
el consumo de alimentos. Se considera un suplemento dietético beneficioso y, dado que el

sirope de yacon es naturalmente dulce, puede ser una de las fuentes mas viables
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economicamente de FOS dietéticos debido a sus bajos costes de fabricacion y su alto

rendimiento.

Actualmente existen pocas investigaciones sobre el yacon en humanos. Una
investigacion sugiere que el yacdn tiene un impacto en la pérdida de peso, que puede ser
provocada por una disminucion de la ingesta calorica, mientras que otro encontr6 que el yacon
tiene una funcién antimotilidad (ralentizando el tiempo de trénsito intestinal), que se sabe que
suprime ligeramente el apetito. Se supone que estas caracteristicas, comparables a las ventajas

de los FOS de otras fuentes, estan relacionadas con la composicion de los FOS.

Los estudios realizados en roedores indican una mayor absorcion de minerales por el
colon, lo que es favorable para la salud dsea, asi como una proliferacion de las bacterias
"buenas" del colon en consonancia con los efectos prebioticos del yacén. Estas caracteristicas
aun no se han demostrado en los seres humanos, pero se supone que existen ya que se ha

informado de ellas en individuos expuestos a FOS de cualquier otra fuente.

Las hojas de yacon se utilizan para preparar un té que algunos afirman que tiene
propiedades antidiabéticas. No existen pruebas humanas que respalden esta afirmacién y, dado
que se supone que la lesion renal es la causa de las supuestas propiedades antidiabéticas del té

(el dafio renal tiende a reducir los niveles de glucosa en sangre), no se aconseja beber el té.

Por su contenido en fructooligosacaridos (FOS), el yacén (Smallanthus sonchifolius),
un tubérculo de sabor dulce cultivado en la cordillera de los Andes, se considera una comida
funcional (Simanca y otros, 2021). Pertenece a la familia botanica de las asteraceas y se cree
que es una fuente de prebidticos porque contiene sustancias bioactivas como los
fructooligosacaridos (FOS), que han demostrado tener efectos positivos sobre el intestino y la

salud de animales con cancer colorrectal inducido (Fernandez y otros, 2013).
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El yacon, que significa agua insipida en quechua, también se conoce como “patata
dietética” en Brasil, "aricoma™ o "jicama™ en Peru y Ecuador, y "yacon fresa" en Estados
Unidos (Almeida y Abranches, 2015). Se cultiva en paises sudamericanos como Brasil,
Argentina, Bolivia, Ecuador, Colombia y Perd. Ademas, se cultiva en EE.UU., China, Japén,

Nueva Zelanda, Filipinas, Rusia, Corea del Sur y la Republica Checa (Kim et al., 2012).

La piel de la fruta puede ser marron, rosa, violeta, crema, blanco marfil o blanca con
estrias purpuras. Las raices de los frutos pueden ser blancas, crema, blancas con estrias
moradas, blancas, rosadas o amarillas (Huaycho y otros, 2016). Las hojas se toman crudas y se
afiaden a ensaladas, jugos, copos secos, harinas y jarabes. También se utilizan en la medicina
tradicional china para tratar enfermedades hiperglucémicas de diabetes mellitus (Costa y otros,

2020).

Dado el valor nutricional de las raices de yacon, su composicion en cuanto a FOS, puede
ascender del 40-70% de la materia y dentro de estos el FOS esencial es la inulina, que alcanza
el valor del 20% en peso seco; el yacon es un producto potencial que se esta posicionando en

el mercado de los alimentos funcionales (Paredes y otros, 2018).

2.1.7. Beneficios del Samallanthus sonchifolius “yacon”

La creciente preocupacion por la salud publica y planetaria en relacion con un
suministro sostenible de alimentos estd impulsada por la cultura alimentaria, las practicas
alimentarias y los habitos dietéticos. EI consumo de alimentos vegetales con efectos

fisiolégicos y bioquimicos beneficiosos esta aumentando en todo el mundo (Dias et al 2019).

Los tubérculos y las hojas del yacon (Smallanthus sonchifolius) se utilizan para elaborar
diversos productos, como jarabe, polvo y tisanas. Estos productos estan avalados por la
investigacion cientifica. El yacon se considera un alimento funcional debido a la presencia de

componentes biolégicamente activos que pueden proporcionar ventajas fisiologicas superiores

35



a las de las necesidades nutricionales basicas para reducir el riesgo de enfermedades cronicas

(Buitron et al., 2018).

El yacon es una fruta sudamericana que actualmente se consume en varias naciones,
entre ellas China, Japon y Corea del Sur, aunque sigue siendo un producto relativamente nuevo
en el mercado internacional. Sus numerosos componentes bioactivos estan estrechamente

relacionados con sus cualidades saludables.

Los beneficios bioldgicos del yacén sobre la gestion de la glucemia, asi como su
disminucion del colesterol plasmatico y de las lipoproteinas de baja densidad, han sido
demostrados en estudios in vivo en modelos animales. Actualmente existen pocas
investigaciones clinicas con sujetos humanos. Algunos estudios han demostrado que el
consumo de yacon tiene efectos beneficiosos para la salud, como la mejora de la inmunidad en
nifios pequefios, el control de la diabetes en ancianos, el control del peso y la prevencién de la
obesidad en adultos con sobrepeso. Todos estos efectos se han relacionado con la presencia de
fructooligosacéridos (FOS) e inulinas. Ademas, el yacon tiene perspectivas potenciales en la

creacion de alimentos frescos y usos dietoterapicos novedosos (Dias et al., 2019).

El yacdn es un vegetal con minimo contenido graso y caldrico que se clasifica como
alimento dietético por contener 49% de inulina y 25% de fructosa (Velasquez, 2011). La
capacidad de nutrir y prevenir enfermedades hace necesaria la revalorizacion de las raices y
hojas, clasificadas como alimento funcional y/o nutracéutico por sus cualidades antioxidantes,
hipoglucemiantes y antibacterianas (Gil y otros, 2019). Otros beneficios terapéuticos son la
reduccién del colesterol y la prevencidon de la produccién de radicales libres por su alto

contenido en antioxidantes (Diaz y otros, 2019).

Ademas, hace que el pancreas produzca mas insulina'y disminuye los niveles de glucosa

en sangre (Gonzélez, 2017). Son beneficiosas para personas con diabetes, obesidad y
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problemas de osteoporosis debido a los hidratos de carbono no digeribles que contienen, como
los fructooligosacaridos, que también permiten bajar los niveles de glucosa en sangre. Se ha
demostrado que los fructooligosacaridos actian como alimentos prebiéticos al promover el
crecimiento de microbios sanos en el tracto digestivo, regular los niveles de colesterol en
sangre, favorecer la absorcion del calcio y reforzar el sistema inmunitario. Se considera un
cultivo prometedor, y como resultado de la creciente demanda de los consumidores, la
produccién se ha expandido (Magallanes y otros, 2017) (Ministerio de Agricultura y Riego,

2019)

2.1.8. Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis, es una a-proteobacteria que interesa a la industria de los
biocombustibles por sus rendimientos altos de fermentacién de etanol. Desde su primera
descripcion como aislado bacteriano en bebidas alcohdlicas fermentadas ha sido estudiado. La
via glucolitica de Entner-Doudoroff en la Z. mobilis ha permitido realizar estudios
bioquimicos, despertando el interés en el procesamiento de etanol para la fabricacion de

productos quimicos de valor agregado como los bioles.

El modelado metabdlico del comportamioento de la Z. mobilis ha logrado la
optimizacion de los circuitos bioquimicos esto ha logrado que se establezcan los rendimientos
deseables del producto final. Es importante resaltar en esta bacteria la capacidad que presenta
sus paredes celulares sobre la tolerancia al estrés oxidativo del alcohol, determinando el
rendimiento biocatalitico importante. A nivel genético, los avances en la ingenieria genética de
la Z. mobilis ha hecho que se establezcan manipulaciones beneficiosas, por ejemplo,
silenciamiento y sobreexpresion de genes, con el objetivo de ampliar el repertorio metabdlico

y aumentar la robustez de sus paredes celulares (Kalnenieks y otros, 2020).
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Z. Mobilis, son bacterias gram (-) anaerdbicas capaces de degradar azucares en
productos como etanol, acido lactico y dioxido de carbono a partir de la sintesis del piruvato,
el cual, mediante la ruta metabolica de Entner-Doudoroff (figura 3), ésta se encarga del
catabolismo de glucosa, fructosa y sacarosa, en piruvato el cual mediante un proceso de
descaboxilacion desarrollado por la enzima piruvato descaboxilasa, pasa a formar etanol. Este
metabolismo central de la biosintesis de Z. mobilis provee dos moles de Adenosina trifosfato

(ATP) por cada mol de glucosa consumida para el proceso de fermentacion.

Z. Mobilis tiene varias ventajas sobre la levadura S. cerevisiae, incluyendo condiciones
anaerobicas que aseguran la viabilidad del microorganismo, mayor eficiencia en el consumo
del sustrato limitante y en la generacion de productos, y una mayor tolerancia al etanol. El
promedio reportado para el cultivo en modo continuo es de 85 g/L y la productividad estimada
para este tipo de cultivo esta en el rango de 120-200 g/h comparado con el rango de 30-40 g/h

reportado para las levaduras.

Zymomonas mobilis incluye dos subespecies; Z. mobilis y Z. mobilis pomacea y fue
descubierto por primera vez en 1911 por Barker y Hillier. Son bacterias anaerobias selectivas
y Gram (-), crecen a una temperatura de 25-31 ° C y su crecimiento disminuye a 15 ° C. La
bacteria Z. mobilis se utiliza en la produccién de etanol en los Gltimos afios y hay estudios que
indican que esta bacteria reemplazo a la S. cerevisiae en la produccion de bioetanol (Hassan &

Gddoa, 2021).

La tasa de produccién de etanol se ve afectada por varios factores, como la acidez, la
temperatura y la concentracion del sustrato en el medio de fermentacion. Se ha observado en
algunos estudios la posibilidad de crecimiento bacteriano en un rango de temperatura de 25-42

° C (Farkas y otros, 2020)
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Figura3

Metabolismo central de Z. mobilis para la produccion de etanol (ruta de Entner-Doudoroff).
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2.2. Antecedentes empiricos de la investigacion

Catenza y Donkor (2021) realizaron un estudio con el objetivo de efectuar el andlisis
cuantitativo de oligosacaridos funcionales utilizados en la industria alimentaria, en donde los
oligosacaridos funcionales son varias clases de carbohidratos con accidn prebidtica que
proporcionan una serie de ventajas para la salud. Los fructooligosacaridos y los
galactooligosacaridos, dos oligosacaridos muy utilizados, se emplean en diversos productos,
desde lacteos y panaderia hasta componentes alimentarios para imitar la accion prebidtica de
los oligosacaridos de la leche humana (HMO) en los preparados para bebés. Aunque su
consumo se relaciona con una serie de beneficios para la salud, una ingesta excesiva puede
provocar dolor intestinal y empeorar los sintomas del sindrome del intestino irritable. Por lo
tanto, es crucial proporcionar métodos rapidos y fiables de cuantificacion de los oligosacaridos
para el control de calidad y la evaluacion precisa de su rendimiento en alimentos y productos

alimentarios.

Reis et al. (2021) en su estudio Efecto de los métodos de procesamiento en raices de
yacon y propiedades de sus compuestos que promueven la salud, se plantearon como objetivo
evaluar los efectos de los métodos de procesamiento sobre los componentes beneficiosos para
la salud en raices de yacdn, donde demostraron que las raices de yacon contienen cantidades
importantes de fructanos que son sustancias prebioticas y ademas compuestos fendlicos que
son antioxidantes. Los alimentos de origen vegetal presentan una vida Gtil corta. En el caso del
yacon, el almacenamiento en fresco provoca una rapida despolimerizacion de los fructanos.
Por ello, en los Gltimos afios se han hecho muchos intentos de prolongar la vida util de las
raices del yacon. Ademas, analizaron las propiedades saludables de los productos a base de
yacon, como la actividad enzimatica, la cantidad de antioxidantes, la inhibicion de la
peroxidacién lipidica y otros parametros metabolicos que reflejan la salud intestinal. El referido

estudio ofrece una visién general del impacto del procesado en la retencién/concentracion de
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compuestos beneficiosos para la salud. Los productos a base de yacén con valores mas altos
de propiedades beneficiosas para la salud. Los resultados muestran que la retencion de
fructanos fue superior cuando se utilizé el secado por aire caliente precedido del escaldado con
sales y acidos. El contenido fenolico en sélidos fue mayor cuando se utilizé el secado por
atomizacion. El contenido fenolico en liquidos fue mayor cuando se utilizo el escaldado
combinado con adicion de &cido lactobionico al zumo. Ademas, los productos a base de yacon,
especialmente las harinas, promueven la salud intestinal al afectar a parametros metabolicos
como el recuento microbiano, el contenido de acidos grasos de cadena corta, la expresion de

enzimas antioxidantes y la respuesta glucémica postprandial.

Pefla & Zavaleta (2020), en la investigacion optimizacion de la produccion de
fructooligosacaridos a partir del extracto de algarrobo utilizando fructosiltransferasas, para lo
cual se optimizd los pardmetros que afectan la produccion como: tiempo, temperatura y
extracto de algarrobo; en el proceso de biosintesis de FOS se realiz6 con extracto de algarrobo

a las concentraciones de 20, 35y 50 °Brix, pectinasaa 10, 35y 61

mg, a 45, 55 y 65 °C durante 0,5; 9,5 y 18 h, con agitacién a 150 rpm., siendo las

condiciones dptimas extracto de algarrobo 35 °Brix, pectinasa 35 mg, 54 °C, 150 rpm y

12 h y el rendimiento experimental en el extracto transformado fue FOS 16,1 %

cuantificados por HPLC.

Wienberg et al. (2020) realizaron un estudio con el objetivo de aplicar el método de alta
resolucion para el analisis isocratico por HPLC de fructooligosacéaridos de tipo inulina, en
donde las estrategias para mejorar la salud humana modificando la microbiota intestinal han
evolucionado rapidamente en las Gltimas décadas. La sintesis de oligosacaridos prebioticos
implica una amplia investigacion sobre métodos de fabricacion eficaces, incluida la utilizacion

de enzimas microbianas. Existen numerosas inulosucrasas del género Lactobacillus que pueden
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producir fructooligosacaridos prebioticos del tipo inulina (inulina-FOS). En este trabajo, se
logro la sintesis eficiente de inulina-FOS utilizando una forma acortada de la inulosucrasa de
Lactobacillus gasseri DSM 20604. La inulina-FOS puede analizarse rapidamente en modo
isocratico utilizando un enfoque de HPLC que ahorra tiempo y recursos y que permite el
analisis separado de la linea base de la inulina-FOS hasta un grado de polimerizacion de cinco
en menos de seis minutos. El andlisis de inulina-FOS de cadena larga con 17 requiere menos

de 45 minutos. El nuevo

método ofrece las ventajas de los andlisis isocraticos por HPLC, como los bajos caudales, la
excelente sensibilidad y el uso de una configuracion cromatografica sencilla y asequible.
Ademas, ofrece una separacion de inulina-FOS de cadena larga con gran resolucion, lo que

normalmente so6lo es posible con técnicas de gradiente.

Aponte (2000), evalud in silico, la dindmica del crecimiento y competencia de dos cepas
del organismo Zymomonas mobilis en un proceso fermentativo, desarrollo un modelo
matematico multipoblacional basado en la transferencia de masa del quimiostato para un
proceso fermentativo denominado modelo A, su implementacion para dos cepas de
Zymomonas mobilis (ZM1y ZM4) y las posibles implicaciones en la estabilidad y el control
del proceso. En el estudio fue sobre produccién de bioetanol a partir de residuos agricolas por

Zymomonas mobilis y utilizado en la produccion de vinagre. (falta resultado)

Mientras que, Hassan y Gddoa. (2021), utilizaron residuos agricolas ricos en azicares
y carbohidratos complejos lo que los convierte en una fuente adecuada para realizar el proceso
de fermentacién, para ello utilizaron la bacteria Zymomonas mobilis para la produccion de
bioetanol, produciendo 5 a 10 veces mas capacidad para producir bioetanol en comparacion

con Saccharomyces cerevisiae.
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Tian et al. (2019) investigaron un método enzimatico eficaz para producir jarabe con
alto contenido en fructooligosacaridos (FOS) y altamente antioxidante utilizando la raiz de
bardana como materia prima. Resultados: EIl pretratamiento con tanasa multiplicé por 2,8 la
produccién de FOS, mientras que la endo-inulinasa aumentd drasticamente por 2,4 el
rendimiento de FOS. Otras enzimas, como la endo-poligalacturonasa, la endo- glucanasa y la
endo-xilanasa, aumentaron el rendimiento de azucar soluble total en un 11,1% (p/p). Este
procedimiento condujo al desarrollo de un nuevo método enzimatico para elaborar jarabe de
bardana, que aumentd su rendimiento en un 25% (p/p). En cambio, los FOS aumentaron las
cantidades de azUcares solubles totales, proteinas solubles totales y polifenoles solubles totales
hasta el 28,8%, 53,3%, 8,9% Yy 3,3% (p/p), respectivamente. Ademas, la capacidad antioxidante
total del jarabe aumentd un 35,4%, un 51,8% y un 23,7%, respectivamente, al igual que su
capacidad para eliminar los radicales hidroxilos y DPPH. Concluyeron que sus hallazgos
podrian utilizarse para crear estrategias eficaces mediadas por enzimas para la extraccion de

compuestos valiosos a partir de recursos agricolas. (confusion)

Kuhn et al. (2014) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar la separacion de
fructooligosacaridos mediante una columna de lecho fijo con carbén activado, en donde el uso
de carbon activado, un material potencial de bajo coste para la separacion de azucares, incluidos
los fructooligosacaridos, puede mejorar la separacion cromatografica de mezclas de sacaridos.
En este trabajo se propone una tecnologia para emplear una columna de lecho fijo rellena de
carbén activado para separar los fructooligosacaridos de la glucosa, la fructosa y la sacarosa.
Para mejorar la eficacia de la separacién y la pureza de los fructooligosacaridos, se investigaron
los gradientes de paso, la temperatura y la concentracién de eluyente. El grado final de
purificacion de fructooligosacaridos y la eficacia de separacion, utilizando una concentracion
de gradiente de etanol que oscilaba entre el 3.5% y el 15% (v/v) a 40 °C, fueron de

aproximadamente el 94.0% vy el 3.03 %., respectivamente. Asi quedé demostrado que la
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columna de lecho fijo rellena de carbon activado es una opcion potencial para la separacion de
azucares, particularmente para soluciones con niveles aceptables de contenido de

fructooligosacaridos.

Benkeblia (2013) realiz6 un estudio con el objetivo de analizar los fructooligosacéridos
y fructanos en plantas y cultivos alimentarios, es este estudio se puede apreciar numerosas
técnicas cromatograficas conjuntamente con sus pardmetros de trabajo y asi obtener los FOS;
sin embargo, la mayoria de estas técnicas son costosas por el componente de equipamiento,

requieren mucho tiempo y suponen un mano de obra capacitada.

2.3. HipOtesis
2.3.1. Hipdtesis general
Los sistemas de fermentacion del extracto concentrado de yacon utilizando cultivos

libre e inmovilizado de Z. mobilis permiten obtener FOS purificados.

2.3.2. Hipotesis especificas

El extracto concentrado de yacon presenta caracteristicas fisicoquimicas propias

Existe diferencia entre los sistemas de fermentacion con cultivo libre e inmovilizado de
Z. mobilis en la separacion de los FOS con menor concentracién de azucares reductores

(glucosa, fructosa) y sacarosa.

2.4. Identificacion de variables

VARIABLES INDEPENDIENTES

Extracto de yacon concentrado con 15, 20 y 25 oBrix

Sistema de cultivo: libre e inmovilizado

VARIABLE DEPENDIENTE
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Concentracion de azucares reductores (glucosa, fructosa) y sacarosa

VARIABLE INTERVINIENTE

Grado de purificacion de los fructooligosacaridos

2.5. Operacionalizacion de variables

Tablal

Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION  INDICADORES INDICE
VARIABLE Extracto El extracto
INDPENDIENTE concentrado de concentrado de
yacon (ECY) yacon es el 15,20 y 25 °Brix
resultado de
evaporar agua
mediante el
rotavapor para
incrementar  su
concentracion
Sistema de Sistema de Rendimiento del Batch
cultivo produccién de consumo de
inmovilizado metabolitos por azucares
fermentacion del (glucosa,
(ECY) fructosa y
utilizando sacarosa)
precultivo  de
bacterias
inmovilizadas en
alginato de sodio
Sistema de Sistema de Rendimiento del Batch
cultivo libre produccion de consumo de

metabolitos por azucares
fermentacion del (glucosa,

(ECY) fructosa y

utilizando sacarosa)
precultivo  de

bacterias sueltas

en un medio de

cultivo
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VARIABLE
DEPENDIENTE

VARIABLE

Concentracion

de azucares
reductores
(glucosa,
fructosa) y
sacarosa

Grado de

INTERVINIENTE purificacion de

FOS

Solucion  que
contiene
cantidades
suficientes  de
azucares
reductores y
sacarosa €omo
fuentes de
carbono para las
bacterias
Zymomonas
mobilis en el
proceso de

fermentacion del
ECY, con 15, 20
y 25 °Brix
Grado de
purificacion de
FOS por efecto
de la
disminucién de
azucares
reductores
(glucosa,
fructosa) y
sacarosa

Disminucion de
la concentracion
de azucares
reductores y
sacarosa.

Glucosa

Fructosa
Sacarosa

FOS purificados

0/100 mL
0/100 mL
0/100 mL

0/100 mL
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CAPITULO I11: METODOLOGIA
3.1. Ambito de estudio: localizacion politica y geografica
La investigacion de desarrollo en las instalaciones de la Planta Piloto de Jugos y

conservas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

El proceso de fermentacion y la cuantificacion de los azucares reductores se llevaron a
cabo en las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Biologia en la

Universidad Nacional De San Cristobal de Huamanga.

3.2. Tipo y nivel de investigacion

Con el fin de purificar el extracto de yacon concentrado para obtener
fructooligosacéridos utilizando Zymomonas mobilis, se realizd un estudio experimental con
dos sistemas de cultivo (cultivo libre e inmovilizado), con un disefio comparativo sobre la
eficiencia de consumo de azucares reductores (glucosa, fructosa) y sacarosa por la bacteria

antes mencionada.

3.3. Unidad de analisis
3.4. Poblacion de estudio
Raices de yacon (Smallanthus sonchifolius) obtenidas del Centro Internacional de la

Papa.

3.5. Tamano de muestra

Para este estudio se utiliz6 5 kg de Smallanthus sonchifolius.

3.6. Técnicas de seleccion de muestra

Disefio de la investigacion
El disefio comparativo para cuantificar la concentracion de los fructooligosacaridos

CEY1 CL FOS1 CAR1
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CEY2 CL FOS2 CAR2

CEY3 CL FOS3 CAR3
CEY1 Cl FOS1 CAR1
CEY?2 Cl FOS2 CAR2
CEY3 Cl FOS3 CAR3

CEY : Concentracion de solidos solubles en el extracto de yacon (°Brix)

CL : célula libre

Cl : célula inmovilizada

CAR : concentracion de azUcares reductores y sacarosa

1 : 15 oBrix
2 : 20 0Brix
3 : 25 0Brix

3.7. Técnicas de recoleccion de informacion

Materiales, reactivos e instrumentos de laboratorio

4.6.1. Materiales

Algodon

Asa de Kolle

Baldn de gas propano

Erlenmeyers de 250 mL.

48



Frascos de vidrio con tapon de jebe y precinto de seguridad de 1000 mL.
Gradillas.

Jeringas estériles de 1 mL

Mechero

Pipetas de 5y 10 mL

Termometro

Tubos de prueba de 10y 20 mL

4.6.2. Reactivos

Acido ascorbico (Sigma Aldrich)
Agar (Merck).

Agua destilada

Alginato de sodio (Sigma Aldrich)
Bisulfito de sodio (Merck).

Cloruro de calcio (Baker T)

Cloruro de sodio (PharmaGen)

D(+) fructosa anhidra (Sigma Aldrich)
D(-) glucosa anhidra (Merck)

Dinitro salicilico 3,5 (DNS) (Sigma Aldrich)
Enzima inulinasa (Merck)

Extracto de levadura (Merck)
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Fosfato dibasico de potasio (Sigma Aldrich)

Hidrdxido de sodio (Merck)

Peptona de caseina (Difco)

Placas cromatogréaficas de aluminio. TLC 25. Silicagel 60 F254.

Sulfato de amonio (Sigma Aldrich)

Sulfato de magnesio heptahidratado. PharmaGen

Tartrato de sodio y potasio (Riedel de Haen)

4.6.3. Instrumentos y equipos

Agitador magnético (CAT M6/1).

Autoclave vertical (Fimet).

Balanza analitica (Ohaus).

Bafio maria (Memmert).

Bomba de vacio (Vacuubrand)

Bomba peristaltica (Masterflex L/S).

Cémara de flujo de aire laminar C4 (Modelo Flor 100V).

Centrifuga con sistema de autorrefrigeracion modelo Mikro 22R. (Hettich

Zentrifugen).

Cromatografo liquido de alta performance HPLC Agilent 1260 infinity, con

automuestreador.
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Columna AMINO APS para carbohidratos FASE REVERSA 25 cm tamafio de

particula de 5 pum

Cocina eléctrica (Insegesa).

Estufa al vacio (Labor Muszeripari. Muveck. Tipo LP 400).

Estufa (Memmert).

Micropipeta 100 — 1000 pL. Brand.

Micropipeta 5 — 50 puL. Wheaton. Aldrich.

Potenciometro digital (Hanna Instruments. Modelo 8417).

Refrigeradora — congeladora (Coldex).

Concentrador de Bolas de 50 litros con columna de condensados de acero inox

(Rossi catelli)

4.6.4. Material biologico
Zymomonas mobilis (Cepa identificada de acuerdo al manual de Bergey,s en el
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga), con

las siguientes caracteristicas:

Caracteristicas macroscopicas: colonias incoloras circulares y cremosas. Caracteristicas
microscopicas: Coco bacilos formado en pares e impares Produccién de olor a fruta en medio

Estandar.

Fuente de carbono: D-glucosa, D-Fructosa.

4.6.5. Proceso de obtencidn del extracto de yacon concentrado
La descripcion del proceso de obtencion del extracto de yacdn es de acuerdo al siguiente

diagrama de flujo cualitativo (figura 4)
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Figura 4

Diagrama de flujo cualitativo para la obtencion del extracto de yacon concentrado

Raices de yacon

|

Agua —»

Lavado y desinfeccion de
las raices de yacon

Agua + restos
de tierra

Agua
(2:1)

l

Licuado, tratamiento
térmico y ajuste pH

l

Extraccion de los sélidos
solubles

l

Filtracion

—— Torta

l Filtrado

Concentracién

l

Extracto de yacOn concentrado con

15, 20 y 25 °Brix
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Lavado y desinfeccion de raices. Las raices de yacon enteras se lavaron con agua para
eliminar residuos de tierra y otras impurezas. Las raices de yacon sin pelarlas, se cortan en

pequefios cubos de aproximadamente 2 cm.

Licuado, tratamiento térmico y ajuste de pH. Antes de someter los trozos al licuado, se

prepara una solucion que consiste en:

Agua destilada : debe duplicar la cantidad de la materia prima.

Acido ascorbico 0.25 %

Bisulfito de sodio :0.01 %

En la solucion preparada se sumergieron los pequefios trozos, y se procedié con la licuacion
hasta obtener una suspension homogénea. La suspension se calienta hasta 90 °C, y se mantuvo

a esta temperatura 1 min. Luego de enfriar la suspension, se proceda a ajustar el pH a 6.5.

Extraccion de solidos solubles. La extraccion se realizd en una tina de lavado de acero
inoxidable de capacidad de 50 L, donde por medio de agitacion continua 120 rpm y a una

temperatura de 70 °C durante 10 min.

Filtracion. Luego de enfriar la suspensién se procedio a filtrar, utilizando papel y una malla

metélica de tamafio de poro de 0.04 mm

Concentracion. El producto filtrado fue alimentado a un rotavapor, donde se aplico vacio y se
trabajo por espacio de dos a tres horas a una temperatura de 50 °C hasta obtener las tres

concentraciones de 15, 20 y 25 °Brix.
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4.6.6. Proceso de fermentacion con célula libre
Ajuste de pH. Al extracto de yacon (con 15, 20 y 25 oBrix) se le ajusté el pH a la operacion

de fermentacion (pH = 6.5).

Pasteurizacion. El concentrado se calentd hasta 85 °C, y se mantuvo a esta temperatura 5
minutos, para eliminar cualquier microorganismo presente, para poder posteriormente inocular
con la cepa de Z. mobilis. EI concentrado se atemperd hasta 37°C que fue la temperatura de

operacion de la fermentacion.

Fermentacion. El proceso de fermentacion con célula libre de Zymomonas mobilis se realiz6

en tres etapas: Preparacion de precultivo, inoculacién del cultivo y finalmente la Fermentacion.

a) Primera Etapa: Preparacion del precultivo

Para esta primera etapa se hizo un crecimiento de la biomasa de la bacteria con este fin

se siguieron los siguientes pasos:

a.1. Preparacion de Medio de crecimiento. El medio de crecimiento para Zymomonas mobilis
consistié en: Glucosa 100 g¢/L; extracto de levadura, caseina pancreatica, MgSOa..

MgS04.7H20, (NHa)2 SO4, K HPO4.3H20 (2g/L).

a.2. Esterilizacion. El medio de crecimiento se esterilizd a 121 °C durante 15 min previa

regulacién del pH a 6.5.

a.3. Atemperado. EIl medio de crecimiento (caldo de cultivo) se atemper6 hasta la temperatura

de incubacién (37 oC).

a.4. Crecimiento de biomasa. Las Z. mobilis previamente activadas se inocularon en el medio

de crecimiento y se procedio a fermentar a 37 °C por 12 horas.
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a.5. Obtencion del precultivo. Transcurrido las 12 horas de fermentacion, las células se

pudieron desarrollar, y quedaron listas para la fermentacion del extracto de yacon.

b) Segunda etapa: Inoculacién del precultivo.

A las muestras del extracto de yacon con 15, 20 y 25 °Brix se inocularon a una proporcion de
5% VIV, esto quiere decir, para una muestra de 100 mL de extracto de yacon se inocularon 5

mL de precultivo.

c) Tercera etapa: Proceso de fermentacion

Se procedio con la fermentacién a una temperatura de operacién de 37 °C por 96 horas.

4.6.7. Proceso de fermentacion con célula inmovilizada
Antes de proceder con la fermentacion, en primer lugar, se obtuvieron las células

inmovilizadas, de la siguiente manera:

a) Preparacién del medio de crecimiento.

El medio de crecimiento para Zymomonas mobilis consistio en: Glucosa 100 g/L;

extracto de levadura, caseina pancreatica, MgS0Oa4.7H20, (NH4)2 SOs, K HPO4.3H20 (2g/L).

b) Esterilizacion. EI medio de crecimiento se esteriliz6 a 121 °C durante 15 min previa

regulacion del pH a 6.5.

c) Atemperado. El medio de crecimiento (caldo de cultivo) se atemperd hasta la temperatura

de incubacion de 37 °C.

d) Fermentacién. Las Z. mobilis previamente activadas se inocularon en el medio de
crecimiento y se procedié a fermentar a 37 °C por 12 horas. Transcurrido el tiempo de

fermentacién las células se desarrollaron hasta obtener formacién de biomasa.
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e) Centrifugacion. La suspension se centrifuga a 1500 rpm por 15 min, y finalmente se obtiene

la biomasa.

f) Resuspension en medio de inmovilizacion. Las células (biomasa) fueron resuspendidas en
un medio de inmovilizacion. Este medio es idéntico al medio de crecimiento excepto por la

reduccion de glucosa a 50 g/L y la inclusion de 30 g/L de alginato de sodio.

g) Gelificacion. Las células resuspendidas se afiadieron gota a gota a una solucién fria
(aproximadamente 4 °C) de 30 g/L de cloruro de calcio. El alginato gelifico instantaneamente

formando granos (perlas) de aproximadamente 3 mm de didmetro.

h) Fermentacidn. Las perlas se adicionaron al extracto de yacon en un porcentaje determinado
(5 % P/V), y se procedio con la fermentacién a la temperatura de operacion de 37 °C por 96

horas.

3.8. Técnicas de analisis e interpretacion de la informacion

a) ldentificacion de cepas de Zymomonas mobilis.

Para la identificacion de la cepa siguio el procedimiento de Bergeys de 1994 (Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology) que se basa en la clasificacion por tincién Gram; identificando las

caracteristicas morfologicas macroscopicas y luego microscopicas del microorganismo.

1. Prueba de Indol. Se inoculé el caldo tript6fano con el microorganismo en estudio y se
incubd a 35 °C durante 24 horas. Al finalizar este periodo, se afiadié 5 gotas de reactivo de
Kovacs por la pared interna del tubo. Interpretacién: en caso de desarrollarse la coloracion
rojo intenso en la interfase del reactivo y el caldo, segundos después de afiadir el reactivo,
la prueba es positiva (+), de lo contrario, la prueba es negativa (-)

2. Prueba de citrato. Se inocul6 la superficie del agar inclinado con una sola estria en el

pico. Se utiliz6 un cultivo de 24 horas en un medio sélido y se incubd a 35 °C durante 4
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dias. Interpretacion: El ensayo sera positivo si se observa crecimiento a lo largo de la estria,
acompafiado o no del viraje del indicador color azul y cuando el ensayo es negativo, hay
un viraje a verde.

3. Produccion de H2S. Se inocul6 los tubos de TSI (agar hierro triple azdcar) introduciendo
la punta del asa recta hasta 3 a 5 mm del fondo del tubo. Luego se retird la punta del fondo
y se estrio el pico con un movimiento en zigzag. Se incubo a 35 °C durante 24 horas.
Interpretacion: Glucosa y lactosa y/o sacarosa fermentadas, puede producirse HzS por lo
que la prueba sera positiva (+).

4. Prueba de ureasa. Se inocul6 el caldo con el cultivo puro de Zymomona mobilis con la
ayuda de un asay se estrid la superficie del agar, luego se incubd a 35 °C durante 72 horas.
Interpretacion: Si el caldo adquiere una coloracion rojiza alcalinizacion e hidrolisis de urea.
Si en el agar se forma una coloracion rojiza indica hidrolisis de urea positiva.

5. Prueba de D-glucosa. Se inocul6 el caldo con Zymomonas mobilis y se incub6 a 35 °C
durante 24 horas. Luego de la incubacion se debe observé presencia de burbujas en el tubo
Durham y al destapar el tubo se percibié un olor dulce intenso caracteristico de la
fermentacion.

6. Prueba estandar al 0.5% de NaCl. Se inocularon los tubos estriando con movimiento
en zigzag y se incubd a 35 °C por 24 horas. Interpretacion: El ensayo es positivo si hay
crecimiento de colonias.

7. Prueba de catalasa. Con un asa bacteriol6gica se extrajo de la parte central de una
colonia tras 24 horas de incubacion y se colocé sobre un portaobjeto. Se agregd una gota
de peréxido de hidrogeno al 30% sobre las bacterias. Interpretacién: El ensayo es positivo
si se observa formacion de burbujas, por el contrario, si no hay formacion de burbujas el

ensayo es negativo.
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b) Cuantificacion de azucares reductores, sacarosa 'y FOS Por HPLC

A las muestras (1.4 mL) que pasaron por el proceso de fermentacion ya sea con célula
libre e inmovilizado se afiadié 100 pL de una mezcla de enzimas (inulinasa — invertasa) a la
que se denomind muestra hidrolizada, por otro lado, al mismo volumen de fraccion tomada
(1.4 mL) se afadieron 100 pL de enzima inactiva a la que se le denomino muestra no
hidrolizada, finalmente estas muestras hidrolizadas y no hidrolizadas se sometieron a bafio
maria a 60 oC con agitacion durante tres horas. Transcurrido el tiempo de las tres horas las
muestras fueron sometidos a una filtracion utilizdndose una membrana de PVDF Milipore antes
de ser inyectadas al equipo de Cromatografia liquida de alta performancia HPLC, cuyo equipo
se encuentra equipado con un autoinyector, un detector de indice de refraccion, una columna
AMINO APS para carbohidratos fase normal de 250 mm de largo y tamafio de particula de 5
pum y el software Empower. La fase mévil consistio en acetonitrilo al 72.5 % (v/v), a un flujo

de 0.35 mL/min, durante 45 min.

Los azucares reductores se cuantificaron por comparacion de sus tiempos de retencion
con estandares conocidos que previamente fueron inyectados, por lo que, fue necesario el uso
de curvas de calibracién de glucosa, fructosa y sacarosa a diferentes concentraciones (0.125,
0.250, 0.500) y para la cuantificacion de los fructooligosacaridos (FOS) se realiz6 en base a la
concentracion de fructosa, glucosa y sacarosa; antes, durante y despues de proceso de
fermentacion con célula libre e inmovilizado y fue calculada de acuerdo a lo reportado por

Prosky y Hoebregs (1999).

= [ (o
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o= [or-au- (o0

(FOS)r =K (G + F)

F : fructosa total (g/100 mL)

Fu : fructosa proveniente de la muestra hidrolizada por accién de la inulinasa (g/100 mL)
FNH : fructosa proveniente de la muestra no hidrolizada (g/100 mL)

G - glucosa (9/100 mL)

GH : glucosa proveniente de la muestra hidrolizada por accion de la inulinasa (g/100 mL)
GnH : glucosa proveniente de la muestra no hidrolizada (g/100 mL)

S/1.9 : fructosa liberada de la sacarosa (S)

FC : factor de correccion (1.5/1.4)

(FOS)T : fructooligosacaridos totales purificados

K : (0.925) Factor de correccion por perdida de molécula de agua en la

hidroélisis de la sacarosa.

c) Determinacién de solidos solubles

Se determiné el contenido de solidos solubles en el extracto de yacon bruto y del
extracto de yacon concentrado por el método 932.14-C de la AOAC (1995), reportandose los
resultados en grados Brix. Para lo cual se colocaron unas gotas de los extractos de yacon sobre
el prisma del refractometro de mano, previamente calibrado con agua destilada y una solucion
de sacarosa conocida (p/p). La escala de medicion muestra el porcentaje de concentracion de

los solidos solubles totales contenidos en el extracto de yacon bruto y concentrados.

d) Determinacion de pH
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Se ajusto el pH de los extractos de yacon concentrados (con 15, 20 y 25 oBrix) para la
etapa de fermentacion ya sea con célula libre e inmovilizado, por el método 981.12 de la AOAC
(1990). Para la obtencion del valor de pH se utilizdé un potencidmetro previamente calibrado
con soluciones buffer de pH 4, 7 Y 10. Las mediciones fueron realizadas directamente sobre

los extractos a 37 °C.

e) Determinacion de acidez titulable (Método AOAC 942.15)

Una vez homogenizado el extracto de yacon, se coloco 2.00 g de este extracto en
un matraz y se agreg6 100 mL de agua destilada, se dej6 en ebullicion con agitacion constate
por una hora, se enfrio y se trasvasé a una fiola de 500 mL (completando con agua
destilada) y se somete a una filtracion. Del filtrado se tom6 una alicuota de 20 mL y se
valoré con solucion de NaOH 0.01 N, usando 0.3 mL de indicador de fenolftaleina,
observando el cambio de viraje incoloro a rosa.

f) Determinacion de la biomasa libre

Para determinar la concentracion de biomasa durante la fermentacion se realizé por el
método de pesos seco. Se tomd 10 mL de muestra (extracto de yacon con 15, 20y 25 °Brix)
en un tubo Falcon de capacidad 15 mL y se centrifugd a 6000 rpm durante 15 minutos. Se
decanto el sobrenadante y se mezcl6 la biomasa precipitada en el mismo tubo Falcon con
15 mL de solucion salina (cloruro de sodio al 0.9 %). Se homogenizo utilizando el vortex
y se centrifugd a 6000 rpm durante 15 minutos. Se decanto el sobrenadante y se mezcl6 la
biomasa precipitada con 1 mL de solucion salina. Finalmente se vertié la suspension celular
en una placa Petri de peso conocido y se coloco en una estufa (placa Petri mas suspension
celular) manteniéndose a 105 °C durante 24 horas hasta obtener peso constante. La

concentracion celular se determind utilizando la siguiente relacion:

Mpy:s — M 1
g biomasa/100 mL = % (E)
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Mp+s : masa de la placa méas suspension microbiana después del secado (g)

Mp  :masade la placa vacia (g)

3.9. Técnicas para demostrar la verdad o falsedad de las hipotesis planteadas

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Procesamiento, andlisis, interpretacion y discusion de resultados
4.1.1. Caracterizacion del extracto de yacon
En la tabla 2 se muestra las caracteristicas fisicoquimicas del extracto de yacon antes de su

concentracion.

Tabla2

Caracteristicas fisicoquimicas del extracto de yacon antes de su concentracién

CARACTERISTICAS VALOR
FISICOQUIMICAS NUMERICO

Solidos solubles (°Brix) 3.50+£0.5

pH 6.5+0.2
Acidez titulable (mg écido citrico/100 mL 0.34£0.04

4.1.2. Rendimiento de la obtencidn del extracto de yacon concentrado
En el siguiente diagrama de flujo cuantitativo se muestra la obtencion del extracto de yacon

concentrado con 15, 20 y 25 °Brix.
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Figura 5

Diagrama de flujo cuantitativo de la obtencion del extracto concentrado de yacon

Raices de yacon
(5 kag)
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Lavado y desinfeccion de
las raices de yacon >

Agua ——
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(10 kg) —_— térmico y ajuste pH

l 14.995 kg

Extraccion de los sélidos
solubles

l 14.995 kg

Torta

Filtracion 0.685 kg

l Filtrado (14.31 kg)

Concentracién

l

Extracto de yacOn concentrado con
15, 20 y 25 °Brix

Balance de materia respecto a los sélidos solubles (°Brix) en el proceso de

concentracion para calcular la cantidad de extracto de yacon concentrado:

Para 15 °Brix
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(14.31 kg)(3.50 °Brix) = (A) (0) + (EY1)(15 °Brix)

EY1=3.339 kg (cantidad de extracto de yacon con 15 °Brix)

Para 20 °Brix

(14.31 kg)(3.50 °Brix) = (A) (0) + (EY1)(20 °Brix)

EY. =2.504 kg (cantidad de extracto de yacon con 20 °Brix)

Para 25 °Brix

(14.31 kg)(3.5 °Brix) = (A) (0) + (EY1)(25 °Brix)

EY3 =2.003 kg Cantidad de extracto de yacdn con 25 °Brix

Tabla 3

Rendimiento de los extractos de yacén concentrado

Extracto de yacén antes de su Extracto de yacdén después de
Extracto de concentracion su concentracion
yacon Cantidad Rendimiento Cantidad Rendimiento
concentrado (kg) (%) (kg) (%)
(°Brix)
15 14.31 100 3.339 23.33
20 14.31 100 2.504 17.50
25 14.31 100 2.003 14.00

Al desarrollar los balances de materia con respecto a los solidos solubles (°Brix), a partir
una concentracion inicial de 3.50 °Brix (sélidos solubles del extracto de yacon antes de su
concentracion) y una cantidad inicial de 14.31 kg, de tal forma, cuando se concentré hasta
15 °Brix se obtuvo un rendimiento de 23.33 % y la cantidad de agua liberado (evaporado)

fue de 10.971 kg, finalmente, cuando se concentr6 hasta los 25 °Brix se alcanz6 un
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rendimiento de 14.00 % con una liberacion de agua de 12.307 kg, en conclusion, a mayor
concentracion alcanzado, mayor cantidad de agua liberado, los rendimientos han
disminuido tal como se aprecia en la tabla 3.

La extraccion eficiente de compuestos bioactivos de Smallanthus sonchifolius (yacén) es

fundamental para aprovechar su potencial como fuente de fructooligosacaridos (FOS)., existen
factores que Influyen en la Extraccion de FOS, uno de ellos es el método de extraccion, asi la
obtencion de FOS requiere técnicas que preserven su integridad molecular. Métodos como
extraccién acuosa en frio, ultrasonido asistido o ultrafiltracion minimizan la hidrélisis de estos
oligbmeros, para el yacon el contenido de rendimiento de extracto oscila valores entre 15-25%
para extractos acuosos crudos. La pureza de FOS requiere etapas adicionales (ej.
cromatografia), reduciendo el rendimiento final a 5-10% pero aumentando su valor funcional
(Campos et al., 2012). Al respecto en este trabajo se obtuvo valores de 23, 17 y 14 % de

rendimiento de extracto acuoso crudo, valores que se ajustan a lo reportado en la bibliografia.

4.1.3. ldentificacion de la cepa de Zymomonas mobilis.

Las Zymomonas mobilis como bacterias gram negativas alcanzaron dimensiones en
longitud de 2 a 4 um y un ancho de 1 a 1.5 um, habitualmente se encuentran en pares y

ocasionalmente de manera individual tal como se aprecia en la figura 7.
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Figura 6

Zymomonas mobilis en agar WL

Figura7

Observacién microscopica (100 %) de Zymomonas mobilis
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.
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En la tabla 4, se detallan las caracteristicas bioquimicas de la bacteria Zymomonas mobilis.

Tabla ... Caracteristicas bioquimicas de Zymomonas mobilis

CEPA : Zymomonas mobilis
Cadigo : 2pzm
Tabla 4

Caracteristicas bioquimicas de Zymomonas mobilis

Caracteristicas Bioquimicas Reaccion
Caracteristicas macroscopicas Colonias incoloras y cremosas (Fig. 6)
Caracteristicas microscopicas Coco bacilos formado en pares e

impares (Fig. 7)
Produccion a olor a fruta en medio estandar (+)
Crecimiento en agar malta (+)

Tolerancia a la sal:

0.5 % NaCl (+)
1.0 % NaCl (+)
Rango de pH:

pH 3.0 )
pH 4.0 (+)
pH 7.5 (+)
pH 8.0 )
Temperatura:

30°C )
38°C (+)
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40 °C Q)

Catalasa (+)
Oxidasa )
Produccién de H2S (+)
Tolerancia al calor 60 °C por 5 min )
Etanol: 5.5 % (+)
Etanol: 7.7 % (+)
Fuente de carbono: D-glucosa (+)
Fuente de carbono: D-Fructosa (+)
Citrato )
Ureasa (+)
Reduccion de azul de metileno (+)
Indol )
Motilidad (+)

(+) Fermentacion positiva

(-) Fermentacion negativa

La correcta identificacion de cepas microbianas es fundamental para garantizar la
reproducibilidad y eficiencia en procesos biotecnologicos. En este estudio, la cepa bacteriana
empleada fue identificada como Zymomonas mobilis mediante analisis fenotipicos acordes al
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Seccién 2). Las caracteristicas observadas—
colonias incoloras, circulares, cremosas y morfologia de cocobacilos dispuestos en pares—son
consistentes con los criterios taxonomicos establecidos para este género (Vilkyté y otros,

2016). Adicionalmente, la produccion de un aroma frutal caracteristico durante el cultivo

67



refuerza dicha identificacion, ya que este fenotipo se asocia con la sintesis de ésteres volatiles

durante la fermentacion alcohdlica (Panesar y otros, 2015)

La eleccion de Z. mobilis como biocatalizador se justifica por su perfil metab6lico Unico
(Figura 1). A diferencia de levaduras como Saccharomyces cerevisiae, esta bacteria metaboliza
glucosa, fructosa y sacarosa exclusivamente mediante la via de Entner-Doudoroff, generando
piruvato que deriva en etanol via piruvato descarboxilasa (Kalnenieks et al., 2020). Esta ruta
provee solo 2 moles de ATP por mol de glucosa, lo que explica su bajo rendimiento biomasico
y alta tasa de produccién etandlica (120-200 g/L-h vs. 30-40 g/L-h en levaduras), ventaja critica

para procesos de fermentacion industrial (Hassan & Gddoa, 2021).

La identificacion fenotipica reportada, aunque robusta, podria complementarse con
métodos moleculares (ej: secuenciacion del gen 16S rRNA) para descartar contaminantes y
validar la subespecie (mobilis o pomacea), dado que esta Ultima presenta mayor
termotolerancia (25-42°C) segln Farkas et al. (2020). La cepa estudiada mostré crecimiento
optimo a 25-31°C, rango compatible con Z. mobilis subsp. mobilis, subespecie preferida en

biorreactores por su estabilidad metabdlica.

En conclusién, la caracterizacién microbioldgica realizada confirma la idoneidad de la
cepa para procesos de fermentacion. La integracién de este protocolo de identificacion con
estudios de optimizacién metabdlica (ej: ingenieria de pared celular para tolerancia a etanol)

permitird maximizar su potencial en biorefinerias sostenibles.

4.1.4. Cuantificacidn de azucares reductores, sacarosa y FOS en el extracto de yacon
4.1.4.1. Fermentacion con célula libre
Los datos de produccion de biomasa en el sistema libre y las cinéticas del contenido de

sacarosa, glucosa, fructosa y FOS se muestran en la Tabla 05
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Tabla 5
Comportamiento de parametros de la fermentacion utilizando célula libre en extracto de

yacon con 15 °Brix en funcion del tiempo

Tiempo Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (9/100 mL) (/100 mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)  (9/100 mL)
0 0.875% 0.05 0.900 0.900 3.500 1.200
18 0.880 £ 0.01 0.182 0.750 2.877 1.219
29 1.035 + 0.07 0.125 0.480 2.741 1.301
43 1.978 £ 0.03 0.089 0.180 2.341 1.333
67 2.890 £ 0.02 0.079 0.180 2.291 1.345
96 2.850 £ 0.02 0.077 0.170 2.223 1.402

e Las DS de la generacién de biomasa se evalud con tres repeticiones.

Figura 8
Cinética de formacion de biomasa y comportamiento de las concentraciones de azucares en

el extracto de yacon con 15 oBrix en funcion del tiempo, utilizando célula libre

w
"

w

/—\‘ —e—Biomasa

Sacarosa

N~
U

Glucosa

=
(6]

Fructosa

Concentracion (g/100 mL)
[E N

9

—8—FOS

©
"

o
o

20 40 60 80 100 120
Tiempo (horas)

69



Tabla 6
Comportamiento de parametros de la fermentacion utilizando célula libre en extracto de

yacon con 20 °Brix en funcion del tiempo

Tiempo Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (9/100 mL) (/100 mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)  (9/100 mL)
0 0.875 +£0.02 0.970 1.320 4.200 1.450
18 0.900 + 003 0.219 0.900 3.452 1.463
29 1.037 + 0.07 0.153 0.580 3.289 1.563
43 2.004 £ 0.04 0.110 0.210 2.809 1.610
67 3.025+0.14 0.095 0.210 2.749 1.616
96 3.024 £ 0.09 0.092 0.200 2.670 1.686

Figura 9

Cinética de formacion de biomasa y comportamiento de las concentraciones de azucares en

el extracto de yacon con 20 oBrix en funcién del tiempo, utilizando célula libre

4.5
4

=
€ 3.5
o
S 3 /0’\-0
Y, —@— Biomasa
— 2.5
s Sacarosa
g )
E e PY Glucosa
S Fructosa
5 1
(@) P —@— FOS

0.5

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (horas)

70



Tabla7
Comportamiento de parametros de la fermentacion utilizando célula libre en extracto de

yacon con 25 °Brix en funcion del tiempo

Tiempo Biomasa Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (9/100 mL) (/100 mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)  (9/100 mL)
0 0.875+0.01 1.100 1.430 4.500 1.495
18 1.025 + 0.06 0.228 0.941 3.596 1.524
29 1.095 + 0.02 0.156 0.605 3.426 1.626
43 2.124 £ 0.04 0.111 0.221 3.026 1.671
67 3.110 £ 0.08 0.099 0.219 2.864 1.681
96 3.105 £ 0.07 0.096 0.212 2.779 1.753

Figura 10

Cinética de formacion de biomasa y comportamiento de las concentraciones de azucares en

el extracto de yacon con 25 oBrix en funcién del tiempo, utilizando célula libre
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Tabla 8
Variacion de las concentraciones de azucares transcurrido 96 horas de fermentacion con

célula libre de Zymomonas mobilis

Variacion de las concentraciones de azlcares

Azucares (9/100 mL)
15 °Brix 20 °Brix 25 °Brix
Glucosa 0.90-0.17 1.32-0.20 1.43-0.21
Fructosa 3.50-2.22 4.20 - 2.67 450 -2.77
Sacarosa 0.90 - 0.07 0.97 - 0.092 1.10-0.096
Fructooligosacaridos 1.20-1.40 1.45-1.68 1.49-1.75

Tabla9
Porcentaje de reduccion de la concentracién de azucares transcurrido 96 horas de

fermentacion con célula libre de Zymomonas mobilis

Porcentaje de reduccién

Azucares (%)
15 °Brix 20 °Brix 25 °Brix
Glucosa 81.11 84.85 85.31
Fructosa 36.57 36.43 38.44
Sacarosa 92.22 90.52 91.27
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4.1.4.2. Fermentacion con célula inmovilizada

Tabla 10
Comportamiento de pardmetros de la fermentacion utilizando célula inmovilizada en

extracto de yacon con 15 °Brix en funcion del tiempo

Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (/100 mL)  (g/100 mL) (g/100 mL)  (g/100 mL)
0 0.900 0.900 3.500 1.200
18 0.800 0.740 3.450 1.600
29 0.700 0.640 2.800 2.400
43 0.550 0.320 2.100 2.600
67 0.400 0.140 1.900 2.800
96 0.300 0.08 1.400 2.990
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Figura 11
Comportamiento de las concentraciones de azucares en el extracto de yacon con 15 oBrix en

funcion del tiempo, utilizando célula inmovilizada.
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Tabla 11
Comportamiento de pardmetros de la fermentacidon utilizando célula inmovilizada en

extracto de yacon con 20 °Brix en funcion del tiempo

Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (/100 mL) (g/100 mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)
0 0.970 1.320 4.200 1.450
18 0.700 1.130 4.100 1.740
29 0.420 1.100 3.500 2.200
43 0.360 1.045 3.200 2.260
67 0.200 0.916 1.900 3.000
96 0.100 0.812 1.700 3.500

74



Figura 12
Comportamiento de las concentraciones de azucares en el extracto de yacon con 20 oBrix en

funcion del tiempo, utilizando célula inmovilizada.
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Tabla 12

Comportamiento de parametros de la fermentacion utilizando célula inmovilizada en

extracto de yacon con 25 °Brix en funcion del tiempo.

Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa FOS
(h) (9/100mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)  (g/100 mL)
0 1.10 1.430 4.500 1.495
18 0.890 1.240 4.100 2.101
29 0.510 0.850 3.120 2.602
43 0.200 0.340 2.850 3.800
67 0.120 0.130 1.940 4.101
96 0.05 0.700 1.700 4.500
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Figura 13
Comportamiento de las concentraciones de azucares en el extracto de yacon con 25 oBrix en

funcion del tiempo, utilizando célula inmovilizada.
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Tabla 13

Variacion de las concentraciones de azUcares transcurrido 96 horas de fermentacion con

célula inmovilizada de Zymomonas mobilis

Variacion de las concentraciones de azUcares

Azucares (9/100 mL)
15 °Brix 20 °Brix 25 °Brix
Glucosa 0.90-0.08 1.32-0.81 1.43-0.08
Fructosa 3.50-1.40 4.20-1.70 450-1.70
Sacarosa 0.90-0.30 0.97-0.10 1.10-0.05
Fructooligosacaridos 1.20-2.99 1.45-3.50 1.49 -4.50
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Tabla 14
Porcentaje de reduccion de la concentracion de azucares transcurrido 96 horas de

fermentacion con célula inmovilizada de Zymomonas mobilis

Porcentaje de reduccién

Azucares (%)
15 °Brix 20 °Brix 25 °Brix
Glucosa 91.11 38.64 94.41
Fructosa 60.00 59.52 62.22
Sacarosa 66.67 89.69 95.45

Tabla 15

Concentracion de fructooligosacaridos (FOS) transcurrido 96 horas de fermentacion

Sistema Concentracién de fructooligosacaridos
(%)
15 °Brix 20 °Brix 25 °Brix
Fermentacion con célula libre 116.67 115.86 117.45
Fermentacion con célula inmovilizada 249.17 241.38 302.01
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Figura 14
Comparacion de los dos sistemas de fermentacion (célula libre e inmovilidad) del proceso de

concentracion de los fructooligosacaridos.

Concentracion de los fructooligosacaridos
(%)

15 oBrix 20 oBrix 25 oBrix

B Fermentacion con Celula libre B Fermentacion con celula inmovilizada

El andlisis de las Figuras 8 al 13 evidenciaron una reduccion significativa de los azucares
reductores (glucosa, fructosa) y de la sacarosa durante la fermentacién del extracto de yacon,
comparando un sistema de células libres con un sistema de células inmovilizadas
de Zymomonas mobilis. La disminucion de azucares reductores presentd diferencias
estadisticamente significativas entre ambos sistemas (p = 0.0117; Anexo I11), siendo mayor en

el sistema inmovilizado.
En el sistema de células libres, se registraron las siguientes reducciones:
e Sacarosa: 92.22% a 15 °Brix, 90.52% a 20 °Brix, 85.31% a 25 °Brix.
e Glucosa: 81.11% a 15 °Brix, 84.85% a 20 °Brix, 85.31% a 25 °Brix.

e Fructosa: 84.85% a 15 °Brix, 36.43% a 20 °Brix, 90.52% a 25 °Brix.

78



Ademas, el analisis estadistico confirmd que el tiempo de fermentacion es una variable
significativa (p < 0.05) en la reduccion de estos azucares, observandose un mayor consumo a

tiempos mas prolongados.

Respecto a la concentracion de fructooligosacéridos (FOS), en el sistema libre se observaron
incrementos relativos de 116.17%, 115.86% y 117.45% para las concentraciones iniciales de
15 °Brix, 20 °Brix y 25 °Brix, respectivamente. Sin embargo, el sistema inmovilizado demostro
un rendimiento significativamente superior en la reduccion de azlcares reductores vy,
consecuentemente, en la concentracion final de FOS. En este sistema, los FOS alcanzaron

concentraciones relativas de 249.17% a 15 °Brix, 241.38% a 20 °Brix y 302.01% a 25 °Brix.

Estos resultados demuestran claramente la mayor eficiencia del sistema inmovilizado
para maximizar la concentracion de FOS, un efecto directamente atribuible a su capacidad
superior para reducir los azucares reductores disponibles. Este hallazgo concuerda con lo
reportado por Flores et al. (2016), quienes también documentaron la capacidad de Zymomonas
mobilis para reducir selectivamente azlcares reductores (glucosa, fructosa, sacarosa) sin
consumir FOS, resultando en un incremento relativo de estos Gltimos. La mayor eficiencia
observada en el sistema inmovilizado puede explicarse por su menor demanda energética para
la sintesis de biomasa. Al estar confinadas en perlas de alginato, las células inmovilizadas
limitan su crecimiento, canalizando una mayor proporcién de la energia metabdlica derivada
de la fermentacion hacia la produccion de metabolitos. En este contexto, la energia se dirige
predominantemente a la asimilacion de azucares reductores, lo que resulta en una disminucion
mas pronunciada de su concentracion y, por ende, en un incremento relativo de los FOS en los
solidos totales. Esta interpretacion se sustenta en los datos cuantitativos obtenidos mediante

cromatografia liquida.
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Es relevante destacar que Zymomonas mobilis es una bacteria Gram-negativa que metaboliza
glucosa y otros azlcares reductores mediante la via de Entner-Doudoroff en condiciones
anaerobicas, produciendo etanol como metabolito principal. Esta cepa presenta especificidad
sustrato, ya que solo asimila azlcares reductores simples (glucosa, fructosa, sacarosa) sin
consumir polimeros complejos como fructooligosacaridos (FOS) o inulina. Los resultados
demuestran que el sistema de células inmovilizadas exhibe un rendimiento significativamente

superior en la reduccion de azucares fermentables comparado con el sistema libre.

Esta ventaja del sistema inmovilizado concuerda con lo reportado por Silbir et al. (2014),
quienes destacan las siguientes ventajas de la inmovilizacion celular:

(i) Facilidad de separacion del producto,

(i) Reutilizacion del biocatalizador,

(iii) Alta productividad volumeétrica,

(iv) Mejor control del proceso, y

(v) Menor susceptibilidad a contaminacion.

El encapsulado en perlas de alginato de calcio —empleado en este estudio— es el método
preferido por su biocompatibilidad, condiciones de gelificacion suaves y practicidad

operativa, lo que explica la mayor eficiencia observada en la reduccién de azUcares.

Adicionalmente, Palamaea et al. (2020) enfatizan las ventajas metabdlicas de Z.
mobilis:
o Esun anaerobio facultativo con genoma completamente secuenciado,
e Exhibe wuna productividad etandlica 3-5 veces superior a Saccharomyces

cerevisiae debido a su mayor area superficial especifica, que favorece la absorcion de

glucosa,

o Presenta alta tolerancia al etanol (hasta 16% v/v), y
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e Alcanza rendimientos cercanos al 97% del maximo teorico (0.51 g etanol/100 ¢
glucosa).
Estas caracteristicas explican la drastica reduccidn de azucares reductores observada en
la Figura 7, donde los valores cuantitativos (e.g., glucosa reducida de 0.90 a 0.17 g/100

mL a 15 °Brix) son consistentes con su alta eficiencia catabdlica.

Respecto a los FOS, las Figuras 8-13 evidencian que su concentracion relativa aumenta
significativamente (FOS purificado) durante la fermentacion en ambos sistemas,
particularmente en el inmovilizado. Este incremento se atribuye a la reduccién diferencial de

azUcares simples, no a la sintesis de FOS. En el sistema libre se observa:

e 15 °Brix: Fructosa | 3.50—2.22 g/100 mL; Glucosa | 0.90—0.17 g/100 mL; Sacarosa

1 0.90—0.07 g/100 mL; FOS 1 1.20—1.40 /100 mL

e 20 °Brix: Fructosa | 4.20—2.67 g/100 mL; Glucosa | 1.32—0.20 g/100 mL; Sacarosa

1 0.97—0.09 g/100 mL; FOS 1 1.45—1.68 g/100 mL

e 25 °Brix: Fructosa | 4.50—2.77 g/100 mL; Glucosa | 1.43—0.21 g/100 mL; Sacarosa

| 1.00—0.07 g/100 mL; FOS 1 1.20—1.80 g/100 mL

La concentracion de FOS e inulina adquiere relevancia al considerar su estatus GRAS
(Generally Recognized As Safe) desde 2002 (Singh y otros, 2016). Estos compuestos, presentes
en especies como el yacon, actian como prebioticos de alto grado de polimerizacion con
demostrados beneficios para la salud. El proceso de fermentacion con Z. mobilis inmovilizada
permite concentrar estos compuestos funcionales mediante la eliminacion selectiva de azicares
reductores, superando ademas el problema de la rapida degradacion postcosecha de FOS en
tubérculos (5-10 °C). Esta estrategia facilita su incorporacion en alimentos de consumo masivo
(yogures, cereales, bebidas) para alcanzar los niveles diarios recomendados (5-8 g/dia) que

ejercen efectos prebioticos significativos.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Respecto al primer objetivo, se logré obtener zumo de yacdn con un rendimiento de
73.33 % para el extracto con 15 °Brix, 55 % para el extracto con 20 °Brix y 44 % para
el extracto con 20 °Brix, este extracto present0d caracteristicas de color oscura, se
encontrd que el extracto tuvo un pH 5,6, unaacides titulable de 0.34 g/100 gr muestra,
Materia seca 11 %, una Humedad de 86% y un contenido de cenizas de 0.48%.
Respecto a la evaluacién de los sistemas de fermentacion el mejor sistema de reduccion
de los azucares reductores es el sistema por inmovilizacion, que tiene mejor
concentracion de FOS a las 96 horas de fermentacion con 2.99 g/ 100 mL. para 15
°Brix; 3.50 g/ 100 mL para 20°Brix y 4.50 g/100 mL para 25°Brix, mientras que, para
el sistema libre, 1.40 g/ 100 mL. para 15 °Brix; 1.68 g/ 100 mL para 20 °Brix y 1.75
9/100 mL para 25°Brix; habiendo diferencias significativas entre estos sistemas de
fermentacion.

Con el sistema de fermentacién inmovilizado se puede concentrar FOS en 249.17 %
para la concentracion de 15°Brix, 241.38 % para la concentracién de 20°Brix y
finalmente de 302.01 % mayor de FOS con 25°Brix de extracto de yacon, a
comparacion del sistema libre (fermentacion con célula libre) que concentra 116.67 %
a una concentracion de 15°Brix, 115.86 % a una concentracion de 20°Brix y 117.45
% para el caso de la concentracion de 25 °Brix, por lo que es recomendable trabajar en
un sistema inmovilizado a 25 °Brix de concentracion de extracto de yacon para tener

mejores resultados.
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RECOMENDACIONES

Probar sistema de cultivo de adhesion a superficies para comparar con estos dos
sistemas y ver la mejor eficiencia en la concentracion de FOS.

Hacer una caracterizacion molecular del FOS que se obtiene para poder formular
alimentos probioticos

Hacer cinéticas de las propiedades antioxidantes en los sistemas de fermentacion, para

ver si este parametro vario significativamente con los tratamientos.
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ANEXOS

Anexo I. Extracto de yacon

A continuacion, se muestran los extractos con los que se trabajo en ambos sistemas de
fermentacion (libre e inmovilizado)

Figura 15 Imagen de Muestras de sustratos de extracto de yacon concentrado a diferentes
concentraciones (15, 20 y 25 °Brix) para la fermentacion.

Anexo Il. Cuantificacion de los fructooligosacaridos (FOS) en el proceso de fermentacion

A partir de las siguientes curvas de calibracion se calculan las concentraciones en
(9/100 mL) de azucares reductores (glucosa y fructosa), sacarosa y fructooligosacaridos en las
diferentes concentraciones del extracto de yacon durante la fermentacion ya sea con célula libre

e inmovilizada de Zymomonas mobilis.
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Figura 16 Curva de calibracion de azucares reductores y sacarosa con HPLC.

Quantification report based on Area

Sample name Fructose

{mg/mi)
S1 20.00
82 15.00
53 10.00
s4 5.00
S5 2.50

Calibration Curves:

Compound: Fructosa

Signal: RID1A

Exp. RT: 74

Corr. Coeff.: 0.994032

Residual: 180522.9191

Formula: y=ax+b £

a: 190939.13832
b: 243830.96474

c: 0.00000
d: 0.00000
Compound: Glucose
Signal: RID1A
Exp.RT: 9
Corr. Coeff.: 0.998819
Residual: 77263.43169
k-4
&
Formula: y=ax+b &

a: 184362.92674
b: 5284925772

c: 0.00000
d: 0.00000
Compound: Sacarosa
Signal: RID1A
Exp.RT: 12.5
Corr. Coeff.: 0.997825
Residual: 112317.7286 -
3
Formula: y=ax+b I3

a: 19734922926
b: 14494360228
c: 0.00000

0.00000

Glucose Sacarose
{mg/mi) (mgimi)
20.00 20.00
15.00 15.00
10.00 10.00
5.00 5.00
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== 40103325
L ]

s

I1.1. Cuantificacion de fructooligosacaridos por fermentacion con célula libre

Zymomonas mobilis

a) Para concentracion de 15 °Brix
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Tabla 16 Areas extraidas de la curva patron HPLC (extracto de yacon con 15 °Brix, sistema

célula libre)
Tiempo Area Area Area

(h) (sacarosa) (glucosa) (fructosa)
0 144945.38 52850.9 243837.648
18 144943.96 52850.6 243836.458
29 144943.85 52850.1 243836.199
63 144943.78 52849.6 243835.435
67 144943.76 52849.6 243835.339
96 144943.75 52849.6 243835.21

Caélculo de la concentracion de fructosa antes de someter al hidrolizado el extracto (FnH)

Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

_ 243837.648 — 243830.96474
NH — 190939.13832

_ 8
100 mL

(100000) = 3.5

Caélculo de la concentracion de glucosa antes de someter al hidrolizado el extracto (Gnw)

Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

G = Area—b>b
NH — a
o 52850.9 — 52849.25772 (100000) = 0.9 g
NH — 184362.92674 ~ 77100 mL
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Caélculo de la concentracion de sacarosa (S)
Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

Area—>b
S——

a

g
100 mL

_ 144945.38 — 144943.60228
N 197349.22926

(100000) = 0.9

En la tabla 17 se muestran las concentraciones de la glucosa, fructosa y sacarosa, antes

y después de someter al hidrolizado; asimismo las concentraciones de los fructooligosacéridos

(FOS).

Tabla 17 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

15 °Brix (sistema célula libre)

Tiempo S GnH FNH GH Fr FOS

(h) (9/100 mL) (/100 mL) |(g/200 mL) |(g/100 mL) |(g/100 mL) |(g/100 mL)
0 0.900 0.90 3.500 2.108 4.45 1.200
18 0.182 0.75 2.877 1.299 3.75 1.219
29 0.125 0.48 2.741 0.985 3.68 1.301
43 0.089 0.18 2.341 0.627 3.33 1.333
67 0.079 0.18 2.291 0.406 3.50 1.345
96 0.077 0.17 2.223 0.407 3.48 1.402

Célculo de la concentracion de FOS, por ejemplo, para el tiempo (0 h)

S 1.5
F= [FH ~ Fun = (E)]ﬁ
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F = [4 45 — 3.5 (0'9>] L5 _ 0.5103
I ' 1.9/114 ™

o=[sv-om ()

G = [2 108 — 0.9 (0'9)] L5 _ 0.7867
B ' 1.9/114

FOS = (G + F)(0.925) = (0.5103 + 0.7867)(0.925) = 1.2 g/100 mL

b) Para concentracion de 20 °Brix

Tabla 18 Areas extraidas de la curva patron HPLC (extracto de yacon con 20 °Brix, sistema

célula libre)
Tiempo Area Area Area
(h) (sacarosa) (glucosa) (fructosa)

0 144945.52 52851.7 243838.984
18 144944.03 52850.9 243837.556
29 144943.9 52850.3 243837.245
63 144943.82 52849.6 243836.328
67 144943.79 52849.6 243836.214
96 144943.78 52849.6 243836.063

Caélculo de la concentracion de fructosa antes de someter al hidrolizado el extracto (Fnr)

Por ejemplo, para el tiempo (0 h)



243838.984 — 243830.96474 g

— 1 =42—>
NH 190939.13832 (100000) 100 mL

Célculo de la concentracion de glucosa antes de someter al hidrolizado el extracto (Gnn)
Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

Area—>b

G =
NH a

_52851.7 —52849.25772 |\ 0 1358
NH 184362.92674 ~ 77100 mL
Caélculo de la concentracion de sacarosa (S)
Por ejemplo, para el tiempo (0)
__Area—b
a
_ 144945.52 — 144943.60228 (100000) = 0,97 g
B 197349.22926 R 100 mL

Tabla 19 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

20 °Brix (sistema célula libre)

. S GnNH FNH GH Fu FOS
Tlempo
(h) (9/200 mL) | (g/100 mL) |(g/100 mL) (9/200 mL) | (g/100 mL) |(g/100 mL)
0 0.970 1.32 4.200 2.784 5.220 1.450
18 0.219 0.90 3.452 1.889 4.170 1.463
29 0.153 0.58 3.289 1.493 4.110 1.563
43 0.110 0.21 2.809 0.841 3.920 1.610
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67

0.095

0.21

2.749

0.809

3.880

1.616

96

0.092

0.20

2.670

0.796

3.870

1.686

Célculo de la concentracion de FOS, por ejemplo, para el tiempo (0 h)

F= [5.220 —4.200 — (

S 1.5
F= [FH ~ Fvn = (E)]ﬁ

0.97
1.9

o=[sv-om ()

G = [2 784 — 1.32 (0'97>] 15 _ 1.0216
B ' 19 /114

)] L5 _ 0.546
1.4

FOS = (G + F)(0.925) = (1.0216 + 0.546)(0.925) = 1.45 g/100 mL

c) Para concentracion de 25 °Brix

Tabla 20 Areas extraidas de la curva patron HPLC (extracto de yacon con 20 °Brix, sistema

célula libre)
Tiempo Area Area Area
() (sacarosa) (glucosa) (fructosa)
0 144945.77 52851.9 243839.557
18 144944.05 52851 243837.831
29 144943.91 52850.4 243837.507
63 144943.82 52849.7 243836.552
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67 144943.8 52849.7 243836.433

96 144943.79 52849.6 243836.271

Caélculo de la concentracion de fructosa antes de someter al hidrolizado el extracto (Fnr)

Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

Area—>b
NH — a
_— 243839.557 — 243830.96474(100000 _ 45058
NH — 190939.13832 ) =4 100 mL

Célculo de la concentracion de glucosa antes de someter al hidrolizado el extracto (Gnn)
Por ejemplo, para el tiempo (0 h)

Area—>b

G =
NH a

_— 52851.9 — 52849.25772 (100000) = 1.43 g
NH — 184362.92674 ~ 777100 mL

Caélculo de la concentracion de sacarosa (S)
Por ejemplo, para el tiempo (0)

Area—>b
S_

a

4
100 mL

_ 144945.77 — 144943.60228
- 197349.22926

(100000) = 1.10

Tabla 21 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

20 °Brix (sistema célula libre)
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Tiempo S GnNH FnH GH Fh FOS

(h) (9/100 mL) (/100 mL) |(g/100 mL) |(9/100 mL) |(g/100 mL) |(g/100 mL)
0 1.100 1.430 4.500 3.316 5.280 1.495
18 0.228 0.941 3.596 1.094 4.170 1.524
29 0.156 0.605 3.426 0.856 4.110 1.626
43 0.111 0.221 3.026 0.519 3.920 1.671
67 0.099 0.219 2.864 0.763 3.880 1.681
96 0.096 0.212 2.779 0.991 3.870 1.753

Calculo de la concentracion de FOS, por ejemplo, para el tiempo (0 h)

S 1.5
F= F”_FN”_<E>]H

F = [5 28 — 4.500 (1'1())] 15 _ 0.215
I e ' 19 /114 7

o=[ouou- ()

1.9
G = [3 316 — 1.43 (1'10> L5 _ 1.4008
L ' 19/114

FOS = (G + F)(0.925) = (1.4008 + 0.215)(0.925) = 1.495 g/100 mL

Tabla 22. Areas extraidas de la curva patron HPL por fermentacion con célula inmovilizada

(extractos de yacon con 15, 20 y 25 °Brix)

Tiempo Area Area Area

100




(h) (fructosa) (glucosa) (sacarosa)

Extracto de yacon con 15 °Brix

0 243837.648 52850.9 144945.38
18 243837.552 52850.6 14494518
29 243836.311 52850.4 144944.98
43 243834.975 52849.8 144944.69
67 243834.593 52849.5 144944.39
96 243833.638 52849.4 14494419

Extracto de yacon con 20 °Brix

0 243838.984 52851.7 144945.52
18 243838.794 52851.3 144944.98
29 243837.648 52851.3 144944.43
43 243837.075 52851.2 144944.31
67 243834.593 52850.9 144944
96 243834.211 52850.8 144943.8

Extracto de yacon con 25 °Brix

0 243839.557 52851.9 144945.77
18 243838.794 52851.5 144945.36
29 243836.922 52850.8 14494461
43 243836.407 52849.9 144944
67 243834.669 52849.5 144943.84
96 243834.211 52849.4 144943.7

Realizando los mismos pasos para calcular las concentraciones de azucares reductores,

sacarosa y FOS, tal como se hizo con la fermentacion con celular libre los resultados son:
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Tabla 23 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

15 °Brix (sistema celula inmovilizada)

S Gnx Fr G FH FOS
Tiempo (/100 mL)  (9/100 mL) (g/100 mL) (g/100 mL) (g/100 mL) (g/100 mL)
(h)

0 0.90 0.90 3.50 2.108 4.450 1.20

18 0.80 0.74 3.45 2.301 4.345 1.60

29 0.70 0.64 2.80 2.764 3.834 2.40

43 0.55 0.32 2.10 2.534 3.088 2.60

67 0.40 0.14 1.90 2.410 2.876 2.80

96 0.30 0.08 1.40 2.378 2.435 2.99

Tabla 24 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

20 °Brix (sistema célula inmovilizada)
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S GnNH FNH GH Fh FOS

Tiempo (9/100 mL) (9/100 mL) (/100 mL)  (g/100 mL)  (9/100 mL) (g/100 mL)
(h)

0 0.97 1.320 4.20 2.784 5.22 1.45

18 0.70 1.130 4.10 2.602 5.12 1.74

29 0.42 1.100 3.50 2.412 4.85 2.20

43 0.36 1.054 3.20 3.463 3.45 2.26

67 0.20 0.916 1.90 3.053 3.00 3.00

96 0.10 0.812 1.70 3.498 2.65 3.50

Tabla 25 Concentraciones de azucares reductores, sacarosa y FOS para extracto de yacon con

25 °Brix (sistema célula inmovilizada)

S GnNH FNH GH Fh FOS
Tiempo (9/100 mL) (/100 mL) | (9/100 mL) |(g/100 mL) |(g/100 mL) |(g/100 mL)
(h)
0 1.10 1.43 4.50 2.476 6.12 1.495
18 0.89 1.24 4.10 2.626 5.77 2.101
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29 0.51 0.85 3.12 2.020 5.11 2.602
43 0.20 0.34 2.85 2.384 4.85 3.800
67 0.12 0.13 1.94 2.013 4.32 4101
96 0.05 0.08 1.70 2.423 3.95 4.500

Anexo I11. Analisis estadistico de los datos.

Seleccidn de las pruebas estadistico

En la investigacion realizada se utilizd la estadistica descriptiva, debido a que se sacara
promedios procedentes de los datos obtenidos en cada instrumento de medicion y
estadistica inferencial para encontrar las variables que tengan significancia en la variable
respuesta, se aplicara el Analisis de Varianza (ANVA), con una confiabilidad de 95%,
para ver la interaccién de las variables independientes en la dependiente; luego también se
realizara una prueba de DUNCAN, para hacer un ranking de los tratamientos y escoger el

mejor tratamiento de purificacion de los FOS, Todos estos analisis se realizaran con el

paquete estadistico de y Statgraphics plus.

El nivel de aceptacion de error representa uno que se pueda admitir en el analisis y en todas

las etapas de la experimentacion, en este caso la evaluacion se daréd a un nivel de a = 5% (o

=0.05) g. Todas las pruebas de trabajo6 por triplicado.

Tabla 26 Analisis de Varianza para porcentaje de reduccion de azucares reductores, sacarosa —

Suma de cuadrados Tipo IlI.

Fuente

Suma de
Cuadrados

Gl [Cuadrado
Medio

Razon-F

Valor-P
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EFECTOS
PRINCIPALES

A TRATAMIENTO [768.242 o [153.643 3.96 0.0117
B TIEMPO 15/734.7 4 [5933.6b 101.56 [0.0000
RESIDUOS 776.001 20 |36.8

172789 29

TOTAL
(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Indica que tratamiento sea libre o inmovilizado son significativos para la reduccion de
azucar reductor, igual el tiempo es altamente significativo para reducir azucares
reductores.

Tabla 27 Pruebas de Rangos Mdltiples para porcentaje de reduccion por tiempo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO[Casos[Media LS[Sigma  [Grupos,
L Homogéneos
0 DIAS |6 0.0 294297 X
Z2DIAS |6 43192 [2.54297 1 X
b DIAS [b 00.0302 254297 | X
8 DIAS |6 08.80/75 254297 X
10 DIAS |6 62.2645 254297 X
Contraste 19. [Diferencia [+/- Limites

0 DIAS - 10 DIAS
0 DIAS - Z DIAS
0 DIAS - 6 DIAS

-62.2645 10.7648
-43.192 10./648
-90.5302 10./648
0 DIAS - 8 DIAS -96.80/5 10./648
10 DIAS - 2 DIAS 19.0725 10./648
10 DIAS - 6 DIAS 6./3433 10./648
10 DIAS - 8 DIAS 3.457 10.7648

Z2 DIAS - 6 DIAS -12.3382 10./648
2 DIAS - 8 DIAS * -15.6155 10./648
6 DIAS - 8 DIAS -3.27733 10./648

* indica una diferencia significativa.

A A A A AL

X

Figura 17. Medias y 95 % de Tukey HSD por tiempo
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Tabla 8. Pruebas de Rangos Multiples para porcentaje de reduccion por tratamiento.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TRATAMIENTO [Casos [Media LS Elgma Grupos

Homogéneos
36.329 [Z2.7/8568 [ X
38.9340 [2.78568 [ XX
436654 [2.78568 | XX
46.2092 [2.78568 [ XX
473297 [2.78568 [XX

OluWH RN
U1 01010107
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[6 5 [5L.2856 [Z2.78568 [ X

Contrast [Sig. [Diferencia]+/-

e Limites
-7 7.3364 17.3866
-3 -2.5438  [12.3866
1-4 4./308 12.380606
I-5 -3.6638  [12.3866
1-0 -1.6202 12.58606
Z2-3 -9.880Z2 [12.3866
2-4 -2.6056 [12.3866
2-5 -11.0002 [12.3866
2-06 * [-14.9566 [12.3866
3-4 1.2746 17.3866
3-0 -1.12 12.380606
3-06 -5.0764  [12.3866
4-5 -8.3946  [12.3866
4-06 -12.351 12.58606
5-0 -3.9564 [12.3866

* indica una diferencia significativa.

Figura 18. Gréfica Multi-variable para porcentaje de
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Anexo IV: Protocolos de trabajo para lograr los sistemas de fermentacién con los que
se trabajo

FERMENTACION

Para la fermentacion y disminucion de los azucares reductores en el concentrado de yacon,
se realizd dos tipos de fermentacion: fermentacion sumergida (sistema libre), y
fermentacidn por inmovilizacion, en las dos fermentaciones se consideraron los parametros
iguales.

Se realizaron las fermentaciones durante distintos tiempos de acuerdo al disefio

experimental, el procedimiento que se siguio es el siguiente:

A. FERMENTACION SUMERGIDA

Para la fermentacion en sumergido, se tomaron 4 matraces de 250 ml contenian 100 ml del
medio de cultivo y se inocularon el 3% v/v del inoculo preparado de Zymomonas mobilis,
luego se incubaron a 30 °C. en agitacion a 175 rpm por los tiempos indicados en el disefio

experimental.
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Figura 19 Fermentacion sumergida
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INCUBACION / FERMENTACION

B. FERMENTACION POR INMOVILIZACION

La fermentacion por inmovilizacion se realizé en 2 etapas: la primera fue obtener
biomasa por una técnica de incorporacion en un medio de produccion y la segunda la

fermentacion por inmovilizado. Para este caso se siguid el siguiente protocolo:

En un matraz vacio estéril se colocé biomasa de Zymomona mobilis, en medio de
produccién 3% , luego se agreg6 una solucion de alginato al 4% (5 ml) y finalmente
la biomasa (pellets), todo esto se homogenizd; la mezcla se succiond con una jeringa
estéril y luego se hizo hacer gotear en un matraz que contenia cloruro de calcio a
0.05M para permitir la formacion de las perlas, se mantuvieron las esferas en el cloruro
de calcio por media hora, pasado este tiempo y una vez polimerizadas, las perlas o
esferas obtenidas se colocan en los matraces de 250 ml que contenian 100 ml del

medio de cultivo (Rios, Crespo, Terrazas y Alvares, 2007).

Figura 20 Esquema del proceso de Fermentacion por inmovilizacion
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Filtracion de biomasa

inmovilizada (perlas) Incorporacién de las

%o’ perlas al medio de
cultivo

70 ml MEDIO MANDELS

Realizar este procedimiento para cada tubo de biomasa de la primera etapa.

Figura 21 Constancia de ejecucion de la investigacion en la UNSCH.
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experimental de su tesis titulada: "Obtencion de fructooligosacaridos purificados a partir
de extracto de yacon (Smallanthus sonchifolius) concentrado mediante dos sistemas de
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Figura 22 Imagen de las raices de yacén de las que se obtuvieron el extracto.
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Figura 23 Imagen del tesista en laboratorio, realizando el proceso de inoculacion del medio
de cultivo
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