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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad prebiética in vitro
del extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) sobre la
cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. La metodologia empleada fue de enfoque
cuantitativo, con un muestreo no probabilistico por criterio y un total de 30 kg de raiz
fresca, distribuidos entre tres plantones. El extracto se obtuvo por liofilizacion, con un
rendimiento de 9.87%, y se caracteriz6 mediante analisis fisicoquimico, proximal y
fitoquimico, ademas de cuantificar fructooligosacaridos (FOS) por HPLC-RID. Se
establecieron siete grupos experimentales: control negativo, control positivo
(lactulosa) y cinco tratamientos con extracto de llacén a concentraciones de 1%, 2%,
3%, 4% y 5%, evaluados por triplicado. Los resultados mostraron que el extracto
presenté un pH de 6.18, acidez titulable de 0.86%, y 80.40 °Brix en sdélidos solubles.
El contenido de FOS fue de 16.5 g/100 mL. En cuanto al crecimiento bacteriano, los
tratamientos con concentraciones del 2% y 3% favorecieron un crecimiento
significativamente mayor de L. acidophilus (5.34x107 y 5.45x10” UFC,
respectivamente), superando al control positivo (4.35x107 UFC), con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001). Se concluye que el extracto de raiz de
llacén, debido a su alto contenido de FOS y compuestos bioactivos, promovio el
crecimiento de L. acidophilus, especialmente en concentraciones del 2% y 3%,
sugiriendo su potencial como prebidtico natural para aplicaciones alimentarias y

farmacéuticas.

Palabras clave: llacon, fructooligosacaridos, prebiotico, probiético.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the in vitro prebiotic activity of llacén root extract

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) on the Lactobacillus acido

philus ATCC 4356 strain. The methodology employed was quantitative, with non-
probability sampling based on criteria and a total of 30 kg of fresh root, distributed
among three roots. The extract was obtained by lyophilization, with a yield of 9.87%,
and characterized by physicochemical, proximate, and phytochemical analysis, in
addition to quantifying fructooligosaccharides (FOS) by HPLC-RID. Seven
experimental groups were established: negative control, positive control (lactulose),
and five treatments with llacon extract at concentrations of 1%, 2%, 3%, 4%, and 5%,
evaluated in triplicate. The results showed that the extract had a pH of 6.18, a titratable
acidity of 0.86%, and 80.40 °Brix in soluble solids. The FOS content was 16.5 g/100
mL. Regarding bacterial growth, treatments with concentrations of 2% and 3% favored
significantly greater growth of L. acidophilus (5.34x107 and 5.45x10” CFU,
respectively), surpassing the positive control (4.35x107 CFU), with statistically
significant differences (p < 0.001). It is concluded that the llacon root extract, due to
its high content of FOS and bioactive compounds, promoted the growth of L.
acidophilus, especially at concentrations of 2% and 3%, suggesting its potential as a

natural prebiotic for food and pharmaceutical applications.

Keywords: llacon, fructooligosaccharides, prébiotique, probiotique.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, ha aumentado el interés por los prebibdticos, compuestos que
estimulan el crecimiento de bacterias beneficiosas como Lactobacillus y
Bifidobacterium, favoreciendo el equilibrio intestinal. Su importancia radica en su
capacidad para prevenir y tratar diversas enfermedades intestinales, como el
sindrome del intestino irritable y la disbiosis intestinal, ademas de fortalecer el sistema
inmunoldgico y reducir la inflamacion intestinal. Entre los prebidticos mas estudiados
se encuentran los FOS, inulina y galactooligosacaridos, reconocidos por sus

beneficios digestivos (1,2).

El llacon, una raiz originaria de las regiones altoandinas del Peru, destaca por su alto
contenido de FOS. Utilizado tradicionalmente en la alimentaciéon y la medicina
popular, este tubérculo posee notables propiedades nutritivas y terapéuticas. Sin
embargo, su potencial como prebidtico aun esta poco investigado, lo que lo posiciona

como un recurso prometedor para el desarrollo de productos funcionales (3).

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, una cepa probidtica bien documentada, es
conocida por sus efectos beneficiosos en la salud intestinal, como la produccién de
acidos organicos y la inhibicion de patégenos. Evaluar la interaccidon entre esta cepa
y el extracto de llacon permitira determinar si este ultimo puede estimular el
crecimiento  bacteriano 'y mejorar la actividad metabdlica de L.

acidophilus,proporcionando evidencia sobre su potencial prebiético (2,4).

Ademas de sus beneficios para la salud, el llacon ofrece una oportunidad econdémica
para la region Cusco, donde su cultivo es tradicional. Su valorizacién en las industrias
alimentaria, farmacéutica y nutracéutica podria traer beneficios para los productores

locales y el mercado global.

En este sentido, el objetivo de esta investigacion es evaluar la actividad prebidtica in
vitro del extracto de llacon proveniente de Limacpunko, sobre la cepa L. acidophilus
ATCC 4356. Este estudio busca contribuir al conocimiento cientifico sobre el potencial
del llacon como fuente natural de prebidticos y su aplicacion en el ambito de la salud

intestinal.
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CAPITULO |

ASPECTOS GENERALES

1.1. Planteamiento del problema

A nivel mundial, los trastornos digestivos y metabdlicos, se han convertido en un
problema de salud publica cada vez mas prevalente. En particular las enfermedades
relacionadas con la microbiota intestinal, tales como el sindrome del intestino irritable
(SIl) que afecta al 10-15% de la poblacibn mundial, principalmente mujeres,
deteriorando la calidad de vida y generando altos costos médicos,la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell),la obesidad y la diabetes,estdn en aumento segun la

organizacion mundial de la salud (OMS)(5,6).

En América Latina, los trastornos metabdlicos, como la obesidad, la diabetes y las
enfermedades digestivas cronicas, también son problemas de salud publica de
creciente importancia. Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
alrededor del 60% de la poblacion adulta presenta sobrepeso u obesidad, lo que
incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades crénicas ; y un estudio de Pontet
et al. (2021) encontré una prevalencia promedio de sindrome del intestino irritable
(SIl) del 15.4% segun criterios de Roma Il y Ill, con Venezuela presentando la mayor

prevalencia (37.9%), seguida de Chile y Peru, y Nicaragua la menor (5.5%)(7,8).

A nivel nacional, en Peru, los trastornos digestivos y metabdlicos, especialmente la
obesidad y la diabetes tipo 2, estdn aumentando, afectando a un porcentaje
considerable de la poblacion. Segun el Ministerio de Salud del Peru, la prevalencia de
estas enfermedades ha ido en aumento en los ultimos afos, con un significativo
porcentaje de consultas gastroenteroldgicas relacionadas con el Sll. Estos trastornos
a menudo estan asociados con disbiosis intestinal, un desequilibrio en la microbiota

intestinal que puede ser tratado mediante el uso de prebidticos (9,10).

A nivel local, el llacon es cultivado tradicionalmente, pero no se explota
cientificamente en términos de sus propiedades prebidticas. Esta planta, rica en FOS,
podria ser clave para mejorar la salud intestinal de la poblacién local, que, al igual que
en otras regiones del pais, enfrenta altos indices de enfermedades digestivas y

metabdlicas. Sin embargo, la falta de infraestructura para la comercializacion y el



conocimiento cientifico sobre sus beneficios prebidticos limita su aprovechamiento

tanto a nivel local como nacional.

En este contexto, el llacén una raiz originaria de los Andes peruanos, ha sido
identificado como una fuente rica en fructooligosacaridos (FOS), un prebidtico de
reconocido efecto positivo en la salud intestinal. Sin embargo, su potencial como
prebidtico aun esta poco investigado. La falta de estudios cientificos que respaldan
su efectividad limita su uso y comercializacién, tanto a nivel local como nacional. A
pesar de ser un recurso agricola valioso, el llacon no ha sido aprovechado
adecuadamente para el desarrollo de productos funcionales que ayuden a modular la
microbiota intestinal, restaurar el equilibrio bacteriano (eubiosis) y, potencialmente,

reducir la prevalencia de enfermedades digestivas y metabdlicas (11).

La falta de conocimiento cientifico sobre los beneficios prebidticos del llacén, sumada
a la escasa infraestructura para su comercializacion, restringe su aprovechamiento
como un recurso para mejorar la salud intestinal y generar productos con valor
agregado. Este vacio de investigacion contribuye al desaprovechamiento econémico

del llacon como recurso agricola en la region de Cusco y en el resto del pais.

Si no se abordan estos problemas, las consecuencias para la salud publica podrian
ser graves, generando mayores costos meédicos, impacto en la calidad de vida y
sobrecarga en los sistemas de salud. Ademas, se perderian oportunidades para el
desarrollo de productos derivados del llacén, que podrian representar un beneficio

economico significativo tanto a nivel local,nacional e internacional (12).

Este escenario resalta la necesidad de investigar y demostrar cientificamente el
potencial prebidtico del llacén, especialmente en lo que respecta a su capacidad para
promover el crecimiento de bacterias beneficiosas, como Lactobacillus acidophilus, y
restaurar el equilibrio de la microbiota intestinal. Esta investigacion podria contribuir
no solo a mejorar la salud digestiva y metabdlica de la poblacion, sino también a
dinamizar la economia local mediante la valorizacion de este tubérculo como un

recurso agricola con alto potencial funcional.



1.2

Formulacion del problema

¢ Presentara actividad prebidtica in vitro el extracto de la raiz de llacén (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H.Rob) sobre la cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 43567.

1.3.

Objetivos

1.3.1. Generales

Evaluar la actividad prebidtica in vitro del extracto de la raiz de llacon (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob) sobre la cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

1.3.2. Especificos

Determinar el porcentaje de rendimiento del liofilizado de la raiz de llacén

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob).

Caracterizar el analisis fisicoquimico, la solubilidad y realizar el analisis
fitoquimico cualitativo del liofiizado de la raiz de llacon (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob).

Determinar el analisis proximal del liofilizado de la raiz de llacén (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob).

Extraer los fructooligosacaridos (FOS) a partir del liofilizado de la raiz de llacén
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob), siguiendo el método de Villafan
Gonzales et al. (2024) y cuantificar su contenido mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Realizar un control microbiolégico del extracto de la raiz de llacén (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob) por el método de cultivo.

Determinar la actividad prebidtica in vitro del extracto de la raiz de llacén
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob) sobre la cepa Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 mediante el conteo de las unidades formadoras de
colonia (UFC).



1.4. Justificacion
1.4.1. Tebrica

El llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob) es una planta andina reconocida
por su alto contenido de fructanos y fructooligosacaridos (FOS). Estos carbohidratos
no digeribles son componentes clave con potencial prebiotico, es decir, actuan como
sustrato selectivo para el crecimiento y actividad de bacterias beneficiosas en el
intestino, como las del género Lactobacillus. Si bien la composicidén general del llacén
ha sido estudiada, existe una brecha de conocimiento significativa respecto a la
actividad prebiotica especifica de variedades provenientes de microclimas
particulares (13). Esta investigacion busca llenar ese vacio al determinar la actividad
prebidtica in vitro del extracto de la raiz de llacon de la regiéon de Limanpuko-
Marcapata, Cusco, contribuyendo asi al cuerpo de conocimiento sobre las

propiedades funcionales de esta planta adaptada a un entorno especifico.

1.4.2. Practica

Desde una perspectiva practica, esta investigacion tiene el potencial de generar
resultados con aplicacion directa en multiples sectores. Al demostrar de manera
cientifica la actividad prebidtica del extracto de llacon de Limanpuko-Marcapata,
Cusco, se abre la puerta para su uso en la industria alimentaria. Este extracto podria
servir como un ingrediente clave para el desarrollo de alimentos funcionales y

suplementos nutricionales que promuevan la salud intestinal.

La validacion de sus propiedades prebioticas no solo incrementa el valor comercial
del llacon local, sino que también ofrece una alternativa natural y accesible a otros
prebidticos comerciales, que a menudo son importados. Esto podria beneficiar
directamente a los productores y cooperativas agricolas de la region, al
proporcionarles un nuevo argumento de venta y un incentivo para la produccion

sostenible de este cultivo andino.
1.4.3. Metodologica

La eleccion de un modelo in vitro para evaluar la actividad prebidtica es una
aproximacion estandar y rigurosa en la investigacion microbiologica. Este método

permite un control preciso de las condiciones experimentales como la temperatura y
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el pH, lo que es fundamental para asegurar la reproducibilidad y la validez de los
resultados, algo que seria complejo en estudios in vivo(14). La utilizacion de la cepa
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es estratégica, ya que es una cepa probidtica
ampliamente caracterizada y utilizada en estudios de este tipo, facilitando la
comparacién de nuestros hallazgos con investigaciones previas (15). En cuanto a la
preparacion del extracto se empled el método propuesto Villafan Gonzales et al
(2024), el cual describe un procedimiento estandarizado para la extraccion de
fructooligosacaridos (FOS) a partir de matrices vegetales (16). Esta metodologia
permite conservar la integridad de los compuestos prebidticos, garantizando una
muestra representativa y adecuada para su posterior analisis y evaluacion bioldgica.
De esta manera, se asegura que los efectos observados sobre el crecimiento
bacteriano puedan atribuirse directamente a los FOS presentes en la raiz de llacon.
Posteriormente, la cuantificacion de FOS se realizé mediante cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC), técnica de referencia por su alta sensibilidad vy
especificidad, que asegura la identificacién y determinacién precisa de los azucares

funcionales presentes (17).

La inclusién de la lactulosa como patron de referencia o control positivo es crucial
para validar los resultados. La lactulosa es un disacarido sintético que ha demostrado
ser un prebidtico efectivo en numerosos estudios, sirviendo como un sustrato ideal
para el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos. Al comparar la actividad
prebidtica del extracto de llacon con la lactulosa, se podra determinar la efectividad
relativa del extracto y validar si el efecto observado es comparable al de un prebidtico
reconocido (18,19). Finalmente, la técnica de conteo de unidades formadoras de
colonia (UFC) es el método de referencia para cuantificar el crecimiento bacteriano,
lo que garantiza una medicion precisa y confiable del efecto prebiotico del extracto de
llacén (20).

1.4.4. Econdmico

El cultivo de llacén a mayor escala en Peru representaria una oportunidad para
generar ingresos, fomentar el desarrollo rural y mejorar la salud de la poblacion. Al
vincular a agricultores, ingenieros agronomos y quimicos farmacéuticos, se crearia
una cadena de valor que beneficiaria a multiples actores. La transformacion del llacon

en productos farmacéuticos representa una innovacion que puede posicionar a Peru



como un lider en la produccién de alimentos funcionales. Esta iniciativa no solo
generaria empleo, sino que también promoveria la investigacion y el desarrollo en el

sector agricola, en la industria cosmética y nutracéutica.

1.4.5. Social

Esta investigacion posee una relevancia social considerable, especialmente para la
region de Cusco. Al demostrar la actividad prebiotica del llacén de Limanpuko-
Marcapata, se puede valorizar un recurso nativo y ancestral, promoviendo su cultivo
y consumo. Esto no solo podria abrir nuevas oportunidades de mercado para los
agricultores locales, mejorando su economia, sino que también podria incentivar el
desarrollo de productos con valor afadido, como alimentos funcionales o
nutracéuticos, a partir de esta materia prima. Desde una perspectiva de salud publica,
el llacon podria ofrecer una alternativa natural para mejorar la salud intestinal,
contribuyendo a la prevencion de diversas afecciones gastrointestinales y
fortaleciendo el bienestar general de la poblacién. De esta forma, la investigacion
vincula el conocimiento cientifico con el potencial de desarrollo socioeconémico y la

mejora de la salud en la comunidad.

1.5. Hipétesis

El extracto de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) presenta actividad
prebidtica in vitro sobre Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 frente al patrén

(Lactulosa).



2.1.

2.1

CAPITULO I

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

Antecedentes del estudio

1. Antecedentes internacionales

Villafan Rodriguez et al. “PULPA Y CASCARA LIOFILIZADA DE PITAHAYA
(Selenicereus undatus) PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FUENTE
POTENCIAL DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS”, UADY, México (2024) (16).

Villafan et al. (2024) realizaron un estudio enfocado en la caracterizacion
fisicoquimica de la pitahaya (Selenicereus undatus) cultivada en dos localidades
del estado de Yucatan, México, con el objetivo de evaluar parametros fisicos del
fruto fresco y determinar el contenido de fructooligosacaridos (FOS) en la pulpa y
la cascara liofilizadas. Para ello, se analizaron pesos y diametros del fruto fresco,
y se determinaron seis descriptores fisicoquimicos y seis parametros proximales
mediante analisis estandar. La metodologia empleada fue descriptivo-
comparativa; La extraccion de FOS se realizo utilizando el método solido/liquido y
los datos fueron comparados estadisticamente mediante la prueba t de Student.
Los resultados mostraron diferencias significativas entre localidades, destacando
un mayor peso de la cascara en los frutos de Kinchil. La pulpa represento entre el
67-72 % del peso total, y presenté un contenido promedio de 10,42 % de fibra
cruda y 6,92 % de proteina, mientras que la cascara present6 un alto contenido
de fibra (22,22 %) y cenizas (14,20 %). El rendimiento de extracciéon de FOS fue
de 86,49 g/kg en pulpa liofilizada y 17,64 g/kg en harina de cascara liofilizada. Los
autores concluyen que la pitahaya cultivada en Yucatan posee buenas
propiedades nutricionales, y que tanto la pulpa como la cascara liofilizada pueden
utilizarse como ingredientes funcionales en alimentos como jugos, yogures y
mermeladas, por su alto contenido de fibra dietética y FOS, lo que refuerza su

potencial como fuente natural de compuestos prebidticos.



Condado Huerta et al. “LOS FRUCTANOS DE AGAVE PROMUEVEN LA
FORMACION DE BIOPELICULA IN VITRO EN EL CONSORCIO PROBIOTICO
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus. AAM, Argentina(2024) (21).

Condado Huerta et al. (2024) realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar el
efecto de los fructanos de agave (FA) en la formacion de biopeliculas por un
consorcio de bacterias acido lacticas (BAL), compuesto por Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus,
y explorar su potencial como estrategia para modular la microbiota intestinal. Se
aplicé una metodologia con disefio experimental in vitro, en la que se expuso el
consorcio probidtico a distintas concentraciones de FA, cuantificandose la
biomasa bacteriana y evaluandose las caracteristicas estructurales de las
biopeliculas formadas. Los resultados revelaron que la adicion de una baja
concentracion de FA (0,1%) promovié significativamente la formacion de
biopeliculas por parte del consorcio de BAL. Este efecto se atribuy6 a que los FA
podrian actuar como sustrato para el crecimiento bacteriano y la sintesis de
exopolisacaridos, componentes clave en la estructura de las biopeliculas. Los
autores concluyen que los fructanos de agave tienen un potencial efecto prebidtico
al favorecer la formacion de biopeliculas en bacterias benéficas, lo que podria
aprovecharse en el disefio de nuevas estrategias probidticas y prebidticas
orientadas a la prevencion y tratamiento de enfermedades como la obesidad, la

diabetes y las patologias inflamatorias intestinales.

Ofate-Perpifian YM. en su estudio “PROTOTIPO DE LOS PREBIOTICOS DEL
LLACON PARA PROBLEMAS DIGESTIVOS Y DIABETES”, UNAD, Colombia
(2023)(22).

El presente estudio se propuso disefiar un prototipo de edulcorante en polvo a
base de prebidticos extraidos del llacon, con el objetivo de desarrollar un producto
natural y saludable para personas con problemas digestivos y diabetes. A través
de wuna metodologia mixta (exploratoria, descriptiva, experimental y
correlacional), se caracteriz6 la composicion fisicoquimica del llacon, se evaluaron
diferentes métodos de extraccion de prebidticos y se desarrollé6 un prototipo de

producto final. Los resultados obtenidos permitieron determinar la composicion



quimica del llacon y confirmar la presencia de inulina y FOS en cantidades
significativas. Ademas, se logré optimizar un proceso de extraccion que permitio
obtener un producto con alto contenido de prebidticos. El prototipo de edulcorante
en polvo desarrollado demostré ser una alternativa viable para personas que
buscan endulzar sus alimentos de forma natural y saludable. Este estudio aporta
una valiosa contribucion al campo de los alimentos funcionales, al demostrar el
potencial del llacén como fuente de prebidticos y al desarrollar un nuevo producto

que puede beneficiar la salud de la poblacién.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Ancelma Q, Yesenia R, “IDENTIFICACION DE FRUCTANOS Y EVALUACION
DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE JARABES DE LLACON (Smallanthus
sonchifolius). COMPORTAMIENTO CINETICO”, UNALM, Lima -Peru (2024)
(23).

El estudio de Quispe De la Cruz (2023) tuvo como objetivo analizar la cinética de
los fructooligosacaridos (FOS) de tipo nistosa y kestosa, entre otros metabolitos,
presentes en los jarabes de llacon (Smallanthus sonchifolius) procedentes de los
departamentos de Amazonas y Huanuco, Perl, y su estabilidad a diferentes
temperaturas. La metodologia empleada fue experimental de tipo acelerado para
ello se realizaron pruebas aceleradas a temperaturas de 45, 65 y 85 °C durante
una semana para estudiar la variacién en las concentraciones de FOS. El analisis
se llevd a cabo mediante HPLC-RID con una fase mévil acetonitrilo:agua (70:30
v/v), y LC-MS para identificar compuestos adicionales. Los indicadores de calidad
analizados fueron los FOS, azucares reductores y la capacidad antioxidante,
utilizando modelos de reaccién de primer orden y de orden cero, respectivamente.
Los resultados se observaron cambios significativos en las concentraciones de
FOS, especialmente en los dias 4 y 5 del estudio, con el jarabe de Huanuco
mostrando mayores concentraciones de kestosa (9.555 g/100g) y nistosa (8.372
g/100g), en comparacion con el jarabe de Amazonas (6.799 g/100g y 5.424
g/100q) y La vida util predictiva del jarabe de llacon se estimé en 7 dias, con un
75% de conservacion de los compuestos activos.
El estudio concluyé que el jarabe de llacon conserva bien sus compuestos

bioactivos durante una semana, garantizando una ingesta adecuada de



metabolitos. No obstante, las reacciones quimicas a diferentes temperaturas
afectan las concentraciones de fructooligosacaridos (FOS), lo cual es importante

para el desarrollo de productos funcionales.

Mascco R,Jackelin L, “CUANTIFICACION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS

POR HPLC-RID E INULINA MEDIANTE UV-VIS EN PRODUCTOS DE LLACON
(Smallanthus sonchifolius) PROVENIENTES DE DOS REGIONES DEL PERU
DE DIFERENTES ALTITUDES”, Lima-Perua (2023) (24).

Este estudio cuantifico los fructooligosacaridos (FOS) e inulina en productos de
llacon (Smallanthus sonchifolius) de Bagua (Amazonas) y Pachitea (Huanuco),
con el objetivo de analizar su contenido nutricional. La metodologia empleada
fueron dos métodos analiticos: HPLC-RID para los FOS (kestosa y nistosa) y
espectrofotometria UV-VIS para la inulina. La validacién de los métodos se baso
en las normativas europeas y brasilefas, evaluando parametros como linealidad,
LOD, LOQ, recuperacion y precisiéon. Se obtuvieron buenos resultados de
validacién: linealidad de 0.991 y 0.982 para kestosa y nistosa, respectivamente, y
una linealidad de 0.985 para inulina. El jarabe de Pachitea presenté mayor
concentracion de FOS, y el jugo de Pachitea fue el de mayor concentracion de
inulina. Concluyendo que la composicion de los productos de llacon varia segun

la region.

Gonzalez R, Natalia C.,“EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DEL
EXTRACTO DE LLACON (Smallanthus sonchifolius) EN LA VIABILIDAD DE
Lactobacillus sp BAJO CONDICIONES GASTROINTESTINALES HUMANAS
SIMULADAS in vitro”, UNS, Nuevo Chimbote-Peru (2022) (3).

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el impacto del extracto de llacon en la
viabilidad y crecimiento de Lactobacillus sp. bajo condiciones de pH 2.0 y sales
biliares al 0.3%. La metodologia empleada fueron pruebas in vitro de tolerancia
gastrointestinal simulada para ello se realizaron pruebas in vitro de tolerancia a pH
2.0 y sales biliares al 0.3%, y se analizo la cinética de crecimiento de Lactobacillus
sp. en medio MRS con y sin extracto de llacén durante 24 horas a 37°C. Los datos
fueron evaluados estadisticamente. El resultado fue que la viabilidad de
Lactobacillus sp. en condiciones de pH 2.0 y sales biliares fue de 39.67% y

86.17%, respectivamente, con el extracto de llacon y el medio con extracto
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prebiético mostré un tiempo de duplicacibn mayor y mayor velocidad de
crecimiento. Concluyeron que el extracto de llacon mejora la viabilidad y el
crecimiento de Lactobacillus sp., lo que sugiere que puede ser un prebiotico

beneficioso para aplicaciones probidticas.

2.1.3. Antecedentes locales

Calcina Andaluz “INTERACCION ENTRE HARINA DE LLACON Y ACEITE DE
COPAIBA SOBRE LA MORFOMETRIA INTESTINAL Y PARAMETROS
PRODUCTIVOS EN POLLOS DE ENGORDE EN CONDICIONES DE ALTURA”
UNSAAC, Cusco — Peru (2023)(25).

La investigacion realizada por Calcina Andaluz, tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la harina de llacon (Smallanthus sonchifolius) y el aceite de copaiba
(Copaifera officinalis) sobre la salud intestinal y la productividad de pollos de
engorde de la linea Cobb 500. El estudio comparo el rendimiento de cinco grupos,
incluyendo un control negativo, un control positivo con antibiotico, y tratamientos
con harina de llacon (0.25%), aceite de copaiba (0.15 ml/Kg), y una combinacion
de ambos aditivos.Los resultados destacaron un efecto positivo y significativo de
la harina de llacon en la morfometria intestinal. En los dias 7 y 14, se observo que
el grupo alimentado con harina de llacon (T3) presenté una mayor altura y ancho
de vellosidad, una menor profundidad de cripta y una mejor relacion
vellosidad:cripta en los segmentos del duodeno, yeyuno e ileon. Estos hallazgos
son cruciales, ya que una morfologia intestinal optimizada indica una mayor
superficie de absorcidon de nutrientes y una mejor salud del tracto digestivo. En
cuanto a los parametros productivos, el estudio encontré que, aunque no hubo
diferencias significativas al inicio del ciclo, el uso de la harina de LLacén (T3)
generé mejoras significativas en la etapa de acabado. Especificamente, este
tratamiento resulté en una mayor ganancia de peso, un menor consumo de
alimento y una mejor conversion alimenticia, asi como un mayor rendimiento de
carcasa. Concluyen que el llacén, gracias a su efecto prebiotico, puede ser una
alternativa natural a los antibiéticos para mejorar la salud intestinal y optimizar el

rendimiento productivo en la avicultura.
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Ccoyori Q, Raul., Huahuatico Vladimir. “OBTENCION DE YOGURT SIMBIOTICO
LIOFILIZADO A DIFERENTES TEMPERATURAS Y PORCENTAJES DE JARABE DE
LLACON ( Smallanthus sonchifolius)”, UNSAAC,Cusco-Per((2022)(26).

El estudio tuvo como objetivo obtener yogurt simbidtico liofilizado a diferentes
temperaturas y porcentajes de jarabe de llacon (Smallanthus sonchifolius) y
evaluar su contenido de fructooligosacaridos (FOS). La metodologia que se utilizd
es un disefo factorial 3x2 con tres niveles de jarabe de llacon (4%, 9%, 14%) y
dos temperaturas de liofilizacion (-20°C y -40°C). Se analizaron seis muestras
usando cromatografia HPLC para medir el FOS. Teniendo como resultado que
antes de liofilizar, el yogurt con 9% de jarabe de llacon tenia 1.29 g de FOS/100g.
Después de liofilizar, a -20°C la concentracion fue de 5.35 g/100g, y a -40°C fue
de 4.90 g/100g. Concluyendo que la liofilizacién a -20°C aumento la concentraciéon
de FOS en el yogurt simbiético, destacando el jarabe de llacon como un buen

potenciador de FOS en el producto.

Quispe C, Aldo, “ESTUDIO COMPARATIVO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
PREBIOTICA IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS SECOS DEL BULBO DE
CEBOLLA (Allium cepa L.) Y DEL BULBO DE AJO (Allium sativum L.) SOBRE
Lactobacillus acidophilus cepa ATCC 4356.” UNSAAC, Cusco — Peru (2019)
(27).

Quispe (2019) investigd la actividad prebidtica in vitro de los extractos secos
acuosos de bulbos de cebolla (Allium cepa L.) y ajo (Allium sativum L.) sobre
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Tuvo como objetivo comparar la actividad
prebidtica de los extractos de cebolla y ajo en el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus. La metodologia que se utilizé fue un disefio cuasi experimental,
realizando diluciones en agar MRS y evaluando el crecimiento bacteriano tras la
adicién de extractos de cebolla y ajo. Se analizaron los niveles de fructosa,
azucares reductores e inulina en los extractos. Los resultados obtenidos fueron
que ambos extractos contienen fructosa, azucares reductores e inulina,
componentes clave para la actividad prebidtica, promoviendo el crecimiento de
Lactobacillus acidophilus. Llegando a una conclusion que los extractos de cebolla
y ajo son fuentes de prebidticos que estimulan el crecimiento de bacterias

beneficiosas en el intestino, como Lactobacillus acidophilus.
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2.2. Bases teoricas

2.2.1. Llacoén

El llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob), es una raiz andina consumida
desde tiempos preincaicos. Aunque histéricamente se ha cultivado en comunidades
rurales como medio de subsistencia, no ha alcanzado la misma relevancia comercial

que otros cultivos andinos, como la papa o el camote (13).

2211. Taxonomia y descripcion botanica

Botanicamente, el llacon pertenece a la familia Asteraceae, originalmente clasificado
en el género Polymania, fue posteriormente asignado al género Smallanthus por
Robinson en 1978. Esta planta es conocida por acumular fructanos, especialmente
inulina, un tipo de fructooligosacarido con un mayor grado de polimerizacion, lo que

le otorga importantes propiedades prebidticas (13).

Fotografia 1.Raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)

Fuente: Fotografia tomada por los autores (2024)
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Fotografia 2.Planta de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)

Fuente: Fotografia tomada por los autores (2024)

Tabla 1.Clasificacion taxondmica

TAXONOMIA

ORDEN: Asterales Link

FAMILIA: Asteraceae Bercht. & J. Presl

GENERO: Smallanthus Mack

ESPECIE: Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob

Fuente: Herbario San Marcos (HSM)
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2.21.2.

Caracteristicas de la planta

Tabla 2. Descripcion de la planta

Tallos El tallo es Cilindro, peludo,hueco de color verde morado
Es una estructura vegetal adaptada para el almacenamiento de nutrientes (FOS vy
Cepao carbohidratos simples) y la propagacion vegetativa. Es una parte esencial de muchas
Corona plantas, especialmente aquellas que necesitan sobrevivir en condiciones ambientales
dificiles.
Las hojas del llacén tienen una disposicion caracteristica, creciendo de a pares en el tallo.
Hoja Su forma es triangular o acorazonada, y su tamafo varia dependiendo de la etapa de

desarrollo de la planta.

Inflorescencia

La inflorescencia del llacén es una estructura compleja formada por numerosos capitulos
florales. Las flores femeninas, con sus llamativas ligulas, son las mas visibles. La forma
y tamafio de estas ligulas son caracteristicas distintivas que permiten diferenciar las

diferentes variedades de llacon.

Flor femenina

Las flores femeninas del llacén tienen una corola tubular con una caracteristica estructura
llamada ligula. La forma y tamano de esta ligula es una caracteristica importante para

diferenciar las diferentes variedades de llacon.

Flor Estas flores tienen una particularidad en su apertura y en la funcién de sus pistilos. Su
masculina |forma tubular, formada por cinco pétalos unidos, es otra caracteristica distintiva.

Este tipo de fruto es seco, de una sola semilla y con una pared dura. Se desarrolla a partir

Fruto de varios carpelos y tiene una apariencia caracteristica con surcos paralelos en su
superficie.
Las semillas estan unidas al fruto solo por un punto. Este punto de union se llama

Semilla funiculo. El funiculo es una especie de "cordén" que conecta la semilla (que se desarrolla

a partir del évulo fecundado) con la pared del ovario, que luego se convierte en el fruto.
-Raices fibrosas: Delgadas y ramificadas, cumplen la funcion de fijar la planta al suelo
y absorber agua y nutrientes esenciales para su crecimiento.

- -Raices de reserva: Gruesas y carnosas, con forma de huso u ovalada. Estas raices

aiz

almacenan nutrientes como almidén, lo que les otorga un color blanco, crema o morado.
Sirven como reserva de alimento para la planta, especialmente durante los periodos de

escasez.

Fuente: Seminario et al. (2003)(13).
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2.21.3. Tipos de llacén

La variabilidad de formas cultivadas o morfotipos de llacon es alta tanto en el norte

como en el sur de Peru.

En el norte (Cajamarca, Amazonas, Piura, Lambayeque y La Libertad):
Inicialmente se registraron 8 morfotipos, pero una re-caracterizacion reciente
con descriptores morfologicos estandarizados definié 7. Los morfotipos mas
comunes son "morado”, "amarillo", "blanco" y "verde purpura®, los tres primeros
distribuidos en toda la regién andina. Ademas se han identificado 5 especies
silvestres (S. fruticosus,S. glabratus, S.jelksii, S.parviceps, S.siegesbckius) de
llacon en el norte de Peru (13,13).

En el sur (Cusco, Apurimac y Puno): Se han identificado 5 morfotipos,
conocidos localmente como "gello lakjun", "cheqche llakjun", "Yurac checche",
"Yurac llakjun" y "culli llakjun". En esta zona se han identificado 3 especies

silvestres(S. glabratus, S. parviceps, S.siegesbckius)(13,28).
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Tabla 3.Variedades de llacon

Fuente: Seminario et al. (2003)(13).



221.4. Descripcion geografica

El cultivo de Llacdn se extiende desde los paises de Venezuela y Colombia hasta el
norte de Argentina, su distribucion y variaciones se evidencia en los paises de
Argentina, Ecuador, Bolivia, Ecuador y Perd. En Argentina se cultiva en algunas
provincias como Salta y Jujuy; en Bolivia en los departamentos de Cochabamba,
Tarija, Chuquisaca, y La Paz; en Ecuador en las provincias de Carchi, Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Canal, Azuay y Loja y en Peru en 18
provincias: Pasco, Junin, Lima, Huancavelica, Ayacucho, Apurimac, Lambayeque,
Piura, Amazonas, Oxapampa, Ancash, Cusco, Huanuco, Cajamarca, La Libertad, San
Martin, Arequipa y Puno. Los departamentos con mayor produccion son Puno,

Ancash, Cajamarca, Oxapampa, Huanuco y Junin (13).

2.21.5. Composicion quimica y nutricional

El llacén es uno de los rizomas de almacenamiento comestible y presenta mayor
contenido de agua, representando del 83 al 90% del peso fresco de la raiz. El Llacén
almacena carbohidratos en forma de FOS y azucares libres (fructosa, glucosa y
sacarosa) y no lo almacena en forma de almidén. En general, los carbohidratos
constituyen alrededor del 90% del peso seco de las raices recién cosechadas, de los
cuales el 50-70% son fructooligosacaridos y los carbohidratos restantes son sacarosa
(5-15%), fructosa (5-15%) y glucosa baja menos del 5 % (Ver Tabla 4 y 5)(13,28).

Las proteinas y los lipidos son menos abundantes, oscilando entre el 2,4% y el 4,3%
y entre el 0,14% vy el 0,43% del peso de materia seca, respectivamente. El mineral
mas comun es el potasio, con una media de 230 mg por 100 g de alimento fresco. Y
se encuentran en cantidades minoritarias los minerales como calcio, fosforo,
magnesio, sodio y hierro. Las raices almacenadoras incluso acumulan potasio,
compuestos fendlicos, antioxidantes como el acido clorogénico, triptéfano y varias

fitoalexinases (13,28).
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Tabla 4.Composicion quimica promedio del llacon fresco (Smallanthus sonchifolius)

por kilogramo de raices comestibles

Fuente: Seminario et al. (2003)(13).

La composicion del azucar depende de factores como la variedad, época de siembra,
cosecha, temperatura y postcosecha (Tabla 5). No esta claro cémo influyen los
factores genéticos y el habitat, lo que dificulta la identificacion de especies; por ello,

es mas practico identificar raices y tallos por su color (28).

Tabla 5.Composicidon quimica y rendimiento de tres cultivares de llacén (Smallanthus

sonchifolius) provenientes de Cajamarca

Fuente: Manrique et al. (2003)(28).
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2.2.1.6. Otros componentes

Las raices de llacon contienen alrededor de 200 mg/100 g de polifenoles,

principalmente acido clorogénico y derivados del acido cafeico, junto con otros

compuestos antioxidantes como acido ferulico, acido galico, triptéfano y quercetina

(28).

2.21.7. Propiedades funcionales

Prebidticos: El llacén es rico en fibras solubles como los fructooligosacaridos
(FOS) e inulina, que actuan como prebidticos. Estas fibras no se digieren en el
intestino delgado y llegan al colon, donde son fermentadas por bacterias
beneficiosas como Bifidobacterium y Lactobacillus, produciendo acidos grasos
de cadena corta (AGCC) como acetato, propionato y butirato, los cuales
reducen el pH intestinal, inhiben bacterias patdogenas, mejoran la absorcién de

minerales y favorecen la proliferacion celular intestinal (29).

Antioxidantes: El llacon es un potente antioxidante por su composicion de
compuestos como los acidos ferulico, clorogénico y cafeico, presentes en
raices y hojas, que neutralizan los radicales libres, ayudando a prevenir
enfermedades cronicas como cancer, diabetes y problemas cardiovasculares,
ademas de ser util en el desarrollo de terapias antioxidantes y farmacos

antiinflamatorios (30).

Antiinflamatorios: El llacon presenta efectos beneficiosos como propiedades
antiinflamatorias que regulan factores inflamatorios y reducen el dafio
hipocampal en neuroinflamacion, su contenido de fructooligosacaridos (FOS)
e inulina favorece un microbiota intestinal saludable, mejora la absorcién de
minerales y modula el sistema inmunoldgico, influenciando el equilibrio de
linfocitos Th1/Th2, lo que resalta su potencial como agente terapéutico
multifacético (31).

Hipoglicemiante e hipolipemiante: Las hojas y raices de llacon tienen
propiedades hipoglucemiantes, reduciendo los niveles de glucosa en sangre
mediante la liberacién de insulina y la inhibicién de la a-glucosidasa, con

efectos comparables a la metformina en estudios con ratas, ademas la harina
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de raiz de llacon ayuda a controlar el peso corporal, reducir la ingesta de
alimentos y mejorar el perfil lipidico, mientras que el jarabe reduce la glucosa
posprandial en mujeres obesas, gracias a su contenido de fructooligosacaridos

(FOS) y compuestos fendlico (29,31).

Anticancerigena: El llacén muestra potencial anticancerigeno al inhibir el
crecimiento y migracion de células cancerosas, inducir necrosis y bloquear el
ciclo celular. Su harina, rica en fructooligosacaridos (FOS), actua como
prebidtico, mejorando la microbiota intestinal, reduciendo la proliferacion de
bacterias patdogenas y disminuyendo la formacion de criptas aberrantes. Los
FOS producen butirato, que reduce la quimiorresistencia, bloquea histonas
desacetilasas e induce apoptosis en células tumorales . Ademas, su extracto
etandlico, rico en antioxidantes y compuestos fendlicos, muestra efectividad

contra el glioma maligno (31).

2.21.8. Usos tradicionales y actuales

Medicina tradicional: El llacébn se consume tradicionalmente por sus
propiedades hidratantes, hepatoprotectoras, contra el estrefimiento,
hipocolesterolemiantes, hipoglucemiantes, antimicrobianas, antioxidantes,
fotoprotectoras, antihipertensivas y renales, ademas de utilizarse su follaje
como forraje; en Cajamarca se emplea para aumentar la secrecion lactea,

aunque algunos usos carecen de respaldo cientifico (32).

Alimentacién: EIl llacon se procesa en productos como jarabe, polvo vy
capsulas, destacandose por su bajo contenido caldrico y alto en FOS e inulina,
con potencial para mejorar la saciedad y controlar el peso; asi también se
explora en aplicaciones como el tratamiento de la depresién y en productos de
panaderia bajos en calorias. Su seguridad como alimento y prebidtico esta
respaldada por su historial y estatus GRAS de los FOS, con aprobacién
regulatoria en varios mercados internacionales, aunque el uso de sus hojas

como té requiere mas estudios (33)

Industria: El llacén del género Smallanthus sonchifolius tiene propiedades y

acciones: fibra dietética, prebidticos, edulcorantes naturales, antioxidantes,
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actividad, antiinflamatoria, antifungica, antibiética hipoglucemiante e
insecticida (30).

2.3. Prebiéticos
2.3.1. Definicion

El concepto de prebidticos, propuesto por los profesores Gibson y Roberfroid en 1995,
se refiere a una "matriz nutricional que, si los microbios huéspedes la utilizan
selectivamente, puede conferir beneficios para la salud" y consiste principalmente en
polisacaridos y oligosacaridos sin almiddn, utilizandose principalmente en galletas,
cereales, chocolate, pasta y productos lacteos. En 2015, se reviso el término
“prebidticos” para incluir “compuestos no digeribles que regulan la composicién y/o
actividad de la microbiota intestinal a través del metabolismo de los microorganismos
intestinales, produciendo asi un efecto fisioldgico en el huésped (34,35).

A la fecha, la mayoria de los prebioticos son utilizados como ingredientes alimenticios
o suplementos y son activos en el tubo digestivo. Eventualmente puede alcanzar otros

ecosistemas microbianos (piel, boca, conducto genital femenino) (35,36).

2.3.2. Tipos de prebiéticos

e Fructanos (inulina y oligofructosa)

« Galactooligosacaridos (derivados de la leche de vaca)

o Betaglucanos (paredes celulares de algunos granos de cereal, también
encontrados en ciertos hongos y algunas algas)

« Almidon y oligosacaridos derivados de la glucosa (polidextrosa, almidon
resistente a la digestion)

o Otros oligosacaridos (pectinas)

o Lactulosa (isbmero de lactosa)

o Oligosacaridos de la leche humana (>200 oligosacaridos diferentes,

apenas comenzando a descubrirse a entender su rol metabolice).

2.3.3. Fisiologia de los prebioéticos

Los prebidticos son carbohidratos no digeribles que pasan intactos por el sistema
digestivo superior (boca, estdbmago e intestino delgado). Esto se debe a que las

enzimas digestivas humanas, como la amilasa, disacaridasas y enzimas
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pancreaticas, no son capaces de hidrolizar los enlaces B-(2—1) de su estructura.
Como resultado, llegan en gran cantidad al colon, donde son fermentados por la

microbiota intestinal (37).

2.3.4. Fructooligosacaridos

Los fructooligosacaridos (FOS) son oligosacaridos de origen natural presentes en
diversas plantas como la cebolla, la achicoria, el ajo, el esparrago, el platano y la
alcachofa, entre otras. Estan formados por cadenas cortas de fructosa, generalmente
de 2 a 7 unidades, unidas mediante enlaces 3-(2—1), y que suelen terminar en una

molécula de glucosa (38).

Figura 1. Estructura quimica de los Fructooligosacaridos

Fuente: Analytical Chemistry,(2006)(39)
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2.3.4.1. Mecanismo de accion

En el colon, los prebidticos actuan como un sustrato selectivo para la microbiota
residente. Esto significa que no todas las bacterias pueden utilizarlos; su consumo se
limita a cepas beneficiosas, principalmente bifidobacterias y lactobacilos. Este
proceso se conoce como fermentacion bacteriana (37,40).
Los productos finales de esta fermentacion son:
e Gases: Hidrogeno, didéxido de carbono y metano, que son el resultado del
metabolismo microbiano.
e Acidos grasos de cadena corta (AGCC): El acetato, el propionato y el
butirato son los AGCC mas importantes. Su produccion depende de la
estructura del prebidtico; por ejemplo, la inulina, que se fermenta mas

lentamente, tiende a generar mas butirato.

Figura 2.Mecanismo de accion de los prebidticos

Fuente:The promotion mechanism of prebiotics for probiotics(2022)(40).
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2.3.4.2. Efectos en el metabolismo y salud humana

Incremento en los niveles de bacterias saludables (bifidobacterias y lactobacilos):

Este es el efecto mas directo y fundamental de los prebidticos. Al servir como sustrato

alimenticio especifico, fomentan la proliferacion de estas bacterias beneficiosas, que

son cruciales para mantener un equilibrio saludable en el ecosistema intestinal. Una

microbiota rica en estas cepas se asocia con una mejor digestion, absorcion de

nutrientes y proteccién contra patogenos (37,40).

Produccion de metabolitos beneficiosos (butirato, acetato, propionato):
La fermentacion de los prebidticos por estas bacterias produce Acidos Grasos
de Cadena Corta (AGCC) como el butirato, el acetato y el propionato (y en

menor medida, lactato y piruvato)(34,37).

Butirato: Es vital para la salud del colon. Los colonocitos, las células que
recubren el intestino grueso, obtienen hasta un 75% de su energia del butirato.
Ademas de nutrir estas células, el butirato actuia como un regulador del
crecimiento celular, promoviendo la diferenciaciéon y la apoptosis (muerte
celular programada) de células dafiadas. Este mecanismo sugiere un efecto

protector contra el cancer de colon (34).

Acetato y Propionato: Estos AGCC se absorben en el torrente sanguineo y
se transportan al higado y otros tejidos. El propionato tiene un efecto
metabodlico especialmente notable, ya que inhibe la sintesis hepatica de
colesterol y puede disminuir los niveles de triglicéridos plasmaticos. Esto lo
hace un compuesto de interés en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares (40).

Impacto en la masa fecal: La fermentacién de los prebidticos aumenta la
biomasa de las bacterias en el colon, que constituyen aproximadamente la
mitad de la masa fecal. Este incremento ayuda a mejorar los sintomas de la
constipacion al facilitar el transito intestinal (40).

2.3.4.3. Optimizacién de la absorcion y reducciéon de compuestos nocivos

Incremento en la absorcion de minerales (calcio, magnesio, entre otros):

La fermentacion de los prebidticos en el colon produce AGCC que acidifican el
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lumen intestinal. Este ambiente mas acido aumenta la solubilidad de minerales
como el calcio y el magnesio, facilitando su absorcion a través de la mucosa
colonica. Esto tiene implicaciones directas en la salud 6sea y otras funciones

metabdlicas dependientes de estos minerales (34,41).

Reduccion de la fermentacion proteica: Una microbiota desequilibrada
puede llevar a una fermentacién excesiva de proteinas en el colon, lo que
genera compuestos potencialmente tdxicos como amonio, fenoles e indoles. Al
promover el crecimiento de bacterias sacaroliticas (que fermentan
carbohidratos como los prebiéticos), se reduce la disponibilidad de proteinas
para la fermentacién putrefactiva, disminuyendo la produccion de estos
metabolitos dafinos y contribuyendo a un ambiente intestinal mas saludable
(34).

Disminucion de las poblaciones bacterianas patdégenas: El fomento del
crecimiento de bacterias beneficiosas (bifidobacterias y lactobacilos) crea un
efecto de exclusion competitiva. Estas bacterias saludables compiten por el
sustrato y los sitios de adhesidén en la pared intestinal, ademas de producir
compuestos antimicrobianos (como AGCC y bacteriocinas) que inhiben el
crecimiento de bacterias patdogenas y reducen su capacidad de colonizacion.
Esto se traduce en una mayor resistencia a infecciones gastrointestinales
(40,42).

23.4.4. Modulacién inmunolégica y reduccion de riesgos en salud

Efecto estimulante en la permeabilidad de la barrera intestinal: Si bien la
frase exacta en la fuente indica "efecto estimulante", el concepto clave es la
mejora de la integridad de la barrera intestinal (reduccién de la permeabilidad).
El butirato, producido por la fermentacion prebidtica, fortalece las uniones
estrechas (tight junctions) entre las células epiteliales del intestino. Una barrera
intestinal integra previene el paso de toxinas y patdgenos del lumen intestinal
al torrente sanguineo, lo que a su vez reduce la inflamacion sistémica y el
riesgo de enfermedades asociadas con una "permeabilidad intestinal

aumentada" o "intestino permeable” (34,43).
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e Reduccién en el riesgo de alergia: La modulacion de la microbiota por los
prebidticos juega un papel crucial en el desarrollo y la maduracién del sistema
inmunitario durante la infancia. Una microbiota equilibrada desde temprano
puede influir en la respuesta inmune, promoviendo un balance Th1/Th2
adecuado que se asocia con una menor incidencia de alergias y enfermedades
atopicas (34,44).

e Mejoria en el sistema inmunitario de defensa: Los prebidticos
indirectamente potencian el sistema inmune al influir en la composicién y
actividad de la microbiota. El intestino es un sitio clave para el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT). Los AGCC y otros metabolitos bacterianos
pueden modular la funcién de células inmunes (como macrofagos, células
dendriticas y linfocitos T), promoviendo respuestas antiinflamatorias (por
ejemplo, mediante la produccion de IL-10) e incrementando la produccion de
Inmunoglobulina A (IgA) secretora, una primera linea de defensa en las
mucosas. Esto resulta en una respuesta inmunitaria mas robusta y equilibrada
(12,34).

2.3.4.5. Origen y valor energético

Los prebidticos como la inulina y los fructopolisacaridos se encuentran en vegetales
como la achicoria, el llacon, las cebollas y los esparragos. Debido a que gran parte
de su energia se utiliza en el proceso de fermentacion bacteriana en lugar de ser
absorbida por el cuerpo, los prebidticos tienen un menor valor calérico (1.2 a 1.8

kcal/g) en comparacién con otros carbohidratos (4 kcal/g) o grasas (9 kcal/g) (37).

2.3.4.6. Fisiopatologia y consideraciones practica

A pesar de sus beneficios, los prebidticos también pueden causar ciertas molestias,

principalmente relacionadas con el proceso de fermentacion:

e Gases e hinchazén: El aumento de la produccién de gases (hidrogeno y CO2)
puede provocar hinchazén, flatulencia y malestar gastrointestinal,

especialmente en personas no acostumbradas a una dieta rica en fibra.
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Desde una perspectiva nutricional, los prebidticos se consideran seguros para el
consumo humano, lo que se refleja en la clasificacion GRAS (Generally Recognized
As Safe) de la FDA (37).

2.4. Flora Microbiana
2.4.1. Definicion

El sistema digestivo alberga una gran cantidad de microorganismos, principalmente
en el colon donde se lleva a cabo la mayor parte de su actividad metabdlica, la
microbiota intestinal esta compuesta por mas de un billén de microorganismos por
gramo de heces siendo la mayoria bacterias, las cuales juegan un papel crucial en

diversos procesos bioldgicos y metabdlicos dentro del tracto digestivo (45).

Los alimentos, el agua, el aire e incluso el tracto gastrointestinal superior son las
principales fuentes de la flora bacteriana compleja del tracto gastrointestinal humano,
las bacterias anaerdbicas comunes incluyen Bacteroidetes, Bifidobacteria,
Fusobacteria, Clostridium, Eubacterium, Pectococcus y Pectostreptococcus, las
bacterias de la boca se tragan y algunas bacterias del estdmago son eliminadas por
el jugo gastrico, los organismos grampositivos facultativos como estreptococos,
estafilococos y lactobacilos son las bacterias del estbmago que se aislan con mayor
frecuencia, el intestino delgado forma la zona de transicion entre la flora del estbmago

y el intestino grueso (45).

2.4.2. Composicion

Tabla 6.Distribucion de microorganismos predominantes y concentracion bacteriana

a lo largo del tracto gastrointestinal humano

Fuente: World Gastroenterology Organisation Global Guidelines,(2017) (35).
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2.4.3. Funciones

La microbiota mantiene una relacion simbiética comensal con el hospedador, donde

ambas partes se benefician sin causar dafio a ninguna de ellas.

2.4.4. Funcion metabdlica

La flora simbidtica descompone los residuos de carbono y proteinas no digeridos en
el intestino delgado, produciendo acidos de cadena corta y otras sustancias que

alteran el pH intestinal y favorecen la absorcion de micronutrientes (46,47).

2.4.5. Funcion barrera

e Evita la anidacion y penetracion de patogenos

e Compite por los nutrientes

e Producen sustancias antibacterianas (acidos organicos, peroxido de
hidrogeno, etanol, acido lactico) o secretan sustancias antibacterianas
naturales (bacteriocinas, toxinas antibacterianas basadas en proteinas)

¢ Aumenta la secrecién de moco.

e Aumentar la secrecién de péptidos antimicrobianos como la beta-defensina en
las células intestinales.

e Los receptores TLR2 en las células epiteliales intestinales, conocidos como
receptores tipo Toll, promueven la estabilidad de las uniones estrechas y
reducen la permeabilidad epitelial a patégenos y sus productos.

e Las proteinas bacterianas activan vias de sefalizacidon que estimulan la
fosforilacién del ECF, promoviendo la supervivencia celular al inhibir las vias
proapoptosicas y favoreciendo la proliferacién y regeneracion de las células

epiteliales intestinales (48).

2.4.6. Funcion moduladora

Son la primera y mas importante barrera protectora que nos protege de
microorganismos patdgenos y sustancias toxicas. Ademas, debe ser capaz de tolerar
bacterias beneficiosas y no reaccionar con los antigenos de los alimentos, evitando

las alergias alimentarias para que podamos alimentarnos adecuadamente (49).
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e Ayuda a los linfocitos b a activar macréfagos locales y aumentar la produccion
de IgA secretora local.

e Regulan los perfiles de citoquinas, activan o suprimen las respuestas inmunes

a nivel local y sistémico.
e Provocan una disminucion de la respuesta a los antigenos alimentarios,

favorecen la tolerancia y evitan reacciones alérgicas a los alimentos.

2.4.7. Funcion de sintesis de vitamina K

Las bacterias Gram positivas y otras bacterias (p. ej., Escherichia Coli) sintetizan
grandes cantidades de Menaquinonas (Vit. K2), situada a nivel del intestino grueso,
es una gran cantidad de vitamina K producida por bacterias del tracto digestivo en las

heces de humanos y animales (45,50).

2.5. Probidticos
2.5.1. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

La bacteria L. acidophilus fue descubierto en heces de bebés en 1900 y es muy comun
en productos lacteos como el yogur. Esta bacteria forma parte de nuestra flora

bacteriana natural y se encuentra en diversas zonas del cuerpo (51,52).

La taxonomia actual de Lactobacillus acidophilus es la siguiente:

o Filo: Fermicutes

o Clase: Bacilos

e Orden: Lactobacillales

« Familia: Lactobacillacea
o Género: Lactobacillus

« Especie: Lactobacillus acidophilus
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2.5.2. Caracteristicas de la cepa

Lactobacillus acidophilus es un bacilo Gram positivo pequeno (2-10 uym) que crece

mejor entre 37 y 42 °C y puede soportar hasta 45 °C. Su crecimiento es optimo con

unpHde 5,5a6,0ycesaaunpHde4,0. Es un organismo homofermentativo obligado

que fermenta carbohidratos para producir acido lactico y es muy sensible al oxigeno

(51).

2.5.3. Mecanismo de accién de Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus es una bacteria probidtica que beneficia la salud intestinal

principalmente a través de tres mecanismos:

Regulacién del pH: Al fermentar los carbohidratos, produce acido lactico, lo
que reduce el pH intestinal. Este ambiente acido inhibe el crecimiento de
bacterias patdgenas y reduce la actividad de enzimas dafinas que pueden ser

producidas por estas.

Competencia por Adhesiéon: Posee en su superficie estructuras que le
permiten adherirse a las paredes del intestino. Al ocupar estos sitios, impide
que las bacterias patégenas se fijen y colonicen, protegiendo asi la mucosa

intestinal.

Reduccién del colesterol: Tiene la capacidad de absorber y asimilar el
colesterol, contribuyendo a la disminucion de sus niveles en el suero
sanguineo. Este efecto ofrece un beneficio adicional para la salud

cardiovascular.
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Figura 3.Resumen de los mecanismos de accion de Lactobacillus acidophilus LB

El dibujo de la izquierda muestra como L. LB y sus moléculas secretadas combaten
patdgenos en el intestino y células epiteliales. El de la derecha ilustra como estas
moléculas contrarrestan las lesiones causadas por patdogenos en las células

epiteliales intestinales

Fuente: Maria Remes Troche et al.(2020)(51).

2.5.4. Funciones

e Actividad antibiética que eliminan bacterias enterovirulentas como Salmonella,
Listeria, Shigella, Yersinia, E. coli y H. pylori, atacando patogenos en el

intestino y en células epiteliales intestinales.

e Actividad bactericida intravacuolar, demostrada especialmente contra S.

typhimurium.

e Posee propiedades adhesivas y citoprotectoras, creando una biopelicula que
protege a los enterocitos contra E. coli difusamente adherente asociada a
diarrea, E. coli enterovirulenta, S. typhimurium, L. monocytogenes y Yersinia

pseudotuberculosis .
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2.5.5.

Tiene accion bacteriostatica, se ha demostrado su efecto contra S.

typhimurium.

Importancia de la microbiota intestinal

Lactobacillus favorece el crecimiento del huésped mejorando el peso y tamano

corporal al influir en el equilibrio microbiano y evitar la invasion de patdégenos, siendo

las interacciones sinérgicas entre Lactobacillus y la flora comensal endégena clave

para restaurar la endostasis microbiana (40).

2.5.6.

Resistencia al pH. Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus gasseri sobreviven
al pH acido del estobmago (entre 2 y 2,5) durante al menos 90 minutos, lo que
les permite llegar a su sitio de accién en el intestino (51,53).

Resistencia a la bilis. Los acidos biliares inhiben el crecimiento de E. coli,
Klebsiella y Enterococcus, y aunque los lactobacilos son resistentes a la bilis
bovina y porcina, son mas resistentes a la bilis humana, lo que favorece su
supervivencia en el tracto gastrointestinal (53).

Adhesion a la mucosa. Aunque muchos probiéticos no colonizan a los
huéspedes, Lactobacillus rhamnosus GG y otros lactobacilos pueden colonizar
al huésped durante un periodo significativo (54).

Inhibicion del crecimiento de otras bacterias. Los lactobacilos inhiben
bacterias mediante acidos, peroxido de hidrogeno, bacteriocinas y adhesion a
la mucosa, impidiendo la adherencia de patdégenos. L. acidophilus ATCC4356
protege contra E. coli y favorece la produccién de mucinas, que actuan como
barrera e inhiben la replicacion viral (55).

Inmunomodulacion: Los lactobacilos modulan la inmunidad al aumentar la
fagocitosis, producir defensinas, mejorar la respuesta a vacunas, inducir

interleucinas, activar células T y reducir la permeabilidad intestinal (56).

Aplicaciones en la salud

El Consenso Mexicano sobre Probidticos sehala que los trastornos

gastrointestinales en los que se ha demostrado el beneficio de los lactobacilos

incluyen los siguientes (57):
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o Diarrea asociada a antibiéticos (AAD)

o Diarrea infecciosa aguda en nifios y adultos.

« Prevencion de la diarrea nosocomial en nifos.

« Prevencion de la recurrencia de diarrea por C. difficile en nifios y
adultos.

« Prevencion de eventos adversos tras la erradicacién de Helicobacter
pylori.

e Sindrome del intestino irritable.

« Estrefimiento cronico en adultos.

e Uso combinado con terapia estandar para la remision de colitis ulcerosa
leve o moderada en adultos.

e Uso después del tratamiento con antibidticos, induccion o
mantenimiento de la remisidén de la reservoritis en adultos.

e Prevencion de la enterocolitis necrotizante en prematuros.

« Higado graso.

o Encefalopatia hepatica oculta y manifiesta;

« En mujeres lactantes o lactantes con alto riesgo de desarrollar una
alergia.

o Dermatitis atopica

2.6. Estado de cuestion

El llacén (Smallanthus sonchifolius), una raiz andina ancestral, ha ganado notoriedad
global por sus propiedades nutricionales y funcionales, particularmente su efecto
prebidtico. Los prebidticos son ingredientes no digeribles que estimulan
selectivamente el crecimiento y la actividad de las bacterias beneficiosas en el colon,
como los Lactobacillus y Bifidobacterium, contribuyendo asi a la salud del huésped
(36).

El principal componente responsable de la actividad prebidtica del llacon son los
fructooligosacaridos (FOS), carbohidratos no digeribles que actuan como sustrato
para la microbiota intestinal. Numerosos estudios han confirmado la capacidad de los
extractos de llacon para promover el crecimiento de bacterias probidticas. Por
ejemplo, Gonzales R (2021) demostraron que la adicién de fructanos de llacon en
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medios de cultivo aumentaba significativamente la poblacién de Lactobacillus spp. en

comparacion con otros sustratos (3).

A pesar de esta evidencia general, la composicion de FOS en la raiz de llacon puede
variar notablemente segun la variedad, el clima y, crucialmente, la altitud y el tipo de
suelo. Aunque la actividad prebidtica del llacoén ha sido bien documentada, existen
pocas investigaciones que evaluen especificamente el efecto de la raiz proveniente
de la regidon de Limacpunko-Marcapata-Cusco sobre una cepa de referencia tan
importante como el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Esta cepa ha sido
ampliamente utilizada como probidtico y como modelo de estudio debido a sus efectos

positivos en la salud intestinal (52).

Por tanto, el presente estudio busca evaluar la actividad prebidtica in vitro del extracto
de la raiz de llacén de esta region especifica del Peru, cuantificando su capacidad
para estimular el crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Esta
investigacion no solo validara el potencial de un recurso nativo de Cusco, sino que
también contribuira a la comprension de como las condiciones de cultivo andinas

influyen en las propiedades bioactivas del llacon.

2.7. Definicion de términos

« Alimento funcional: Alimento que, ademas de nutrir, proporciona beneficios

para la salud y previene enfermedades (58).

« Actividad prebiética: Efecto beneficioso de compuestos no digeribles que

estimulan el crecimiento de microorganismos beneficiosos en el intestino (36).

« Invitro: Experimentos realizados fuera de un organismo vivo, en condiciones

controladas de laboratorio (14).

« Disbiosis: Desequilibrio en la microbiota, con cambios en su composicion y

funciones (59).

o Extracto: Producto obtenido mediante la extracciéon de compuestos activos de

una planta u organismo (60).

« Ensayo microbiolégico: Experimento controlado para evaluar la respuesta

de microorganismos a sustancias, como el extracto de llacén (61).
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Lactobacillus acidophilus ATCC 4356: Cepa probidtica del género

Lactobacillus, utilizada como modelo para evaluar la actividad prebiotica (51).

Lactulosa: El laxante osmodtico, no se digiere, se metaboliza en el colon,

aumentando el agua en las heces y ejerciendo un efecto laxante (18).

Llacén: Planta andina rica en fructooligosacaridos (FOS), con propiedades

nutricionales y potencial prebiético (13).

Fructooligosacaridos: Fibras solubles no digeribles que llegan al colon y
sirven de alimento para bacterias beneficiosas, actuando como prebidticos
(39).

Microbiota intestinal: Conjunto de microorganismos del intestino que ayudan
en la digestion, defensa inmune y salud general, influenciados por probiéticos

y prebioticos (53).

Medio de cultivo MRS: Medio nutritivo usado para cultivar Lactobacillus,

modificado en este estudio al reemplazar la glucosa por extracto de llacén (62).

Prebiéticos: Son compuestos no digeribles que sirven de alimento para los
probidticos y favorecen la salud digestiva, la absorcion de nutrientes y la

funcién inmunoldgica (36).

Probioticos: Son microorganismos vivos que, al consumirse en cantidades

adecuadas, benefician la salud del huésped (46).

Simbiéticos: Productos que contienen probidticos y prebidticos para obtener

beneficios para la sanidad (46).

Unidad Formadora de Colonias (UFC): Es una medida microbiolégica que
indica la cantidad de bacterias viables capaces de formar colonias visibles en

un medio de cultivo. Se expresa en UFC/mL o UFC/g (63).
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CAPIiTULO llI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Material biolégico

e Descripcion: Raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)
e Uso: Material vegetal principal para el estudio.

3.1.2. Materiales microbioldgicos

Tabla 7.Medios de cultivo y cepa microbiana utilizados en el estudio

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.1.3. Materiales de campo

Tabla 8.Materiales utilizados para la recoleccién y transporte de muestras vegetales

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)

3.1.4. Materiales de laboratorio

Tabla 9.Materiales de laboratorio empleados en el analisis de muestras

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)

38



3.1.5. Equipos de laboratorio

Tabla 10.Descripcion de materiales de equipo

No. Equipo Marca Modelo | Capacidad/Rango Uso Principal
Balanza Pioneer | 520 g, precision Pesaje preciso de
1 OHAUS
analitica PA523 0.001g¢ muestras
) Cocinilla Calentamiento de
eléctrica muestras
FD Secadoy
3 Estufa FRAVILL 50-250°C
115Med esterilizacion
4 |Potencidometro Medicion de pH
Benchmark | bioclave
5 Autoclave 16 L, 121°C Esterilizacion
cientifica 16 L
5 Destilador de Produccion de agua
agua destilada
Almacenamiento de
7 | Refrigeradora Bosch reactivos y
muestras
Termometro Medicion de
8 Boeco
digital temperatura
Separacion de
9 Centrifuga Hettch EBA 20S muestras por
centrifugacion
FD Cultivo de
10 Estufa Binder 50-250°C
115Med microorganismos
. Conservacion de
11 Liofilizador Teshi TFD5501 250 g -2.5kg o
muestras bioldgicas

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)
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3.1.6. Solventes y reactivos

Tabla 11.Solventes y reactivos utilizados en los procedimientos de laboratorio

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)

3.1.7. Otros

e Tijeras

e Guantes de procedimiento
e Barbijos

e Cinta masking

e Mandil de laboratorio
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3.2. Ubicacién, tiempo y espacio
3.2.1. Ubicacion espacial

La investigaciéon vegetativa de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob), se
desarrolla en el centro poblado de Limacpunko, distrito de Marcapata, provincia de

Quispicanchis, departamento de Cusco.

Tabla 12.Caracteristicas geograficas, ecologicas y politico-administrativas de la zona

de estudio (Limacpunko — Marcapata — Cusco)

Ubicacidn politica

Pais Peru
Region Cusco
Provincia Quispicanchi
Distrito Marcapata
Comunidad Limacpunko
Ubicacion geografica
Latitud Sur 13° 25' 25"
Longitud Oeste 70° b4' 15"
Altitud media 3,150 m s. n. m.
Ubicacidon hidrografica
Vertiente Cordillera de los Andes — Vertiente oriental
Cuenca Cuenca del rio Araza

Ubicacion ecologica

Region ecologica

Quechua

Rango altitudinal

Entre 2,300 y 3,500 m s. n. m.

Clima

Templado con lluvias estacionales

Vegetacion

Pastizales, arbustos y cultivos andinos

Fuente: Mendoza Nina (2016)(64).
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Figura 4.Ubicacion geografica de Limacpunko, distrito de Marcapata, provincia de

Quispicanchi, Cusco, Peru

Fuente: Imagen tomada de Google Maps. Fecha de acceso: 10 de junio de 2024(65)

Figura 5.Vista satelital del centro poblado de Limacpunko, distrito de Marcapata,

provincia de Quispicanchi, Cusco, Peru.

Fuente: Imagen tomada de Google Maps. Fecha de acceso: 10 de junio de 2024 (65).
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3.2.2. Ubicacién temporal

La investigacién tiene como periodo de ejecucion entre los meses de mes Mayo al

periodo de mes de Junio 2024.

3.3. Metodologia de la investigacién
3.3.1. Enfoque investigativo

La presente investigacion se fundamenta en un enfoque cuantitativo. Este enfoque se
caracteriza por la medicién y cuantificacion de variables, la manipulacion de una
variable independiente para observar su efecto sobre una variable dependiente, y la

realizacion de experimentos en un entorno controlado (66).

3.3.2. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es aplicada porque busca resolver problemas especificos y
generar conocimientos utiles para mejorar productos o procesos, en este caso,
evaluando el potencial prebidtico del extracto de raiz de llacén para su uso en

alimentos funcionales (66).

3.3.3. Diseio de la investigacion

El diseio de investigacion es experimental puro ya que se manipula una variable
independiente “El extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H.Rob) para observar su efecto sobre una variable dependiente “El crecimiento de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356”. Se establecen grupos de control vy
experimentales para comparar el crecimiento bacteriano en presencia y ausencia del
extracto. Asimismo, se controlan las variables extrafias manteniendo las condiciones

de cultivo constantes para todos los grupos (66).

3.3.3.1. Corte

La investigacion es de corte transversal porque, se desarrolla en un unico momento
especifico, permitiendo observar y analizar las variables sin realizar un seguimiento a
lo largo del tiempo, lo cual facilita evaluar la actividad prebidtica del extracto de raiz
de llacén sobre Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en condiciones puntuales y

controladas (66).
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3.3.3.2. Alcance

La investigacidn es de nivel explicativo porque busca determinar que el extracto de la
raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) tiene un efecto prebidtico
(causa) en el crecimiento y la actividad de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
(efecto) e intenta responder a la pregunta de por qué ocurre un fenémeno al manipular
la concentracion del extracto y observar los cambios en la bacteria, se busca explicar

si existe una relacion causa (66).

3.3.4. Poblacion

La poblacion del estudio esta conformada por los cultivos de llacén (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H. Rob) establecidos en una parcela agricola del centro poblado
de Limacpunko, distrito de Marcapata, provincia de Quispicanchis, departamento del
Cusco. Esta poblacién incluye todas las plantas de llacon cultivadas en dicha area

durante la campana agricola correspondiente al afio de estudio.

3.3.5. Muestra

La muestra esta conformada por raices frescas de tres plantones de llacon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob), seleccionados en sectores
representativos (inicio, centro y final) de una parcela agricola en Limacpunko. De cada
plantén se recolectan 10 kg de raiz fresca, totalizando 30 kg, a partir de los cuales se
obtiene el extracto utilizado para evaluar su actividad prebidtica in vitro sobre
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

3.3.6. Tamaino de muestra

El estudio utiliza un muestreo no probabilistico por criterio considerando la
homogeneidad del terreno, la accesibilidad de las plantas y su estado sanitario, con
el fin de obtener un extracto representativo de las condiciones 41 del cultivo (62). El
tamafo muestral estd constituido por 30 kilogramos de raiz fresca de llacén,
recolectados equitativamente (10 kg por plantén) de tres unidades muestrales
representativas de distintas ubicaciones dentro de la parcela (inicio, centro y final del

cultivo).
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Flujograma 1.Seleccién de poblacion, muestra y muestreo

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.3.7. Criterios de seleccion

3.3.71.

3.3.7.2.

Criterios de inclusioén

Plantones de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob) con un
estado fenolégico adecuado (raices completamente desarrolladas).
Plantones que no hayan sido tratados con productos quimicos ajenos al
manejo agricola tradicional.

Plantones cultivados en la misma campaia agricola, en condiciones
homogéneas de suelo y riego.

Las raices frescas seleccionadas deben tener un peso y tamafo

uniforme.

Criterios de exclusion

Plantones con signos de enfermedad, plagas o dano fisico evidente.
Plantones ubicados en zonas con alteraciones visibles del terreno (por
ejemplo, erosion, encharcamiento).

Plantones expuestos a insumos agricolas no convencionales o con

manejo agronémico no estandarizado.
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3.4.

Tabla 13.0Operacionalizacion de variables

Identificacion y operacionalizacién de variables

salud.

resultados con un control
negativo, y positivo tras
48 horas de incubacion.

las 48 h

< < ESCALA | UNIDAD
TIPO DE DEFINICION DEFINICION <
VARIABLES DIMENSION | INDICADOR [INSTRUMENTO DE DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION | MEDIDA
Es el extracto obtenido |Concentracion % de Balanza .
Extracto de la olizrl:iggzns:rr:itrrzdeola de la raiz de llacén del extracto | rendimiento analitica Razon g/mL
raiz de llacon raiz del llacén ;nic;l%r::titla:(’;?cucslc;ggzr;
(Smallanthus . (Smallanthus sonchifolius gu ’ :
o Independiente . distintas concentraciones
sonchifolius (Poepp.) H. Rob) , rica en ara evaluar su efecto
(Poepp.) H. compuestos funcionales P | L
Rob) . como sobre el crecimiento de Presencia de
fructooligosacaridos Lactobaglllus_ acidophilus FOS HPLC-RID Razon %
' in vitro. FOS
L Recuento de
Se medira in vitro a unidades _
través del recuento de formadoras | FlacadePetri+ o .
Es la capacidad de una | unidades formadoras de de colonias | ™Medio MRS
Actividad sustancia de estimular el | colonias (UFC/mL) de (UFC)
prebidtica crecimiento o la actividad | Lactobacillus acidophilus
sobre Dependiente de bacterias beneficiosas en medios MRS Crecimiento UFC/mL
Lactobacillus P como Lactobacillus suplementados con el bacteriano
acidophilus acidophilus, promoviendo | extracto de la raiz de o
ATCC 4356. efectos positivos enla | llacon, comparando los Crecimiento a |~ .0 4o UFC |Razon

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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Tabla 14.Variables intervinientes

Medio de Cultivo

INTERVINIENTES

Composicion del medio de cultivo: La presencia y concentracion de otros nutrientes (fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas,
minerales) en el medio de cultivo (MRS) pueden afectar el crecimiento y metabolismo de la bacteria, independientemente del extracto
de llacon.

pH inicial del medio de cultivo: El pH inicial puede influir en el crecimiento y la actividad enzimatica de L. acidophilus.

Presencia de oxigeno: El Lactobacillus es anaerobio facultativo, la cantidad de oxigeno presente en el cultivo puede afectar su
crecimiento y metabolismo

Cepa Bacteriana

Viabilidad y estado fisiologico del inéculo de L. acidophilus: La salud y la fase de crecimiento de las bacterias al inicio del
experimento pueden afectar su respuesta al extracto de llacon.

Adaptacion de la cepa al medio: Sila cepa no esta bien adaptada al medio de cultivo base, su respuesta al extracto puede ser
diferente.

Variabilidad genética dentro de la cepa: Aunque se utiliza una cepa ATCC, siempre existe una pequefia posibilidad de variabilidad
genética que podria influir en los resultados.

Extracto de llacén

Método de extraccion y liofilizacién: Las condiciones de extraccion y liofilizacion pueden afectar la disponibilidad y la integridad de
los compuestos bioactivos del llacon.

Estabilidad del extracto durante el almacenamiento: Si el extracto no se almacena correctamente, sus componentes activos
pueden degradarse.

Condiciones
Experimentales

Temperatura de incubacion: La temperatura afecta directamente el crecimiento y la actividad metabdlica de las bacterias.

Tiempo de incubacién: El periodo de incubacion influye en la fase de crecimiento bacteriano y la cantidad de metabolitos producidos.

Agitaciéon o ausencia de agitacién: La agitacion puede afectar la disponibilidad de nutrientes y la distribucién de los metabolitos en
el medio.

Contaminacioén: La presencia de otros microorganismos contaminantes pueden alterar los resultados.

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5. Procedimiento de la parte experimental de la investigaciéon
3.5.1. Procedimiento general

El procedimiento general describe, de forma detallada, los pasos que se realizan para
la recoleccion de la raiz de llacon, la preparacion del extracto y la evaluacion de su
efecto prebidtico in vitro sobre la cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, con el
propdsito de determinar su posible actividad prebidtica. El proceso de investigacion
se organiza en tres fases principales, cada una con sus respectivos procedimientos

especificos.

Flujograma 2.Procedimiento General

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.2. Fase I: Obtencion y caracterizacion del extracto de llacén

3.5.21. Recoleccion de la muestra
La recoleccion se realiza en una plantacion de llacon ubicada en Limacpunko,

Marcapata, Quispicanchis, Cusco, durante la campana agricola del afo 2024.

Flujograma 3.Localizacion de la planta

Seleccion de tres sectores
representativos del cultivo: inicio,
centro y final.

v

Aplicacién de criterios de
seleccion de plantones: Sanidad
vegetal, desarrollo adecuado y
accesibilidad.

!

Identificaciéon y marcacién de
los plantones seleccionados.

!

Recoleccidn de raices frescas:
10 kg por planton.

!

Conformacion de la muestra
total: 30 kg de raiz fresca.

!

Transporte y conservacion:
Del material vegetaal para su
procesamiento posterior.

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.2.2. Identificacion taxondmica

La identificacion taxondmica de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H. Rob) se realiz6 en el Herbario San Marcos (USM) de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, donde la muestra recolectada en Limacpunko, Marcapata—
Cusco, es verificada con ejemplares de referencia para asegurar su correcta

identificacion cientifica.

Flujograma 4.Validacion taxondmica de la planta de llacon

. Localizacicgn, altitud,
Registro de datos coordenadas GPS,fecha,
L fn situ recolector.

b4

Prensado v
secado de la
muestra

Etiquetado
pereliminar

Entrega al
herbarico San
Marcos

Registro y
emision de
constancia

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.2.3. Proceso de liofilizacion

La liofilizacion de la raiz de llacon se llevo a cabo en el laboratorio de investigacion,
seccion Nutricion, de la Facultad de Agronomia y Zootecnia de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). Para ello, las raices de llacdn
fueron previamente troceadas y se congelaron a -20oC durante 24 horas.
Posteriormente, las muestras se sometieron a un proceso de secado por sublimacién
en un liofilizador a presion reducida por un periodo de 48 horas. Una vez finalizado el
proceso, el producto seco se almacend en recipientes herméticos para garantizar su

conservacion.

El porcentaje de liofilizacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

. e, Peso fresco — Peso liofilizado
%Porcentaje de liofilizacion = ( Peso f )x100
eso fresco

e Peso final del liofilizado (g): peso de la muestra después de la liofilizacion.

e Peso inicial de la muestra fresca (g): peso de la muestra antes de la

liofilizacion
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Flujograma 5. Pasos del proceso de liofilizacién

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)
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3.5.24. Analisis fisicoquimico

El analisis fisicoquimico del liofilizado de la raiz de llacén fue llevado a cabo en la

Unidad de Prestacion de Servicios de Analisis Quimico del Departamento Académico

de Quimica, perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

San Antonio Abad del Cusco. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (n = 3)

con el fin de garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados obtenidos.
(VER ANEXO 16).

Determinacién de Humedad: Método gravimétrico (AOAC 930.15.2020)

Se pesd 1 g de muestra de raiz de llacon liofilizada en un crisol previamente
tarado, posteriormente, la muestra se secé en la estufa a 105 °C hasta alcanzar
peso constante, permitiendo la evaporacion del contenido de agua. Luego, el crisol
se enfrid en un desecador y se peso en la balanza analitica (67). El procedimiento

se realizé por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.

La humedad se calcula por la siguiente formula:

P Inicial — P Final
%Humedad = Pl inicial x100

¢ P inicial: peso inicial de la muestra liofilizada

o P final: peso final de la muestra deshidratada.

Determinaciéon de cenizas: Método gravimétrico (AOAC 942.05.2012).
Se pesd aproximadamente 1 g de muestra liofilizada en un crisol previamente
tarado. La muestra se sometié a carbonizacion inicial en mechero hasta eliminar
humos, y posteriormente se incineré en una mufla a 550 £ 25 °C hasta obtener
cenizas de color blanco o gris claro (aproximadamente 4—6 h). Posteriormente, el
crisol se dej6 enfriar en un desecador y se peso hasta alcanzar peso constante

(67). El procedimiento se realiz6 por triplicado.

El porcentaje de cenizas se calculd mediante la siguiente ecuacion:

] Peso cenizas
%Cenizas = — — x100
Pi muestra liofilizada

s Piseca: peso inicial de la muestra liofilizada.
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Determinacién de grasa: Método Soxhlet (AOAC 920.039.1990)
Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra liofilizada y molida en cartuchos de
papel filtro. La extraccion se realizd en un equipo Soxhlet utilizando éter de
petréleo (40—60 °C) como solvente, durante 6 horas continuas.Posteriormente, el
solvente se elimind por destilacion y el matraz con la grasa extraida se seco en
estufa a 105 °C durante 30 minutos, se enfrié en desecador y se peso hasta peso
constante (67).El procedimiento se realizd6 por triplicado para garantizar la

reproducibilidad de los resultados.
El contenido de grasa se calculé mediante la formula:

Peso grasa
%Grasa = — — x100
Pi muestra liofilizada

Pi seca: peso inicial de la muestra liofilizada

Determinaciéon de fibra: Método gravimétrico (AOAC 962.09, 2012).
Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra liofilizada y molida, que fueron
sometidos a una digestidn acida con acido sulfurico al 1.25 % en reflujo durante
30 minutos. Posteriormente, el residuo se filtr6 y se lavd con agua destilada
caliente. Luego, la muestra retenida fue sometida a una digestion alcalina con
hidroxido de sodio al 1.25 %, también en reflujo durante 30 minutos. El residuo
resultante se filtr6 nuevamente y se enjuagé con abundante agua destilada
caliente, seguido de lavado con acetona para eliminar impurezas. ElI material
obtenido se seco en estufa a 105 °C hasta peso constante, se enfrié en desecador
y se peso. Finalmente, el residuo se incineré en mufla a 550 °C durante 3 horas,
y se volvid a pesar(67).El procedimiento se realiz6 por triplicado para garantizar la

reproducibilidad de los resultados.
El contenido de fibra cruda se calculé mediante la formula:

% Fib Peso Fibra 100
ibra = X
° Pi muestra liofilizada

Pi seca: peso inicial de la muestra liofilizada

Determinacién de proteina: Método Kjeldahl (AOAC 984.13.2021)
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Se peso6 1g de muestra liofilizada previamente pulverizada y se colocé en un tubo
de digestion, al cual se afiadié acido sulfurico concentrado junto con una mezcla
catalizadora que facilitd la transformacién del nitrégeno organico en sulfato de
amonio. La digestion se llevo a cabo bajo calentamiento controlado hasta obtener
una solucion clara y transparente. Posteriormente, la muestra digerida se sometio
a un proceso de destilacién en medio alcalino, liberandose el amoniaco, que fue
arrastrado por vapor y retenido en una solucién de acido bérico. Finalmente, la
cuantificacion del nitrégeno se realizé mediante titulacion con acido clorhidrico
estandarizado, determinandose asi el contenido total de nitrégeno presente en la
muestra (67).
PM N x (Vm—Vb) x F

%Proteinas = x100
° P muestra liofilizada

* PM: Peso molecular del nitrégeno (14.007) 46
* Vm: Volumen gastado de la muestra.

* Vb: Volumen gastado del blanco.

* N: Normalidad del acido (0.0981)

* F: Factor de conversion (6.25)
Determinacion de Carbohidratos

Se obtuvo por diferencia después que se completaron los analisis de ceniza,
proteina, grasa y fibra. %P: porcentaje de proteinas %F: porcentaje de fibras. %C:

porcentaje de cenizas. %G: porcentaje de grasas.

%Carbohidratos = (100 — (%P + %F + %C + %G)
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3.5.2.5. Solubilidad

La prueba de solubilidad del extracto liofilizado de raiz de llacén se llevd a cabo en el
Laboratorio de Bromatologia, Cromatografia y Espectrometria de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). Para
este analisis se emplearon solventes de distinta polaridad, entre ellos hexano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, etanol al 96 La prueba de solubilidad del
extracto liofilizado de raiz de llacén se llevo a cabo en el Laboratorio de Bromatologia,
Cromatografia y Espectrometria de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). Para este analisis se emplear
La prueba de solubilidad del extracto liofilizado de raiz de llacén se llevo a cabo en el
Laboratorio de Bromatologia, Cromatografia y Espectrometria de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). Para
este analisis se emplearon solventes de distinta polaridad, entre ellos hexano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, etanol al 96% y metanol. En cada ensayo se
disolvieron 0,5 mg de liofilizado en 1 mL del solvente correspondiente, manteniendo

la mezcla bajo agitacion durante un periodo de 5 minutos (VER ANEXO 6y 17).
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Flujograma 5.Prueba de Solubilidad

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.2.6. Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis fitoquimico cualitativo del liofilizado de llacon se llevd a cabo en el
laboratorio de Bromatologia, Cromatografia y Espectrometria de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Fisica y Matematicas de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco (UNSAAC). Para ello, se realizaron pruebas colorimétricas
especificas para la deteccion de metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas y compuestos fendlicos. El procedimiento se ejecuto
por triplicado siguiendo protocolos fitoquimicos clasicos. Las reacciones se
observaron visualmente a través de cambios de color o la formacién de precipitados,
utilizando tubos de ensayo y bafio Maria (VER ANEXO 7 y 17).

Tabla 15.Analisis Cualitativo de Metabolitos Secundarios de la raiz de llacon

ENSAYO REACTIVOS ESPECIFICACION
Compuestos cloruro férrico al 1% la presencia de precipitado o
fenclicos (FeCl3): coloraciones azuladas verdosas
. Tricloruro de hierro
Taninos (FeCl3): Color azul, verde
Color rojo, amairillo,
Flavonoides Rx. De SHINODA
anaranjado
Acido sulftirico
Quinonas Color rojo en fase acuosa
Concentrado
Saponinas Prueba de espuma Formacién de espuma

Triterpenos y Reaccién de Liberman | Coloraciéon rosada o purpura muy

esteroides Burchard rapido y verde intenso
Dragendorff Precipitado rojo a naranja
Alcaloides
Wagner Precipitado marrén

Fuente: Lock de Ugaz(68)
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Flujograma 6.Analisis fitoquimico cualitativo

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.2.7. Analisis proximal

Determinacién de Humedad: Método gravimétrico (AOAC 930.15.2020)

Se pesO6 1 g de muestra de raiz de llacon liofilizada en un crisol previamente
tarado, posteriormente, la muestra se secé en la estufa a 105 °C hasta alcanzar
peso constante, permitiendo la evaporacion del contenido de agua. Luego, el crisol
se enfrid en un desecador y se peso en la balanza analitica (67). El procedimiento

se realizé por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.

La humedad se calcula por la siguiente formula:

P Inicial — P Final
%Humedad = Pl inicial x100

P inicial: peso inicial de la muestra liofilizada

P final: peso final de la muestra deshidratada.

Determinaciéon de cenizas: Método gravimétrico (AOAC 942.05.2012).
Se pesd aproximadamente 1 g de muestra liofilizada en un crisol previamente
tarado. La muestra se sometio a carbonizacion inicial en mechero hasta eliminar
humos, y posteriormente se incineré en una mufla a 550 + 25 °C hasta obtener
cenizas de color blanco o gris claro (aproximadamente 4—6 h). Posteriormente, el
crisol se dejé enfriar en un desecador y se pesé hasta alcanzar peso constante

(67). El procedimiento se realizé por triplicado.

El porcentaje de cenizas se calculé mediante la siguiente ecuacion:

%Ceni Peso cenizas 100
oCenizas = — —— X
Pi muestra liofilizada

Pi seca: peso inicial de la muestra liofilizada.

Determinacion de  grasa: Método  Soxhlet (AOAC  920.039.1990)

Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra liofilizada y molida en cartuchos de

papel filtro. La extraccion se realizé en un equipo Soxhlet utilizando éter de petrdleo

(40-60 °C) como solvente, durante 6 horas continuas.Posteriormente, el solvente se
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elimind por destilacion y el matraz con la grasa extraida se sec6 en estufa a 105 °C

durante 30 minutos, se enfrié en desecador y se peso hasta peso constante (67).El

procedimiento se realizé por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los

resultados.

El contenido de grasa se calculé mediante la formula:

Peso grasa
%Grasa = — —— x100
Pimuestra liofilizada

Pi seca: peso inicial de la muestra liofilizada

Determinaciéon de fibra: Método gravimétrico (AOAC 962.09, 2012).
Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra liofilizada y molida, que fueron
sometidos a una digestidon acida con acido sulfurico al 1.25 % en reflujo durante
30 minutos. Posteriormente, el residuo se filtré y se lavdé con agua destilada
caliente. Luego, la muestra retenida fue sometida a una digestion alcalina con
hidroxido de sodio al 1.25 %, también en reflujo durante 30 minutos. El residuo
resultante se filtr6 nuevamente y se enjuagdé con abundante agua destilada
caliente, seguido de lavado con acetona para eliminar impurezas. El material
obtenido se seco en estufa a 105 °C hasta peso constante, se enfrié en desecador
y se peso. Finalmente, el residuo se incineré en mufla a 550 °C durante 3 horas,
y se volvio a pesar (67).El procedimiento se realizé por triplicado para garantizar

la reproducibilidad de los resultados.

El contenido de fibra cruda se calculé mediante la formula:

Peso Fibra
%Fibra = — — x100
Pi muestra liofilizada

Pi seca: peso inicial de la muestra liofilizada

Determinacién de Proteina: Método Kjeldahl (AOAC 984.13.2021)

Se peso6 1g de muestra liofilizada previamente pulverizada y se colocé en un tubo
de digestion, al cual se afiadié acido sulfurico concentrado junto con una mezcla
catalizadora que facilité la transformacion del nitrégeno organico en sulfato de

amonio. La digestién se llevé a cabo bajo calentamiento controlado hasta obtener
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una solucion clara y transparente. Posteriormente, la muestra digerida se sometio
a un proceso de destilacion en medio alcalino, liberandose el amoniaco, que fue
arrastrado por vapor y retenido en una solucién de acido boérico. Finalmente, la
cuantificacion del nitrégeno se realizé mediante titulacion con acido clorhidrico
estandarizado, determinandose asi el contenido total de nitrdgeno presente en la
muestra (67).

PM N x (Vm—Vb) x F

%Proteinas = x100
° P muestra liofilizada

* PM: Peso molecular del nitrégeno (14.007) 46
* Vm: Volumen gastado de la muestra.
* Vb: Volumen gastado del blanco.

* N: Normalidad del acido (0.0981)

* F: Factor de conversion (6.25)

Determinacion de Carbohidratos

Se obtuvo por diferencia después que se completaron los analisis de ceniza,
proteina, grasa y fibra. %P: porcentaje de proteinas %F: porcentaje de fibras. %C:

porcentaje de cenizas. %G: porcentaje de grasas.

%Carbohidratos = (100 — (%P + %F + %C + %G)

3.5.3. Fase ll: Extraccion y cuantificacion de FOS y Control Microbiolégico.

3.5.3.1. Extraccion de Fructooligosacaridos

La extraccidon de los fructooligosacaridos (FOS) de la raiz de llacén liofilizada se

realizd en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). Para el procedimiento,

se mezclo el polvo liofilizado con agua destilada en una proporcion de 1:5 (p/v). La

mezcla se sometié a agitacién continua a una temperatura de 28+2-C durante 1 hora.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd y se filtré para obtener el extracto liquido, el

cual se utilizé para los analisis subsiguientes.
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Flujograma 7.Extraccion de FOS

Fuente: Villafan et al., (2024)(16)
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3.5.3.2. Cuantificacion de fructooligosacaridos (FOS) por HPLC-RID

La cuantificacién de fructooligosacaridos (FOS) se llevo a cabo en el laboratorio de
Bromatologia, Cromatografia y Espectrometria de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Fisica y Matematicas de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco
(UNSAAC). Para ello, se utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) equipada con un detector de indice de refraccion (RID). Se empled una
columna especifica para la separacién de carbohidratos, y se calibré el equipo
utilizando un estandar comercial (17). El analisis se ejecutd por triplicado para
garantizar la precision y la reproducibilidad de los resultados obtenidos (VER ANEXO
19).

Flujograma 8.Cuantificacion de FOS

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.5.3.3. Control microbiolégico

La evaluacion microbiolégica del extracto acuoso de llacdn se realizd siguiendo el
meétodo de la Comision Internacional en Especializaciones Microbiolégicas para
Alimentos (ICMSF). Para este analisis, se cuantificé la carga microbiana total, se
identificaron microorganismos indicadores de higiene y se detectaron patdégenos
especificos. Los resultados se interpretaron aplicando los criterios microbioldgicos
correspondientes, los cuales incluian limites para asegurar la calidad y seguridad del

producto.

Tabla 16.Criterios microbiolégicos y limites permisibles segun la ICMSF para

extractos vegetales.

Microorganismo | Limite Microbiolégico

Criterio (ICMSF) Descripcion

Evaluado Permisible

Ausencia obligatoria _
Ausencia Salmonella

spp.

Criterio imperativo| de patégenos para | Salmonella spp.

garantizar inocuidad

Escherichia coli

Criterio indicativo

Refleja condiciones

o higiénicas durante (coliformes Ausencia E. Coli
de higiene .

el procesamiento fecales)
i Ay Aerobios

Niveles maximos - . 10 10° UFC

Criterio de alerta | aceptables antes de | mesdfilos viables
o limite critico requerir medidas Hongos y
. 102-10° UFC

correctivas levaduras

Fuente: Comision Internacional en Especializaciones Microbiologicas para
Alimentos (IMCSF) (69).

Los recuentos se realizan por siembra en medios selectivos y diferenciales, con
incubacion bajo condiciones especificas para cada grupo microbiano. Todos los

analisis se efectuan por triplicado bajo condiciones estériles.
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Flujograma 9.Proceso de control microbioldgico por criterio imperativo para

deteccidon de Salmonella spp

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)
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Flujograma 10.Proceso de control microbiolégico por criterio de limites criticos para

deteccion de hongos y levadura

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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Flujograma 11.Proceso de control microbioldgico por criterio de alerta o limites

criticos para deteccion de aerobios mesofilos

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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Flujograma 12.Proceso de control microbiolégico por criterio indicativo de higiene

para deteccidn de coliformes fecales

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)
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3.5.4. Fase lll: Evaluacion de la Actividad Prebiética In Vitro

3.5.4.1. Evaluacion de la actividad prebiética in vitro

Disefio experimental para la determinacion de la actividad prebiética in vitro del

extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) sobre
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Para desarrollar la parte experimental se debe que tener en cuenta lo siguiente:

Grupos de tratamiento:

Se establecen los siguientes grupos experimentales, con réplicas (triplicado por cada

condicion y tiempo):

1.

Grupo Control Negativo (CN): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC
4356

Grupo Control Positivo (CP): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 + Lactulosa

Grupo Tratamiento 1 (X1): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
+ extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) ([1%]).

Grupo Tratamiento 2 (X2): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
+ extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)
([2%]).

Grupo Tratamiento 3 (X3): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
+ extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H.Rob) ([3%]).

Grupo Tratamiento 4 (X4): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
+ extracto de la raiz de Illacon(Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H.Rob) ([4%]).

Grupo Tratamiento 5 (X5): Agar MRS + Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
+ extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H.Rob) ([5%]).
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G1 o1

G2 X1 02
G3 X2 03
G4 X3 04
G5 X4 05
G6 X5 06
G7 X6 o7

Donde:

G: Grupo de cultivos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en agar MRS

X: Representa las concentraciones del grupo blanco (Agar MRS + Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356), grupo patron (Agar MRS + Lactulosa + Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356) y grupos de experimentacion (Agar MRS + extracto de la

raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) + Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356):

X1:[0.01427 %] del patron Lactulosa (15 mg/100 mL)

X2: [1%] extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) (1 g/100 mL)

X3: [2%] extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) 2 g/100 mL)

X4: [3%] extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) (3 g/100 mL)

X5: [4%] extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) (4 g/100 mL)

X6: [5%] extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.
Rob) (5 g/100 mL)

O: Observaciones que se realizan a cada grupo experimental (conteo de UFC a las

48 h)
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Flujograma 13.Activacion de la cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Fuente: Elaboracién propia (autoria compartida)
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Tabla 17.Evaluacion del crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en
medio MRS con diferentes concentraciones de extracto de la raiz de llacdn

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)

Concentracion - . Medio de Condiciones de
%) croorganismo cultivo incubacion

1 Lactobscillus acidophifus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
Blanco 2 Laciobacillus acidophilus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
a Lactobsciliuz acidophilus ATCC 4356 MRS 37°C. 48h, anaerobiosis
1 0.01427% | Lactobscilus acidophiluzs ATCC 4356 MRS 37°C. 48h, anaerobiosis
ontrol (Lactulosa) 2 0.01427%  |Lactobaciluz acidophiius ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anaerobiosis
3 0.01427% | Lactobscilus acidophilus ATCC 4356 MRS 3T°C, 48h, anaerobiosis
1 Lactobaciliuz acidophilus ATCC 4356| MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
2 1% Lacfobscillus scidophilus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anaerobiosis
3 Laciobacilius scidophifus ATCC 4356 MRS 37°C. 48h, anaerobiosis
1 Lacfobscillus scidophilus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anaerobiosis
2 25 Lactobsciliuz acidophilus ATCC 4356| MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
3 Lactobaciluz acidophilue ATCC 4356 MRS 37*C, 48h, anaerobiosis

Exiracto acuosa
. R 1 Laciobacilius scidophifus ATCC 4356 MRS 37°C. 48h, anaerobiosis

de |a raiz de llacon
(Smalianthus 2 2% Laciobaciius acidophiius ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anaerobiosis
sanchifolius

(Poenp.) H.Rob) 3 Laciobaciliuz acidophilus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
1 Lacfobacillus scidophilus ATCC 4356 MRS 37 C, 48h, anasrobiosis
2 4% Laciobsciliuzs acidophilus ATCC 4356 MRS 37T°C. 48h, anasrobiosis
3 Lacfobscilius scidophius ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
1 Lactobaciliuz acidophilus ATCC 4356| MRS 37°C, 48h, anasrobiosis
P 5o Lactobacilius acidophilus ATCC 4356 MRZ 37°C, 48h, anaerobiosis
3 Lactobscillus acidophifus ATCC 4356 MRS 37°C, 48h, anasrobiosis

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.6.1.1. Técnicas

Se utilizan recoleccion manual selectiva y analisis taxonomico comparativo para la
identificacion vegetal; liofilizacidn, mediciones directas, refractometria, potenciometria
y gravimetria para caracterizacion fisicoquimica; métodos colorimétricos y AOAC para
analisis fitoquimico y proximal; extraccion acuosa, cromatografia liquida (HPLC-RID)
para FOS; y recuento microbioléogico en agar y MRS para evaluar la actividad

prebidtica
3.6.1.2. Instrumentos

Para el desarrollo del estudio se emplean instrumentos de laboratorio apropiados para
cada etapa, incluyendo equipos de recoleccidon, analisis fisico-quimico,
procesamiento fitoquimico y proximal, sistemas de extraccién y cuantificacion de
compuestos, asi como materiales y equipos microbiologicos para la evaluacion de la

actividad prebidtica

3.6.2. Procesamiento y analisis de datos

Tabla 18.Métodos de analisis estadistico, validacion y confiabilidad de los resultados

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
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4.1.

Tabla 19.Porcentaje de liofilizacidon en muestras de llacon (Smallanthus sonchifolius

CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Porcentaje de rendimiento del proceso de liofilizado

(Poepp.) H.Rob)

1 348,4 33,88 9,72
2 315,6 30,85 9,78
3 298,5 30,2 10,12

Promedio

9,87

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

En la Tabla 19 se muestran los resultados del proceso de liofilizacidon de tres muestras
de raiz de llacon, considerando el peso inicial, peso final y el porcentaje de
rendimiento en materia seca. El peso inicial de las muestras varié entre 298,5 g y
348,4 g, mientras que, tras el proceso de liofilizacion, la materia seca obtenida se
redujo a valores comprendidos entre 30,2 g y 33,88 g. Esto representa un rendimiento

promedio de 9,87 % de materia seca.
Analisis y discusién de resultados

El promedio de 9,87 % de materia seca obtenido en este estudio se encuentra dentro
del rango reportado para raices de llacon cultivadas en la region de Cusco, a mas de
3200 m s.n.m., donde Calcina Andaluz (2018) describe valores cercanos al 9-10 %.
Esta minima diferencia podria atribuirse al grado de madurez de la raiz,a variabilidad
genética y a los factores climaticos como la temperatura, radiacion solar, y
topograficos como el tipo de suelo y la altitud (25,70). Por otro lado, Mascco Rosales
(2023) reporta que, en la provincia de Bagua, Amazonas (= 400-500 m s.n.m., selva

alta) los porcentajes de materia seca son superiores, alcanzando en promedio entre
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13—-14 %, mientras que, en la provincia de Pachitea, Huanuco (= 3000 m s.n.m., zona
intermedia) los valores se aproximan al 15 %. Estas variaciones se explican por los
factores agroclimaticos caracteristicos de cada regidn: en altitudes bajas y medias
predominan temperaturas mas calidas, menor humedad relativa y mayor radiacion
solar (24). Cabe sefialar que, de acuerdo con Seminario et al. (2003), el llacén es
una de las raices reservantes comestibles con mayor contenido de agua,
representando entre el 83 % y el 90 % del peso fresco (13). En este contexto, el bajo
porcentaje de materia seca observado es coherente con su naturaleza altamente
acuosa. En conjunto, los resultados de este estudio confirman que tanto la altitud
como el microclima son factores determinantes en el contenido de materia seca del

llacon.

4.2. Caracteristicas preliminares

4.2.1. Analisis fisicoquimico

Tabla 20.Analisis fisicoquimico de la raiz liofilizada de llacén

CARACTERISTICAS ACIDEZ | SOLIDOS | o0 aciON SSTIAT
FISICOQUIMICAS I R e (°Brix)
(%) TOTALES
Repeticion 1 6 0,8 80 100
Repeticion 2 6,2 0,9 80,4 89,33
Repeticion 3 6,34 0,88 80,8 91,82
PROMEDIO 6,18 0,86 80,4 93,72

Grados Brix (°Bx): Mide el contenido de azucar en un liquido

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

En la Tabla 21 se presentan los resultados de los analisis fisicoquimicos de la raiz de
llacén (Smallanthus sonchifolius). El valor de pH se encontré en un rango de 6,00 a
6,34, con un promedio de 6,18. La acidez titulable se registré entre 0,80% y 0,90%,
con un promedio de 0,86%. En relacion con los soélidos solubles totales, los valores
oscilaron entre 80,00 y 80,80 °Brix, con un promedio de 80,40 °Brix. Finalmente, la

relacion SST/AT presentd un intervalo de 89,33 a 100,00, con un promedio de 93,72.
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Analisis y discusion de resultados

Al contrastar los resultados del presente estudio con la literatura, se observa que las
caracteristicas fisicoquimicas del llacon muestran variaciones relevantes, aunque
dentro de rangos aproximados. EI pH promedio obtenido 6.18 coincide con lo
reportado por Saavedra Galvez (2023)(=6,14) y Salvatierra Hurtado (2015) (=6,14),
mientras que el descrito por Ayala Taipe (2017) (=6,48) es ligeramente mas elevado,
aunque todos se mantienen en el rango caracteristico del tubérculo (71-73) . En
cuanto a la acidez titulable, el valor de 0,86% supera a los informados por Saavedra
Galvez (=0,32%), Salvatierra Hurtado (=0,20%) y Ayala Taipe (=0,22%)(71-73),
diferencia que podria estar asociada al estado de madurez de las raices.Respecto a
los sélidos solubles totales, el promedio de 80,40 °Brix es considerablemente mayor
frente a los descritos por Saavedra Galvez (=11,17 °Brix), Ayala Taipe (=9,25 °Brix) y
Mascco (=10,5-17,5 °Brix)(24,71,73), lo que indica una elevada concentracion de
azucares y fructooligosacaridos, posiblemente influida por factores agroecoldgicos y
de almacenamiento. De manera concordante, la relacién SST/AT alcanzé 93,48,
superando ampliamente los valores consignados por Saavedra Galvez (=34,90) y
Ayala Taipe (=42,04)(71,73), lo que refleja un perfil sensorial donde predomina el
dulzor sobre la acidez. En conjunto, estas diferencias con lo reportado por otros
autores podrian estar relacionadas con las condiciones de cultivo, el grado de
madurez al momento de la cosecha y el almacenamiento. Los hallazgos del presente
estudio aportan evidencia relevante sobre el perfil fisicoquimico del llacén,

destacando su alto contenido de sélidos solubles y la marcada relacién SST/AT.
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4.2.2. Solubilidad

Tabla 21.Solubilidad cualitativa del extracto en diferentes disolventes organicos y

agua.
SOLUBILIDAD RESULTADOS
Hexano -
Cloroformo +
Acetato de etilo +
Acetona +
Etanol 96% ++
Metanol ++
Agua +++

Leyenda: * Muy soluble: +++ , *Soluble: ++, *Poco soluble: +, *Insoluble:-

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

La tabla 20, muestra la solubilidad cualitativa del liofilizado de llacén en disolventes
de distinta polaridad, el liofilizado fue insoluble en hexano (-), lo que indica una baja
presencia de compuestos apolares, baja solubilidad en cloroformo, acetato de etilo y
acetona (+), moderada solubilidad en etanol al 96% y metanol (++), y una solubilidad

alta en agua (+++) lo que permite inferir la polaridad de los compuestos presentes.
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Analisis y discusion de resultados

La evaluacién de la solubilidad del liofilizado de la raiz de llacén en diferentes
disolventes evidencié una marcada afinidad por los solventes polares, como agua,
metanol y etanol. Este comportamiento confirma la naturaleza hidrofilica de los
metabolitos presentes, principalmente los fructooligosacaridos (FOS), compuestos
caracterizados por la abundancia de grupos hidroxilo (-OH) capaces de formar
puentes de hidrogeno con el solvente, lo que favorece su rapida disolucion y
estabilidad en medios acuosos. En contraste, la insolubilidad en disolventes no
polares como el hexano demuestra la escasa presencia de metabolitos lipofilicos.
Este hallazgo concuerda con lo senalado por Seminario et al. (2003), quienes
reportaron que la raiz de llacon esta compuesta en un 90 % por carbohidratos,
mientras que los lipidos se encuentran en proporciones minimas (13). Por otro lado,
la solubilidad intermedia observada en disolventes de polaridad moderada, como
cloroformo, acetato de etilo y acetona , indica la presencia de ciertos metabolitos
secundarios de caracter semipolar, como flavonoides los cuales han sido reportados

en estudios previos(28).

En conjunto, estos resultados confirman que el liofilizado de la raiz de llacon presenta
una matriz predominantemente hidrofilica, sustentada en la alta concentracion de

carbohidratos tipo FOS frente a metabolitos lipofilicos minoritarios.
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4.2.3. Analisis fitoquimico cualitativo

Tabla 22.Analisis fitoquimico cualitativo del liofilizado de raiz de llacon (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob)

Leyenda:* Abundante:+++, *Muy poco:++, *Poco:+, *Ausente:-

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

La Tabla 22 muestra los resultados del analisis fitoquimico cualitativo realizado al
liofilizado de la raiz de llacon. De acuerdo con los resultados presentados, Unicamente
la prueba para flavonoides fue positiva (+), indicando la presencia de estos
compuestos en el extracto liofilizado. En contraste, las pruebas para compuestos
fendlicos, alcaloides, triterpenos y esteroides, saponinas, taninos y quinonas
resultaron negativas (-), lo que indica que estos metabolitos secundarios no estan

presentes en la muestra bajo las condiciones evaluadas en este estudio.
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Analisis y discusion de resultados

En el analisis fitoquimico cualitativo, el hallazgo mas relevante del liofilizado de la raiz
de llacén fue la presencia de flavonoides, metabolitos secundarios reconocidos por
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, que en la planta

contribuyen a la defensa frente a radiacion UV, patogenos y herbivoros.

Estudios previos muestran variabilidad segun la procedencia geografica y el 6rgano
vegetal. Rodriguez N et al (2016) identificaron flavonoides y taninos en muestras de
llacon de La Paz, Bolivia (64) y Valero Vaquero (2017) detecté solo flavonoides en la
raiz, mientras que en hojas reporté mayor diversidad, incluyendo lactonas, cumarinas
y acidos fendlicos (74) . De manera complementaria, Héctor Vilchez (2018) y Aguilar
Bonilla (2002) identificaron flavonoides y acidos fendlicos en hojas, evidenciando que
la presencia y concentracion de estos metabolitos dependen del 6rgano vegetal y las

condiciones de cultivo (75,76).

En cuanto a los acidos fendlicos y otros metabolitos secundarios, la prueba general
para compuestos fendlicos resultd negativa, a pesar de que los flavonoides
pertenecen a este grupo. Tampoco se detectaron taninos, alcaloides, triterpenos,
esteroides, saponinas ni quinonas. La baja concentracion de flavonoides detectada
en la pulpa de la raiz de llacon puede explicarse por la distribucién diferencial de los
compuestos dentro de la planta, asi como por la procedencia geografica, la altitud del
cultivo y otros factores ambientales que influyen en la sintesis de metabolitos
secundarios y también porque estos metabolitos se encuentran en mayor proporcion
en la cascara, como ocurre en diversos tubérculos y frutos, donde la capa externa
cumple un papel fundamental de defensa frente a factores ambientales y bioldgicos.
Esto sugiere que el aprovechamiento integral de la raiz, incluyendo la cascara, podria
aportar una mayor riqueza fitoquimica y potenciar las propiedades funcionales del

llacon
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4.3. Analisis proximal

Tabla 23.Composicion proximal del liofilizado de raiz de llacén (Smallanthus

sonchifolius (Poepp.) H. Rob)

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

La Tabla 23 presenta los resultados del analisis proximal del liofilizado de raiz de
llacon. El contenido de humedad promedio fue de 3,66%, indicando baja retencién de
agua. La proteina alcanz6 un promedio de 4,60%, mientras que la grasa se mantuvo
en niveles minimos, con un promedio de 0,38%. El contenido de ceniza,
representativo de los minerales, fue de 3,36%, y la fibra dietética alcanzé un promedio
de 1,70%. Los carbohidratos constituyen el componente predominante, con un
promedio de 86,30%.

Analisis y discusioén de resultados

El analisis proximal de nuestro liofilizado de llacén revel6 una composicién nutricional

que presenta variaciones en comparacion con los resultados de otros autores.

El porcentaje de humedad de 3.66% en nuestro estudio es comparable al 3%
reportado por Salvatierra Hurtado (2015). Asimismo, es menor que el valor de 5.9%
descrito por Mascco Rosales (2023) en la provincia de Bagua (429 m.s.n.m.), pero
superior a los valores de 2.8% en la provincia de Pachitea (3040 m.s.n.m.) (Mascco
Rosales, 2023) y de 2.5% sefialados por Calcina Andaluz (2023)(72,24,25). La
humedad residual constituye un indicador de la eficiencia del proceso de liofilizacién;
un valor mas bajo (como el de 2.5% de Calcina Andaluz) refleja una deshidratacion
mas completa y una mayor estabilidad del producto a largo plazo.La humedad
residual refleja directamente la eficiencia de la deshidratacién por liofilizacion. Los
valores mas bajos de otros estudios indican que se logré una remocion de agua mas

completa, lo que es deseable para la estabilidad a largo plazo y la vida util del
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producto. La variacion en los resultados se atribuye principalmente a la procedencia
de la muestra, ya que las condiciones de cultivo y el estado de madurez de la raiz
influyen en el contenido de agua inicial. Dicha humedad inicial actua como el punto
de partida del proceso de deshidratacion, y sus diferencias se reflejan en el resultado
final, incluso si el proceso de liofilizacion se lleva a cabo con el mismo equipo. En
cuanto a la proteina con un contenido de 4.60%, nuestro liofilizado se encuentra
dentro del rango reportado en otros estudios. Mascco Rosales (2023) informo
aproximadamente 4.2% en la provincia de Pachitea (3040 m.s.n.m.) y 6.0% en la
provincia de Bagua (429 m.s.n.m.), mientras que Salvatierra Hurtado (2015) registro
alrededor de 2.9% (24,72). Estas variaciones pueden atribuirse a la genética de la
planta y a las condiciones de cultivo, que afectan directamente la sintesis de
proteinas. Factores como la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo y el clima local
influyen en el metabolismo de la planta y, por ende, en su capacidad para producir
proteinas. Las diferencias observadas entre las provincias de Bagua (429 m.s.n.m.) y
Pachitea (3040 m.s.n.m.), por ejemplo, demuestran el impacto de los factores
edafoclimaticos en la composicidon nutricional. Respecto a la cantidad de
carbohidratos nuestro resultado de 86.3% de carbohidratos es ligeramente superior
al reportado por Mascco Rosales (2023) en la provincia de Bagua (429 m.s.n.m.)
(82.6%), pero se encuentra por debajo de los valores de la provincia de Pachitea
(3040 m.s.n.m.)(88.4%) y del estudio de Salvatierra Hurtado (2015), quien registro
aproximadamente 88.6% (24,72). Esto confirma que nuestro liofilizado constituye una
excelente fuente de energia, lo cual es esperable, dado que los fructooligosacaridos
(FOS) representan los principales componentes de la materia seca del llacén. La
liofilizacidbn concentra estos carbohidratos de manera muy efectiva. Las ligeras
variaciones entre los estudios son comunes y reflejan la diversidad natural en la
composiciéon de la raiz de llacon. En lo que concierne al contenido de fibra obtuvimos
un 1.7%, nuestro liofilizado presenta un valor intermedio respecto a los reportados por
Mascco Rosales (2023), quien encontré 2.4% en la provincia de Bagua (429 m.s.n.m.)
y 1.0% en la provincia de Pachitea (3040 m.s.n.m.). Sin embargo, es
considerablemente menor al valor descrito por Salvatierra Hurtado (2015), que
alcanzé aproximadamente 6.1%(24,72). Estos resultados destacan el potencial del
llacén como fuente de fibra dietética, aunque con variaciones significativas atribuibles
a la variabilidad de la materia prima. La marcada diferencia con el estudio de

Salvatierra Hurtado, puede deberse a la variedad especifica de llacén utilizada y a su
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estado de madurez al momento de la cosecha. La composicion de la fibra varia con
la madurez de la raiz, y es posible que la muestra de Salvatierra tuviera una mayor
concentracion de este compuesto. Ademas, las diferencias en los métodos de analisis
de laboratorio también pueden influir en los resultados reportados. Con relacion al
porcentaje obtenido de 3.36% de cenizas en nuestro estudio resulta superior a la
mayoria de los valores reportados en investigaciones previas. Mascco Rosales (2023)
informo aproximadamente 1.9% en la provincia de Bagua (429 m.s.n.m.)y 1.0% en la
provincia de Pachitea (3040 m.s.n.m.), mientras que Salvatierra Hurtado (2015)
registré un valor cercano a 0.4% (24,72). Este mayor contenido de cenizas es un
indicador de una mayor concentracion de minerales en el suelo de cultivo de donde
provino nuestra muestra. A diferencia de otros componentes, el contenido de cenizas
esta estrechamente relacionado con la absorcion de minerales del suelo. Por lo tanto,
un valor mas alto en nuestro liofilizado puede considerarse una ventaja nutricional, ya
que refleja una mayor riqueza mineral. Por ultimo, el contenido de 0.38% de grasa en
nuestro liofilizado es consistente con los bajos niveles de lipidos tipicamente
encontrados en el llacon. Este valor es inferior a los reportados por Mascco Rosales
(2023), quien obtuvo 0.7% en la provincia de P y 1.2% en la provincia de Bagua (429
m.s.n.m.), asi como al 2.0% descrito por Salvatierra Hurtado (2015) (24,72).Estos
resultados confirman que la raiz de llacon constituye una fuente alimenticia
naturalmente baja en grasas. Las variaciones minimas observadas en la literatura no
son significativas y reafirman la consistencia del llacon como una fuente

principalmente de carbohidratos.

4.4. Cuantificacién de fructooligosacaridos (FOS)

El andlisis del extracto de raiz de llacon, realizado mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) acoplada a un detector de indice de refraccion (RID), permitio

determinar el perfil y la concentracion de fructooligosacaridos (FOS).

94



Figura 6. Cromatograma del estandar de 1-Kestosa

Fuente: Laboratorio de cromatografia y espectrofotometria, UNSAAC(2025)

En la figura 6 se presenta el cromatograma correspondiente al estandar de 1-Kestosa, obtenido mediante Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC) con detector de indice de refraccién (RID). En el eje Y se observa la sefial de respuesta del detector expresada
en miliunidades de indice de refraccion (mRIU), mientras que el eje X representa el tiempo de retencion (min), comprendido entre 0
y 14 minutos. El primer pico, de gran intensidad y observado aproximadamente a los 2 minutos, corresponde al tiempo muerto del
sistema, asociado al solvente utilizado (acetonitrilo) y a los componentes que no presentan interaccion con la fase estacionaria. Este
pico suele representar las sustancias no retenidas o débilmente retenidas. El segundo pico, con un tiempo de retencién de 5.004
minutos, corresponde al compuesto 1-Kestosa, identificado como el analito de interés. Este presenta una sefial maxima cercana a
los 6,000 mRIU, evidenciando una respuesta caracteristica y reproducible del estandar bajo las condiciones cromatograficas

aplicadas. La presencia de este pico confirma la correcta deteccion y separacién del estandar de referencia.
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Figura 7. Cromatograma de HPLC de la raiz de llacon liofilizado

Fuente: Laboratorio de cromatografia y espectrofotometria, UNSAAC (2025)

En la figura 7 se presenta el cromatograma correspondiente a la raiz liofilizada de llacdn, obtenido mediante HPLC con detector de
indice de refraccion (RID). Al igual que en el analisis del estandar, el eje Y representa la sefal del detector expresada en miliunidades
de indice de refraccion (mRIU), mientras que el eje X muestra el tiempo de retencion en minutos (0—14 min). A diferencia del
cromatograma del estandar de 1-Kestosa, este perfil cromatografico presenta una mayor complejidad, evidenciando la presencia de
multiples compuestos solubles en la muestra. Se observa un grupo de picos intensos entre los 2 y 4 minutos, alcanzando sefiales
superiores a 60,000 mRIU, correspondientes al solvente (acetonitrilo) y a compuestos no retenidos o de bajo peso molecular,
presentes en alta concentracion. El pico principal registrado a los 4.974 minutos muestra una sefal cercana a los 30,000 mRIU y se
encuentra muy préximo al tiempo de retencion del estandar de 1-Kestosa (5.004 min), por lo que se le atribuye a este compuesto.
Posteriormente, se observa un segundo pico de alta intensidad a los 5.700 minutos, con una respuesta superior a 20,000 mRIU, el
cual corresponde presumiblemente a otro fructooligosacarido de mayor peso molecular. Asimismo, se identifican picos menores a

los 6.550, 7.537 y 8.767 minutos, que podrian ser otros fructooligosacaridos con un mayor grado de polimerizacion.
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Figura 8. Comparacion Cromatografica: Estandar de Kestosa vs. llacon liofilizado

Fuente: Laboratorio de cromatografia y espectrofotometria, UNSAAC (2025)

En la figura 8 se presenta la superposicién de los cromatogramas correspondientes al estandar de 1-Kestosa y el liofilizado de raiz
de llacdn, obtenidos mediante HPLC con detector de indice de refraccion (RID). Esta comparacion permite identificar y confirmar la
presencia de los fructooligosacaridos caracteristicos del llacon mediante la coincidencia de tiempos de retencion con el estandar de
referencia. El eje X representa el tiempo de retenciéon en minutos (0—14 min), mientras que el eje Y muestra la sefial normalizada
del detector, expresada en unidades de indice de refraccion (RIU) hasta un maximo de 80,000. En la regién inicial (2—4 min) se
observa un pico muy intenso en ambos cromatogramas, correspondiente al tiempo muerto del sistema y al solvente (acetonitrilo).
En el cromatograma del llacon aparecen picos adicionales a 3.643, 3.795 y 4.176 minutos, asociados a la presencia de otros
compuestos. El pico caracteristico de la 1-Kestosa se presenta a los 5.004 minutos en el cromatograma del estandar, y coincide
perfectamente con un pico de igual de 4.982 tiempo de retencion en la muestra de llacdn. Esta coincidencia confirma la presencia
de 1-Kestosa en la muestra. Posteriormente, en la regién de 5.7 a 8.8 minutos, el cromatograma del llacén muestra una serie de

picos que no estan presentes en el estandar, que podrian ser otros FOS de mayor grado de polimerizacién (DP).
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Nota: En la superposicion de los cromatogramas se observaron ligeras variaciones
en los tiempos de retencion entre el estandar y la muestra, atribuibles a diferencias
en la matriz de la muestra y a fluctuaciones instrumentales propias del sistema HPLC-
RID. Sin embargo, la coincidencia del pico principal del extracto con el del estandar
de 1-Kestose confirma la presencia de este compuesto en la muestra, mientras que
los picos adicionales evidencian la existencia de otros fructooligosacaridos de mayor

grado de polimerizacién.

Tabla 24.Cuantificacidn de fructooligosacaridos (FOS) en el extracto de raiz de llacén

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob) determinado por HPLC-RID

Lecturas Promedio
Equivalentes de
1-Kestose g/100gr

Fructooligosacaridos 1 2 3

1-Kestose (Glu-Fru2) 5.211 5.168 5.300 5.2

4.723 4.834 4.689 4.7

Otros 3.179 3.080 3.017 3:1

2.105 2.157 2.065 2.1

1.326 1.332 1.292 1.3

TR min = Tiempo de retencion en minutos Total FOS 16.5

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

En la Tabla 24 se presenta un resumen de los resultados, donde se identificaron y
cuantificaron tres tipos principales de FOS:1-Kestosa (Glu-Fru,), Nistosa (Glu-Frus) y
1F-Fructofuranosilnistosa (Glu-Fruy), con tiempos de retenciéon (TR) de 4.982, 5.713
y 7.567 minutos, respectivamente. El contenido total de FOS en el extracto fue de
16.5 g/100 mL. La 1-Kestosa fue el FOS mas abundante, con una concentracion de
5.2 g/100 mL, seguida de la Nistosa con 4.7 g/100 mL y la 1F-Fructofuranosilnistosa
con 3.1 g/100 mL. Adicionalmente, se detectaron otros fructooligosacaridos menores,
con concentraciones de 2.1 g/100 mL y 1.3 g/100 mL.
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Analisis y discusion de resultados

La cuantificacion mediante HPLC-RID permitié determinar un contenido total de
16.5% de FOS en nuestro liofilizado de raiz de llacén. El perfil estuvo dominado por
1-kestosa (5.2%), seguida de nistosa (4.7%) y 1F-fructofuranosilnistosa (3.1%). La
presencia de otros FOS minoritarios (2.1%) evidencia una diversidad estructural

relevante para la salud intestinal.

Al contrastar nuestros resultados con los de Mascco Rosales (2023), quien también
cuantifico el liofilizado de llacén, se observa que los valores totales de FOS obtenidos
en nuestro estudio son considerablemente superiores. De manera especifica, este
autor reporto valores aproximados de 7.9% en Pachitea (3040 m.s.n.m.) y 7.7% en
Bagua (429 m.s.n.m.), cifras que resultan menores en comparacion con las nuestras
(24). Sin embargo los resultados de 8.89% de FOS descritos por Jiménez ME,
Samman N(2014) son inferiores a nuestro resultado (77). No obstante, nuestro valor
de 16.5% supera ampliamente dichos resultados, lo que puede atribuirse a diversos
factores, entre ellos las condiciones agroecologicas (suelo, clima y altitud), la
variabilidad genética de las plantas y el estado de madurez de las raices,
considerando que la concentracién de FOS tiende a incrementarse conforme la planta
alcanza su madurez fisiolégica. Es probable que nuestras muestras hayan sido
recolectadas en una fase de madurez mas completa que las utilizadas por otros

autores.

En conjunto, estos hallazgos confirman que el llacén constituye una fuente importante
y prometedora de fructooligosacaridos, cuyos valores reportados en la literatura

presentan variaciones segun la zona de cultivo y las condiciones de cosecha.
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4.5. Control microbiolégico

Tabla 25.Evaluacion microbiologica del extracto acuoso de raiz de llacén

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

La Tabla 25 presenta los resultados del control microbioldgico realizado al extracto
acuoso de raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob.), evidenciandose
la ausencia de contaminacion microbioldgica, dado que no se detectaron Salmonella

spp., coliformes fecales, aerobios mesdfilos, ni hongos y levaduras.
Analisis y Discusién de Resultados

El control microbioldgico realizado al extracto acuoso de la raiz de llacon (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H. Rob.) mostré resultados negativos para coliformes fecales,
hongos y levaduras, Salmonella spp. y aerobios mesofilos. Estos hallazgos
evidencian que el extracto se encuentra libre de patdgenos indicadores de
contaminacion fecal y de deterioro, lo que garantiza su inocuidad microbiolégica y su
adecuacion para ser utilizado en la evaluacion de la actividad prebio6tica in vitro. La
ausencia de microorganismos contaminantes respalda que las condiciones de
recoleccion, manipulacion y procesamiento del material vegetal fueron apropiadas y
se realizaron bajo practicas de higiene adecuadas. De acuerdo con la Direccion
General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria (DIGESA, 2017) y las normas
del Ministerio de Salud del Pera (MINSA, 2019), la ausencia de Salmonella spp. y
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coliformes en productos destinados al consumo humano constituye un requisito
indispensable de inocuidad (78,79) . Asimismo, los resultados concuerdan con los
criterios establecidos por la Comision Internacional de Especificaciones
Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF, 2005), la cual define los componentes de un
criterio microbiolégico como parametros esenciales para garantizar la seguridad de
los alimentos (69). En este contexto, el extracto acuoso de la raiz de llacén no solo
cumple con las exigencias regulatorias nacionales e internacionales, sino que ademas
demuestra condiciones microbioldgicas Optimas para su aplicacion en ensayos

experimentales.
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4.6. Actividad prebiotica in vitro del extracto acuoso de la raiz de llacén sobre la
cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Tabla 26.Estadisticos descriptivos del crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 en funcion de tratamientos con extracto de raiz de llacon y control positivo

(lactulosa)

Dilucién: 10-5
Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

La tabla 26, presenta los resultados descriptivos del crecimiento de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 cultivado en medio MRS bajo condiciones de incubacién
anaerdbicas a 37 °C durante 48 horas. Se evaluaron diferentes tratamientos: un
control negativo (blanco), un control positivo (Lactulosa al 0,01427 %) y diversas
concentraciones (1 % a 5 %) de extracto de raiz de llacon. Para cada tratamiento se
registré el numero de colonias en unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL) y se calcul6 el promedio y la desviacion estandar de tres repeticiones. Para
comparar el efecto prebidtico del extracto frente al control negativo y positivo se

realiza el analisis de varianza (ANOVA) para un disefio completamente aleatorio.
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Tabla 27.Analisis de varianza (ANOVA) del efecto del extracto de raiz de llacén y
controles sobre el crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (UFC/mL)

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)
Donde:
o gl: grados de libertad
o F: estadistico de Fisher
o Sig.: nivel de significancia (valor p)

Como en la tabla 27, de ANOVA Sig=0,000 es menor que el nivel de significancia de
0,05 se acepta que existe diferencia significativa en el efecto prebidtico debido a los
diferentes tratamientos, control negativo (blanco), un control positivo (Lactulosa al

0,01427 %) y diversas concentraciones (1 % al5 %) de extracto de raiz de llacon.

Para establecer entre que tratamientos hay diferencia significativa en el efecto
prebidtico se realizan comparaciones multiples con la prueba de Duncan (pruebas

post hoc).
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Tabla 28.Pruebas post hoc — Test de Duncana para el numero de colonias (UFC) de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Fuente: Elaboracion propia (autoria compartida)

En la tabla 28, las pruebas post hoc se observa que el extracto de la raiz de llacon
(Smallanthus sonchifolius) al 1% presentan efecto prebidtico superior al blanco,
mientras que el extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius) al 5% no
presenta diferencia significativa al efecto prebiodtico producido por el control positivo
(Lactulosa al 0,01427 %), sin embargo los extractos de la raiz de llacén (Smallanthus
sonchifolius) al 2% y al 3% presentan diferencias altamente significativas respecto a

los demas tratamientos, es decir tienen el mayor efecto prebidtico.
Analisis y Discusion de Resultados

El estudio evalué la actividad prebiotica del extracto de raiz de llacén (Smallanthus
sonchifolius) benéfica para la salud intestinal. Los resultados del analisis de varianza
(ANOVA) confirmaron que existi6 una diferencia significativa en el crecimiento
bacteriano entre los tratamientos (F=95.693, p<0.05), lo que demuestra que los
diferentes sustratos ejercieron un efecto diferencial en la proliferacion de L.

acidophilus.
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Los datos descriptivos mostraron que el numero de colonias aumentd en todos los
tratamientos con extracto en comparacion con el blanco. Las concentraciones al 2 %
y 3 % destacaron por inducir un crecimiento significativamente mayor (5.34 x 107 y
5.45 x 107 UFC/mL, respectivamente), lo que evidencia una notable estimulacién del
crecimiento bacteriano. El control positivo (lactulosa) alcanzé una media de 4.3 x 107

UFC/mL, superada por los extractos del 2 %, 3 % y 4 %.

El anadlisis de varianza (ANOVA) confirmé que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (p < 0.05). La prueba de Duncan permitié observar
que el extracto al 1 % mostré un efecto superior al blanco, el extracto al 5 % no difirié
significativamente del control positivo, y las concentraciones del 2 % y 3 %
presentaron el mayor efecto prebiotico con diferencias altamente significativas
respecto al resto de tratamientos. Esto sugiere un efecto dosis-dependiente hasta un
punto éptimo. Estos hallazgos concuerdan con la literatura cientifica que respalda el
efecto prebidtico del llacon. Gonzalez Rodriguez (2021) reportaron que el medio
MRS—extracto de llacon produjo un incremento significativo en el crecimiento de
Lactobacillus sp. (F=19.884, p=0.0012) (17), Ademas, Zanardi et al. (2023)
evidenciaron que el consumo de llacon influye positivamente en el microbioma
intestinal, reduciendo la inflamacion sistémica en modelos animales, lo cual refuerza
su potencial funcional. Asimismo, Hércia et al. (2020) demostraron que el extracto
soluble de llacon mejora la funcionalidad intestinal y estimula la microbiota benéfica

in vivo en Gallus gallus (80).

Por otra parte, estudios como el de OnRate Perpifian YM. (2023) han resaltado el
potencial de los prebidticos del llacon para aplicaciones digestivas y metabdlicas, lo
cual se alinea con los resultados obtenidos en esta investigacidén, que evidencian un
efecto positivo y significativo sobre el crecimiento de bacterias probidticas
(22).Finalmente, el trabajo de Condado Huerta et al. (2024 ) sefala que los fructanos,
como los presentes en el llacén, favorecen la formacion de biopeliculas y la actividad
sinérgica en consorcios probidticos, lo que respalda la idea de que estos compuestos
no solo estimulan el crecimiento, sino también la estabilidad y funcionalidad de las
cepas (21). En conjunto, estos hallazgos confirman que el extracto de raiz de llacén,
especialmente en concentraciones del 2 % y 3 %, presenta una actividad prebidtica

superior a la lactulosa.
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CONCLUSIONES

. El extracto de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)
presenta una actividad prebidtica in vitro significativa sobre la cepa
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, evidenciada por el incremento en el
conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) en comparacion con el
control. EI mayor efecto prebidtico se observd a las concentraciones de
extracto al 2 % (5,34 x 107 UFC) y al 3 % (5,45 x 107 UFC), donde se

alcanzaron los valores mas elevados de crecimiento bacteriano.

. El porcentaje de rendimiento del proceso de liofilizacién obtenido para la raiz
de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob)) proveniente de
Limacpunko—Marcapata, Cusco, fue de 9,87 %, valor que refleja su contenido

de materia seca y cumple con el objetivo planteado en el estudio.

. Se realizaron los ensayos preliminares del liofilizado de raiz de llacon llacén
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob), obteniéndose un perfil
fisicoquimico caracterizado por pH ligeramente acido (6.18), baja acidez
titulable (0.86%) y alto contenido de sdlidos solubles totales (80.4 °Brix), con
una elevada relacion SST/AT (93.72), lo que indica un producto estable y con
predominio de sabor dulce. La prueba de solubilidad evidencid alta afinidad por
solventes polares (agua, metanol y etanol) e insolubilidad en hexano,
confirmando el caracter polar de la muestra. Finalmente, el analisis fitoquimico
cualitativo determind la ausencia de alcaloides, triterpenos, saponinas, taninos
y quinonas, y confirmd unicamente la presencia de flavonoides, cuya baja
concentracion en la raiz se explica por su mayor acumulacion en las partes

aéreas de la planta.

. El analisis proximal del liofilizado de la raiz llacén (Smallanthus sonchifolius
(Poepp.) H.Rob) evidencié un alto contenido de carbohidratos (86.30%), bajo
porcentaje de grasa (0.38%) y humedad (3.66%), asi como niveles moderados
de proteina (4.60%) ,ceniza (3.36%) fibra cruda (1.7%).

. Se extrajeron y cuantificaron los fructooligosacaridos (FOS) a partir del

liofiizado de raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob.)
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siguiendo el método de Villafan y utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se determin6 una concentracién total de 16.5 g/100 mL,
con predominio de 1-kestosa (5.2 g/100 mL), seguida de nistosa (4.7 g/100 mL)
y 1F-fructofuranosilnistosa (3.1 g/100 mL).

. Se realizé el control microbiolégico del extracto acuoso de raiz de llacén
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob.) (Smallanthus sonchifolius)
mediante el método de cultivo, evidenciandose la ausencia de coliformes
fecales, Salmonella spp., aerobios mesoéfilos, hongos y levaduras. Estos
resultados confirman que la muestra es microbiolégicamente inocua, segura

para el consumo y elaborada bajo condiciones higiénicas adecuadas.

. Se determind la actividad prebidtica in vitro del extracto de raiz de llacén
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob) sobre la cepa Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 mediante el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC). Los resultados evidenciaron un efecto estimulante significativo
en el crecimiento bacteriano (p < 0.05), siendo las concentraciones de 2% y
3% las mas efectivas, incluso superiores al control positivo (lactulosa). La
concentracion del 5% mostré un efecto similar al de la lactulosa, mientras que
las dosis mas altas (4% y 5%) no potenciaron el crecimiento. Estos hallazgos
confirman que el extracto de raiz de llacon es una fuente natural de prebioéticos,
con concentraciones optimas del 2% y 3% para favorecer el desarrollo de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

107



SUGERENCIAS

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO
ABAD DEL CUSCO

1. Impulsen la investigacion cientifica aplicada sobre recursos biolégicos locales,
como el llacén, con potencial funcional y terapéutico.

2. Fortalezcan el financiamiento y equipamiento de laboratorios, garantizando
estudios con alto rigor y relevancia.

3. Fomenten Ila vinculacion interinstitucional y la publicacién cientifica,

posicionando a la UNSAAC como referente en innovacion biotecnolégica.

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

1. Integrar el estudio de plantas andinas con potencial funcional, como el llacén,
en los cursos de Farmacognosia y Microbiologia.

2. Fomentar investigaciones orientadas a prebidticos y microbiota intestinal con
enfoque en productos naturales locales.

3. Impulsar el uso de metodologias experimentales actualizadas en trabajos de
tesis, especialmente en estudios in vitro.

4. Promover la difusion de investigaciones estudiantiles en revistas cientificas y
eventos académicos.

5. Fortalecer la articulacién entre ensenanza, investigacion y biodiversidad

regional para generar soluciones en salud.
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A LOS ALUMNOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

1. Aprovechen la biodiversidad local como fuente de investigacion
cientifica con valor funcional y terapéutico.

2. Fortalezcan su formacion practica participando en proyectos que
integren microbiologia, farmacognosia y biotecnologia.

3. Desarrollen investigaciones con enfoque innovador, priorizando
problemas de salud publica y el uso de productos naturales.

4. Publiquen y difundan sus hallazgos, contribuyendo al conocimiento

cientifico y al prestigio académico de la escuela.

5. Comprométanse con la excelencia cientifica, usando metodologias

rigurosas y herramientas actualizadas.
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Anexo 1: Carta de presentacion para Validacion a través de Juicio de Experto
CARTA DE PRESENTACION

Mgtr/Doctor:

Presente

Asunto: VALIDACION DE INSTRUMENTOS A TRAVES DE JUICIO D EXPERTO

Me dirijo a usted con el propédsito de saludarlo cordialmente y, a la vez, solicitar su
colaboracién como experto evaluador para la validacion por juicio de expertos del

instrumento de recoleccion de datos utilizado en mi investigacién titulada:

“Actividad prebidtica in vitro del extracto de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius)
proveniente de Limacpunko-Marcapata-Cusco sobre la cepa Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356”.

La presente investigacion se desarrolla en el marco del programa de tesis de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, y tiene como objetivo garantizar la validez de
los instrumentos utilizados mediante el criterio de profesionales con experiencia y formacion

en el area.
El expediente de validacion que le hago llegar contiene:

Carta de presentacion.

Definiciones conceptuales de las variables y dimensiones
Matriz de operacionalizacién de la variables

Certificado de validez de contenido de los instrumentos.

Agradezco de antemano su disposicion y valioso aporte académico al proceso de validacion

de este trabajo.
Sin otro particular, quedo atento a su amable respuesta.

Atentamente,

Nombres y Apellidos

DNI:
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Anexo 2: Recoleccion, Taxonomia y Caracterizacion Botanica

I.Ficha de recoleccién de datos de ubicaciéon espacial y temporal

1. Ubicacion espacial

A. Ubicacioén politica

Descripciéon Ubicacion politica
Latitud oeste
Longitud
Altitud Media

B. Ubicacion geografica

Descripcion Ubicacion geografica
Latitud oeste
Longitud
Altitud Media

C. Ubicacion Hidrografica

Cuenca:

Vertiente:

D. Ubicacion ecolégica

Clima

Temperatura

Humedad

Precipitacion

Zona de vida

2. Ubicacion temporal

FECHA: REALIZADO POR:
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Il. Ficha de recoleccion de muestra

A. Anotar todos los datos en el cuadro de colecta de muestras

Departamento:

Provincia:

Distrito:

Localidad:

Comunidad:

Colector:

Numero de coleccidn

Habitat:

Habito de la planta (Marcar una X)

Arbol Arbusto

Flores:

Frutos:

Nombre comun:

Fecha de colecta:

Uso tradicional:

Forma de uso:

B. Procedimiento

REALIZADO

DESCRIPCION OBSERVACIONES POR

a. La muestra debe tener flores y/o frutos

b. La muestra debe ser del tamafo de un pliego de
periodico

c. La muestra quedara depositada en el pliego de
periodico

d. Colocar el nimero de colecta en uno de los bordes.

e. Se apilan los pliegos de papel periédico.

f. Se colocan cartulinas, se procede a amarrar y se
envia
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Anexo 3: Formato de Control del Proceso de Liofilizacion

Fecha de recoleccion:

Lugar de procedencia:

Responsable del analisis:

Datos iniciales de la muestra

Parametro Valor / Observacion

Peso fresco (g)

Estado de la muestra ( ) Entera ( ) Picada ( )Triturada

Humedad estimada (%)

Temperatura de congelaciéon

Tiempo de congelacién (h)

Parametros del proceso de liofilizacion

Parametro Valor / Observacion

Marca y modelo del liofilizador

Temperatura de la camara (°C)

Presion de vacio (mBar)

Tiempo total de liofilizacién (h)

Observaciones del proceso

Resultados finales

Parametro Valor / Observacion

Peso seco (liofilizado) (g)

% de liofilizacion

Color del producto

Textura del producto

Observaciones finales

Calculos
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Anexo 4: Registro de Caracteristicas Fisico-Quimicas

Peso

Muestra(g):

M1

Peso promedio(g):

Diametro ecuatorial y polar

Diametro ecuatorial

Diametro polar

Método utilizado:

Acidez Titulable:

Método:

M1

M2

M3

Peso de la muestra (g):

Solvente utilizado:

Indicador utilizado:

Concentracion de la solucion titulante (N):

Volumen de solucioén titulante gastado (mL):

Acidez Titulable (expresar como % de [4cido]):

Calculo:

Método utilizado:

Sélidos Solubles Totales (SST):

Método:

M1

M2

M3

Concentracion de la solucion (% p/v):

Temperatura de la medicion (°C):

Valor (°Brix):

Equipo utilizado: Refractdmetro

Método utilizado:

pH

Muestra

M1

M2

M3

Temperatura de la medicion (°C):

Valor de pH:

Equipo utilizado: pH-metro

Método utilizado:

FECHA: RESPONSABLE:
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Anexo 5: Ensayo de Solubilidad con Distintos Solventes

REALIZADO
TUBO| SOLVENTE SOLUTO PROCEDIMIENTO RESULTADOS POR:
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
1 Agua Muestra |mL de agua destilada y agitar por 5 minutos.
destilada liofilizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
2 Metanol Mggstra mL de metanol y agitar por 5 minutos.
liofilizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
3 Etanol Muestra  |mL de etanol absoluto y agitar por 5 minutos.
absoluto liofilizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
4 Acetona ML.J?Stfa mL de acetona y agitar por 5 minutos.
liofilizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
5 Acetato de Muestra |mML de acetato de etilo y agitar por 5 minutos.
etilo liofilizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afiadir 1
Muestra |mL de cloroformo y agitar por 5 minutos.
6 | Cloroformo | yisfiizada
Pesar 0.5 mg de la muestra liofilizada y afadir 1
7 Hexano Muestra | mL de hexano.
liofilizada

Fuente: Elaboracién propia

Donde:

* Muy soluble : +++

* Soluble

++

* Poco soluble : +

* Insoluble

Nota: Si es necesario, coloca los tubos en un bafo termostatico a 25 °C (o la

temperatura de interés).

Observacion inicial: Observa si la muestra se disuelve completamente,

parcialmente, o no muestra cambios visibles.

Filtracidn (si es necesario):Si hay particulas insolubles visibles, filtra la solucion

con un papel filtro de poro pequefio o centrifuga para separar los solidos.
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Anexo 6: Ensayo Fitoquimico Cualitativo

reactivo, la presencia de precipitado rojo a

naranja, indica prueba positiva.

PRUEBAS PROCEDIMIENTO RESULTADOS | REALIZADO POR:
Compuestos |Pesar 1 g de la muestra liofilizada y agregar 1 a
fendlicos |2 gotas de cloruro férrico 1%
Reaccién de Shinoda: Pesar 1 g de muestra
liofilizada se afiade pequenas limaduras de
magnesio metalico y unas 2 a 3 gotas de HCL(c)
Flavonoides
clorhidrico con el que desarrollara una coloracion
rojo, purpura, azul dependiente del tipo de
flavonoide.
Reaccién de Dragendorff: Pesar 1 g de
muestra liofilizada se le agrega 2 a 3 gotas de
Alcaloides

Triterpenos y

esteroides

Reaccién de Liebermann-Burchard: Pesar 1 g
de muestra liofilizada se la agrega 2 a 3 gotas de
acido acético y afiadir 2 mL de la mezcla de
anhidro acético-acido

sulfurico.

Saponinas

Prueba de la espuma: Pesar 1 g de muestra
liofilizada y afiadir 5 mL de etanol al 40 %, filtrar
si es necesario, el filtrado se agita por 30

segundos.

Taninos

Pesar 1 g de muestra liofilizada y afiadir 2-3

gotas de cloruro férrico al 1%.

Quinonas

Reaccién de Borntrager: Pesar 1 g de muestra
liofilizada se la agrega 0.5 mL de hidroxido gotas
de acido acético y afiadir 2 mL de la mezcla de
hidréxido de potasio al 0.5%, calentar, filtrar si es
necesario, enfriar y acidular para luego extraer
con benceno separada, agregar 0.5 mL de

hidroxido de amonio.

Donde:
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Anexo 7: Ensayo de Anadlisis Proximal de la Raiz Liofilizada de Llacon

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)

Identificacion de la Muestra:

Responsable del Analisis:

Fecha del Analisis:

Determinacion de Humedad:

Metodo: M1 M2 M3

Crisol/Recipiente:

Peso del crisol/recipiente vacio (g):

Peso del crisol/recipiente + muestra inicial

(9):

Peso del crisol/recipiente + muestra seca (g):

Peso de la muestra inicial (g):

Peso de la muestra seca (g):

Peso de la humedad perdida (g):

Humedad (%):

Determinacién de Cenizas:
Método: M1 M2 M3
Crisol:

Peso del crisol vacio (g):

Peso del crisol + muestra seca (Q):

Peso del crisol + cenizas (Q):

Peso de las cenizas (9):

Cenizas (%):

Temperatura de incineracion (°C):

Determinaciéon de Grasa (Método Soxhlet):

Método:
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Matraz de extraccion:

Peso del matraz vacio (g):

Peso del matraz + grasa extraida (g):

Peso de la muestra seca (9):

Peso de la grasa extraida (g):

Grasa (%):

Solvente de extraccion:

Tiempo de extraccion (horas):

Determinacion de Proteina

(Método Kjeldahl):

Método:

M1

M2

M3

Peso de la muestra (g):

Volumen de acido sulfurico (mL):

Catalizador utilizado:

Volumen de NaOH para destilacion (mL):

Volumen de acido bérico (mL):

Volumen de acido titulante (mL):

Factor de conversion de nitrogeno a

proteina:

% Nitrégeno:

% Proteina:

Determinacién de Carbohidratos Disponibles (Calculo por Diferencia):

% Carbohidratos Disponibles: (100 - (%
Humedad + % Cenizas + % Grasa + %

Proteina))
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Anexo 8: Curva de calibracion de 1-Kestosa por HPLC-RID
Procedimiento
1. Preparacion de soluciones estandar para 1-kestosa

Se elabora una curva de calibracion utilizando estandares de 1-kestosa en

concentraciones de 1.0, 6.0 y 12.0 mg/mL

Estandar Concentraciéon (mg/mL)
1 1.000
3 6.000
4 12.000

2. Analisis por HPLC-RID

Las soluciones son analizadas por HPLC-RID y se registra el area bajo el
pico correspondiente al tiempo de retencion de ~5.0 minutos. Los datos
obtenidos se ajustan por regresion lineal, presentando un coeficiente de
correlaciéon R? de 0.9999, lo que indica una alta linealidad y precision del

método para la cuantificacion.

Concentracion .
Estandar Area (mAU-s)
(mg/mL)
1 1.000 11,391.4
3 6.000 147,986.0
4 12.000 296,025.0

Ecuacion de la curva:

Area = 24 625.2(X) + 3185.7

Coeficiente de correlacién (R?):

R? = 0.9999
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Interpretacion:

La curva de calibracion muestra una relacién lineal positiva entre la
concentracion de 1-kestosa y el area detectada en el HPLC-RID. Esto
valida el uso de este método para determinar la concentracion de 1-
kestosa en extractos de llacon y otras muestras vegetales, con alta

sensibilidad y precision.

Curva de calibracion de 1-kestosa por HPLC-RID

Leyenda:

Curva de calibracion obtenida para 1-kestosa utilizando HPLC-RID a un
tiempo de retencion aproximado de 5.004 minutos. Se prepararon
estandares a concentraciones de 1.0, 6.0 y 12.0 mg/mL. El andlisis mostro
una relacion lineal directa entre la concentracion y el area del pico

(mAU-s), con una ecuacion de calibracion.
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Anexo 9: Procedimiento para la Cuantificacién de FOS
Preparacion de la Muestra:

1. Pesar con precision una cantidad adecuada de extracto liofilizado de
raiz de llacén (5 g) en un vaso de precipitado.

2. Disolver el extracto en un volumen conocido de solvente de
extraccion (agua). Agitar suavemente o utilizar un bafio de ultrasonido
para asegurar la completa disolucion.

3. Transferir la solucién a un matraz volumétrico del volumen apropiado
(50 mL) y completar el volumen con el solvente de extraccion.

4. Filtrar una alicuota de la solucion utilizando una membrana de filtro

de 0.45 pym a un vial para HPLC.
Preparacion de las Soluciones Estandar:

1. Pesar con precision cantidades conocidas del estandar los
estdndares de 1-kestosa, nistosa y 1F-fructofuranosilnistosa.
Registrar los pesos exactos.

2. Disolver cada estandar por separado en agua ultrapura para obtener
soluciones madre de concentracion conocida (1000 mg/L).

3. Preparar una serie de diluciones de trabajo a partir de las soluciones
madre para cada estandar, cubriendo un rango de concentraciones
esperado en la muestra. Asegurarse de que las concentraciones

estén dentro del rango de linealidad del detector RID.
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Anexo 10: Calculos
Datos:

o Dosis diaria: 15 mL de jarabe de lactulosa
¢ Concentracion del jarabe: 3.33 g de lactulosa por 5 mL

o Persona promedio: 70 kg

Paso 1: Calcular cuantos gramos hay en 15 mL

3.33 gdelactulosa

= 0.666 g de lactulosa

5 mL de jarabe de lactulosa
15 mL x 0.666 g/mL = 9.99 g de Lactulosa

Paso 2: Calcular la dosis por kg de peso corporal
9.99g/70 Kg = 0.1427 g/Kg/dia

Paso 3: Calcular la cantidad de Lactulosa para preparar 100 mL de
Agar MRS

Tomando en cuenta la equivalencia Kg =1L
0.1427 g/Kg = 0.1427 g/L

La cantidad de agar a preparar es de 100 mL por lo que se requiere de:

0.1427 g/L de lactulosa x 100 mL de Agar MRS
1000 mL Agar MRS

Xg de lactulosa =

Xg de Lactulosa = 0.01427 g = 0.01427 %

Cantidad de jarabe comercial de Lactulosa en mL

0.01427 g de lactulosa x 5 mL de jarabe comercial

X mL de jarabe comercial =
3.33 gdelactulosa

X mL de jarabe comercial = 0.02143 mL = 21.43 uL

Volumenes de extracto de llacén para cada grupo:(1mL,
2mL,3mL,4mL,5mL)
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Anexo 11: Ficha de datos para la estandarizacion de la dilucién a utilizar

TuboN° | Dilucion | o colomasen
promedio
1 107"
2 10°2
3 1072
4 10"
5 107
6 107
7 107
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Anexo 12: Ficha de procedimiento y recoleccion de datos: Actividad in vitro del Extracto de llacén

PLaca | piucion | VOUNEN | MEDIODECULTVO | (100 orcture Tiomporktmssfers) | crecimenter contaminacion) R FomL) PROMEDIO REALIZADO POR
10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
1 10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
2 107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
3 107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
4 107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10°° 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
5 10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
6 10 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
7 107 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
10-° 1 MRS 37°C,24, 48h, anaerobiosis
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Numero de colonias x Factor de dilucion

UFC/mL =
/m Volumen sembrado(mL)

Donde:

¢ Numero de colonias contadas: colonias visibles en la placa
o Factor de dilucion: el inverso de la dilucion usada

¢ Volumen sembrado: el volumen de muestra que se coloco
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Anexo 13: Constancia de Taxonomia y Caracterizacién Botanica
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Anexo 14: Constancia de Resultados Caracteristicas fisico quimicas
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Anexo 15: Constancia de Resultados Fitoquimicos
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Anexo 16: Constancia de Resultados Analisis Proximal
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Anexo 17: Constancia de Resultados Cuantificacion de FOS
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Anexo 18: Constancia de Resultados Control Microbiol6gico
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Anexo 19: Estandarizacion de la dilucidn utilizado de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 para evaluar la actividad prebidtica del extracto de la raiz de llacon

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)

N° de colonias en
Tubo N.° Dilucién
promedio
No se pudo realizar el
1 107"
conteo
No se pudo realizar el
2 1072
conteo
No se pudo realizar el
3 1073
conteo
No se pudo realizar el
4 107
conteo
5 1073 328
6 1076 47
7 1077 No hubo presencia
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Anexo 21: Resultados del conteo de colonias de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en medios con extracto de raiz de llacon

y control (lactulosa), bajo condiciones in vitro
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Anexo 22: Registro fotografico de los procedimientos experimentales

. Etapa de recoleccidn de la muestra de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)

Fotografia 3. Plantacion de llacén (Smallanthus Fotografia 4. Recoleccion de raiz de llacon (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H.Rob) . sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024)
Fotografia 5. Seleccion de la muestra raiz de llacon Fotografia 6. Rotulado de muestra de raiz de llacon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob). (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024)

Il. Etapade laelaboracion del liofilizado de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob)
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Fotografia 7. Pesado de la muestra de la raiz de llacon Fotografia 8. Pelado y trozado de la raiz de llacon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob). (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024)

Fotografia 10. Muestras puestas a congelamiento a -
30°Cde la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius
(Poepp.) H.Rob).

Fotografia 9. Cortes de la raiz de llacon (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024)
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Fotografia 11.Pre Congelacion Fotografia 12. Liofilizacion

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Junio, 2024)

. Etapa de la elaboracion de la solucion madre a partir del liofilizado de llacén (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

, . , . Fotografia 14. Autoclavado de materiales de
Fotografia 13. Esterilizado de materiales de laboratorio .
laboratorio

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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Fotografia 15. Pesaje del liofilizado del llacon Fotografia 16. Molienda del liofilizado del llacon

(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Enero, 2024)
Fotografia 17. Disolucion del liofilizado de llacon Fotografia 18. Calentando a 20°C la disolucion del
liofilizado de la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius
(Poepp.) H.Rob).
Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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Fotografia 20. Filtrado de la disolucidn del liofilizado de
Fotografia 19. Obtencion de la disolucion completa de de graf f

la raiz de llacon (Smallanth hifolius (P .
la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H.Rob). :;ZIZ) e llacon (smallanthus sonchifolius (Poepp.)

Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)

Fotografia 21. Filtrado de la solucion madre del liofilizado  Fotografia 22. Centrifugacion del filtrado de la solucion

de la raiz de llacén(Smallanthus sonchifolius (Poepp.) de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
H.Rob). H.Rob).
Fuente: Caceres, G y Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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Fotografia 23. Disolucidn del liofilizado de llacén Fotografia 24. Calentando a 80°C la disolucion del
liofilizado de de la raiz de llacon (Smallanthus
sonchifolius (Poepp.) H.Rob).

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)

Fotografia 25. Obtencion de la disolucion completa del Fotografia 26. Filtrado de la disolucion del liofilizado de
liofilizado de la raiz de llacon (Smallanthus sonchifolius la raiz de llacén (Smallanthus sonchifolius (Poepp.)
(Poepp.) H.Rob). H.Rob).

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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IV.  Etapa del enriquecimiento del agar MRS con las respectivas diluciones de solucién madre
del liofilizado de de llacon(Smallanthus sonchifolius) en las concentraciones 1%,2%,3%,4% Y
5%.

Fotografia 27. Se esterilizan los materiales de laboratorio ' Fotografia 28.Materiales listos para usarlos

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)

) . ., Fotografia 30. Se observa el autoclavado del agar MRS
Fotografia 29. Pesando y disolucion de el Agar MRS para . L
con las respectivas diluciones
su autoclavado

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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Fotografia 31. Filtrado de la solucion madre del liofilizado

del Fotografia 32. Centrifugacion del filtrado de la solucion
e

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
V. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus en el blanco, patrén y concentraciones del extracto

acuoso 1%,2%,3%,4% Y 5%.

Fotografia 33. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus Fotografia 34. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 mas Agar MRS (Patrén negativo). ATCC 4356 en medio con lactulosa (patrén positivo)

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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, . . , ) Fotografia 36. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus
Fotografia 35. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus

. i ATCC 4356 en medio con extracto acuoso de llacén al
ATCC 4356 en medio con extracto acuoso de llacén al 2%. 3%
0.

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)

i L . . . Fotografia 38. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus
Fotografia 37. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus . )
. i ATCC 4356 en medio con extracto acuoso de llacon al
ATCC 4356 en medio con extracto acuoso de llacén al 3%. %
0.

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024) Fuente: Ciceres, G y Hancco, F. (Enero, 2024)
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Fotografia 39. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
en medio con extracto acuoso de llacon al 5%.

Fuente: Caceres, Gy Hancco, F. (Enero, 2024)
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