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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivos: optimizar la extraccion acuosa de
fructooligosacaridos (FOS) a partir de harina de yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp &
Endl.), asi como los factores que permitan clarificar y decolorar el extracto concentrado
aplicando la metodologia de superficie de respuesta. Para el estudio de la extraccion de FOS,
se aplico un arreglo factorial 2%, de donde se determiné que, de los tres factores evaluados:
temperatura, tiempo y relacion materia prima:solvente (MP:S), solo esta ultima afectd
significativamente el rendimiento de extraccion de FOS, por lo que se procedio a determinar
la relacion que asegure el maximo contenido de estos, aplicando para su identificacion un
analisis de varianza (ANVA) y una prueba de comparacion de medias. Los parametros
optimos fueron: temperatura de 30 °C, tiempo de 10 minutos y relacion MP:S de 1:30
(g/mL), obteniendo un rendimiento de extraccion maximo de 99,23 por ciento. Para el
estudio de la clarificacion y decoloracion del extracto concentrado (20 °Brix), se aplicéd un
arreglo factorial 2%, determinandose que de los tres factores evaluados: pH en la clarificacion,
porcentaje de carbon activado y temperatura de decoloracion, los dos primeros influyeron
significativamente en el porcentaje de remocion de turbidez y variacion de color (AE). Para
la optimizacion se utilizo un disefio compuesto central con ocho puntos centrales. Los
niveles que maximizaron el proceso fueron: pH de 11 y porcentaje de carbon activado de
0,81 por ciento. Con los valores que maximizan las operaciones, se propuso un flujo que
permite la reduccion del 99,8 por ciento de la turbidez inicial, una AE de 28,19 respecto al
extracto inicial, una AE de 1,07 respecto al agua pura y una recuperacion de FOS de 81,3
por ciento. Las isotermas de Freundlich y Temkin fueron las que mejor describieron el
proceso de adsorcion de los componentes coloreados presentes en el extracto de yacon en

carboén activado.

Palabras clave: yacon, fructooligosacaridos, extraccion, clarificacion, decoloracion.



SUMMARY

This research had the following aims, optimize the aqueous extraction of
fructooligosaccharides (FOS) from yacon flour (Smallanthus sonchifolius Poepp & Endl.)
and the factors that allow the clarification and discoloration of the concentrated extract using
the response surface methodology. For the research of the extraction of FOS, a 2 factorial
design was used, and it was determined that, of the three evaluated factors (temperature, time
and raw material: solvent relationship (RM:S)), only the last one affected the performance
of the extraction of FOS significantly, so we proceeded to determine the relation that ensures
the maximum content of these, applying, for its identification, an analysis of variance
(ANOVA) and a comparison of means test. The optimal parameters were: temperature of 30
°C, time of 10 minutes and RM:S relation of 1:30 (w/v), obtaining a maximum performance
of the extraction in 99,23 percent. In the clarification and discoloration process of the
concentrated extract (20 °Brix) with the highest content of FOS, a screening was conducted
to evaluate the effect of the factors, using a 2* factorial design, and it was determined that,
of the three evaluated factors: clarification pH, activated charcoal percentage and
discoloration temperature, the first two influenced on the rate of turbidity removal and color
variation (AE) significantly. A central composite design with eight central points was used
for optimization. The levels that optimized the process were pH of 11 and activated charcoal
percentage of 0,81 percent. With the values that optimized the operations, a flow was
proposed that allowed the reduction of 99,76 percent of the initial turbidity, AE of 28,19
respect to the initial extract, AE of 1,07 respect to pure water and FOS recovery of 81,3
percent. Freundlich and Temkin isotherms were the best that described the adsorption

process in the colored compounds presented in the extract of yacon in activated charcoal.

Key words: yacon, fructooligosaccharides, extraction, clarification, decolorization



. INTRODUCCION

El yacon es una raiz nativa de la region andina y una fuente importante de
fructooligosacaridos (FOS) que ha sido evaluado en estudios in vitro e in vivo presentando
caracteristicas prebioticas, con importantes implicancias en la salud. Estos oligosacaridos no
digeribles son polimeros de fructosa que contienen de 3 a 10 moléculas de fructosa y una
molécula de glucosa terminal unidas por enlace glucosidico 3 (2—1). Estas moléculas no son
degradadas por las enzimas digestivas humanas (Sabater, 2008), y por el contrario son
aprovechadas para su metabolismo por los lactobacilos y bifidobacterias que constituyen

bacterias benéficas de la microflora del colon.

Los FOS habiendo sido aceptados como alimentos funcionales por la legislacion de varios
paises (EEUU, Japon y Union Europea) se han incorporado a un mercado que se encuentra
en rapida expansion como es el de los prebidticos. Hasta el momento los productos
industrializados de este tipo provienen principalmente de procesos biotecnologicos como la
transfructosilacion enzimatica a partir de sacarosa o por hidrélisis de inulina proveniente de
raices de achicoria. A pesar de que el yacon se presenta como una fuente natural de FOS a
la fecha no ha podido ser industrializado con tecnologias que afadan un mayor valor
agregado, debido principalmente a problemas en la pre y post cosecha, ademds de
dificultades tecnologicos en las diversas etapas del proceso tecnologico que permita
productos con alto grado de pureza y concentracion. La extraccion, una de las etapas del
proceso de obtencion de FOS, persigue la mayor recuperacion del prebidtico pero a la vez
puede propiciar la extraccion de otros compuestos como: proteinas, fenoles, enzimas y
azucares reductores responsables de reacciones enzimaticas y no enzimaticas que aportan
color y turbidez a los extractos, interfiriendo en las etapas siguientes y disminuyendo la

calidad y la pureza de los mismos.

Se han realizado investigaciones sobre la extraccion de FOS provenientes del yacén

(Chirinos, 1999; Arce, 2011); sin embargo, no se ha concretado atin una metodologia con



parametros y condiciones que evidencien obtener la maxima cantidad del mencionado

compuesto.

Por otro lado, durante las primeras etapas de industrializacion (pelado, cortado, etc.), se
presenta un oscurecimiento rapido, el cual estd relacionado a su contenido fenolico
(especialmente acido clorogénico y acido cafeico) y a la actividad endogena de la
polifenoloxidasa (Lachman et al., 2003), por lo que el extracto necesita ser clarificado y
decolorado para evitar que el color oscuro sea transmitido al alimento en el que se va a

incorporar.

El método mas antiguo de clarificacion, y de hecho uno de los mas eficientes, empleado a
nivel mundial, involucra de manera general cal (6xido de calcio) y calor. El proceso ha tenido
modificaciones a lo largo de la historia con el propodsito de mejorar la clarificacion y darle
un tratamiento especial a los jugos dificiles de tratar. Por otro lado, el carbon activado se ha
usado ampliamente para eliminar contaminantes organicos, incluyendo fenoles, debido a la
existencia de grupos funcionales tales como carboxilos, lactonas, aldehidos, cetonas,

quinonas, hidroquinonas, anhidrido y estructuras etéreos (Jung et al., 2001).

Por los motivos expuestos, en la presente investigacion se busca optimizar los procesos de
extraccion de FOS, clarificacion y decoloracion del extracto obtenido a partir de harina de
yacon, como etapas iniciales a procesos que promuevan un mayor aprovechamiento
industrial de esta raiz, con propuesta de productos con mayor valor agregado que potencien

su caracter prebiotico.

Por todo ello, los objetivos de la presente investigacion fueron:

Objetivo principal
- Determinar los parametros de las operaciones de extraccion de FOS, clarificacion y
decoloracion del extracto a partir de harina de yacén, que maximicen el contenido de

FOS, aplicando la Metodologia de Superficie de Respuesta.

Objetivos especificos
- Determinar la temperatura, tiempo y relacion materia prima:solvente que permitan

obtener una recuperacion maxima de FOS en el extracto a partir de harina de yacon.



- Determinar el pH, temperatura de decoloracion y porcentaje de carbon activado que
aseguren obtener la maxima eliminacion de turbidez y AE (diferencia total de color) del

extracto.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. YACON

2.1.1. ASPECTOS GENERALES

El yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp & Endl.) es una planta herbacea perenne, crece
hasta una altura de 1 a 2,5 m; consta de un tallo principal ramificado desde la base; otras, a
veces, solo con ramas pequefias en la parte superior. Las raices son fusiformes y ovaladas,
de color blanco, crema o purpura y tiene multiples flores de color amarillo-naranja de 3 cm

de tamafio (Lachman et al., 2003; Seminario et al., 2003; Grau y Rea, 1997).

El habitat natural del yacon es la zona de los Andes comprendida entre los 800 y 2800
m.s.n.m. En el Perq, el yacon se puede sembrar durante todo el afio, sobre todo en lugares
con riego y sin ocurrencia de heladas (Manrique et al., 2005). Crece en el area alto andina
de 18 departamentos: Piura, Cajamarca, Amazonas, Lambayeque, La Libertad, San Martin,
Ancash, Huanuco, Lima, Pasco, Junin, Huancavelica, Ayacucho, Pasco, Apurimac,

Arequipa, Cusco y Puno (Seminario et al., 2003).

En la Figura 1 se puede observar a la raiz de yacon entera, sin cascara y corte transversal.

Figura 1: Raiz de yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp & Endl.) enteray corte

transversal



2.1.2. TAXONOMIA
Taxondémicamente esta clasificado dentro de las Asteraceae, una familia a la que pertenece
también la achicoria (Cichorium intybus), el topinambur (Helianthus tuberosus) y la dalia

(Dahlia sp.) (Manrique et al., 2005).

Polanco (2011) clasifica taxonomicamente al yacon de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Género: Smallanthus

Especie: sonchifolius

Nombre cientifico: S. sonchifolius (Poepp & Endl) H. Robinson

2.1.3. COMPOSICION QUIMICA

La composicion quimica de las raices de yacon se presenta en el Cuadro 1. El yacon es una
de las raices comestibles con mayor contenido de agua, representado entre el 83 y 90 por
ciento del peso fresco de las raices (Hermann et al., 1999). El mineral mas abundante es el
potasio, en promedio 230 mg/100 g de materia fresca comestible. En mucho menor cantidad
se encuentra el calcio, fosforo, magnesio, sodio y hierro. En cuanto al contenido de proteinas,

lipidos y vitaminas es bastante bajo.

Los carbohidratos representan alrededor del 90 por ciento del peso seco de las raices recién
cosechadas, de los cuales entre el 50 y 70 por ciento son FOS. El resto de carbohidratos lo
conforman la sacarosa, fructosa y glucosa (Ohyama et al., 1990; Hermann et al., 1999). El
contenido de carbohidratos en las raices de yacon se puede observar en el Cuadro 2; sin
embargo, la composicion varia significativamente dependiendo de factores tales como el
cultivar, la temporada de cultivo y de cosecha y la temperatura en post-cosecha del yacon

(Seminario et al., 2003).



Cuadro 1: Composicion quimica promedio de 10 accesiones de yacon en relacion

a un kilogramo de materia fresca

Componentes Promedio Rango
Materia seca (g) 115 98 - 136
Carbohidratos totales (g) 106 89 - 127
Fructanos (g) 62 31-89
Sacarosa libre (g) 14 10-19
Fructosa libre (g) 8,5 3,9-21,1
Glucosa libre (g) 3,5 23-59
Proteina (g) 3,7 2,7-49
Fibra (g) 3,6 3,1-4,1
Lipidos (mg) 244 112 - 464
Calcio (mg) 87 56 - 131
Fosforo (mg) 240 182 -309
Potasio (mg) 2282 1 843 —2946

FUENTE: Hermann et al. (1999)

Cuadro 2: Contenido de carbohidratos en raices de yacon

Carbohidratos Contenido (mg/g materia
seca)

Fructosa 350,1 £42,0
Glucosa 158,3 £28,6
Sacarosa 74,5 £ 19,0
GF; 60,1 £12,6
GF; 474+ 82
GF4 33,6+93
GFs 20,6 £5,2
GFs 15,8 +£4,0
GF; 12,7 £ 4,0
GFs 9,6 +£7,2
GFo 6,6+23
Inulina 13,5104

FUENTE: Ohyama et al. (1990)



Adicionalmente, Yan et al. (1999) reportaron una cantidad considerable de compuestos
fenolicos en las raices de yacon equivalente al 3,8 por ciento del peso seco de las mismas.
Entre los principales antioxidantes presentes en las raices de yacon se encuentran el acido

clorogénico, feralico, galico, gentisico y cafeico (Valentova et al., 2006).

2.1.4. FORMAS DE CONSUMO Y PROCESAMIENTO

El yacon tradicionalmente se consume como fruta fresca (Seminario et al., 2003) pero, al ser
perecible, los productos procesados (Figura 2) son una alternativa a la comercializacion

tradicional de raices frescas, dando como resultado productos con mayor tiempo de vida.

Algunos productos que se pueden obtener son:

° Pasas, como resultado de un proceso de deshidratacion de las raices al medio
ambiente (Seminario et al., 2003).

° Hojuelas, deshidratadas en horno a temperatura controlada orientadas hacia el
mercado de consumo de snacks (Seminario et al., 2003).

J Jarabe, mediante el siguiente proceso: extraccion mecanica del jugo de las raices,
tratamiento térmico (a temperaturas mayores a 60 °C) o adicion de acido citrico o
acido ascorbico y, finalmente, concentracion a 72 — 73 °Brix (Manrique et al., 2005).

J Harina, a partir de las raices previamente seleccionadas y deshidratadas, las cuales
sufren un proceso de molienda, obteniendo particulas finas que conforman la harina
(Hermann et al., 1999).

° Infusion, como producto del secado de las hojas, el cual se puede realizar al medio
ambiente, siempre y cuando la humedad relativa sea baja. Si esto no es posible,
entonces se pueden usar hornos; posteriormente, se realiza la molienda, el tamizado
y el envasado en papel filtro (Seminario et al., 2003).

° Otros productos a partir de raices de yacon son la mermelada, galletas, etc.



Figura 2: Productos a base de raices de yacon comercializados en Lima

2.2.  FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Los FOS, conocidos como oligofructanos u oligofructosa, pertenecen a una clase particular
de azucares conocidos con el nombre de fructanos (Niness, 1999). Son cadenas de unidades
de fructosa con una unidad de glucosa terminal unidas por enlace glucosidico p(2->1) (Figura
3), caracteristica que lo define como oligosacaridos no digestibles (OND). Como
consecuencia, estos no pueden ser degradados por las enzimas digestivas humanas que son
especificas para uniones a-glucosidicas, de tal forma que todos los OND pueden actuar como
sustratos para la fermentacion por bacterias beneficiosas en el colon (Bifidobacterium y
Lactobacillus), aportando energia para el crecimiento microbiano. Los FOS mas comunes
en la naturaleza son: 1-kestosa (GF2), nistosa (GF3) y 1-B-Fructofuranosil nistosa (GFs)

(Figura 4) (Lachman et al., 2003).

La National Research Council (1989) menciona que las raices de yacon contienen inulina;
sin embargo, Ohyama et al. (1990) demostraron que en realidad las raices contienen FOS.
A pesar de ello, muchos articulos cientificos, revistas, entre otros, mencionan que las raices
de yacon contienen inulina como componente principal. Por ello, es importante distinguir la

diferencia entre inulina y FOS ya que sus propiedades fisicas y sus aplicaciones son distintas.
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Figura 3: Estructura quimica de los FOS
G= glucosa, F= Fructosa, n= nimero de moléculas de fructosa.

FUENTE: Seminario et al. (2003)
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1- B-Fructofuranosil nistosa
Figura 4: Estructura quimica de los FOS mas comunes en la naturaleza
FUENTE: Lachman et al. (2003)

Esta diferencia radica en el niimero de moléculas de fructosa en la cadena; en la inulina, este
numero varia entre 2 y 60, mientras que en los FOS, entre 2 y 10 (Figura 5). Por otro lado,
la inulina casi no tiene sabor dulce, su consistencia y su baja solubilidad relativa en agua la
convierten en un sustituto excelente de la grasa para la elaboracion de varios tipos de
alimentos, como helados y postres. Los FOS, en cambio, son muy solubles en agua, tienen
un ligero sabor dulce y eventualmente pueden ser utilizados como sustitutos hipocaloricos

del azucar (Niness, 1999).



Carbohidratos

Fructanos (n = 2 — infinito)
Inulina (n =2 — 60)
FOS(n=2-10)

GF,

Figura 5: Clasificacion de los fructanos
n=numero de moléculas de fructosa

FUENTE: Seminario et al. (2003)

2.2.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS FOS

Los FOS son totalmente solubles en agua y son muy estables en un rango de pH de 4,0 — 7,0,
asi como estables a temperaturas de refrigeracion. Estas propiedades hacen que los
oligosacaridos puedan usarse para alterar la temperatura de congelacion de los alimentos y
controlar la intensidad de caramelizacion en las comidas preparadas debido a reacciones de

Maillard (Chacén, 2006; Mussato y Mancilha, 2007).

En el Cuadro 3 se muestra ¢l valor calorico y poder edulcorante de los FOS en comparacion
con los azticares mas comunes y algunos edulcorantes sintéticos. El poder edulcorante de los
FOS oscila de 0,3 - 0,6 veces al de la sacarosa, dependiendo de la estructura quimica y el
grado de polimerizacion de los oligosacaridos. El poder edulcorante disminuye con la
longitud de la cadena de oligosacaridos; esta propiedad hace que los FOS sean muy usados
en comidas donde el uso de la sacarosa esta restringido por su alta capacidad edulcorante.
Ademas proporcionan solo la cuarta parte del valor caldrico de los carbohidratos comunes

(Seminario et al., 2003).
Los FOS son altamente higroscopicos y su capacidad de retencion de agua es mayor que la

de la sacarosa e igual a la del sorbitol (Bornet, 1994). Ademas, la viscosidad de una solucion

de FOS es relativamente mayor que una de sacarosa a la misma concentracion debido al
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mayor peso molecular de estos compuestos, lo que hace que aumente su viscosidad,

mejorando el cuerpo y la textura (Sabater, 2008).

Cuadro 3: Valor calorico y poder edulcorante de los fructooligosacaricos en

comparacion con los azlicares mas comunes y algunos edulcorantes sintéticos

Origen Calorias (kcal/g) | Poder edulcorante
*)
FOS Natural 1-1,5 0,3
Glucosa Natural 4 0,7
Fructosa Natural 4 1,7
Sacarosa Natural 4 1
Esteviosidos Natural 0 30-320
Aspartame Sintético 0 200
Sacarina Sintético 0 300 - 500
Sucralosa Sintético 0 600

(*) Con la finalidad de comparacion, se asigna el valor de uno al poder edulcorante de la

sacarosa o azucar de mesa.

FUENTE: Seminario et al. (2003)

2.2.2. APLICACIONES DE LOS FOS EN LA AGROINDUSTRIA

Los FOS se pueden aplicar en la agroindustria como:

a. SUSTITUTOS DE AZUCARES

Los FOS son utilizados como sustitutos hipocaloricos de azlcares edulcorantes como la
sacarosa. Generalmente esto genera productos de confiteria, chocolateria y bebidas de
aceptacion sensorial en general admisible en comparacion con los productos edulcorados de

forma convencional (Chacon, 2006).

b. SUSTITUTOS DE GRASAS

En alimentos de contenido de humedad muy elevado, especialmente en helados y otros

derivados lacteos, asi como en embutidos, los fructanos hidrolizados en concentraciones de
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40 — 45 por ciento adoptan una textura y palatabilidad muy similar a la de la grasa, por lo
cual se les puede emplear como sustitutos de esta (Cherbut, 2002 citado por Hernandez y
Jiménez, 2010).

c. FIBRA

Los FOS, al ser compuestos incoloros que no dejan sabores residuales, pueden agregarse a
la fibra convencional sin que esto involucre un incremento en la viscosidad de la matriz, por
lo cual su uso permite aumentar el contenido de fibra sin que este sea muy evidente. Estas
caracteristicas pueden ser aprovechadas en el campo de los alimentos, pues su incorporacion
en una formulacion no debe desvirtuar las caracteristicas organolépticas propias del producto

alimenticio (Niness, 1999; Rodriguez et al., 2012).

d. PREBIOTICOS

Administrar una combinacion de prebioticos, como galacto-oligosacaridos de cadena corta
y fructooligosacaridos de cadena larga a las formulas infantiles, produce un efecto muy
beneficioso ya que promueve especificamente el crecimiento de bifidobacterias y
lactobacilos, reduciendo a su vez el crecimiento de patdgenos hasta niveles similares a los

de nifios alimentados con lactancia materna. (Fanaro et al., 2005).

e. OTRAS APLICACIONES

También se ha reportado su uso como ingrediente de mayonesas ligeras, quesos bajos en
calorias, productos de pasteleria y panificacion, contribuyendo a la reduccion del contenido
calorico y a la retencion de agua de estos productos; su adicion a las formulaciones de helado
para evitar la formacion de cristales de hielo, su empleo como emulgentes en la fabricacion
de margarinas; y en general, para modificar la textura o cremosidad de algunos alimentos
son algunas de sus aplicaciones en la industria de alimentos (Olesten y Gudmond-Hoyer,

2000 citados por Hernandez y Jiménez, 2010).
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2.2.3. BENEFICIOS DE LOS FOS EN LA SALUD HUMANA

a. BAJO APORTE CALORICO

Los FOS, por tener uniones beta que unen los mondmeros de fructosa, son resistentes a la
hidrélisis realizada por las enzimas digestivas humanas, por lo cual pasan al intestino
delgado sin ser metabolizados (Chambilla, 2010 y McCrea et al., 2009 citados por Urango,
2012), Por esta razdn, los FOS no tienen incidencia en la elevacion de los niveles de glucosa
en la sangre. Debido a esto y a su reducido contenido caldrico, su consumo es recomendado
como sustituto del aziicar comun o sacarosa (Seminario et al., 2003), pudiendo ser incluido

en los regimenes dietéticos para bajar de peso (Manrique y Hermann, 2004).

b. REGULARIZACION DEL METABOLISMO LIPIDICO

Estudios realizados utilizando inulina y oligofructosa han dado como resultado la reduccion
de los niveles de lipidos sanguineos en animales, aunque son necesarias altas dosis de estos
compuestos para producir los efectos deseados. Estudios en ratones muestran que la inulina
y los FOS pueden inhibir la acumulacion de triglicéridos en el higado y tienen efectos
favorables sobre la esteatosis hepatica (retencion anormal de lipidos en células hepaticas)

(Beylot, 2005; Delzenne et al., 2002)

C. EFECTO PREBIOTICO

Una dieta rica en FOS promueve el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos, resultando
en altos niveles de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el material fecal, la mejora de
la densidad celular y la formacion de criptas en el tejido ciego, siendo indicativos de
beneficios para la salud del colon (Campos et al., 2012). La proliferacion de estas bacterias
genera una serie de efectos benéficos en la salud, pero ademas inhibe el crecimiento de otro
grupo de bacterias de la microflora que habitualmente produce toxinas o propicia el
desarrollo de enfermedades en el tracto gastrointestinal; esta propiedad es conocida como

efecto prebidtico (Manrique y Hermnann, 2004).
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d. MEJORA DE LA ABSORCION DE MINERALES

Otro de los beneficios es la mejora de la absorcion de minerales como el calcio y el magnesio.
El intestino delgado es la zona donde normalmente estos minerales se absorben pero gracias
a los 4cidos grasos de cadena corta generados como productos de la flora intestinal tras la
ingesta de prebioticos, el colon también es capaz de absorberlos de manera eficiente (Bornet

et al., 2002; Tokunaga, 2004).

e. REGULARIZACION DE HABITOS INTESTINALES

Los FOS y la inulina incrementan la biomasa fecal y el contenido en agua de las heces, de
modo que se estimula el peristaltismo intestinal y se consigue una mejora en los habitos

intestinales (Roberfroid, 2005).

2.2.4. TOXICIDAD

No existe evidencia experimental alguna que indique que los FOS presentan algun grado de
toxicidad, sin importar la cantidad ingerida como parte de la dieta; aunque en algunas
personas se ha detectado que ingestas por encima de los 10 gramos diarios pueden llegar a
producir un ligero malestar. Ingestas inusualmente altas pueden causar diarrea debido a una
retencion osmotica de fluidos tanto en el intestino grueso como en el intestino delgado. La
maxima dosis que no causa diarrea en humanos es 0,3 y 0,4 g/kg de peso corporal en hombres

y mujeres, respectivamente (Hernandez y Jiménez, 2010).

2.3. EXTRACCION

La extraccion solido-liquido, también llamada extraccion por disolvente, es una operacion
de transferencia de materia destinada a separar los principios solubles de un sustrato solido,
mediante su “difusiéon” en un solvente (Mafart y Béliard, 1994). Por ejemplo, la extraccion
de solubles de café a partir de café tostado y molido en la produccion de "café soluble”, la
extraccion de los aceites comestibles de semillas oleaginosas con disolventes organicos,
extraccion de proteina de la soja en la produccion de aislado de proteina de soja, etc. El
objetivo es extraer tanto como sea posible el soluto, utilizando una cantidad limitada de

disolvente, a fin de obtener un extracto concentrado (Berk, 2013).
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2.3.1. EQUILIBRIO SOLIDO — LIQUIDO

El mecanismo de la extraccion de un soluto contenido en una particula sélida mediante un
liquido se considera que ocurre en tres etapas sucesivas hasta que se alcanza el equilibrio.

Estas etapas, segin Ibarz y Barbosa-Céanovas (2005), son las siguientes:

a. CAMBIO DE FASE DEL SOLUTO

Es el paso del soluto desde la fase so6lida al liquido. La disolucion del soluto se realiza a
través de una interfase sélido-liquido. Suele considerarse que este fendémeno de disolucion

es instantaneo, por lo que no influye en la velocidad global de extraccion.

b. DIFUSION DEL SOLUTO EN EL DISOLVENTE CONTENIDO EN LOS
POROS DEL SOLIDO

En la mayoria de los casos, el soluto se encuentra en el interior de las particulas solidas,
siendo necesario que el disolvente se ponga en contacto con él, por lo que se debe llenar los
poros del solido inerte. La transferencia del soluto desde el interior de la particula s6lida
hasta la superficie, se realiza debido a la gradiente de concentracion existente entre la

interfase solido-liquido y la superficie exterior del solido.

En muchos procesos de extraccion la velocidad de transferencia de materia se incrementa
con la temperatura, debido a la relacion directa de este factor con difusividad. Ademas, si
las particulas desintegran a través de la operacion de molienda se logra que la longitud de
los poros disminuya, lo que trae consigo el que la velocidad de transferencia también
aumente. En otros casos, como en la extraccion de aztcar de remolacha, la disolucion tiene
lugar a través de paredes celulares, que permiten el paso del azicar pero no dejan pasar
componentes indeseables; sin embargo, si la trituracion fuese lo suficientemente grande
como para romper la estructura celular, estos componentes se disolverian llegando a

contaminar la solucidn azucarada.
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C. TRANSFERENCIA DEL SOLUTO DESDE LA SUPERFICIE DE LAS
PARTICULAS HASTA EL SENO DE LA DISOLUCION

Una vez que el soluto ha alcanzado la superficie de la particula, se transfiere desde este punto
hasta el seno de la disolucion gracias a una gradiente de concentracion, realizandose esta

transferencia de materia por transporte molecular y turbulento, de forma simultanea.

Cada una de las etapas descritas posee su propia velocidad de transferencia. Tal como se
menciona anteriormente, en la primera etapa la disolucion del solido se considera
instantanea, por lo que no va a influir en el proceso. De las otras dos etapas, es la segunda la

que suele controlar la velocidad del proceso, ya que normalmente se desarrolla lentamente.

2.3.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA EXTRACCION

Las condiciones que afectan la velocidad y el rendimiento de la extraccion, asi como la

calidad del producto extraido, son los siguientes:

a. TEMPERATURA

El proceso de extraccion se ve favorecido a medida que se incrementa la temperatura. Al
respecto, Berk (2013) menciona que, a alta temperatura, la solubilidad del soluto extraible
en el disolvente es mayor y la viscosidad del disolvente es menor, lo que resulta en una
mayor humectacion y capacidad de penetracion y coeficientes de difusion mas altos. En
ciertos casos, se pueden preferir temperaturas mas bajas si la selectividad del disolvente

mejora con la reduccion de la temperatura.

b. TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de las particulas afecta a la velocidad de extraccion de diversas maneras. Cuanto
mas pequefio, mayor es el area de contacto entre el solido y el liquido y, por tanto, mas
elevada es la velocidad de transferencia. Por otra parte, con un material muy fino y poca
circulacion de liquido, la superficie puede no ser utilizada de una forma totalmente eficaz,
siendo dificil la separacion de las particulas del liquido y el escurrido del residuo solido.

Generalmente es aconsejable que el rango de tamafios de particula sea pequeiia, de forma
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que cada particula requiera aproximadamente el mismo tiempo para la extraccion (Coulson

etal., 2003).

C. AGITACION

La agitacion del disolvente es importante ya que incrementa la transferencia de material
desde la superficie de las particulas hacia la solucion. Ademas, evita la sedimentacion de las
particulas y hace que se utilice de una forma mas eficaz la superficie de contacto (Coulson
etal., 2003).

d. SOLVENTE

El solvente debe ser selectivo, con una viscosidad suficientemente baja para que pueda
circular con facilidad. Generalmente se usa solvente en estado puro y, conforme transcurre
la extraccion, la concentracion del soluto incrementa y la velocidad de extraccion disminuira
progresivamente; en primer lugar, debido a la disminucion del gradiente de concentracion,
y, en segundo lugar, porque la solucion aumentara su viscosidad (Coulson et al., 2003). El
solvente mas adecuado y mayormente empleado en las industrias agroalimentarias es el agua

(Mafart y Béliard, 1994).

e. TIEMPO

Sharapin et al. (2000) menciona que el tiempo de extraccion debe ser suficiente para permitir
la separacion de los compuestos de interés, aunque se debe prestar cuidado para que no sea

excesivo.

2.3.3. MODELACION MATEMATICA DE EXTRACCION

Muchos enfoques matematicos se pueden utilizar para modelar el proceso de extraccion. La
ley de Fick de la difusién es ampliamente empleada para la mayoria de las curvas de
extraccion. La etapa de difusion en la extraccion depende de dos mecanismos de extraccion;
difusion interna y la difusion externa. La difusion interna de compuestos activos, tal como
se explica en la ley de Fick, es impulsado por la diferencia de concentracion entre la matriz

de la planta y el disolvente a granel de la siguiente manera (Chan et al., 2014):
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N=-D— Ecuacion (1)

donde N es el flujo de masa del soluto, C es la concentracion del soluto en la particula solida,
D es conocida como la difusividad o coeficiente de difusion para el soluto en el disolvente,
y X es la distancia en la direccion de la transferencia. Para la difusion externa, los compuestos
activos se difunden desde la superficie externa del solido al liquido. Para asegurar una
extraccion eficaz, la resistencia de transferencia de masa externa tiene que ser minimizada
de manera que la tasa de extraccion solo depende de la difusion interna de los compuestos
activos. La difusividad en la ley de Fick en la Ecuacion (1) es una propiedad importante que

indica la tasa de transferencia de masa y es util para el disefio del equipo (Pérez et al., 2011).

2.4,  CLARIFICACION

La clarificacion es el proceso por el cual son eliminadas las impurezas (sean solubles,
coloidales en suspension o insolubles) susceptibles a coagulacion y floculacion por medios
mecanicos y quimicos, que implican el asentamiento y remocion por decantacion de las

mismas, para producir un jugo claro (Marin, 2012).

Con el proceso de clarificacion se pretende formar floculos que se encarguen de atrapar todo
el material suspendido, el cual debe ser sedimentado rapidamente produciendo un volumen
minimo de lodos y un jugo claro de alta calidad (valores bajos de turbidez y contenido de
iones calcio disueltos, que tenga un pH adecuado que logre disminuir la inversion de la

sacarosa en los procesos siguientes de extraccion) (Marin, 2012).

2.4.1. ETAPAS DE LA CLARIFICACION

Fisicoquimicamente, la clarificacion comprende dos procesos elementales: la coagulacion y
la floculacion de las impurezas. El método mas antiguo de clarificacion de soluciones (en
jugos de cafia), y de hecho uno de los mas eficientes y empleados a nivel mundial, involucra
de manera general cal (6xido de calcio) y calor como agentes clarificantes y es conocido

como proceso de defecacion simple (Marin, 2012).
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a.

COAGULACION

La coagulacion es un fendmeno de desestabilizacion de las particulas coloidales (Marin,

2012), el cual se puede observar en la Figura 6 y se explica a continuacion:

Calentamiento: El calor es considerado como un agente coagulante. Su presencia
estimula notoriamente la aglomeracion de las impurezas (Marin, 2012); es decir, las
particulas coloidales, particularmente proteinas, coagulan y forman floculos
naturales (Andrzejewski et al., 2013). Con el aumento de temperatura, lo que ocurre
es una leve disminucion de la carga electrostatica del coloide, provocando la semi—
neutralizacion del mismo y, como consecuencia de esto, desfavorece la estabilidad
del coloide y hace posible su colision con otros coloides, permitiendo que la
coagulacion avance.

Encalado: Después de calentar, se afiade cal hidratada (hidroxido de calcio) a la
solucion para aumentar el pH, produciendo: (i) la neutralizacion de los acidos, (ii) la
reduccion de la degradacion indeseable de azicares en acidos, (iii) la formacion de
floculos de fosfato de calcio (al reaccionar con los fosfatos inorganicos solubles) y
(iv) la introduccion de las particulas cargadas positivamente en la solucion (Chen y
Chou, 1993). Adicionalmente, segiin Doherty y Rackemann (2009) ocurren también
estas reacciones: la desnaturalizacion de las proteinas (y otros compuestos organicos,
tales como gomas, pectinas y ceras), la inversion de la sacarosa debido a la accion
combinada de pH y temperatura y la formacion de cuerpos de color debido a la
polimerizacion (ya sea enzimatica o térmicamente) de flavonoides y compuestos

fenodlicos.

Doherty y Rackermann (2009) indican que después de la adicion de cal, las reacciones que

se producen para producir fosfatos de calcio son:

Ca®" + 2H,PO* — Ca(H2PO2)2] (fosfato monocalcico)
Ca’" + HPO4> < CaHPOq4 | (fosfato dicélcico)
3Ca%" + 2POs* — Ca3(POs), | (fosfato tricalcico)
2CaHPOg4 + 2Ca;3(POs)2 — CagHa(POs)s | (fosfato octacalcido)

Ca3(PO4)2 + 2Ca*" + HPOs* + H,O  — Cas(PO4);0H | + 2H" (hidroxiapatita)
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Como se observa, algunas reacciones son secuenciales; estas inician con la formacion de
fosfato monocalcico y dicélcico y, posteriormente, se produciran otras reacciones con el
objeto de formar compuestos como el fosfato tricalcico, fosfato octacalcico e hidroxiapatita

(Doherty y Rackermann, 2009).

o Cj adsorbed colloidal
caa:géluloe - _'{."T @— T particles, i.e., |
particle — @ proteins, polysaccharides

l Heat

coagulated S i
colloids =~ ——— @
(@ Heated Floc

l Lime + phosphate in juice

calcium —_Ca?® - Ca?* Ca®
phosphate forms \PD‘ o
Ca® Ca“ OO‘O Calcium
Ca®* Ca* po,Ca" Ca’ Phosphate
x Brldgmg
Ca® (@ 2{ Ba“(
o @ Ca?+ Ca?*
focculant : Iargerﬂocs
added .

l Precipitation in clarifier tank

Figura 6: Mecanismo de clarificacion usando cal y calor
FUENTE: Andrzejewski et al. (2013)

b. FLOCULACION

Una vez que las impurezas son coaguladas, es necesaria la introduccion de un proceso que
permita que estas sedimenten en el menor tiempo posible. Este proceso es la floculacion, la
cual es alcanzada tras la adicion de una sustancia polimérica llamada floculante, cuya
funcion es envolver los coagulos de impurezas formados para que estos obtengan mayor
peso molecular y como consecuencia precipiten en un tiempo considerablemente corto
(Marin, 2012). El calcio y el fosforo (en forma de P>Os) presentes en la solucion son
necesarios en la formacion de puentes de fosfato de calcio que ayudan en el proceso de

floculacion (Andrzejewski et al., 2013).

Las particulas en suspension son sujetas a diferentes fuerzas. Estos incluyen:
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° Gravedad: la fuerza que separa particulas segun su densidad, con las mas densas
dirigiéndose hacia el fondo del liquido en el cual estd suspendido (Doherty y
Rackermann, 2009).

° Fuerzas de Van der Waals: son fuerzas atractivas de corto alcance entre las particulas
en suspension. Estas fuerzas tienden a atraer particulas en suspension hacia la otra
(Doherty y Rackermann, 2009).

° Fuerza Browniana: imparte movimiento oscilatorio coloides dispersos en el medio
liquido, ocasionando colisiones de particulas y moléculas del medio en suspension
para lograr la aglomeracion (Doherty y Rackermann, 2009).

° Repulsion electrostatica: fuerza que tiende a mantener las particulas separadas. Esta
repulsion es causada por el “Potencial Zeta” (PZ), debido a la diferencia de potencial
entre la particula y la solucion. La estabilidad de las particulas dispersas depende de
la magnitud del PZ. Para que se presente la maxima aglomeracion y precipitacion de
las impurezas, es necesario que el PZ de las particulas sea nulo (cero),

denominandose “punto isoeléctrico” (Marin, 2012).

24.2. FACTORES QUE CONDICIONAN LA EFICIENCIA DE LA
CLARIFICACION

a. pH

Reece (2003) menciona que el pH en el proceso de clarificacion es importante, lo que indica
que un pH de aproximadamente 7 es necesario para neutralizar la carga en la particula fina

en suspension en el jugo para facilitar la coagulacion y sedimentacion.

b. CANTIDAD DE CAL

La cantidad de cal que se adicione a la solucion puede tener efectos negativos o positivos
segun el control que se le dé. Entre los efectos positivos, Honig (1969) menciona la completa
precipitacion de compuestos inorganicos removibles (por ejemplo: fosfatos inorganicos).
Entre los efectos negativos que posee la adicion incorrecta de cal se encuentran (Marin,
2012): (i) incremento de color como consecuencia de la descomposicion de algunas

sustancias como los azucares reductores (exceso de cal), (ii) decantacion deficiente
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(deficiencia de cal), (iii) jugo turbio con posibles pérdidas por inversion (deficiencia de cal)
y (iv) aumento de viscosidad del jugo claro por la no eliminacion de sustancias viscosas

(deficiencia de cal).

c. CONTENIDO DE FOSFATOS

Es importante que el contenido de fosfatos sea como minimo 300 mg/L. Su importancia se
atribuye a que son los fosfatos (presentes en la forma P>Os) los que reaccionan en primera
medida con los iones calcio que se adicionan en el proceso de clarificacion y es el fosfato de
calcio precipitado el que se obtiene en mayor proporcion; por lo tanto, constituye casi toda
la eliminacién de las impurezas (Marin, 2012). La cantidad adecuada de fosfatos presenta

las siguientes ventajas y desventajas (Cuadro 4):

Cuadro 4: Ventajas y desventajas de la cantidad apropiada de fosfatos

VENTAJAS DESVENTAJAS
Jugo de mayor claridad Mayor cantidad de precipitado
Mayor velocidad de decantacion (impurezas)

Mejores caracteristicas de filtracion | Mayor consumo de cal
Mayor remocion de impurezas
coloidales

Fuente: Marin, (2012)

d. TEMPERATURA

El calentamiento acelera las reacciones que ocurren durante el proceso de coagulacion
ocasionadas por el contacto entre la cal y las sustancias del jugo en el proceso de encalado
(Marin, 2012). Ademas, la solubilidad de las sales de fosfato disminuye con el aumento de
la temperatura, dando como resultado su precipitacion. Estas ventajas se contrastan con el
hecho de que, a temperaturas elevadas, puede ocurrir degradacion de los azicares a
caramelos (furfurales) y, una vez formados, no se puede revertir este proceso. También se
puede originar la formacion de color ya que en medio alcalino los azicares reductores se

descomponen a altas temperaturas, aumentando asi el color de los jugos (Cardona, 2009).
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e. TIEMPO

Es importante que el tiempo de coagulacion sea breve para prevenir la inversion de la
sacarosa y la destruccion de los azicares reductores, de manera que se evita la formacion de

color y/o &cidos organicos (Gil, 2008).

2.5. ADSORCION

La adsorcion es un fenomeno fisico-quimico que resulta de la atraccion entre las moléculas
de la superficie del solido (adsorbente) y las del soluto retenido (adsorbato). Implica la
separacion de una sustancia de una fase, acompaiiado de su acumulacion o concentracion en
la superficie de la fase de adsorcion (Figura 7). Este proceso de transferencia se lleva a cabo
hasta que se alcanzan las condiciones de equilibrio dinamico, que se da después de que la
concentracion de la solucion se mantiene constante (Izquierdo et al., 2004; Carabasa et al.,
1998).

Desorcion

Fase liquida O O O(:_f O OT O O‘f’j Adsorbato

@ Adsorcien

srepparesraearatnslaprendfebeiderram i fadfanarjdr e arnafar bl migades

Superficie } Fase adsorbida

Fase solida Adsorbente

Figura 7: Esquema del fendmeno de adsorcion
FUENTE: Worch (2012)

El mecanismo de adsorcion (Figura 8) se compone de tres etapas: difusion a través de la capa
limite alrededor de la particula adsorbente (Etapa 1), transferencia de masa dentro de la
superficie interna de la particula adsorbente (Etapa 2) y adsorcion en un sitio adecuado
(Etapa 3) (Arslanoglu et al., 2005). Si la interaccion entre el adsorbato y la superficie del
adsorbente se debe solo a las fuerzas de Van der Waals, se trata de una adsorcion fisica; pero
si involucra un intercambio o una transferencia de electrones, dando como resultado una

reaccion quimica, se trata de una adsorcion quimica (Izquierdo et al., 2004).

Como adsorbentes se utilizan soélidos que presentan una gran superficie de contacto y, en

general, suelen ser porosos (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005). Entre los mas utilizados estan
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el carbon activado, zeolitas naturales y sintéticas, arcillas, resinas de intercambio i6nico, gel

de silice y algunos polimeros sintéticos (Carabasa et al., 1998).

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Figura 8: Etapas del fendmeno de adsorcion
FUENTE: Sepulveda et al. (2008)

La adsorcion se utiliza en muchos casos de purificacion de fluidos, que contienen
contaminantes que les confieren sabores y olores desagradables. Asi, en los zumos de
naranja, la limonina es un compuesto que le confiere un sabor amargo y puede ser eliminada
por adsorcion sobre polimeros. De igual modo, las melaninas y melanoidinas, formadas por
los pardeamientos enzimaticos y no enzimaticos, pueden ser eliminadas por adsorcion sobre

carbon activado (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).

2.5.1. ISOTERMAS DE ADSORCION

Una isoterma de adsorcion es una representacion grafica que muestra la relacion entre la
cantidad adsorbida por unidad de peso de adsorbente (por ejemplo, carbon activado) y la
cantidad de adsorbato en un medio de prueba en el equilibrio a una temperatura fija. Los
principales factores que determinan la forma de una isoterma son: el nimero de compuestos
en la solucion, su capacidad de adsorcion relativa, la concentracion inicial en la solucion, el
grado de competencia entre los solutos por los sitios de adsorcion y las caracteristicas

especificas del adsorbente (Carabasa et al., 1998; Ng et al., 2002).
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a. MODELOS MATEMATICOS DE ISOTERMAS DE ADSORCION

Los datos de adsorcion pueden ser representados por varios modelos de isotermas que se
utilizan a menudo para describir el equilibrio de adsorcién sobre una base cuantitativa
(Arslanoglu et al., 2005). Los mas utilizados son los de Langmuir, Freundlich y Temkin, los
cuales han sido utilizados por Arslanoglu et al. (2005) para describir el proceso de adsorcion
de los componentes de colores oscuros en pulpa de melocoton sobre carbon activado en
polvo y por Angin (2014), para describir el proceso de adsorcion del Amarillo 18 sobre
carbon activado producido a partir de residuos solidos de la industrias de zumo de fruta. Asi
mismo, Carabasa et al. (1998) indicaron que la adsorcion de compuestos de color oscuro a
partir de zumos de fruta por carbdn activado sigue el modelo de las isotermas de Langmuir

y Freundlich.

o Isoterma de Langmuir

Presenta las siguientes presunciones: (i) adsorcion sobre una superficie con un numero finito
de sitios idénticos, los cuales se consideran que estain homogéneamente distribuidos sobre la
superficie del adsorbente y (ii) la interaccion entre moléculas adsorbidas es insignificante

(Nasehi et al., 2012).

° Isoterma de Freundlich

Esta basado en la adsorcion sobre una superficie energéticamente heterogénea; es decir,
sitios de adsorcion con la misma energia de interaccion adsorbato-adsorbente se encuentran
agrupados en pequefias areas. En esta perspectiva, la cantidad adsorbida es la suma de

adsorcion en todos los sitios (Foo y Hameed, 2010).

J Isoterma de Temkin

Es 1til para representar un gran intervalo de concentraciones. Este modelo asume lo
siguiente: (i) el calor de adsorcion disminuye de manera lineal con la ocupacion superficial

y que (ii) la adsorcion se caracteriza por una distribucion uniforme de las energias de enlace,

hasta en cierta energia de enlace maxima (Kim et al., 2004 citados por Rubinos, 2007).
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2.5.2. MATERIAL ADSORBENTE: CARBON ACTIVADO

El carbon activado es un mineral de origen organico constituido basicamente por carbono
(Reinoso, 2005), con una estructura porosa desarrollada (Figura 9) y elevada area superficial
que pueden adherir en su superficie una gran cantidad de compuestos orgédnicos e
inorganicos de fases liquidas o gaseosas, por medio del proceso de adsorcion. Son

producidos a partir de madera, semilla, cascaras de frutas, etc. (Primera et al., 2011).

Superficie interna

Microporo __ o
Superficie
» externa
Macroporo ! Mesoporo

Figura 9: Representacion esquematica de la estructura porosa del carbon
activado
FUENTE: Gomez et al. (2010)

La adsorcion del carbon activado se debe a un desequilibrio de fuerzas que se genera en toda
la superficie formada por &tomos de carbono. El desequilibrio se debe a que el carbono tiende
a formar sus cuatro enlaces perfectamente distribuidos en el espacio, lo que no ocurre en su
superficie solida, formandose enlaces del tipo Van der Waals con las moléculas del fluido

adyacente (Manahan, 2007).

Las principales propiedades que debe tener un carbon activado son (Gomez et al., 2010):

° Alta capacidad de adsorcion
° Distribucion adecuada de poros
° Alta resistencia mecénica
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° Alta concentracion de sitios activos (grupos quimicos que contienen oxigeno u otro
tipo de heteroatomos)

° Bajo contenido de material inorganico o cenizas

a. USOS DEL CARBON ACTIVADO

La adsorcion mediante carbon activado encuentra numerosas aplicaciones en varias
industrias de procesamiento de alimentos para eliminar el color no deseado y para mejorar

la calidad y la capacidad de consumo de la materia alimenticia. Se puede mencionar:

° En la refinacion de azlcar, se utiliza para eliminar el color, originadas por las
melanoidinas y los complejos fenolicos, olor y sustancias extranas (Goyal, 2012).

° En aceites y grasas, es usado para la purificacion del aceite de semilla de algodon ya
que elimina los peroxidos (Calzada, 1981 citado por Zamora, 2010).

J En la preparacion de bebidas alcohdlicas, para eliminar compuestos no deseados para
mejorar el sabor, color, y otras propiedades (Goyal, 2012).

° En frutas, como adsorbente de etileno para evitar la maduracion prematura (Hovanec

et al., 1998 citados por Nifio y Ortiz, 2008).

2.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficies de respuesta, o MSR, es una coleccion de técnicas
matematicas y estadisticas utiles en el modelado y el andlisis de problemas en los que una
respuesta de interés recibe la influencia de diversas variables y donde el objetivo es optimizar
esta respuesta (Montgomery, 2002). Permite que el investigador inspeccione, de manera
visual, la respuesta para cierta zona de los niveles de los factores de interés y evaluar su

sensibilidad a los factores de tratamiento (Kuehl, 2001).

2.6.1. ETAPAS DE LA OPTIMIZACION

Ayala y Pardo (1995) mencionan tres ectapas fundamentales: screening o cribado,

escalamiento y optimizacion final.
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a. ETAPA I: SCREENING O CRIBADO

Al inicio de un proceso de optimizacion, cuando todavia no se tiene un buen conocimiento
del comportamiento del proceso, generalmente la lista de factores o variables que puedan
influir en el proceso son muchas, por lo que es necesario identificar las mas relevantes. En
esta etapa, los disefios de primer orden son los mas recomendados, siendo el disefio factorial
el mas utilizado, especialmente los disefios factorial 2¥ y factorial fraccionado (Ayala y

Pardo, 1995).

Montgomery (2002) menciona que, por lo general, se emplea un polinomio de orden inferior
en alguna region de las variables independientes. Si la respuesta esta bien modelada por una
funcion lineal de las variables independientes, entonces la funcion de aproximacion es el

modelo de primer orden, representado en la Ecuacion (2):

y = ﬁo + 31?(1 + ,Bzxz + -+ .kak + € Ecuacién (2)

(T3S 2]

donde “€” representa el ruido o error observado en la respuesta “y”.

b. ETAPA II: ESCALAMIENTO

Cuando la region Optima se encuentra lejos de los experimentos iniciales (Etapa I:
screening), como en el caso de las condiciones de operacion de la Figura 10, se inicia una

segunda etapa de optimizacion denominada escalamiento (Ayala y Pardo, 1995).

Esta etapa consiste en escalar sucesivamente hacia la region Optima hasta llegar a ubicarla.
Existen varios métodos entre los cuales destacan el método de pendientes ascendentes o
descendentes y el método de busqueda simple (Simplex Search). Estos métodos permitiran
acercarse a la denominada “region experimental de respuestas estacionarias”, es decir, a una
zona en la cual ya no es posible mejorar las respuestas por las técnicas mencionadas. En esta
situacion los efectos cuadraticos toman importancia y el uso de los modelos de segundo

orden es necesario para describir dicha region (Ayala y Pardo, 1995).
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Figura 10: El caracter secuencial de la MSR
FUENTE: Montgomery (2002)

c. ETAPA 111: OPTIMIZACION FINAL

En la region experimental que encierra el Optimo, los efectos de segundo orden son mayores
en valores absolutos a los efectos de primer orden, lo que indica que esta region puede ser

descrita apropiadamente mediante modelos matematicos de segundo orden de la forma:
Y = by + X5 biX; + Xiii by iXuX; + X5 bjiXP u#j  Ecuacién (3)

Una vez definido el modelo matematico que represente satisfactoriamente la region Optima,
se procede a optimizar dicho modelo, es decir, hallar los valores 6ptimos de las variables X;

que maximicen o minimicen el modelo matematico estimado (Ecuacion (3)) (Ayala y Pardo,

1995).

La ecuacion de respuesta cuadratica se representa como una superficie solida en tres
dimensiones (Figura 11). En la Figura 12, la ecuacién aparece como curvas de nivel o
también llamado grafica de contornos. Cada contorno corresponde a una altura particular de

la superficie de respuesta (Kuehl, 2001; Montgomery, 2002).
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Figura 11: Superficie de respuesta cuadratica
FUENTE: Kuehl (2001)

Xz
Figura 12: Curvas de nivel de respuesta cuadratica
FUENTE: Kuehl (2001)

Los disefios para ajustar modelos de segundo orden son:

c.l. Factorial 3¢

Los factoriales 3¥ se pueden usar para estimar las ecuaciones polinomiales cuadraticas, pero

el nimero de combinaciones de tratamientos que requieren produce un experimento poco
r . ~ . . . ~ k .

practico de gran tamafio; pues mientras los disefios 3% con dos factores requieren solo 9

combinaciones de tratamientos, un disefio con tres factores requiere 27, y uno con cuatro

factores requiere 81 (Kuehl, 2001).
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c.2.  Disefio compuesto central

El disefio compuesto central o DCC consiste, segun Montgomery (2002) y Kuehl (2001), en
un disefio factorial 2%, al cual se le afiade puntos axiales (2k) en los ejes de coordenadas, a
un distancia + a del punto central del disefio. El punto central es replicado cierto nimero de

VECeES.

En el DCC, cada factor tiene cinco niveles, lo cual permite una buena prediccion del modelo
de segundo orden. Asimismo, el reducido nimero de puntos experimentales
(correspondientes a la suma de los puntos factoriales, puntos axiales y repeticiones en el
punto central: N= 2X+ 2k + n.) lo convierte en un disefio econémico en cuanto al uso de

recursos (Kuehl, 2001). En la Figura 13 se muestra el DCC para k=2 y k=3 factores.

x5 *3
0,a)
x2
(-1, +1) (+1, +1) //
ES] X4
(~a, 0) 0,0 | (a,0 /
1,-1) (+1,-1) /_
{0, -a)
Figura 13: Disefios centrales compuestos para k=2 y k=3
FUENTE: Montgomery (2002)
Hay dos parametros en el disefio que deben especificarse:
° La distancia a de las corridas axiales al centro del disefio. La eleccion de la distancia

a de las corridas axiales al centro del disefio es muy importante, pues determinara la
rotabilidad del disefio. Un disefio es rotable cuando la varianza V[y(x)] es igual en
todos los puntos x que equidistan del centro del mismo, siendo constante en esferas,
lo cual se traduce en la obtencion de un modelo de segundo orden que proporciona
buenas predicciones en toda la region de investigacion (Montgomery, 2002).

° El ntimero de los puntos centrales n.. Algunas razones por las que deben incluirse:

produce un buen perfil de la funcion, minimiza el cuadrado medio del error, permite
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hacer un analisis de falta de ajuste a un modelo de segundo orden e incrementa la
robustez del disefio; de tres a cinco corridas centrales son suficientes para alcanzar
dichos objetivos. Si se quiere introducir mas puntos centrales, no hay ningin
inconveniente, excepto por el costo adicional que significa ejecutar mas lecturas (Box

y Draper, 1987; Montgomery, 2002).

c.3. Disefos Box-Behnken

Los disefios son rotatorios, o casi rotatorios, con menor niumero de unidades experimentales
en comparacion con los disefios 3¥. Se forman con la combinacién de disefios 2* y disefios
de bloques incompletos. Estos disefios son esféricos mas que cuboidales puesto que los
puntos del disefio se encuentran en las orillas de un cubo en lugar de en las esquinas como
los del disefio de cubo con cara centrada. El disefio de Box-Behnken solo debe usarse si no
se tiene interés en predecir las respuestas en las esquinas de la region cuboidal. (Kuehl,

2001).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Industrial del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima — Peru.

3.2. MATERIAPRIMA

Se utilizé harina de yacon producida a partir de raices de yacon frescas adquiridas en el
Mercado Mayorista N° 2 de Frutas de Lima, ubicado en el distrito de La Victoria. Las raices

frescas fueron transportadas al laboratorio y procesadas el mismo dia de su recepcion.

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES

- Material de vidrio: baguetas, embudo Biichner, fiolas, matraces Erlenmeyer,
matraces Kitasato, pipetas, placas Petri, probetas, termdmetro, tubos de ensayo y
vasos de precipitado.

- Micropipetas de 5-50 upL, 20-200 pL, 100-1000 uL, 500-5000 pL (Brand
Transferpette®, Alemania).

- Tamices (W.S. Tyler®, ASTM Specification E-11, EE.UU.)

- Otros: ollas, cuchillos, tablas de picar, cucharas, pinzas, bolsas de polipropileno de
alta densidad, magnetos, tubos Eppendorf, tubos Falcon, malla N° 20, papel filtro
Whatman® N°1.

3.3.2. EQUIPOS

- Agitador magnético (CAT®, modelo M6, Alemania)



- Agitador vortex (VELP Scientifica®, modelo F202A0175, Espafia)

- Balanza analitica (OHAUS®, modelo AR2140, EE.UU.)

- Balanza de precision (OHAUS®, modelo Scout, China)

- Bafio maria con agitacion (GFL®, modelo 1083, Alemania)

- Bomba de vacio (Vacuumbrand®, modelo ME2C, Alemania)

- Centrifuga (Hettich®, modelo Rotofix 32, Alemania)

- Cocina eléctrica (Ingesa, Pert)

- Colorimetro (Konica Minolta®, modelo CR- 400/410, Japon)

- Congelador (Electrolux®, modelo H300, Brasil)

- Cromatégrafro de fase liquida de alta performancia (HPLC) (Waters Associates®,
modelo 2695, EE.UU.)

- Espectrofotometro (Biotek Instruments®, modelo EONC, EE.UU.)

- Espectrofotdmetro de absorcion atémica (Thermo Scientific®, Genesys 200)

- Estufa al vacio (Shellab®, modelo 1400 E-2, EE.UU.)

- Licuadora (Oster®, modelo 4655-053, México)

- Potenciometro digital (Thermo Orion®, modelo 410, EE.UU.)

- Refractometro de mano 0-32 °Brix (VWR®, BX Series, EE.UU.)

- Refrigerador (LG®, modelo GR-482BEF, Corea)

- Rotavapor (Heidolph®, modelo Heizbad HB, Alemania)

- Selladora (Machintek®, modelo KF-300H, EE.UU.)

- Tamizadora vibratoria (Siemens Schuckert Werke®, BE 4835, Alemania)

- Turbidimetro (WTW, Turb® 550/Turb® 550 IR, Alemania)

3.3.3.REACTIVOS

- Acetato de sodio (p.a. Merck®, Alemania)

- Acetonitrilo (grado HPLC. J.T. Baker®, EE.UU.)

- Acido 3,5 dinitrosalisilico (DNS) (p.a. Sigma-Aldrich®, EE.UU.)
- Acido acético glacial (p.a. J.T. Baker®, EE.UU.)

- Acido fosforico (p.a. J.T. Baker®, EE.UU.)

- Agua destilada

- Agua Milli - Q

- Alcohol etilico desnaturalizado (p.a. J.T. Baker®, EE.UU.)

- Bisulfito de sodio (Mallinckrodt®, México)
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- Carbonato de sodio (p.a. J.T. Baker®, EE.UU)

- Carbon activado en polvo (Clarimex®, México)

- Coomassie azul brillante G250 (p.a. Sigma-Aldrich®, EE.UU.)
- Fenol (p.a. Mallinckrodt® EE.UU.)

- Folin Ciocalteu 2 N (p.a. Merck®, Alemania)

- Fructosa (Sigma-Aldrich®, EE.UU.)

- Hidréxido de calcio (p.a. Merck®, Alemania)

- Hidroxido de sodio en perlas (p.a. J.T. Baker®, México)

- Inulinasa (Sigma-Aldrich®, EE.UU.)

- Tartrato de sodio y potasio (Scharlau®, Espafia)

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

Se determind el contenido de sdlidos solubles en el extracto concentrado y extracto
clarificado y decolorado a partir de la harina de yacon usando un refractdémetro de mano,
previamente calibrado. Se emple6 el método 932.14-C de la AOAC (1995), reportandose los

resultados en grados Brix.

3.4.2.DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES

Se us6 el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) expresandose el resultado
en porcentaje de azlicares reductores (AR). El cual se basa en la reaccion entre el acido 3,5
dinitrosalicilico y el grupo reductor de la glucosa o fructosa en medio alcalino, formando un
compuesto de color marréon cuya intensidad es proporcional a la cantidad de azicares
presentes. El procedimiento empleado para la determinacion del contenido de AR se presenta

en el ANEXO 1.

3.45. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUCOSA, FRUCTOSA,
SACAROSA Y FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Para la determinacion del contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y fructooligosacéaridos

(FOS), se realizd el procedimiento senalado por Jaime et al. (2001) con algunas
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modificaciones. El procedimiento se encuentra descrito en el ANEXO 2. Se utilizé un equipo
de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) (Waters Associates®, modelo 2695),
detector de indice de refraccion Waters Associates (Modelo 2414), columna Shodex®
Asahipak® NH2P-40 3E (4,6 mm ID x 250 mm) y pre-columna Shodex® NH2P-50G 3A (4,6
mm ID x 10 mm). El solvente de elucion fue acetonitrilo: agua (80:20) a un flujo de 0,5
mL/min y 42 °C, durante 20 minutos. La cantidad de muestra inyectada fue 20 pL. La
muestra, los estandares (glucosa, fructosa y sacarosa) y la fase movil se filtraron a través de

un filtro de 0,22 pm PVDF Millipore® antes de la inyeccion en el HPLC.

La concentracion total de fructanos se determin6 de acuerdo al método de Hoebregs (1997),

segun las Ecuaciones (4) y (5).

G=Gr—-(51,9)-Gr Ecuacion (4)
F=Fr—(51,9)-FF Ecuacion (5)

donde:

. s
S =sacarosa, G = glucosa liberada de los fructanos, Gt = glucosa total, o= glucosa

o fructosa proveniente de la sacarosa, Gr = glucosa libre, F = fructosa liberada de los

fructanos, Fr = fructosa total, Fr = fructosa libre.

El contenido total de oligofructanos (Ecuacién (6)) es la suma de G y F, corregida por la

pérdida de agua durante la hidrolisis:

FOSiotates(%) = k(G + F) Ecuacion (6)
donde:
k =0,925 (para oligdmeros)

El rendimiento de extraccion de FOS, se calcul6 de la siguiente forma:

.. ., Cantidad de FOS extraida .,
Rendimiento de extraccion (%) = — X 100 Ecuacion (7)
Cant.total de FOS en la harina
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3.4.6. DETERMINACION DE GRANULOMETRIA

La granulometria se determiné usando tamices (W.S. Tyler®) N° 30, 40, 50, 60, 70, 100 y
200 que fueron ensamblados en una tamizadora vibratoria (Siemens Schuckert Werke®). En
la parte superior, donde se encuentra el tamiz de mayor diametro, se colocd la harina y
posteriormente la columna de tamices se sometidé a vibracion y movimientos rotatorios
intensos (150 RPM). Luego de aproximadamente 10 minutos, se retiraron los tamices,
tomando por separado los pesos del material retenido en cada uno de ellos. Los resultados

se expresaron en porcentaje, aplicando la Ecuacion (8).

A
Porcentaje retenido = w X 100 Ecuacion (8)

donde:

A = Peso retenido en el tamiz y W = Peso inicial de la muestra
3.4.7. DETERMINACION DE pH

El pH del extracto se determind usando un potenciémetro, el cual fue previamente calibrado
con soluciones buffer de pH 4, 7 y 10. La medicion se realizd directamente sobre los

extractos a temperatura ambiente.
3.4.8. DETERMINACION DE TURBIDEZ

Se determind la turbidez en el extracto bruto y extracto clarificado, mediante un turbidimetro
microprocesador de sobremesa con medidas nefelométricas, que expresa los valores en
unidades NTU (unidades nefelométricas de turbidez) y cubre un rango de 0 a 10000 NTU
(WTW, Turb®). El procedimiento empleado para la determinacion de turbidez se presenta

en el ANEXO 3.

Los resultados se expresaron en porcentaje de remocion de turbidez y se obtuvo mediante la

Ecuacion (9).

Porcentaje de remocion de  Turbidezjniciqr~Turbidezrina 3
: a Turbidez e x 100 Ecuacion (9)
turbldez (%) Inicial
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3.4.9. DETERMINACION DE COLOR
El color de las muestras se determiné por el método CIELAB, utilizando un colorimetro de
refraccion (Konica Minolta®), el cual expresé el color en pardmetros de L* (luminosidad),

a* (verde a rojo) y b* (azul a amarillo) de la escala de Hunter.

La diferencia de color se determind segun la regla:

AE = [(Aa)>+ (Ab)? + (AL)?]"2 Ecuacion (10)
donde:

A@ = Amuestra — Apatron* Ecuacion (11)

Ab = bmuestra - bpatrén* Ecuacion (12)

AL = Linuestra— I—patrc’m* Ecuacién (13)

patron® = valores del extracto concentrado inicial

Asi, AE representa la diferencia de color total entre el extracto concentrado y la muestra

(extracto clarificado y decolorado).

3.4.10. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La determinacion del contenido de compuestos fenolicos se realizod con el reactivo Folin —

Ciocalteu, siguiendo la metodologia de Singleton y Rossi (1965).

La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 755 nm y los resultados fueron expresados
como mg de acido galico equivalente (AGE)/g de muestra en base seca (en la harina) y mg
de acido galico equivalente (AGE)/mL de muestra (en los extractos). El procedimiento

empleado para la determinacion de compuestos fendlicos se presenta ANEXO 4.

3.4.11. DETERMINACION DE PROTEINA

Se determind la proteina total del extracto optimo utilizando el método de Bradford (1976)

(ANEXO 5), el cual se basa en la formacion de un complejo entre el colorante Coomassie
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Blue G-250 y las proteinas. El color rojo pasa a azul cuando el colorante se une a la proteina.
La formacion del complejo colorante - proteina toma aproximadamente dos minutos y
permanece estable por una hora, por lo que el procedimiento es muy rapido y el tiempo para

el ensayo no es limitante (Garcia y Vazquez, 1998).

3.4.12. DETERMINACION DE CALCIO

Mediante espectrofotometria de absorcion atomica (Chapman y Pratt, 1973) (ANEXO 6), se
determind el contenido de calcio en la harina de yacon, en el extracto a partir de la harina y
en el extracto concentrado de yacon, usando estdndares de calcio. Se empled el

espectrofotometro de absorcion atémica Thermo Scientific® Genesys 200.

3.4.13. DETERMINACION DE FOSFATO

Se determino el contenido de fosfato mediante el método 970.39 de la AOAC (1995),

reportandose los resultados en ppm de P20Os.

35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. EXTRACCION DE FOS A PARTIR DE LA HARINA DE YACON

Para la extraccion de los FOS, se utilizo harina de yacon, la cual se obtuvo segun el siguiente
procedimiento: las raices de yacon fueron seleccionadas, lavadas, cortadas en rodajas de
cinco milimetros de espesor, sometidas a un blanqueado en agua a ebulliciéon por seis
minutos y secadas a una temperatura de 65 °C hasta alcanzar un contenido de una humedad
constante (3,5 por ciento); luego fueron molidas y la harina obtenida fue tamizada utilizando
una malla N° 20 (833 micras), empacada en bolsa de polietileno y almacenada a -20 °C hasta

Su uso.

En la Figura 14 se presenta la secuencia de operaciones llevada a cabo para la obtencion del

extracto a partir de la harina de yacon. A continuacion se describen dichas operaciones:

a. Extraccion: Se pesaron dos gramos de harina en un matraz y se adiciond agua

destilada en una relacion materia prima:solvente (MP:S) determinada (1:10 y 1:70

39



(g/mL)). Luego, se llevo a bafio maria bajo agitacion constante a una temperatura (30
— 90 °C) y tiempo de extraccion (5 — 40 min) en concordancia con el disefio

experimental.

b. Filtracion: Se filtré el extracto empleando papel Whatman® N°1, con el fin de

retener el sobrenadante y obtener un extracto bruto.

Al extracto bruto obtenido se le determiné el contenido de FOS, el cual fue expresado en

rendimiento de extraccion.

Harina de yacon

l Relacién MP:S: 1:10 — 1:70 (g/mL)

Agua destilada——» EXTRACCION Temperatura: 30 — 90 °C
Tiempo: 5 — 40 min

A 4

FILTRACION |—— Torta

!

Extracto de yacon

Figura 14: Flujo de operaciones para la obtencion del extracto a partir de la

harina de yacon

3.5.2. CLARIFICACION Y DECOLORACION DEL EXTRACTO PROVENIENTE
DE LA HARINA DE YACON

Para la clarificacion y decoloracion, se utilizd el extracto obtenido con los parametros
optimos determinados en la primera etapa de esta investigacion, el cual fue concentrado a
60 °C, empleando el rotavapor, hasta conseguir un extracto a 20 °Brix. A continuacion se

describe cada operacion desarrollada:

a. Clarificacion: Este proceso se basé en la metodologia de Laksameethanasan et al.
(2012) y Doherty et al. (2002), con algunas modificaciones. Se colocaron 40 mL de
extracto concentrado en un matraz y se adiciono lechada de cal al 50 por ciento (p/v),
para lo cual se emple6 hidréxido de calcio (p.a. Merck®, Germany), cuyas

especificaciones se encuentran en el ANEXO 7, hasta ajustar al pH requerido (5,53 -
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11), valor determinado segun el disefio experimental, ya que la cal participa en la
formacion de sales insolubles que luego son floculados por accion del calor.
Posteriormente, el extracto se calentdé a 40 °C, pues Doherty et al. (2002)
recomiendan un tratamiento de encalado a temperaturas entre 35 y 40 °C. El tiempo

de calentamiento fue de 10 minutos, el cual fue determinado por ensayos previos.

Centrifugacion: El extracto se centrifugd a 4000 RPM por 10 minutos para la

separacion de los floculos formados y se recogio el sobrenadante.

Regulacion de pH: Se emple6 acido fosforico uno molar hasta ajustar el pH del
extracto a 6,5, formando mas sales que aumenta el efecto “red” de los aglomerados.
Ademas, Qi et al. (2004) afirman que el decrecimiento de la capacidad de adsorcion

del carbon activado se da en rango de pH basico (7 — 10).

Centrifugacion: El extracto se centrifugd a 4000 RPM por 10 minutos para la

separacion de los floculos formados y se recogid el sobrenadante.

Primera decoloracion: Se coloco el sobrenadante obtenido de la etapa anterior en
un matraz y se procedid a adicionar carbon activado en polvo (CAP) (0,05 — 1,5 por
ciento, Clarimex®, México), cuyas especificaciones se encuentran en el ANEXO 8.
Seguidamente, se llevo a bafio maria, con agitacion constante, a una temperatura
determinada (20 — 60 °C) (porcentaje de CAP y temperatura en concordancia con el
disefio experimental), por un tiempo de 30 minutos (tiempo suficiente para que pueda

alcanzar el equilibrio).

Centrifugacion: El extracto se centrifugd a 4000 RPM por 15 minutos para la

separacion del carbon activado y se recogi6 el sobrenadante.

Segunda decoloracion: Se realizo una segunda decoloracion en las mismas

condiciones en la que fue llevada a cabo la primera decoloracion.

Centrifugacion: El extracto se centrifugd a 4000 RPM por 15 minutos para la

separacion del carbon activado y se recogi6 el sobrenadante.
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i Filtracion a vacio: Se filtré el extracto empleando papel Whatman® N°1 para
eliminar restos de carbon activado, garantizar la eliminacion de impurezas y obtener

finalmente un extracto de yacon clarificado y decolorado.

Finalmente, se determino el color, turbidez y contenido de FOS de los extractos obtenidos
segun el disefio experimental. El flujo de operaciones para la clarificacion y decoloracion se

muestra en la Figura 15.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1. EXTRACCION DE FOS A PARTIR DE HARINA DE YACON

Se siguid la metodologia de superficie de respuesta, la que contempld dos etapas. En la
primera etapa, se realizo un screening para seleccionar los factores de efecto significativo
en el rendimiento de extraccion de FOS a partir de harina de yacon y en la segunda etapa se

optimizaron las condiciones de extraccion con la mayor recuperacion de FOS.

a. SCREENING O CRIBADO

Sobre la base de los resultados reportados en similares estudios (Lingyun et al., 2007,
Arango et al. (2008), Montafez et al. (2011), Kurtoglu y Yildiz (2011), Puminat y
Teangpook (2013)) y a pruebas preliminares, se identificaron tres factores para ser evaluados
en esta etapa: relacion MP:S (X1), temperatura (X2) y tiempo de extraccion (X3). Se
determind el efecto significativo de estos factores (p < 0,05) sobre la variable respuesta:

rendimiento de extraccion de FOS (Y1), bajo un disefio factorial 2*.

Los niveles planteados de los factores se muestran en el Cuadro 5. El efecto de estos sobre
cada variable respuesta fueron determinados con el analisis de varianza (ANVA) (p < 0,05)
y, representados en la grafica de Pareto estandarizado. Para el analisis estadistico se empled

el software Statgraphics® Centurion XV.15.2.06 (Stat Point Inc., Warrenton, VA, USA).
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Figura 15: Flujo de operaciones de la clarificacion y decoloracion del extracto
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Cuadro 5: Factores y sus niveles considerados en el arreglo factorial 2% aplicado

en la etapa de screening para la extraccion de FOS

Factores experimentales
Relacion MP:S (p/v) Temperatura (°C) Tiempo (min)
X1 (X1) X2 (X2) X3 (X3)
1:10 (-1) 30 (-1) 5(-1)
1:70 (1) 90 (1) 40 (1)

Xi: Variable no codificada, xi: Variable codificada

b. OPTIMIZACION

Los resultados de la etapa anterior identificaron un solo factor significativo: relacion MP:S.
Con el fin de determinar la relacion MP:S que maximice la extraccion de FOS, se aplico el
método de Variacion No Significativa (Herrera, 2005), manteniendo constante Ia
temperatura y el tiempo (30 °C y 5 minutos), el cual comprende dos partes: (i) ANV A usando
el Disefio Completamente al Azar (DCA), a las medias de los resultados obtenidos con cada
uno de las relaciones MP:S ensayadas (1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:70, 1:90 y 1:100
(g/mL)) y (ii) la prueba de comparacion de medias de Duncan (p < 0,05), se aplico luego de
que el ANVA indicara diferencias significativas entre las medias de los resultados. El
objetivo fue realizar una comparacion multiple para determinar qué medias son

significativamente diferentes de las otras.

Luego, la interpretacion de los resultados, se considerd como la relacion MP:S que maximiza
el proceso, aquel en el cual se conjugan los dos requisitos siguientes: (i) la cantidad de FOS
extraido sea mayor y (ii) la prueba de comparacién de medias de Duncan indique que no
existen diferencias significativas con la cantidad de FOS extraido en aquel relacion MP:S

subsiguiente mayor, pero si con aquel anterior.

Para el analisis estadistico se empleo el software Statgraphics® Centurion XV.15.2.06 (Stat
Point Inc., Warrenton, VA, USA).
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C. CINETICA DE EXTRACCION DE FOS

Se evaluaron diferentes tiempos de extraccion de FOS (1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, y 60 minutos)
manteniendo constante la relacion MP:S, seleccionada en la etapa anterior, y la temperatura
del proceso a 30 °C. Se ajustaron los datos experimentales a dos modelos cinéticos, los que
se definen en el Cuadro 6. Para el analisis estadistico se emple6 el software Statgraphics®
Centurion XV.15.2.06 (Stat Point Inc., Warrenton, VA, USA).

3.6.6. CLARIFICACION Y DECOLORACION DEL EXTRACTO OBTENIDO A
PARTIR DE LA HARINA DE YACON

Se siguié la metodologia de superficie de respuesta, la que contempld dos etapas. En la
primera etapa, se realizd un screening para evaluar el efecto significativo de los principales
factores que afectan el proceso de clarificacion y decoloracion del extracto de yacon y, en

base en los resultados obtenidos, se optimizo las condiciones de estas operaciones.

a. SCREENING O CRIBADO

Sobre la base de los resultados reportados en estudios similares (Chen, 1991; Carabasa et
al., 1998; Rein, 2002; Doherty et al., 2002; Nasehi et al., 2012; Laksameethanasan et al.,
2012) y pruebas preliminares, se identificaron tres factores a ser estudiados dentro del
proceso completo de clarificacion y decoloracion: pH en la clarificacion (Xi), temperatura
(X2) y porcentaje de carbon activado (X3) en la decoloracion. Se evalud el efecto
significativo de estas variables (p < 0,05) sobre las variables respuestas: porcentaje de

remocion de turbidez (Y1) y variacion de color respecto al extracto inicial (AE, Y>2).

En esta etapa se aplicé un disefio factorial 2¥. Para k = 3 variables, se tuvieron ocho puntos

factoriales. Los niveles planteados de los factores se muestran en el Cuadro 7.
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Cuadro 7: Factores y sus niveles considerados en el arreglo factorial 2 aplicado

en la etapa de screening para la clarificacion y decoloracién

Factores experimentales
pH en la clarificacién Temperatura Porcentaje de CAP
4 (%, g/mL)
X1 (X1) X2 (X2) X3 (X3)
5,5 (-1) 20 (-1) 0,05 (-1)
11 (1) 60 (1) 1,5 (1)

Xi: Variable no codificada, xi: Variable codificada

El efecto de estos sobre cada variable respuesta fueron determinadas el analisis de varianza
(ANVA) (p <0,05) y con la grafica de Pareto estandarizado. Para el analisis estadistico se
empled el software Statgraphics® Centurion XV.15.2.06 (Stat Point Inc., Warrenton, VA,
USA).

b. OPTIMIZACION

Para optimizar el nivel de los factores determinados con efecto significativo en el screening,
sobre el porcentaje de remocion de turbidez (Y1), AE respecto al extracto inicial (Y2),
contenido de FOS g/100 mL (Y3), se aplico el Disefio Compuesto Central (DCC) para el
analisis de superficie de respuesta de segundo orden que, segun Box y Draper (1987), para
k=2 variables, consta de cuatro puntos factoriales (2¥), cuatro puntos axiales (estrella) en los
ejes coordenados (a una distancia o) con ocho repeticiones en el punto central; dando un
total de 16 puntos experimentales. Para determinar la ubicacion de los puntos axiales se

consideré a = (nf)"* = (4)4= 1,14 que, garantiza un DCC rotable (Montgomery, 2002).

El punto axial -1,41 para el caso del porcentaje de CAP es -0,25, pero en la practica a los
tratamientos con dicho punto axial, no se le coloc6 carbon activado. Y para el caso del punto
experimental -1,41 del pH en la clarificacion que resulto ser 4,4; se mantuvo el pH natural

del extracto.

Los niveles planteados de los factores se muestran en el Cuadro 8. El modelo y coeficiente

de regresion fueron considerados significativos cuando p < 0,05.
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Cuadro 8: Factores y sus niveles considerados en el disefio compuesto central

aplicado en la etapa de optimizacion de la clarificacion y decoloracion

Factores experimentales
pH en la clarificacion Porcentaje de CAP (%, g/mL)
X1 (X1) X3 (X3)
4.4 (-1,41) -0,25 (-1,41)
5,53 (-1) 0,05 (-1)
8,3 (0) 0,76 (0)
11 (1) 1,5 (1)
12,13 (1,41) 1,8 (1,41)

Xi: Variable no codificada, xi: Variable codificada

El modelo de segundo orden para las variables respuestas planteadas fue:

k k
j=1

K
Ecuacion (18)
uj=1 J=1

Donde:

Y: Porcentaje de remocion de turbidez (%), AE respecto al extracto inicial
by: Término independiente

b;: Efecto lineal

by ;: Efecto de las interacciones

b;;: Efecto cuadratico

Xyuy X;: Variables independientes o factores

k: Ntimero de variables independientes o factores

Posteriormente, se realizdé el ANVA (nivel de significacion o = 0,05). La bondad de ajuste

de la ecuacion de regresion de las observaciones experimentales fue verificada por el

coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de determinacion ajustado (RZajustado). Para

el analisis estadistico se empled el software Statgraphics® Centurion XV.15.2.06 (Stat Point

Inc., Warrenton, VA, USA).

Con la finalidad de brindar una vision panoramica de la variacion del porcentaje de remocion

de turbidez y AE, se grafico la superficie de respuesta (tridimensional) y la curva de contorno

48



correspondiente a la Ecuacion (18), que representa el efecto de dos factores sobre la

respuesta.

c. VALIDACION DEL MODELO

Para la validacion de las condiciones 6ptimas de los niveles de las variables independientes,
obtenidas mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta, se realizaron tres
repeticiones experimentales con dichos valores y se compararon con los valores predichos

por el modelo.

d. CARACTERIZACION DEL PRODUCTO FINAL

Se evalud el contenido de compuestos fenolicos, proteinas, solidos solubles, calcio y

fosfatos, color y turbidez en el extracto final.

3.6.7. ISOTERMA DE ADSORCION DE COMPUESTOS COLOREADOS

Para la obtencion de los datos de color, se siguié el método de Arslanoglu et al. (2005) con

algunas modificaciones:

- Se determiné el color de la muestra de partida (extracto obtenido luego de la
centrifugacion previo ajuste del pH a 6,5 con acido fosforico) mediante la lectura de
absorbancia a 420 nm.

- Se colocaron 15 mL de extracto bruto concentrado en matraces, con diferentes
porcentajes de carbon activado (0,1; 0,4; 0,7; 1,0; 1,3 y 1,6 por ciento).

- Se llevaron los matraces a baflo maria con agitacion constante, a temperatura
ambiente (20 = 2 °C), considerando un tiempo de contacto adsorbente — adsorbato de
60 minutos a fin de asegurar que la condicion fuera alcanzada.

- Luego de ese tiempo, se retiraron los matraces del bafio maria y se centrifugd para
separar el material adsorbente (carbon activado).

- Se procedio a realizar la lectura de las absorbancias a 420 nm en el espectrofotometro.

- Con los resultados obtenidos se realizaron las isotermas de adsorcion.
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La adsorcion de los compuestos coloreados en el equilibrio (ge) se calculd6 mediante la
Ecuacion (19).

Ge= (Ao— A¢) X V/m Ecuacién (19)

donde Ay y A, son los valores de absorbancia inicial y de equilibrio, V es el volumen del

extracto (m?), m es el peso del carbon activado en polvo (kg).
La determinacion de los valores de las constantes de los modelos matematicos se realizd
empleando la técnica de regresion lineal de multiples variables, para lo cual se emple6 el

software Statgraphics® Centurion XV.15.2.06 (Stat Point Inc., Warrenton, VA, USA).

La expresion matematica de los modelos estudiados (isotermas de Langmuir, Freundlich y

Temkin) se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9: Expresion matematica de los modelos de isotermas de adsorcion

Isoterma Forma lineal Grafico Parametros del modelo
A,: Adsorbancia de equilibrio
A, 1 A, E b : Constante de Langmuir
Langmuir CI_e B bQ° " Q° Z: q.: Cantidad de adsorbato en el
Ecuacién (20) A, adsorbente en el equilibrio

Q°: Adsorcién maxima

A,: Adsorbancia de equilibrio

1 Ing, ks : Constante de Freundlich
Inqe = Inks + ;lnAe

Freundlich \& n: Intensidad de adsorcion
Ecuacion (21) InA, q.: Cantidad de adsorbato en el
adsorbente en el equilibrio
A,: Adsorbancia de equilibrio
qe Kp: Constante de Temkin
) e = nylnKy + nplnd, )
Temkin Vs nr: Constante de Temkin

Ecuacion (22)
InA, q.: Cantidad de adsorbato en el

adsorbente en el equilibrio

FUENTE: Arslanoglu et al. (2005)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DE LA HARINA DE YACON

Las raices de yacon fueron seleccionadas, lavadas, cortadas en rodajas de cinco milimetros
de espesor, sometidas a un blanqueado en agua a ebullicion por seis minutos y secadas a una
temperatura de 65 °C hasta alcanzar un contenido de humedad constante (3,5 por ciento);
luego fueron molidas y finalmente la harina obtenida fue tamizada. En el Cuadro 10 se
presentan las caracteristicas de la harina de yacon destinada al estudio de optimizacion de la

extraccion de FOS.

Cuadro 10: Caracteristicas de la harina de yacon (*)

Componente Contenido
Azucares reductores (% b.s.) 33,14 +£ 0,03
FOS (% b.s.) 37,90 £0,51
Sacarosa (% b.s.) 7,11 +£0,25
Proteina (% b.s.) 6,54 £ 0,16
Humedad (%) 3,55+0,11
Compuestos fenolicos (mg AGE/g harina b.s.) 3,39 +0,89

(*) Promedio de tres repeticiones + DS

Itaya et al. (2002) hace referencia que la raiz de yacon acumula grandes cantidades de
fructanos y otros hidratos de carbono solubles, tales como fructosa, glucosa y sacarosa. La
concentracion de tales hidratos de carbono y la longitud de la cadena de los fructanos puede
variar durante el crecimiento de la planta y después de la cosecha. La harina procesada
contiene principalmente FOS (37,90 por ciento b.s.) y aztcares reductores (33,14 por ciento
b.s.) y sacarosa (7,11 por ciento b.s.). Los resultados obtenidos se encuentran alrededor de
los valores citados en las investigaciones realizadas por Juarez (2015), quien reporto valores
de 49,2 por ciento de FOS y 24,7 por ciento de AR para la harina de yacon obtenida bajo las

mismas condiciones que la presente investigacion, y Mejia (2015), quien obtuvo 38,8 por



ciento de FOS, 30,3 por ciento de AR y 8,8 por ciento de sacarosa para la harina obtenida a
partir de raices enteras, las cuales se sometieron a ebullicion durante 15 minutos para
inactivar enzimas y luego secadas a 70 °C para ser finalmente molidas (todos los valores

reportados en b.s.).

El contenido de proteina fue de 6,54 por ciento, tal como se muestra en el Cuadro 10, siendo
muy cercano a lo reportado en otras investigaciones. Moscatto et al. (2004) y Coronado
(2013) reportan una concentracion de proteina de 8,32 y 5,52 por ciento en harina de yacon,
respectivamente. Rein (2007) en su estudio de la extraccion de azicar de cafia, menciona la
importancia de la evaluacion del contenido de proteinas ya que, ain en concentraciones muy
bajas, pueden reaccionar con los azucares reductores presentes en el jugo (reaccion de
Maillard) y, como consecuencia, producir el oscurecimiento del extracto. Por esta razon, la
presencia de proteinas y aziicares reductores y su probable paso al extracto debe considerarse

para las etapas siguientes de clarificacion y decoloracion.

El contenido de humedad fue de 3,55 por ciento, siendo cercanos a los reportados por
Moscatto et al. (2004), Coronado (2013) y Mejia (2015), con valores de 3,37, 2,58 y 2,90

por ciento de humedad en harina de yacon, respectivamente.

El contenido de compuestos fendlicos en la harina fue de 3,39 mg AGE/g de harina b.s.
Valentova et al. (2006) indican que, entre los principales antioxidantes en el yacon, se
encuentran el acido clorogénico, ferulico, galico, gentisico y cafeico. Estos compuestos son
los principales sustratos de reacciones de oscurecimiento frente a la accion de las enzimas
polifenoloxidasa y peroxidasa, los cuales se pueden producir en etapas posteriores a la

extraccion, por lo que se considerd importante su determinacion.

El resultado del andlisis de granulometria se muestra en el Cuadro 11. El tamafio de la
particula es un factor importante que determina la velocidad en el proceso de transferencia
de masa; esta se encontr6 en el rango de 75 y 600 um, siendo 600 pm el tamafio de particula

con mayor porcentaje (33,4 por ciento).
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Cuadro 11: Resultado del analisis de granulometria

N° de Luz de malla ) % Retenido

malla (um) ¥ Retenido acumulado
30 600 33,04 33,04
40 425 20,59 53,63
50 300 17,25 70,88
60 250 5,91 76,79
70 212 6,31 83,10
100 150 12,27 95,37
200 75 4,33 99,70
<75 0,30 100

4.2. EXTRACCION DE FOS

El método tradicional para extraer componentes intracelulares de tejidos de plantas estd
basado en una extraccion solido-liquido. Normalmente la cantidad de componentes que se
transfieren al solvente liquido depende del grado de desintegracion de las células del tejido.
La membrana celular es un obstaculo importante para la extraccion de componentes
intracelulares (Chalermchat et al., 2004). Debido a esto la desintegracion mecanica y el
calentamiento es usualmente un pre-tratamiento para destruir la membrana celular y facilitar
la salida del soluto durante la extraccion (Aguilera y Stanley, 1999; Sastry y Barach, 1999).
Al mismo tiempo, la total ruptura de la membrana celular puede provocar el paso de
sustancias no deseables siendo necesario procesos de purificacion posterior (Lopez et al.,
2009).

La agitacion en el proceso de extraccion facilita la transferencia por dos razones, incrementa
la difusion y remueve la solucion concentrada que prevalece en la superficie de la matriz
para proporcionar un mayor gradiente y aumentar el rendimiento de la extraccion (Azmir et
al., 2013). Otro factor a considerar para la eficiencia de la extraccion es la eleccion del
solvente (Cowan, 1999). La polaridad del componente elegido es el factor mas importante
para la eleccion del solvente. Al ser el agua un solvente polar tiene afinidad con componentes
de esta misma naturaleza, los FOS con grupos OH en sus moléculas son de naturaleza muy
hidrofilica. Asimismo el agua puede tener afinidad con otros componentes como polifenoles,

sales inorganicas, azlicares y otros compuestos hidrofilicos. Azmir et al. (2013) sefala que
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la afinidad molecular entre el soluto y el solvente, transferencia de masa, seguridad
ambiental, toxicidad al ser humano y consideraciones econémicas deben ser tomadas en
cuenta en la seleccion del solvente. En consecuencia, el agua fue elegida como solvente de

extraccion.

4.2.1. SCREENING O CRIBADO

Las corridas experimentales dadas por el disefio fueron ocho y los valores de rendimiento de

extraccion de FOS se muestran en el Cuadro 12.

El analisis de varianza (ANEXO 9) y su representacion en el diagrama de Pareto
estandarizado (Figura 16) indican que solo el factor relacion MP:S tiene efecto significativo
en el rendimiento de extraccion de FOS (p <0,05). La temperatura y el tiempo de extraccion

no fueron significativos (p > 0,05).

Asimismo, en la Figura 16, se puede observar que la barra de la relacion materia
prima:solvente (MP:S) se extiende mas alla de la linea vertical que representa el limite de
significancia estadistica para los efectos (cinco por ciento), mas no asi la temperatura y
tiempo de extraccion, al igual que las interacciones entre ellos (temperatura-relacion MP:S,

temperatura-tiempo, tiempo-relacion MP:S).

Numerosas investigaciones que estudian la extraccion de prebidticos demuestran que la
temperatura es un factor determinante, a diferencia del resultado del presente estudio, que lo
sefiala como un factor no significativo. Paseephol et al. (2007) recomiendan la extraccion
con agua en ebullicion por 10 — 15 minutos para alcachofa de la variedad Jerusalen. Toneli
et al. (2008), para raices secas de chicoria, determinaron la difusion en agua caliente a una
temperatura promedio de 80 °C por una hora con agitacion continua. Para alcachofa variedad

Globe, Ronkart et al. (2007) recomiendan agua a 80 °C, a pH 6,8.

La diferencia puede deberse a que, en el caso del yacon, los prebioticos son de bajo peso
molecular (FOS), mientras que en la alcachofa y achicoria se tiene oligofructosas de alto
peso molecular (inulina), cuya solubilidad si se incrementa marcadamente con la
temperatura, siendo casi insoluble a 25 °C y alcanzando alrededor de 35 por ciento

(peso/volumen) a 90 °C (Dobre et al., 2008). Adicionalmente, Apolinario et al. (2014)
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mencionan que los fructooligosacaridos, dadas sus cadenas mas cortas comparadas con la

inulina, son altamente solubles en agua.

Cuadro 12: Arreglo del disefio factorial 2K y respuesta experimental en la etapa

del screening en el proceso de extraccion de fructooligosacaridos

Factores Variable respuesta
Corrida (Variable independiente)
Xa(x1) Xa(x2) X3(x3) Y:

1 30 (-1) 5(-1) 1:70 (1) 97,86 + 1,68
2 90 (1) 40 (1) 1:10 (-1) 91,15 + 2,94
3 90 (1) 5(-1) 1:70 (1) 95,51 + 2,47
4 90 (1) 40 (1) 1:70 (1) 100,47 + 2,02
5 30 (-1) 40 (1) 1:70 (1) 99,33 + 1,73
6 90 (1) 5(-1) 1:10 (-1) 90,37 + 5,04
7 30 (-1) 40 (1) 1:10 (-1) 90,50 + 7,20
8 30 (-1) 5(-1) 1:10 (-1) 89,89 + 2,66

(*) Promedio de tres repeticiones &+ DS

C:MP:S

B:Tiempo
BC
AB

i

AC

A:Temperatura

2 3 4 5
Efecto estandarizado

o
—_—

Figura 16: Diagrama de Pareto estandarizado para el disefio factorial 2%
Pardo-Rueda et al. (2014) sefialan que los procesos de extraccién con agua caliente son

empleados porque la elevada temperatura incrementa la solubilidad de los componentes,

especialmente en aquellas moléculas complejas, de modo que favorece la transferencia de
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masa durante la extraccion. Tan et al. (2011) atribuyen este efecto a que el calor favorece la
permeabilidad de la pared celular y decrece la viscosidad del solvente, lo que facilita su paso
a través de la matriz solida. Otros investigadores indican el efecto positivo en el coeficiente
de difusion de acuerdo a los principios de transferencia de masa. No obstante, en el caso de
ciertos componentes bioactivos, como los fructooligosacaridos, niveles de temperatura muy

altos puede ser un factor que genere degradacion.

Desde otro punto de vista, cierto nivel de temperatura podria tener un efecto negativo, Kim
et al. (2003) mencionan que ademas de haber un incremento de la efectividad de la
extraccion de oligosacaridos con el aumento de la temperatura; temperaturas altas podrian
causar la desnaturalizacion de proteinas solubles que luego reaccionan con los azicares

solubles, dificultando la extraccion.

En cuanto al tiempo, es probable que las condiciones de operacion (tamafio reducido de las
particulas, nivel de agitacion y solvente empleado) estén favoreciendo el proceso a través de
una resistencia externa despreciable, llegando al equilibro con el rendimiento maximo de
extraccion en un tiempo muy corto (menos de 10 minutos), afiadido a las caracteristicas
granulométricas que determinan la distancia corta que el solvente recorre para acceder al

interior de la matriz solida durante la transferencia de masa.

Qu et al. (2010) senalan que las relaciones MP:S mas altas generan un mayor gradiente de
concentracion durante la difusion del material interno a la solucién y un incremento de la
eficiencia de la extraccion. Sin embargo, si la relacion solvente/solido es mayor del 6ptimo,
el exceso no tiene un efecto significativo en el rendimiento de extraccion de equilibrio,

resultando en el empleo de solvente adicional innecesario.

Por lo tanto, en esta etapa se pudo identificar que la tUnica variable que afecta
significativamente el proceso de extraccion de FOS a partir de la harina de yacon es la
relacion MP:S. Teniendo en cuenta criterios de ahorro de energia y tiempo de operacion, se

eligio 30 °C y cinco minutos como factores constantes para la optimizacidon posterior.
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4.22. EFECTO DE LA RELACION MATERIA PRIMA:SOLVENTE EN LA
EXTRACCION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Dado que se identifico la relaciéon materia prima:solvente (MP:S) como el unico factor
significativo en la variable respuesta, se procedio al estudio del efecto de este en el
rendimiento de extraccion de FOS a fin de terminar el nivel que asegura la maxima
recuperacion. La cantidad de FOS extraido a partir de la harina de yacon con las diferentes
relaciones MP:S, manteniendo constante la temperatura y el tiempo (30 °C y cinco minutos),

se muestran en el Cuadro 13.

Cuadro 13: Contenido de fructooligosacaridos en extractos obtenidos a diferentes

relaciones MP:S manteniendo constante la temperaturay el tiempo (30 °C por 5

min) (*)
Relacion MP:S FOS
(g/mL) (% b.s.)

1:10 3446+0,99a
1:20 36,64 +0,49 ¢
1:30 37,60 £ 0,50 ¢
1:40 36,40 £ 0,90 ¢
1:50 37,77 £ 0,86 ¢
1:70 37,14+ 1,08 ¢
1:90 3497+0,23b
1:100 32,08 +£0,24 a

(*)Promedio de tres repeticiones = DS; letras
diferentes dentro de una columna indican

diferencias significativas p < 0,05.

El analisis estadistico ANVA (ANEXO 10) indica que existen diferencias significativas (p
< 0,05) entre las medias de los resultados obtenidos. La prueba de comparacion de medias
de Duncan (ANEXO 11), indica que a partir de la relacion 1:20 no existen diferencias

significativas entre los resultados obtenidos con niveles superiores.

Algunas investigaciones que estudian el efecto de este factor en los procesos de extraccion

sefialan la relacion directa entre la cantidad recuperada de compuestos biactivos y la cantidad
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de solvente. No obstante, es importante considerar que una mayor relacion MP:S puede
implicar un mayor consumo de solvente en la extraccion y de energia en una etapa posterior
de concentracion si estuviese previsto. Teniendo en cuenta esta consideracion y
contemplando que, a relacion MP:S de 1:20 (g/mL), se observaron problemas de
recuperacion del extracto del residuo solido durante la filtracion, es que se seleccion6 una

relacion de 1:30 (p/v) para maximizar la recuperacion de FOS.

Bajo la relacion MP:S de 1:30 se obtiene 37,60 por ciento de FOS en b.s., lo que representa
un rendimiento de extraccion de 99,23 por ciento sobre el total de FOS presentes en la harina

de yacon.

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos corresponden a un extracto
obtenido a partir de harina cuyo tamano de particulas se encuentran entre 75 y 600 pum,
siendo 600 pum el tamafo de particula con mayor porcentaje (33,4 por ciento) y no es posible
afirmar que, con un tamafio de particula diferente, se puedan conseguir los mismos

resultados.

4.2.3. CINETICA DE EXTRACCION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS

En la Figura 17 se muestra el contenido de FOS en extractos obtenidos a diferentes tiempos
bajo los parametros seleccionados en las etapas previas (temperatura: 30 °C, relacion MP:S:
1:30 g/mL). El analisis estadistico ANVA (ANEXO 12) indica que existen diferencias
significativas (p < 0,05) entre las medias de los resultados y, la prueba de comparacion de
medias de Duncan (ANEXO 13), permite concluir que a partir de 10 minutos de extraccion

no existen diferencias significativas.

En la Figura 17 se aprecia la tendencia tipica de este tipo de operacion: el contenido de FOS
se incrementa rapidamente y luego alcanza un periodo estable. Este rapido incremento ocurre
dentro de los primeros cinto minutos. Sin embargo, la maxima extraccion de FOS se asegura
a los 10 minutos. Esta tendencia es explicada por Chan et al. (2014), quienes sefalan que la
curva de extraccion con solvente estd compuesta tipicamente de una etapa de extraccion
rapida (etapa de lavado) y una etapa de difusion. El mecanismo de extraccion empieza

cuando las moléculas del solvente penetran en la matriz vegetal, causando que la capa del
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citoplasma sea expuesta directamente al solvente (Crossley y Aguilera, 2001), facilitando la

disolucion de los compuestos activos en este.

B
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(98] 98
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Contenido de FOS (% bs)

(9]

(=)

0 1 2 5 10 20 30 60
Tiempo de extraccion (minutos)

Figura 17: Contenido de fructooligosacaridos en extractos obtenidos a
diferentes tiempos manteniendo constante la relacion MP:Sy temperatura (1:30
g/mLy 30 °C)

Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0,05

Posteriormente los compuestos activos se difunden desde el interior de la matriz vegetal y
se disuelven. El rendimiento de extraccion durante esta etapa es muy dependiente de las
células que quedan intactas después de la etapa de lavado. Las caracteristicas de las etapas
de lavado y difusion pueden ser determinadas por la proporcion de células quebradas o
intactas después de la preparacion de la muestra (por ejemplo, la molienda) que reduce las
barreras de la transferencia de masa y mejora la extraccion. El rendimiento de extraccion
durante la etapa de lavado puede mejorar cuanto mas pequefas sean las particulas (Qu et al.,
2010), pero es desfavorable cuando este pequefio tamafio de particula genera la salida de
componentes indeseables (Cissé et al., 2012). Mientras mas pequefio sea el tamafio de las
particulas, se incrementa la difusividad y mejora los mecanismos de transferencia de masa.
Esto es debido a la mayor area de contacto superficial con el solvente y a la menor distancia
de difusion promedio de los compuestos activos del solido al solvente (Cissé et al., 2012;
Herodez et al., 2003; Hojnik et al., 2008). Como resultado, se requieren cortos tiempos de

extraccion.
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El Cuadro 14 muestra los parametros estimados de los modelos de cinética aplicados al
proceso de extraccion; los valores de h, Ce y K fueron obtenidos de la pendiente e intercepto
al graficar t/Ct versus t (Ley de Fick modificado por Qu et al. (2010)). El valor h puede ser
comparado con el obtenido en otros procesos de extraccion en los cuales se aplica
temperatura para obtener un mayor rendimiento, como los obtenidos en la extraccion de
compuestos antioxidantes de la granadilla cuando se aplica temperaturas por encima de 60
°C (h varia entre 35 - 100,7 g/L min) (Qu et al., 2010). Con el modelo de Fick modificado
por Chan et al. (2014) se hall6 b y k. Los altos coeficientes de determinacion (R?= 0,98-0,99)

sefialan que la extraccion de FOS se ajusta adecuadamente a los dos modelos empleados.

Cuadro 14: Parametros de los modelos de cinética aplicados al proceso de a

extraccion de fructooligosacaridos a una relaciéon MP:S 1:30 g/mL y 30 °C

Componente | Parametros estimados | Parametros estimados | R? | R2

1) (2) @ | @
h=40,317 (g/L min
@ ) b=0,8128
FOS K=0,246 (/L min) 0,99 | 0,98
k=0,2485 min’!

Ce:12,84 (g/L)
(1) Ley de Fick modificado por Quet al. (2010) (2) Ley de Fick modificado por Chan
etal. (2014)

En las Figura 18 y Figura 19 se muestra las cinéticas de extraccion de FOS, bajo los
parametros seleccionados en las etapas previas (temperatura: 30 °C, relacion MP:S: 1:30
g/mL), ajustados a la Ley de Fick modificado por Qu et al. (2010) y Ley de Fick modificado
por Chan et al. (2014) respectivamente y, se observa la tendencia tipica de este tipo de
operacion, la cantidad extraida de FOS se incrementa rapidamente y luego alcanza un
periodo constante de extraccion. Este incremento rapido ocurre dentro de los primeros cinco

minutos.
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Figura 18: Cinética de extraccion de fructooligosacaridos a una relacion MP:S
1:30 g/mL y a 30 °C. Modelo Ley de Fick modificado por Qu et al. (2010)
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Figura 19: Cinética de extraccion de fructooligosacaridos a una relacion MP:S
1:30 g/mL y a 30 °C. Modelo Ley de Fick modificado por Chan et al. (2014)



4.3. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO CONCENTRADO A PARTIR DE
YACON

En el Cuadro 15 se presentan las caracteristicas del extracto concentrado; es de destacar su
composicion, principalmente de FOS (10,3 g/100 mL) y azucares como: glucosa+fructosa
(11,6 g/100 mL) y sacarosa (1,9 g/100 mL). Esta distribucion esta en correspondencia a la
composicion de las raices sometidas a la extraccion. Ohyama (1990) estima que alrededor
del 90 por ciento del peso seco de la raiz tuberosa corresponde a carbohidratos, de los cuales
una fraccion estimada entre 50 a 70 por ciento corresponde a FOS y el porcentaje restante, a
azlcares como: sacarosa, fructosa y glucosa, cuyos contenidos son variables dependiendo
de los tratamientos en pre y pos cosecha. La variabilidad del contenido de FOS ha sido
relacionada a la actividad de enzimas involucradas con la sintesis e hidrolisis de FOS tales
como  sacarosa:sacarosa  l-fructosiltransferasa  (1-SST), fructano:fructano  1-
fructosiltransferasa (1-FFT) y 1-fructanexohidrolasa (1-FEH) (Campos et al., 2012).
Diferentes estudios han demostrado que, poco después de la cosecha, puede ocurrir una
hidrolisis enzimatica rapida de los FOS en azucares simples: glucosa, fructosa y sacarosa
(Graefe et al., 2004), siendo la conversion mas lenta durante almacenamiento de las raices
bajo refrigeracion (Manrique y Parraga, 2005), por lo que estos tratamientos determinarian

la composicion final del extracto.

Asimismo, se reporta la presencia de otros componentes cuya importancia estd relacionada
a la funcidén que cumplen en las reacciones de formacion de color y turbidez durante las

etapas de secado, extraccion y concentracion y en la propia clarificacion y decoloracion.

El extracto contiene 1,72 mg AGE/mL de compuestos fenolicos, la importancia de su
presencia radica en su participacion en reacciones de pardeamiento enzimatico y no
enzimatico. Las raices de yacon se oscurecen rapidamente durante el procesamiento y/o
almacenamiento y esto estd relacionado con su indice fenolico, especialmente con el
contenido de acido clorogénico y acido cafeico y a la actividad de enzimas como

polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) (Yan et al., 1999; Lachman et al., 2003).

La temperatura a la que se vean sometidas las raices en operaciones de procesamiento que
ademads signifiquen la ruptura de la estructura celular que ponga en contacto sustrato y

enzima, estimula la actividad de PPO y POD y la oxidacion enzimatica de compuestos
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fenodlicos a quinonas, resultando en pigmentos marrones o negros después de la
polimerizacion (Valentova y Ulrichova, 2003). Si bien es cierto que las raices previas al
secado han pasado por un proceso de inactivacion, se menciona que existe una actividad
residual a las que se le puede atribuir, aunque limitada por el nivel bajo, alguna contribucion

al color oscuro del extracto desarrollado durante la etapa de extraccion y concentracion.

Cuadro 15: Caracteristicas del extracto concentrado a partir de harina de

yacon()
Componente Contenido

Azucares reductores (g/100 mL) 11,61 +£0,13
Glucosa (g/100 mL) 3,63+0,15
Fructosa (g/100 mL) 8,08 + 0,08
Sacarosa (g/100 mL) 1,98 £ 0,07
FOS (g/100 mL) 10,35+ 0,18
Compuestos fenolicos (mg AGE/mL) 1,72 +£ 0,02
Proteina (g BSA/100 mL) 0,048 = 0,0005

L 26,38 £ 0,16
Color a* -3,37+0,17

b* 3,84 +£0,45
Solidos Solubles (°Brix) 20
pH 5,47 +0,07
Turbidez (NTU) 2454,17 + 38,54
Ca (ppm) 1278,75 +£ 46,25
Fostatos (ppm) 298 £3,6

(*)Promedio de tres repeticiones + DS

Los compuestos fendlicos son conocidos por ser precursores de color en jarabes de azlcar
de cafia que conducen a la formacion de compuestos coloreados con hierro y cobre y
oxidacion a polimeros coloreados de alto peso molecular. Estos estan relacionados a la
tendencia del azucar a oscurecerse en el almacenamiento y no se eliminan durante la

clarificacion (Nguyen y Doherty, 2011).

Se ha reportado la participacion del acido clorogénico en la formacion de complejos con el

hierro, reaccion responsable de la aparicion de coloraciones oscuras después de procesos de
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coccion en papa (Calder et al., 2011), la que podria plantearse como hipoétesis, dado que las
raices de yacon contienen hierro en una concentracion de 0,2 mg/100 g (Lachman et al.,
2003) y 1,8-7,5 mg/100 g de acido clorogénico (Campos et al., 2012), ambos referidos a

peso fresco.

El hierro esta implicado en la formacion de color en jugo de cafia, presumiblemente por
formacion de complejos coloreados y productos de oxidacion (quinonas y polimeros) con
compuestos fenodlicos intrinsecos. En el caso de azicar de cafia, clorofilas, xantofilas,
polifenoles y flavanoides acompaiian al extracto después de la molienda. Estos compuestos
forman complejos metalicos de transicion, particularmente con hierro, los cuales son

altamente coloreados (Zerban, 1921).

El contenido de proteinas fue de 0,05 g BSA/100 mL. Este componente esta relacionado con
los valores de turbidez a través de las interacciones entre proteinas y polifenoles, con la
consecuente formacion de estructuras insolubles (Siebert et al., 1996; Siebert, 2006), ademas
de su participacion en reacciones de tipo no enzimatico (reaccion de Maillard) que da lugar
a la formacion de productos coloreados (Carabasa et al., 1998; Toribio y Lozano, 1984;

Martins et al., 2001).

Estas reacciones serian las responsables de los valores de turbidez (2454,17 NTU) y color
(L=126,38, a* =-3,37 y b* = 3,84). La presencia de color y turbidez es tipico en el proceso
de extraccion de azicar de cafia. Estas caracteristicas pueden ser generadas por reacciones
durante el procesamiento a causa de interacciones de los compuestos de la cafia; las mas
comunes son las que ocurren entre fenoles y sustancias nitrogenadas y/o la de los fenoles y
el hierro, componentes que acompafnan al jugo y una parte de ellos se transforma en
complejos coloreados durante el proceso completo (Paton, 1992). De forma general, la
clarificacion del jugo pretende proporcionar condiciones de temperatura, pH y concentracion
ionica adecuadas para maximizar la precipitacion de las impurezas solubles, insolubles o

coloidales, ademas de producir un jugo claro de alta calidad (valores minimos turbidez).

Pinelo et al. (2010) mencionan que la percepcion visual de la turbidez en zumos de frutas es
el resultado de la dispersion de la luz causada por sustancias en suspension. La estructura
celular del yacon consiste principalmente de celulosa, hemicelulosa y una pequena parte de

pectina, que estd unida covalentemente a las primeras, lo que explicaria su baja solubilidad
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(Castro et al.,, 2013) y su presencia como coloides en suspension en el extracto,

contribuyendo a su turbidez inicial.

Otro componente importante, por la participacion en el proceso de clarificacion, es el
contenido de fosfatos, el cual fue de 298 ppm. Se debe conocer la cantidad de fosfato que
contiene el jugo naturalmente, dado que esta cuantificacion es importante al ser el fosfato el
que favorece la formacion de floculos con el posterior agregado de calcio, formando fosfato
tricalcico. Al respecto, Chen (1991) indica que es importante que el contenido de fosfatos
sea mantenido a un minimo de 300 ppm. Esto con el fin de que se formen facilmente los

fosfatos tricalcicos y se produzca una floculacion mas eficiente.

El contenido de calcio en el extracto concentrado inicial fue de 1278,75 ppm. Chen (1991)
menciona que el calcio es necesario en la formacion de puentes de calcio-fosfato que ayudan
en el proceso de floculacion en el jugo de cana de azicar. A pesar de que la cafia de azlicar
y el extracto proveniente de la harina de yacon tienen sus diferencias, estas consideraciones

podrian ser trasladadas a esta investigacion.

4.4, CLARIFICACION Y DECOLORACION DEL EXTRACTO PROVENIENTE
DE HARINA DE YACON

Para la identificacion de las etapas a incluir dentro de un flujo de partida se realizd una
revision y analisis de los procesos empleados en la clarificacion y decoloracion de azicar de
cafia (Doherty y Edye, 1999; Laksameethanasan et al., 2012; Prati y Moretti 2010),
remolacha, jarabes de glucosa y jugo de sorgo dulce (Andrzejewski et al., 2013), asi como

pruebas preliminares.

La clarificacion de jugo de cafa de azlicar se produce por coagulacion, floculacion y
precipitacion de los coloides y sustancias pigmentadas, que mas adelante se eliminan por
decantacion vy filtracion, es decir, se forma un precipitado insoluble que absorbe y arrastra

estos compuestos del jugo (Marin, 2012).

Para que se produzca la coagulacion, son necesarias condiciones alcalinas propias del medio
o por la presencia de agentes alcalinizantes, tales como 6xido de calcio (cal viva), hidroxido

de calcio (cal apagada), hidroxido de sodio, o carbonato de sodio. Cuando se anade al jugo,
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tales reactivos modifican el pH y, junto con el efecto de la temperatura, forman precipitados
que eliminan impurezas (Koblitz, 1998; Koblitz y Moretti, 1999; Stupiello, 1987 citados por
Prati y Moretti, 2010).

También se afiaden floculantes para aumentar la eficiencia y el rendimiento de este proceso.
Estos productos anadidos al jugo pueden contribuir significativamente a la eliminacion de
impurezas, ya que su principal objetivo es hacer que los floculos sean mas densos y puedan
decantar facilmente. Estas sustancias incluyen arcilla, silice activado, acido fosforico,

bentonita, polielectrolitos y 6xido de magnesio (Prati y Moretti, 2010).

Del mismo modo, en el caso del extracto de raiz de chicoria, una fuente industrial de inulina,
también se efectia una clarificacion del extracto crudo por encalado y carbonatacion a alto
pH y altas temperaturas como paso previo a la concentracion y precipitacion para la

eliminacion de pectina, proteinas y solidos suspendidos (Luo et al., 2013).

Estas practicas en otras industrias permitieron realizar pruebas preliminares para plantear un
flujo de operaciones base e identificar las etapas criticas. En el acapite 3.5.6 se muestra el
flujo planteado y basicamente se distinguieron dos etapas criticas: la clarificacion por

encalado y la decoloracion por carbon activado.

Los coloides presentes en el jugo de la cafia puede ser liofilicos (coloide que tiene fuerte
afinidad por el liquido en el que se dispersa) y liofobicos (coloide que carece de afinidad por
el liquido en el que se dispersa) cuya presencia en el jugo de la cafa es desfavorable, ya que
pueden evitar la coalescencia de las particulas en suspension durante la clarificacion. Los
compuestos liofilicos son principalmente componentes organicos, que pueden ser
pentosanos, pectinas y proteinas y se caracterizan por su fuerte afinidad por el liquido. Los
coloides li6fobicos, por otro lado, son menos hidratados y representan una dispersion mas
estable que tiene poco efecto sobre la viscosidad del liquido. Los principales coloides
liofobos presentes en el jugo de la cafia son grasas y ceras, las particulas del suelo y otros
materiales extrafios derivados de operaciones de molienda. Las particulas coloidales en el
jugo de la cafa de azicar normalmente llevan una carga negativa. Estas cargas estabilizan el
sistema coloidal y evitan la sedimentacion rapida al hacer que las particulas se repelen entre

si (Chen, 1991).
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Con el proceso de clarificacion se pretende formar floculos que se encarguen de atrapar todo
el material suspendido, el cual debe sedimentar rapidamente, produciendo un volumen
minimo de lodos y un jugo claro de alta calidad (valores bajos de turbidez y contenido de
iones de calcio disueltos, que tenga un pH adecuado que logre disminuir la inversion de la
sacarosa en los procesos siguientes de extraccion). Todo lo anterior con el objeto de reducir

costos de produccion de fabrica y tiempo de residencia en los clarificadores (Marin, 2012).

El método mas antiguo de clarificacion de jugo, y de hecho uno de los mas eficientes
empleados a nivel mundial, involucra de manera general cal (6xido de calcio) y calor y es
conocido como proceso simple de defecacion. El proceso de defecacion ha tenido
modificaciones a lo largo de la historia con el propdsito de mejorar la clarificacion y darle
un tratamiento especial a los jugos dificiles de tratar que produzcan ciertas variedades de

cafia, conservando siempre su principio base (Marin, 2012).

La accion de la cal y el calor forman en conjunto lo que se conoce como coagulacion de las
impurezas. Se ha estudiado que el material en suspension del jugo diluido transporta cargas
electronegativas que, por diferentes tipos de fuerzas (Van der Waals, London, Movimientos
Brownianos), impiden la aglomeracion de las impurezas y por tanto su eliminacion. La cal
en el jugo tiene la funcion de neutralizar y formar sales de calcio insolubles. Las materias
coloidales tales como pectinas, hemicelulosas, proteinas y compuestos coloreados son
adsorbidos por los iones precipitados y algunos coloides floculan por el calor; con esto se

eliminan impurezas y desciende la turbidez (Marin, 2012).

La funcion de la coagulacion es contrarrestar el efecto repulsivo entre particulas en
suspension con la misma carga mediante su neutralizacion, facilitando la colision y
formaciéon de macromoléculas (coagulos), obteniendo como resultado la precipitacion

primaria de las impurezas (Giraldo, 2005; Ochoa, 2008; Rodriguez et al., 2009).

Aunque con la accion conjunta de la cal y el calor se forma un precipitado denso de
composicion compleja, que arrastra consigo la mayor parte del material en suspension del
jugo y promueve la clarificacion, si se desea incrementar de manera relevante la eficiencia
y la velocidad de la clarificacion de jugo, se requiere de un proceso alterno denominado
floculacioén que involucra la aplicacion de polielectrolitos como agentes floculantes (Prati y

Moretti, 2010).
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Otra practica en los procesos de purificacion de extractos de cafia de azicar es la adicion de
acido fosforico (fosfatacion) al zumo para ayudar en la clarificacion. El acido precipita parte
de los coloides y materia colorante en el jugo mientras que la cal precipita principalmente
fosfato tricalcico, que es dificil de filtrar. El método de la fosfataciéon normalmente da como
resultado el uso de mas cal debido a la caida en el pH. La cantidad de acido fosférico anadido
depende del contenido de fosfato del jugo y esto varia normalmente entre 50 — 200 ppm

como P>Os (Hugot, 1972).

Otra etapa importante en los tratamientos de extractos azucarados es la decoloracion y es la
adsorcion principalmente la operacion en la que se basan las técnicas empleadas para este
fin. La adsorcion se utiliza comUnmente para purificar fluidos contaminados, los tipicos
adsorbentes estudiados para la extraccion de polifenoles y el color marron de los zumos de
fruta incluyen carbon activado, gelatina, bentonita, caseina, ceras de intercambio ionico y

polivinilpolipirrolidona (Giovanelli y Ravasini, 1993).

Los carbones activados son ampliamente utilizados como adsorbentes en los procesos de
descontaminacion debido a su elevada area superficial, alta capacidad de adsorcion,
estructura microporosa y reactividad superficial especial (Ania et al., 2002). El carbon
activado se ha usado ampliamente para eliminar contaminantes organicos incluyendo
fenoles, debido a la existencia de grupos funcionales tales como carboxilos, lactonas,
aldehidos, cetonas, quinonas, hidroquinonas, anhidrido y estructuras etéreos (Jung et al.,

2001).

La capacidad de adsorcion de un carbon activado en solucion depende de diferentes factores,
entre ellos se tiene la estructura de los poros, la quimica superficial y el contenido de materia
mineral del carbon. Otros factores importantes son las condiciones de las soluciones tales
como: el pH, la temperatura, la concentracion del adsorbato y la presencia de otros posibles

adsorbatos, ademas de la fuerza ionica (Villacanas et al., 2006; Moreno-Castillo et al., 1995).

4.4.1. SCREENING O CRIBADO

El total de corridas experimentales se presentan en el Cuadro 16. Se evaluo el efecto de los

factores: pH en la clarificacion (X1), temperatura (X») y porcentaje de CAP (X3), sobre las
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variables respuestas: porcentaje de remocion de turbidez (Y1, %) y AE respecto al extracto

inicial (Y?2).

Cuadro 16: Arreglo del disefio factorial 2¥ y respuestas experimentales en la

etapa de screening (*)

Factores ]

Corrida (Variable independiente) Variable respuiesta

X1 (x1) X2 (X2) X3 (X3) Y: Y2
1 55(-1) 60 (1) 1,5(1) | 94,10+0,09 | 20,94+ 0,00
2 55(-1) 60 (1) | 0,05(-1) | 91,88+0,13 | 13,06+0,36
3 55(-1) 20 (-1) 1,5(1) | 92,92+0,03 | 2021+0,39
4 11 (1) 20 (-1) 1,5(1) | 99,65+0,01 | 27,76+0,14
5 11 (1) 60 (1) 1,5(1) | 99.38+0,05 | 26,07+0,10
6 11(1) 20(-1) | 0,05(-1) | 99,67+0,01 | 26,42+0,55
7 11 (1) 60 (1) | 0,05(-1) | 99,45+0,05 | 2531+0,23
8 55(-1) | 20(¢1) | 0,05(-1) | 92,79+0,16 | 9,93+0,41

(*)Promedio de tres repeticiones + DS

Los analisis de varianza para las dos variables respuestas: porcentaje de remocion de turbidez
(ANEXO 14) y AE (ANEXO 15) mostraron que, a un nivel de significancia o = 0,05, a
excepcion de la temperatura, las variables pH y porcentaje de CAP influyeron
significativamente sobre la AE y porcentaje de remocion de turbidez en dichos procesos,

puesto que presentan una p-valor menor que 0,05.

Lo expuesto anteriormente se aprecia en el diagrama de Pareto estandarizado (Figura 20 (a)
y (b)) para cada variable respuesta. Se observa que, para el caso de la AE y porcentaje de
remocion de turbidez, las barras de pH y porcentaje de CAP se extienden mas alla de la linea
vertical que representa el limite de significancia estadistica para los efectos (cinco por
ciento), lo cual quiere decir que ejercen un efecto significativo sobre el proceso, lo que no

se aprecia con la temperatura.

Respecto al efecto del pH en la clarificacion, Honig (1969) hace referencia a que, si este es
demasiado bajo, entonces no se conseguira una completa precipitacion de fosfatos ya que,

como indican Doherty y Rackemann (2009), se debe afiadir cal en el jugo a clarificar para
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elevar el pH y formar sales insolubles al contacto con los fosfatos presentes en el jugo (en
su mayoria fosfato de calcio). Estas particulas estan involucrados en la formacion de
floculos, los cuales, al atrapar las impurezas y ser eliminadas por medio de la precipitacion,

disminuyen la turbidez y, por lo tanto, son la clave en el proceso de clarificacion.
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B: Temperatura
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Figura 20: Diagrama de Pareto estandarizado del disefio factorial 2¥ (etapa

screening): (a) Porcentaje de remocion de turbidez (b) Variacion del color

Courtin et al. (2009) mencionan que los oligosacaridos no digeribles, a temperaturas de 100
y 120 °C, presentan descomposicion alcalina (pH 11), siendo los de cadena corta mas
sensibles que los de cadena larga debido a que tienen una mayor cantidad de extremos
reductores. Es por ello que en esta investigacion la clarificacion se realizo a 40 °C. Ademas,
Qi etal. (2004) afirman que la capacidad de adsorcion del carbon activado decrece en rangos
de pH basico (7 — 10), lo cual puede ser debido a la desprotonacién de los grupos funcionales
del carbon activado acido y de las moléculas carboxiladas presentes en solucion de acidos

fenolicos. Por esta razon, antes de la decoloracion, se disminuy6 el pH a 6,5 con acido
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fosforico uno molar en aquellos tratamientos que se trabajaron a un pH mayor a siete durante

la clarificacion.

En cuanto a la temperatura de decoloracion, algunas investigaciones mencionan un efecto
positivo de este factor. Nasehi et al. (2012) mencionan que la eficiencia de adsorcion se
incrementa con el aumento de la temperatura debido a la reduccion de la viscosidad, lo cual
afecta la difusion del adsorbato hacia el adsorbente, siendo favorable para la transferencia
externa y difusion dentro del absorbente sélido. En posicion contraria, otros investigadores
indican que la capacidad de adsorcion disminuye con el aumento de temperatura debido a la
mayor movilidad de las moléculas y a la desorcion de las que previamente se adsorbieron
(Fischer y Hofsommer, 1992). Asimismo, en otra investigacion al estudiar la adsorcion de
compuestos coloreados de jugos de frutas con diferentes tipos de carbon activado, se
encontrd que en algunos, la respuesta a la temperatura dependia del nivel de este factor. Para
un tipo de carbdn activado, se determiné un intervalo 6ptimo de temperatura de 20 a 40 °C,
disminuyendo sustancialmente la eficienciaa 10 y 50 °C, ya que a estas ultimas temperaturas
podria haber dos efectos antagonicos, el efecto viscoso y el efecto de movilidad (Carabasa
etal., 1998). Es decir, a 10 °C prevalece el efecto viscoso, afectando la difusion del absorbato
hacia el adsorbente; en cambio, a 50 °C, el efecto de movilidad hace que aumente la

probabilidad de que las moléculas adsorbidas se disocien de la superficie del adsorbente.

Respecto al efecto significativo del porcentaje de CAP, se puede entender que, al
incrementar su concentracion en el extracto, aumenta la superficie de adsorcion,

incrementando la adsorcion de compuestos responsables del color y turbidez.

Es asi que, en esta etapa se pudo identificar que el pH en la clarificacion y el porcentaje de
CAP, afectan significativamente los procesos de clarificacion y decoloracion del extracto a
partir de harina de yacon y se continud con la siguiente etapa para estimar los modelos de

segundo orden de las respuestas y ubicar el punto 6ptimo.

442. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE CLARIFICACION Y
DECOLORACION

Para la etapa de optimizacion, se considero un Disefio Compuesto Central (DCC) de segundo

orden que, segin Box y Draper (1987), para k=2 variables consta de cuatro puntos factoriales
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(29), cuatro puntos axiales (estrella) en los ejes coordenados (a una distancia o) con ocho
repeticiones en el punto central; es decir, un total de 16 puntos experimentales. Las pruebas

se realizaron en forma aleatoria.

Se consideraron los dos factores significativos obtenidos en la etapa de screening: pH (Xi)
en la clarificacion y porcentaje de CAP (X3) en la decoloracion. La temperatura (X2) se
mantuvo a temperatura ambiente, ya que en la etapa anterior, no se encontraron diferencias
significativas en los resultados, optando por la menor temperatura y asi evitar gastos de

energia.

Los niveles de los factores, los valores experimentales (Y) y predichos (Y) para cada punto
experimental se presentan en el Cuadro 17. El analisis de regresion multiple realizado con

los valores obtenidos gener¢ las siguientes ecuaciones polinomiales de segundo grado:

¥, = 99,499 — 2,555X,— 1,067X5+ 0,219X% — 0,019X, X5+ 1,205X2  Ecuacién (23)
¥,= 5,605 +0,295X, +20,073X5+ 0,114X2- 1,076X, X5- 4,339X2  Ecuacién (24)

donde Y; representa el porcentaje de remocion de turbidez estimado (%); Y,, la AE
estimada; X;, el pH en la clarificacion y X3, el porcentaje de CAP en la decoloracion (%,

p/v), en su forma no codificada (valores reales).

En el Cuadro 18 se presenta el ANV A para el modelo cuadratico de la Ecuacion (23) y en el
Cuadro 19 el ANVA para la Ecuacion (24). En estos se reportan los términos lineales, los
términos cuadraticos y las interacciones. Los bajos p-valor para las interacciones y los
términos cuadraticos (0,0) sugieren que hay curvatura en la superficie de respuesta, tal como
se vera mas adelante en los graficos. Ademas, se puede observar que el pH en la clarificacion
y el porcentaje de CAP afectan significativamente el proceso, al tener un p-valor menor a
0,05. Con respecto al error puro, se aprecia que la suma de cuadrados es pequefa (2,18 y
7,10) en comparacion con la suma de cuadrados total (311,15 y 939,64), presentando asi una

buena reproducibilidad en el punto central (Ayala y Pardo, 1995).
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Cuadro 17: Disefio compuesto central, respuesta experimental y predicho en la etapa

de optimizacion (*)

Factores
(Variable Variables Respuesta
Corrida Independiente)
X1 (X1) X3 (X3) Y1 Y1 Y2 Y2

1 4,4 (-1,41) 0,76 (0) 92,24 +0,14 | 91,93 | 21,10+0,25 | 19,21
2 5,5(-1) 1,5 (1) 92,92+0,02 | 93,05 | 20,21 +0,67 | 22,14
3 8,3 (0) 0,76 (0) 93,01 £0,26 | 92,92 | 21,70+ 0,80 | 21,64
4 83(0) | -025(-1,41) | 92,35+0,10 | 93,13 | 11,67+0,38 | 15,24
5 12 (1,41) 0,76 (0) 99,07+ 0,01 | 100,22 | 24,54+ 0,54 | 28,47
6 8,3 (0) 1,8 (1,41) | 94,91+0,13 | 94,83 | 21,44+0,10 | 21,83
7 8,3 (0) 0,76 (0) 92,89 +0,27 | 92,92 | 21,65+0,11 | 21,64
8 11(1) 1,5 (1) 99,65+ 0,01 | 98,79 | 28,17+0,00 | 25,21
9 8,3 (0) 0,76 (0) 92,81+0,15 | 92,92 | 21,45+ 0,60 | 21,64
10 55(-1) 0,05(-1) | 92,79+0,11 | 92,04 | 9,93+0,72 | 11,40
11 8,3 (0) 0,76 (0) 93,68 +0,19 | 92,92 | 22,58 +0,28 | 21,64
12 8,3 (0) 0,76 (0) 93,26+ 0,24 | 92,92 | 2229+0,25 | 21,64
13 11 (1) 0,05(-1) | 99,67+0,01 | 97,93 | 26,42+0,95 | 23,00
14 8,3 (0) 0,76 (0) 93,22+020 | 92,92 | 22,11+0,02 | 21,64
15 8,3 (0) 0,76 (0) 93,25+0,20 | 92,92 | 21,27+0,41 | 21,64
16 8,3 (0) 0,76 (0) 93,24+0,01 | 92,92 | 21,88+0,49 | 21,64

(*)Promedio de tres repeticiones = DS, Y. porcentaje de remocion de turbidez (%), Ya. AE

respecto al extracto inicial



Cuadro 18: Analisis de Varianza del modelo cuadratico para el porcentaje de remocion

de turbidez en la etapa de optimizacion

Fuente Suma de Cuadrados Cuadrado |Razon-F| P-Valor
Medio

Xi 202,99 202,99 1954,19 0,00

X3 5,22 5,22 50,26 0,00

X? 64,36 64,86 624,42 0,00

X1 X3 0,016 0,016 0,16 0,69

X5? 9,62 9,62 92,63 0,00

Falta de ajuste 26,23 1,38 13,29 0,00

Error puro 2,18 0,10

Total (corr.) 311,15

R?=90,9 por ciento

R%jjustado = 89,8 por ciento

Cuadro 19: Andlisis de Varianza del modelo cuadratico para la AE en la etapa de

optimizacion

Fuente Suma de Cuadrados Cuadrado |Razon-F| P-Valor
Medio

X1 322,22 322,25 952,09 0,00

X3 250,28 250,28 739,53 0,00

Xi? 17,33 17,33 51,22 0,00

X1 X3 54,61 54,61 161,36 0,00

Xs5? 124,88 124,88 369,00 0,00

Falta de ajuste 163,16 8,58 25,38 0,00

Error puro 7,11 0,34

Total (corr.) 939,64

R? = 81,9 por ciento

R?4justado = 79,7 por ciento




Aunque la falta de ajuste fue significativa para ambos casos, no invalida el modelo para
proposito predictivo, porque el R? fue 90,9 y 81,9 por ciento, es decir que, aproximadamente
el 90,9 y 81,9 por ciento de variabilidad total de los resultados, para la variable respuesta
porcentaje de remocion de turbidez y AE, respectivamente, es explicado por el modelo
seleccionado (existe una adecuada correlacion entre los valores obtenidos y estimados de la
respuesta); siendo significativo para representar la relacion existente entre las respuestas
(porcentaje de remocion de turbidez y AE) y las variables estudiadas (pH en la clarificacion

y porcentaje de carbon activado).

En la Figura 21 (a) y (b) se muestran la grafica de contorno de la superficie de respuesta
estimada para el porcentaje de remocion de turbidez y la AE en el extracto clarificado y
decolorado, respectivamente, donde se aprecia que para ambas variables respuestas, el
incremento del pH en el proceso de clarificacion y, de la proporcion de CAP tiene un efecto
significativamente positivo, provocando un aumento en las respuestas conforme su nivel
crece, alcanzando un porcentaje de remocion de turbidez y variacion de color mas altos
cuando el pH fue 11 y el porcentaje de CAP 1,5 por ciento. Las superficies de respuesta

estimada se pueden observar en el ANEXO 16 (a) y (b).

Esta tendencia es reportada por Andrzejewski et al. (2013), al observar que, al elevar el pH
del jugo (sorgo dulce) a clarificar agregando lechada de cal, obtuvo floculos mas grandes,
que se produjeron cuando el jugo fue calentado, eliminando el 94 por ciento de turbidez. Por
otro lado, Zhao et al. (2013) indican que, para el caso de la clarificacion de un extracto de
alcachofa por carbonatacion y encalado, el incrementar el pH del extracto de alcachofa a
13,4 con cal parece ser el 6ptimo para la eliminacion de proteinas, gomas y fibras. Koblitz y
Moretti (1999) citados por Prati y Moretti (2010) estudiaron la eficacia de diferentes
concentraciones de floculante en la clarificacion de los jarabes de azicar a diferentes valores
de pH (7,9 y 11), produciendo los mejores resultados en términos de eliminacion de color y

turbideza pHde 9y 11.

Para que se produzca la coagulacion, el medio debe ser alcalino y producido por el medio o
por la presencia de agentes alcalinizantes, tales como 6xido de calcio (cal viva), hidroxido
de calcio (cal apagada), hidroxido de sodio, o carbonato de sodio. Cuando se afiade al
extracto, tales reactivos modifican el pH, y junto con el efecto de la temperatura, forman

precipitados que eliminan impurezas (Koblitz, 1998, citado por Prati y Moretti, 2010).
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Figura 21: Grafica de contorno de la superficie de respuesta estimada para el

porcentaje de remocion de turbidez (a) y la AE (b)

Chen (1991) menciona que, al afiadir cal hidratada (hidréxido de calcio), en el caso de jugo
de cafia, a menudo en forma de lechada de cal, para aumentar el pH, provoca: (i) la
neutralizacion de acidos, (ii) una reduccion de la degradacion de azticares por inversion, (iii)
la formacion de floculos de fosfato de calcio y (iv) la introduccion de las particulas cargadas
positivamente en la solucion de jugo. Respecto a lo ultimo, la carga positiva interactia con
la particula cargada negativamente de la cafia de azlcar, cambiando el potencial zeta de la
particula y provocando la disminucion de la estabilidad coloidal general. Esto implica que
los jugos tratados con lechada de cal mejoran la atraccion de las particulas y reducen la

turbidez del jugo debido a la alta concentracion de calcio (Doherty et al., 2002).
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El calcio del jugo o de la lechada de cal y los fosfatos que contienen naturalmente el jugo de
la cafia de azlicar son necesarios en la formacién de fosfato de calcio, el cual es un
precipitado floculento que remueve ciertos coloides por adsorcidon superficial y que, al ir
sedimentando, arrastra mecanicamente algunos coagulos de calcio y algunas otras impurezas
en suspension (Chen y Chou, 1993). Honig (1969) indica que, en el caso de jugo de cafia, si
el contenido de fosfatos es alto, el contenido de cal debera ser mayor, concluyendo que el
pH optimo esta condicionado por la composicion del jugo. Entonces la cantidad de fosfatos
en el extracto puede ser determinante para fijar el punto final de alcalinizacion. En esta
investigacion, la concentracion de fosfatos fue de 298 ppm, para lo cual se requirid6 una

alcalinizacion a pH 11, para obtener la mayor remocion de turbidez.

Angin (2014) hace referencia a que, al aumentar la concentracion de carbon activado,
aumenta el nimero de sitios de adsorcion disponibles. Asimismo, Nasehi et al. (2012) indica
que la capacidad de carbon activado para adsorber sustancias organicas esta esencialmente
relacionada con su gran area de superficie, de su alta capacidad de adsorcion, estructura
microporosa y reactividad especial de la superficie. De hecho, los incrementos de eficiencia
de adsorcion en concentraciones mas altas de carbon activado se deben a la disponibilidad
de grupos funcionales en la superficie del carbon activado. Es probable que el carbon
activado no solo haya adsorbido compuestos responsables del color, sino también de la

turbidez y por ello contribuyd en su disminucion.

Luego de la etapa de optimizacion empleando la MSR, se determinaron los parametros que
maximizan los procesos de clarificacion y decoloracion, para lo cual se prefirid tomar en
cuenta la respuesta optimizada correspondiente a la AE para la optimizacion final, en donde
el porcentaje de carbon activado y el pH en la clarificacion resultaron tener un efecto

significativo en el proceso.

Las condiciones, que maximizan el proceso, recomendado por el modelo de segundo orden
son las siguientes: el valor 12,1 de pH en la clarificacion y 0,81 por ciento de CAP. Debido
a las dificultades presentadas en las corridas a pH 12 (se observd que se producen reacciones
que impiden la recuperacion del sobrenadante después de la centrifugacion), se prefirio
adoptar el valor de pH 11. Finalmente, en el Cuadro 20 se muestran las condiciones que

maximizan los procesos de clarificacion y decoloracion.
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Cuadro 20: Condiciones que maximizan los procesos de clarificacion y

decoloracion

Variable Independiente | Condiciones 6ptimas
pH 11
CAP (%, g/mL) 0,81

La comparacion de los valores predichos y experimentales (AE y porcentaje de remocion de

turbidez) se presenta en el Cuadro 21.

Cuadro 21: Valores predichos y experimentales de las variables respuestas bajo

las condiciones que maximizan los procesos de decoloracién y clarificacién

) Valor Valor
Variable respuesta ) .
predicho experimental (*)
AE 26,43 28,198 + 0,262
Porcentaje de remocion de turbidez (%) 97,74 99,76 +£ 0,012

(*)Promedio de tres repeticiones + DS

4.4.3. CARACTERISTICAS DEL EXTRACTO FINAL

En la Figura 22 se puede observar las diferencias entre el extracto concentrado inicial (a), el

extracto clarificado y decolorado (c) y el agua destilada (b) como referencia.

Figura 22: Extracto concentrado a partir de harina de yacén (a), agua destilada

(b) y extracto clarificado y decolorado (c)
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En el Cuadro 22 se presenta las caracteristicas del extracto clarificado y decolorado obtenido
con los parametros que maximizan las operaciones estudiadas. Entre los resultados, se
encuentra la evaluacion del color (L, a* y b*) del extracto clarificado. Respecto a la
luminosidad (L), se determind que, luego de la clarificacion, esta vario de 26,38 a 54,37, es
decir, el extracto final mostré mayor luminosidad. Con respecto a los parametros cromaticos
(a* y b*), el valor de a* vari6 de -3,38 a -0,36 y b*, de 3,84 a 2,22, obteniendo un AE con
respecto al extracto concentrado inicial de 28,20 y un AE respecto al agua destilada de 1,07.
De lo anterior se puede decir que se logroé una buena decoloracion ya que la diferencia de
color con respecto al agua destilada es un valor muy bajo, como se observa en la Figura 22
(b) y (c). Adicionalmente, en el en el Cuadro 23 se puede apreciar el comparativo de las
coordenadas L, a* y b* entre el extracto crudo, el extracto clarificado y decolorado y el agua

destilada.

Al respecto Castellanos et al. (2004) consideran que una AE, entre el agua destilada y la
muestra, es imperceptible cuando este valor es menor a uno. Por lo mencionado
anteriormente, se puede decir que el extracto obtenido con los parametros, que maximizan
los procesos de clarificacion y decoloracion, se asemeja al agua destilada, en cuanto al color.
Esto indica la efectividad en la reduccion drastica de compuestos que aportan color
(flavonoides, melanoidinas, componentes generados por la reaccion entre fenoles y
sustancias nitrogenadas o hierro (Marin, 2012)) al trabajar con un pH de 11 en la clarificacion
y un porcentaje de 0,81 por ciento de carbon activado en los procesos de clarificacion y

decoloracion del extracto a partir de la harina de yacon.

Respecto al extracto bruto, se aprecia una reduccion de los niveles de azicares reductores,
glucosa, fructosa, sacarosa y FOS en 10, 28, 20, 30 y 18 por ciento, respectivamente después
de la clarificacion y decoloracion. Esta tendencia fue reportada por Carabasa et al. (1998),
quienes, partiendo de jugo de durazno oscuro de 12 °Brix y tratado con carbon activado a 30
°C auna concentracion de 0.06 g/g, reportaron un descenso de los solidos solubles alrededor
de nueve por ciento. En otra investigacion en la cual se estudio la clarificacion de jarabe de
sorgo dulce (13,18 °Brix) bajo calentamiento a 80 °C, encalado con lechada de cal (MOL) a
pH 6,3, y floculacion con un floculante polianionico, se observo un descenso de 19 por ciento

del contenido total de glucosa, fructosa y sacarosa (Andrzejewski et al., 2013).
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Cuadro 22: Caracteristicas del extracto clarificado y decolorado obtenido con los

parametros que maximizan las operaciones estudiadas(*)

Componente Contenido
Azlcares reductores (g/100 mL) 10,43 £ 0,50
Glucosa (g/100 mL) 2,65 £0,34
Fructosa (g/100 mL) 6,44 + 0,30
Sacarosa (g/100 mL) 1,38 £ 0,004
FOS (g/100 mL) 8,41 £ 0,59
Compuestos fendlicos (mg AGE/mL) 0,03 +0,03
Proteina (g BSA/100 mL) 0,005 + 0,0002
L 54,37+ 0,27
Color a* -0,36 0,14
b* 2,22 +0,05
AE (con respecto al extracto inicial) 28,20+ 0,26
AE (con respecto al agua destilada) 1,07 £ 0,04
Solidos Solubles (°Brix) 18,6
pH 4.4
Turbidez (NTU) 5,69 £ 0,30
Porcentaje de remocion de turbidez (%) 99,8 £ 0,01
Ca (ppm) 1463,75 £ 98,75
Fostatos (ppm) 728 £ 2,6

(*)Promedio de tres repeticiones + DS

Cuadro 23: Valores L, a* y b* del extracto concentrado inicial, extracto clarificado con

los pardmetros que maximizan las operaciones estudiadas y agua destilada (*)

Extracto Extracto Agua
o concentrado | clarificadoy destilada
Anélisis o
(Inicial) decolorado
(final)
L (Luminosidad) 26,38 £ 0,15 54,37 +0,27 | 55,62+0,42
Color | a* (Tonalidad rojo-verde) -3,37+0,17 -0,36 0,14 | -0,35+0,05

b* (Tonalidad amarillo-azul) | 3,84 +0,45 2,22 +£0,05 1,62+ 0,07

(*)Promedio de tres repeticiones + DS




También podria plantearse como hipoétesis la reduccion del contenido de éstos azlicares y los
FOS debido a una degradacion alcalina. Se han reportado reacciones de degradacion alcalina
que tienen lugar a altos niveles de pH (8 — 11) en la produccion de azucar de remolacha La
tasa de degradacion en presencia de cationes de calcio es de aproximadamente cuatro veces
mas rapido que en presencia de cationes de sodio, pero la intensidad del color es mas de tres
veces mayor en este Ultimo caso. La formacion de productos de degradacion tiene lugar
principalmente durante la etapa de purificacion, donde la temperatura aumenta hasta 85 °C
y el pH aumenta hasta valores basicos (11 — 12) (Coca et al., 2004). El azicar mas afectado
es la fructosa y, en menor medida, la glucosa; tendencia que pareciera ocurrir con los
resultados obtenidos (Davis, 2001). En la presente investigacion, la temperatura mas alta a
condicion alcalina fue de 40 °C, por lo que probablemente la velocidad de estas reacciones

ha sido baja.

El contenido de proteinas fue de 0,005 + 0,0002 g BSA/100 mL, disminuyendo en un 89,5
por ciento con respecto al extracto inicial. Marin (2012) hace referencia a que las proteinas
precipitan casi por completo por la desnaturalizacion provocada durante el calentamiento y
aumento del pH en la clarificacion. Ademas, menciona que es importante eliminar la mayor
cantidad posible de proteinas durante la clarificacion del jugo debido a que estas actian
como protectoras de los coloides, impidiendo la desestabilizacion de la materia en
suspension; asimismo, reducen la actividad del ion calcio, incrementando su concentracion
en el jugo, incrementan la viscosidad de las meladuras y reducen la velocidad de
cristalizacion de la sacarosa. Andrzejewski et al. (2013) mencionan que, en la clarificacion
con cal en caliente, permite la formacion de particulas coloidales, particularmente las
proteinas coagulan y forman floculos naturales, los cuales seran eliminados en el proceso de

centrifugacion.

Del mismo modo, hubo una disminucién en el contenido de compuestos fenodlicos,
obteniendo finalmente 0,03 + 0,03 mg AGE/mL, lo que representa una disminucion de 98,4
por ciento de dicho compuesto. Esto se podria deber a que el carbon activado posee una
excelente capacidad de adsorcion para compuestos organicos de peso molecular

relativamente bajo, tales como los fenoles (Haghseresht et al., 2002).

La naturaleza quimica de la superficie del carbono activado es el factor mas importante

aparte de la estructura porosa que determina sus propiedades de adsorcion. La presencia de
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grupos de oxigeno e hidrogeno en la superficie afecta fuertemente las propiedades de
adsorcion del carbon activado. El origen de estos grupos en la superficie puede ser del
material original o del proceso de activacion o la introduccion después de la preparacion a
través de post-tratamientos (Bhabendra y Sandle, 1993; Chen et al., 2003). El oxigeno, por
ejemplo, puede estar presente en diversas formas, tales como carboxilos, fenoles, lactonas,
aldehidos, cetonas, quininas, hidroquinonas, anhidridos o estructuras etéreas (Leén y Ledn

y Radovic, 1994).

Por otra parte, el contenido de calcio (1463,75 ppm) y fosfatos (728 ppm) aumentd en el
extracto, debido a la adicion de lechada de cal y de acido fosforico, que, al parecer, no
llegaron a reaccionar completamente a pesar de que el extracto presentd un descenso drastico

en el contenido de turbidez, quedando estos en el extracto.

45. ISOTERMAS DE ADSORCION DE COMPUESTOS COLOREADOS

El modelamiento del proceso de adsorcion se llevo a cabo empleando los modelos de las
isotermas de Langmuir, Freundlich y Temkin. En el Cuadro 24 se presentan los resultados
de ajuste, es decir, constantes de las isotermas de adsorcion, coeficientes de correlacion y

raiz del cuadrado medio (RMS).

La forma lineal de la isoterma de Langmuir se muestra en la Figura 23 (a), la capacidad
maxima de adsorcion (Q°) fue -0,073 y la intensidad de adsorcién (b) -3,7. Paredes (2011)
indica que cuando los valores de Q° y b son negativos, los resultados experimentales no se

correlaciones adecuadamente con el modelo.

La forma lineal de la isoterma de Freundlich se muestra en la Figura 23 (b) y los valores de
la pendiente (1/n) y la interseccion (Log Krcomo Ky) se muestran el Cuadro 24. Krrepresenta
la constante de Freundlich y es tomada como un indicador de la capacidad de adsorcion
(Arslanoglu et al. 2005), en esta investigacion el valor de Kr fue 17,17 ((u.a.) m® extracto/kg
CAP). En cuanto al valor de 1/n (intensidad de adsorcion) fue 2,59; del cual se obtiene que
el valor de n es 0,38. Al respecto, Ahdno y Jafarizadeh-Malmiri (2015) sefialan que si el
valor de n se encuentra entre 0 y 1, indica que la intensidad de adsorcion es favorable en toda
la gama de temperatura estudiada, cabe sehalar que en esta investigacion la temperatura

estudiada fue de 20 °C.
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En la Figura 23 (c) se observa la grafica de la isoterma de adsorcion de Temkin y los
parametros del modelo se encuentran en el Cuadro 24. Los valores bajos de nr en este estudio
indican una interaccion débil entre adsorbente y adsorbato que soporta un mecanismo de

intercambio 106nico.

Los valores de R? de los modelos estudiados descienden en el orden: Freundlich> Temkin>
Langmuir. Estos resultados revelaron la adsorcion de los compuestos coloreados del extracto
se ajustan mejor a los modelos de Freundlich y Temkin, ya que tienen coeficientes de
correlacion de 0,982 y 0,949, respectivamente, lo que permite establecer que el proceso de

adsorcion se llevo a cabo en centro activo energéticamente heterogéneos.

Cuadro 24: Parametros de los modelos de las isotermas de adsorcién de
compuestos coloreados a diferentes porcentajes de carbdon activado en la

clarificacion y decoloracion del extracto de yacon (*)

Isoterma de ) »
» Parametros de adsorcion
adsorcion
Q° b R? RMS
) ((n.a)m? (1/u.a.)
Langmuir
ext/kg CAP)
-0,073 + 0,028 -3,7+£0,8 0,781 0,471
Ks 1/n R? RMS
3
u.a.)m
Freundlich (va)
ext’kg CAP)
17,17 + 0,007 2,59+ 1,48 0,982 0,148
] Kr nt R? RMS
Temkin
13,5+1,93 0,28 £ 0,01 0,949 0,024

(*)Promedio de tres repeticiones + DS, u.a. = unidades de absorbancia
Cuanto mayor es el valor de R? y cuanto menor es el valor de RMS, mejor serd la calidad

del ajuste. El modelo de Temkin obtuvo el menor valor de RMS (0,024), seguido del modelo
de Frendlich (0,148).
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Las isotermas de Freundlich y de Temkin tienen dos parametros ajustables, mientras que la
isoterma de Langmuir tiene solo uno. Por ello las dos primeras pueden ajustarse con éxito a
numerosos sistemas (Izquierdo et al., 2004). Ng et al. (2002) menciona que la ecuacion de
Freundlich se ajusta a los datos con intermedias y altas concentraciones y puede proporcionar

un mal ajuste a los datos a bajas concentraciones.
En la Figura 23 (a), (b) y (c) se puede aprecia la linealizacion de los modelos de isoterma de

Langmuir, Freundlich, y Temkin para la adsorciéon de compuestos coloreados del extracto

concentrado a partir de harina de yacon en carbon activado en polvo.
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Figura 23: Linealizacion de los modelos de Langmuir (a) Freundlich (b) y
Temkin (c) para la adsorcion de compuestos coloreados del extracto

concentrado a partir de harina de yacén en carbon activado en polvo



46. PRESENTACION DEL FLUJO DEFINITIVO CON LOS PARAMETROS
QUE MAXIMIZAN LAS OPERACIONES ESTUDIADAS

En la Figura 24 se presenta el flujo definitivo con los parametros que maximizan la
clarificacion y decoloracion del extracto proveniente de harina de yacon. En la Figura 25 se
puede observar la contribucion de cada etapa en la disminucion de turbidez y cambio de
color (AE) del proceso de clarificacion y decoloracion de extracto concentrado de harina de

yacon.
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Figura 24: Flujo de operaciones con los parametros que maximizan la

clarificacion y decoloracion del extracto proveniente de harina de yacon



4000 3650
3500
3000
=) 2454
&= 2500
Z
N 2000
3 1568
B
5 1500
F
1000
500
10.89 5.69
O R
Extracto Clarificacion ~ Ajuste de pH Centrifugacion 1-2
concentrado  Centrifugacion Decoloracion
Etapa
(@)
30.00 2771 2735
- 25.78
<
B 25.00
Z
= 20.00
g
& 14.79
= 15.00
=
8
Q
% 10.00
)
m 5.00
< 1.06
0.00 ||
Extracto Clarificacion ~ Ajuste de pH Centrifugacion 1-2
concentrado  Centrifugacion Decoloracion
Etapa
(b)

Figura 25: Contribucion de (a) la disminucion de turbidez y (b) la variacion de
color (AE) en cada etapa del proceso de clarificacion y decoloracion de extracto

concentrado a partir de harina de yacon



V. CONCLUSIONES

De los factores estudiados en el proceso de extraccion de FOS a partir de harina de
yacon, solo la relacion MP:S tuvo efecto significativo en el rendimiento de extraccion

de FOS.

Los parametros que aseguran una maxima extraccion de FOS a partir de harina de
yacon, con un rendimiento de 99,23 por ciento de FOS son: MP:S de 1:30 (g/mL) por

un tiempo de 10 minutos y a una temperatura de 30 °C.

Los modelos cinéticos de la ley de Fick modificado por Qu et al. (2010) y por Chan et
al. (2014), simulan adecuadamente el proceso de extraccion de FOS de la harina de

yacon.

La extraccion de FOS a partir de la harina de yacon es acompafiada con la extraccion
de otros compuestos solubles como: compuestos fenolicos, azlicares y proteinas, que
le imparten turbidez y color al extracto, haciendo necesario la clarificacion y

decoloracion.

En el proceso de clarificacion y decoloracion se identific6 como factores con efecto
significativo: el pH en la clarificacion y la proporcion de carbon activado. Las

condiciones Optimas para estos procesos fueron: pH 11 y 0,81 por ciento de CAP.

Con los valores que maximizan las operaciones estudiadas, se ha propuesto un flujo
que permite la reduccion del 99,8 por ciento de la turbidez inicial, una variacion de
color (AE) de 28,30 + 0,27 respecto al extracto inicial, y de 1,07 £ 0,04 respecto al
agua pura y una recuperacion de FOS de 81,25 por ciento. Las isotermas de Freundlich
y Temkin fueron las que mejor describieron el proceso de adsorcion de los

componentes coloreados presentes en el extracto de yacon en carbon activado.



VI. RECOMENDACIONES

Los resultados de la presente investigacion permiten recomendar la continuacion de estudios

orientados a:

° Evaluar la tecnologia de filtracion por membranas, como método alternativo en la
clarificacion y decoloracion de extracto de yacon.

° Estudiar procesos de purificacion de FOS como: técnicas cromatograficas y de
filtracion por membranas.

° Evaluar la posibilidad del aprovechamiento de los azicares libres presentes en el
extracto de yacon, como fructosa y sacarosa, para la sintesis de FOS mediante
biotransformacion enzimatica.

° Estudiar el proceso de cristalizacion de FOS para la obtencion de un producto en polvo

a partir de extracto purificado.
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VI, ANEXOS

ANEXO 1: Determinacion de azucares reductores (Miller, 1959)

Preparacion de reactivos
DNS
1. Disolver 11 g de hidréxido de sodio, 10 g de DNS, 2 g de Fenol y 0,5 g de bisulfito

de sodio y llevar a un litro de agua destilada.

Sal de Rochelle

2. Preparar una solucion al 40 % de tartrato de sodio y potasio.

Procedimiento
1. Tomar 0,5 ml de muestra a analizar.
Adicionar 3 ml de soluciéon de DNS.
Calentar a bafio maria a 100 °C por 5 minutos.
Adicionar 1 ml de sal de Rochelle, seguido de 10 ml de agua destilada.

Agitar y leer la absorbancia a 550 nm.

AN O

Calcular el contenido en base a la curva estandar.
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En la Figura 1-A se muestra la curva estandar con soluciones de fructosa. Los resultados se

expresan como g de Fructosa/100 ml.

0.6
g 05 y =3.2842x - 0.0646 .
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<
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Figura 1-A: Curva estandar de fructosa

Ecuacion: y = 3,2841x — 0,0646
Donde:

y: Absorbancia a 550 nm

x: g de Fructosa/100 ml
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ANEXO 2: Determinacién del contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y FOS por
HPLC

Preparacion de reactivos

Buffer acetato (pH=4,5): Pesar 4,102 g de acetato de sodio. Se procede a enrasar a
50 ml en fiola con agua destilada. Tomar 20 ml de agua de esta solucion y enrasar con
acido acético 1M a 50 ml hasta llegar a pH 4.,5.

Solucion de enzima inulinasa activa: 0,5 ml de enzima inulinasa (Sigma) se diluye
en 9,5 ml de buffer acetato.

Solucioén de enzima inulinasa inactiva: La solucidon de enzima inulinasa activa, se

lleva a ebullicidén por 5 minutos.

Procedimiento de preparacion de la muestra (seca)

S

Se toma 2 g de muestra seca (harina de yacon) y se homogeniza con 100 ml de
solicion de etanol al 70%.

El homogenizado se lleva a ebullicion durante 10 minutos y luego se centrifuga a 4
000 RPM por 14 minutos para recolectar el sobrenadante y nuevamente se realiza la
extraccion de la torta.

El proceso anterior se repite dos veces mas y todos los sobrenadantes se mezclan.

El sobrenadante recolectado se filtran con ayuda de papel Whatman® N°1.

Se concentra a vacio a 45 °C hasta alcanzar un volumen de 25 ml aproximadamente.

Los extractos concentrados son sometidos a hidrolisis enzimatica.

Nota: En el caso de muestras liquidas (extracto bruto, clarificado y decolorado) se

realiza la hidrdlisis directamente previa dilucion.

Procedimiento de hidroélisis

1.

El extracto proveniente de la muestra seca (harina de yacon) y de las muestras liquidas,
deben diluirse apropiadamente dependiendo de la concentracion de FOS, para que

estos puedan ser leidos en el HPLC.
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Por cada muestra debe realizarse dos extractos:

a.  Extracto hidrolizado: 2,8 ml de extracto (diluido o tal cual) mas 0,2 ml de
solucion enzimatica.

b.  Extracto no hidrolizado: 2,8 ml de extracto (diluido o tal cual) mas 0,2 ml de
solucion enzimatica inactiva.

Incubar a 60 °C por 3 horas (sin agitacion).

Filtrar en el vial y correr en el HPLC.
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ANEXO 3: Determinacion de turbidez

Procedimiento

1. Prender el turbidimetro.
2. Esperar 10 minutos para calentamiento.
3. Calibrar las escalas del turbidimetro insertando el patron, colocando el botén en la

escala apropiada y ajustando el valor del patron en la escala a través del boton
“estandarizacion”.

Agitar la muestra para dispersar perfectamente los s6lidos.

Colocar la muestra en el tubo.

Insertar el tubo con la muestra en el lugar apropiado y hacer la lectura directamente.

R

Entre una lectura y otra lavar los tubos con agua destilada y enseguida con la muestra
a ser analizada.

8. Secarlos por fuera con papel suave.
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ANEXO 4: Determinacion del contenido de compuestos fendélicos (Singleton y Rossi,
1965)

Procedimiento

1. Preparar una solucion de carbonato de sodio de una concentracion de 75 g/L.

2. Preparar una solucion de Folin — Ciocalteau 1 N.

3. Colocar en un tubo de ensayo 500 pl del extracto diluido, 250 pl del reactivo de
Folin — Ciocalteu 1 Ny 1250 ul de carbonato de sodio (75 g/L).

4. Agitar y dejar reposar durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
5. Leer en el espectrofotometro a 755 nm.
6. Calcular el contenido segun la curva estandar de compuestos fendlicos.

El contenido de compuestos fenolicos se calcula usando una curva estandar de acido galico,

y los resultados se expresan como mg de acido galico equivalente (AGE)/ ml de muestra.

En la Figura 4-A se muestra la curva estandar empleada para la determinacion de compuestos

fenolicos
1.2 o
= y =30.08x + 0.0251
< 10 R2=0.999 .-
e -
™~ 0.8
< -
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g 0.6 ]
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mg acido galico / ml

Figura 4-A: Curva estandar de compuestos fenolicos
Ecuacion: y = 30,08x + 0,0251

Donde:

y: absorbancia a 755 nm

x: mg acido galico/mL

109



ANEXO 5: Determinacion del contenido de proteinas (Bradford, 1976)

Procedimiento

1. Tomar 0,1 ml de solucion de muestra y agregar 0,9 mL de solucion de NaCl 1,5 M.
2. Agregar 5 ml de solucion de Reactivo de Bradford a cada tubo.

3. Agitar y leer la absorbancia a 595 nm después de 10 minutos.

4, Calcular el contenido en base a la curva estandar de albumina bovina sérica (por sus

siglas en inglés BSA).

En la Figura 5-A se muestra la curva estandar empleada para la determinacion de proteinas.

0.700 -

y =5.6419x - 0.023
R2=0.9972

0.500 - Pl
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0.300 1

0.200 -

Absorbancia a 595 nm

0.100 - !
»

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14
mg BSA/mL

0.000

Figura 5-A: Curva estandar de proteinas
Ecuacion: y = 5,6419x — 0,023

Donde:

y: absorbancia a 595 nm

x: mg BSA/mL
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ANEXO 6: Determinacion del contenido de calcio (Chapman y Pratt, 1973)

Procedimiento

1. Pesar un gramo de la muestra y calcinarlo a 550 °C, durante varias horas.

2. Enfriarlo y afiadir tres mililitros de acido clorhidrico concentrado y cinco mililitros de
agua destilada.

3. Secar para deshidratar el silicio.

4. Enfriar y afadir dos mililitros de 4cido clorhidrico 2,5 N'y 10 mL de agua destilada.

5. Calentar en una parrilla y afiadir cinco mililitros de soluciéon de cloruro de bario,
mientras se agita.

6. Mantener caliente durante una hora y, luego, filtrar y colocarlo en un matraz
volumétrico de 100 mL.

7. Lavar el precipitado con varias porciones de agua destilada y mezclar.

8. Para determinar el contenido de calcio, utilizar la longitud de onda de 422,7 mp.
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ANEXO 7: Especificaciones del hidroxido de calcio

INFORMACION DEL PRODUCTO

Formula quimica Ca(OH),
Masa Molar 74,09 g/mol
Marca Merck®

INFORMACION FISICOQUIMICA

Punto de ebullicion

2850 °C (1013 hPa) (descomposicion)

Densidad

2,24 g/em?® (20 °C)

Punto de fusion

550 °C (descomposicion)

Valor de pH 12,6 (H,0, 20 °C) (solucion saturada)
Presion de vapor (20 °C)
Densidad aparente 400 kg/m®

Solubilidad

1,7 g/1 20 °C)

ESPECIFICACIONES

Ensayo (acidométrico) >96,0 %
Sustancias insolubles en acido clorhidrico <0,03 %
Carbonato (como CaCO3) <3,0%

Cloro (Cl) < 0,005 %
Compuesto de azufre (como SO,) <0,1 %

Metales pesados (Pb) <0,003 %
Hierro (Fe) <0,05%
Potasio (K) <0,05 %
Magnesio (Mg) <0,5%

Sodio <0,05 %
Estroncio (Sr) <0,05 %
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ANEXO 8: Especificaciones del carbon activado

Parametro Valor
pH 2-4
Humedad (%) Maéximo 8
Actividad relativa en melazas Minimo 103

Adsorcion de azul de metileno (g AM/100g) Minimo 23

Granulometria (% que pasa malla 325) 60-80
Densidad aparente (g/cc) 0,3
Adsorcion de lodo (mg I,/g) 700-850

Cenizas (%) 10
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA OPTIMIZACION DE EXTRACCION DE FOS A
PARTIR DE HARINA DE YACON

ANEXO 9: ANVA de la regresion para el rendimiento de extraccion de FOS a partir

de harina de yacon en la etapa de screening

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio| Razon-F | Valor-P
Cuadrados

A:Temperatura 4,13106 1 4,13106 0,24 0,6353
B:Tiempo 17,8718 1 17,8718 1,05 0,3352
C:Relacion 324,991 1 324,991 19,12 0,0024
MP:S
AB 2,79726 1 2,79726 0,16 0,6956
AC 10,0965 1 10,0965 0,59 0,4630
BC 7,79806 1 7,79806 0,46 0,5173
bloques 0,0885062 1 0,0885062 0,01 0,9442
Error total 135,989 8 16,9986
Total (corr.) 503,763 15
R-cuadrado= 73 por ciento
R-cuadrado (ajustada por g.1.) = 55 por ciento

Factores: Temperatura, tiempo y relacion MP:S
Variable respuesta: Rendimiento de extraccion de FOS

NUmero de niveles: 2
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ANEXO 10: ANVA para el contenido de FOS por relacién materia prima:solvente

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 82,1609 7 11,7373 25,61 0,0000
Intra grupos 7,33274 16 0,458296
Total (Corr.) 89,4936 23

Factor: Relacion materia prima:solvente

Variable respuesta: Contenido de FOS

ANEXO 11: Pruebas de multiple rangos para el contenido de FOS por relacion materia

prima:solvente

Relacion MP:S|Casos|Media|Grupos Homogéneos
100 3 132,07 |X

10 3 [3446| X

90 3 13496 X

20 3 136,64 X

40 3 137,08 X

70 3 (37,13 X

30 3 13760 X

50 3 37,76 X

Meétodo: 95,0 porcentaje Duncan

ANEXO 12: ANVA para el contenido de FOS por tiempo de extraccién

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 73,6898 6 12,2816 5,03 0,0262
Intra grupos 17,0964 7 2,44234
Total (Corr.) 90,7862 13

Factor: Tiempo
Variable respuesta: Contenido de FOS
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ANEXO 13: Pruebas de multiple rangos para el contenido de FOS por tiempo de

extraccion

Tiempo |Casos|Media Grupos
Homogéneos

1 2 31,69 |X

2 2 32,60 |X

5 2 35,15 | XX

60 2 36,55 X

30 2 37,07 X

20 2 37,70 X

10 2 37,83 X

Meétodo: 95,0 porcentaje Duncan
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA OPTIMIZACION DE EXTRACCION DE FOS A
PARTIR DE HARINA DE YACON

ANEXO 14: ANVA de la regresion para el porcentaje de remocion de turbidez en los
procesos de clarificacion y decoloracion del extracto proveniente de harina de yacon en
la etapa de screening

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio

A:pH 174,985 1 174,985 1936,99 0,0000
B:Temperatura 0,0103392 1 0,0103392 0,11 0,7521
C:% de carbon 1,26794 1 1,26794 14,04 0,0200
activado
AB 0,141734 1 0,141734 1,57 0,2786
AC 1,4919 1 1,4919 16,51 0,0153
BC 1,04409 1 1,04409 11,56 0,0273
bloques 0,0000344232 1 | 0,0000344232 0,00 0,9854
Falta de ajuste 49,5558 10 4,95558 54,86 0,0008
Error puro 0,361355 4 0,0903387
Total (corr.) 228,858 21
R-cuadrado = 78,2 por ciento
R-cuadrado (ajustada por g.1.) = 69,4 por ciento
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ANEXO 15: ANVA de la regresion para la AE en los procesos de clarificacion y

decoloracion del extracto proveniente de harina de yacon en la etapa de screening

Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razon-F| Valor-P

Cuadrados Medio

A:pH 428,863 1 428,863 829,02 0,0000

B:Temperatura 0,277729 1 0,277729 0,54 0,5044

C:% de carbon 102,465 1 102,465 198,07 0,0001

activado

AB 11,0324 1 11,0324 21,33 0,0099

AC 64,5612 1 64,5612 124,80 0,0004

BC 2,22308 1 2,22308 4,30 0,1069

bloques 0,647413 1 0,647413 1,25 0,3259

Falta de ajuste 5,81467 10 0,581467 1,12 0,4954

Error puro 2,06924 4 0,51731

Total (corr.) 617,953 21

R-cuadrado = 98,7 por ciento

R-cuadrado (ajustada por g.1.) = 98,2 por ciento
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ANEXO 16: Superficie de respuesta estimada para (a) el porcentaje de remocion de
turbidez y (b) la AE en el extracto clarificado y decolorado

101 =
99
97

Porcentaje de remocion
de turbidez

95
93 ; g
7 1'21.5
915 0 30.6 ’
65 75 85 95 105 115 O = Porcentaje de CAP

AE

(b)
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