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RESUMEN

Los parametros de conversion maxima de los azlcares: sacarosa y fructooligosacaridos
(FOS) de un extracto de yacén a fructosa, fueron optimizadas empleando una hidrolisis
quimica y una enzimatica. Para la hidrolisis quimica se emple6 &cidos sulfurico y fosforico,
independientemente y, para la enzimatica se usé inulinasa e invertasa, independientemente
y mezcladas. Un disefio Box-Behnken fue usado para optimizar el rendimiento de fructosa
en la hidrélisis quimica. Los modelos de la superficie respuesta se ajustaron
satisfactoriamente en ambos acidos (R? = 0.963 — 0.938). Las condiciones 6ptimas en la
hidrolisis quimica con 4&cido sulfdrico correspondieron a pH 1, 88.4 °C y 38.7 min
obteniéndose un rendimiento de 9.118 g fructosa/litro de extracto; mientras que con &cido
fosférico las condiciones fueron: pH 1, 89.9 °C y 42.2 min obteniéndose un rendimiento de
7.848 g fructosa/litro de extracto. Para la hidrolisis enzimatica un disefio Central Compuesto
fue empleado, también los modelos de la superficie de respuesta se ajustaron
satisfactoriamente en ambas enzimas, siendo mejor el ajuste para la inulinasa que para la
invertasa (R? = 0.983 - 0.880). Las condiciones Optimas de la hidrdlisis enzimatica
empleando inulinasa fueron 134 min y 11.7 U/g FOS; mientras que con la invertasa fueron:
127.5 min 'y 0.674 U/g FOS, ambas reacciones bajo las condiciones constantes: 50 °C y pH
5, obteniendo un rendimiento de 6.168 y 7.506 g fructosa/litro de extracto, respectivamente.
Por ultimo, con el disefio de Mezclas, las cantidades Optimas de concentracion de ambas
enzimas y porcentaje de FOS fueron las siguientes: 1.930 x 10" U/g FOS de inulinasa,
0.048 U/g FOS de invertasa y 4.55 por ciento de FOS obteniéndose 56.31 g fructosa/litro de
extracto; los factores constantes fueron: 50 °C, pH 5y 2 horas; con un alto grado de ajuste
(R? de 0.999).

Palabras claves: fructosa, yacon, hidrolisis quimica, inulinasa, invertasa.



SUMMARY

The maximum conversion parameters of sugars: sucrose and fructooligosaccharides (FOS)
from a yacon extract to fructose were optimized using acid and enzymatic hydrolysis. For
the acid hydrolysis, sulfuric and phosphoric acids were used independently and, for the
enzyme, inulinase and invertase were used, independently and mixed. A Box-Behnken
design was used to optimize the yield of fructose in acid hydrolysis. The surface response
models were adjusted successfully in both acids (R? = 0.963 - 0.938). The optimum
conditions in the hydrolysis with sulfuric acid were pH 1, temperature 88.4 °C and 38.7 min
getting 9.118 g fructose/liter extract of yield; while with phosphoric acid the conditions
were: pH 1, temperature 89.9 °C and 42.2 min getting 7.848 g fructose/liter extract yield.
For enzymatic hydrolysis a Central Composite design was employed, the response surface
models were also successfully adjusted in both, for inulinase better than for invertase (R? =
0.983 - 0.880). The optimum conditions of the enzymatic hydrolysis using inulinase were
134 min and 11.7 U/g FOS; while with the invertase were: time of 127.5 min and 0.674 U/g
FOS, both reactions under the constant conditions of 50 °C and pH 5, getting 6.168 and
7.506 g fructose/liter of extract yield, respectively. Finally, with the Mixtures design, the
optimum amounts of concentration of both enzymes and percentage of FOS were: 1.930 x
101° U inulinase /g FOS, 0.048 U invertase /g FOS and 4.55 percent FOS getting 56.31 g
fructose / liter extract yield; the constant factors were: 50 °C, pH 5 and 2 hours; with a R? =
0.999.

Keywords: fructose, yacon, acid hydrolysis, inulinase, invertase.



l. INTRODUCCION

El yacon (Smallanthus sonchifolius) es un tubérculo originario de los Andes que crece entre
los 1000 a 3200 m.s.n.m. EI 90 por ciento del peso seco de esta raiz son carbohidratos, y de
éstos, del 50 al 70 por ciento son fructooligosacaridos (FOS), el resto lo conforman: sacarosa,
glucosa y fructosa (Ohyama, Asami, Nieto, Collazos, Hermann, citados por Seminario et al.
2003). Los FOS representan una clase importante de oligémeros de fructanos, los cuales
tienen efecto prebidtico debido a que apoyan al crecimiento de bifidobacterias en el colon

humano (Durieux, citados por Vankova y Polakovi¢ 2010, Nobre et al. 2014).

La creciente producciéon de yacon se ha atribuido a la popularidad de los FOS como
alimentos funcionales, sin embargo, las condiciones a las que estan sometidas las raices
implican muchas veces la degradacion de los FOS durante su manejo (Asami, Simonovska,
Lachman, citados por Campos et al. 2016); esta degradacion da lugar a la despolimerizacion

de sus cadenas liberando azUcares, en su mayoria fructosa (Seminario et al. 2003).

La fructosa es comercializada en la industria alimentaria como jarabe, para ello
habitualmente, se realiza la hidrélisis del almidoén, sin embargo, el uso de esta cadena
implica una etapa adicional, la conversion de glucosa en fructosa. Es asi que, con la
finalidad de disminuir los procesos de operacion para obtener fructosa, es posible
considerar la utilizacién de materias primas ricas en este azGcar como son los
oligdbmeros o polimeros de fructanos (Seminario et al. 2003). De lo mencionado seria
posible transformar a los FOS del yacon en fructosa (via un proceso de hidrdlisis),
considerando en este proceso a aquellas raices cuyo contenido de FOS sea bajo,
donde la factibilidad de obtener FOS se veria afectada dado su bajo rendimiento de

extraccion.



La hidrolisis es un tratamiento realizado a los oligobmeros o polimeros de azucares, donde
ocurre una despolimerizacién de sus cadenas para obtener azlcares simples, pudiendo ser
ésta quimica o enzimatica. Se ha estudiado los procesos de hidrdlisis quimica y enzimatica
en polimeros de fructanos, considerando como factores de estudio al pH, temperatura,
tiempo, concentracion del fructano, tipo de acido para la hidrolisis quimica (Pekic et al.
1984, Blecker et al. 2002, Eskandari et al. 2009, Sarchami y Rehmann 2014); asi como: tipo
de enzima, tiempo de reaccion, concentracion de enzimas para la hidrdlisis enzimatica
(Szambelan y Nowak 2006, Ricca et al. 2009, Sarchami y Rehmann 2014); sin embargo, a
la fecha no se han encontrado estudios de optimizacion de la hidroélisis (quimica y/o

enzimatica) de los carbohidratos del yacon, utilizando la Metodologia Superficie Respuesta.

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

Objetivo general
- Optimizar la obtencion de fructosa mediante la hidrolisis quimica y enzimética de un

extracto de yacon utilizando la Metodologia Superficie Respuesta.

Objetivos especificos
- Optimizar los parametros de la hidrdlisis quimica: pH, tiempo y temperatura, en un
extracto de yacon para la obtencién de fructosa.
- Optimizar los parametros de la hidrolisis enzimatica: concentracién de enzima y
tiempo de reaccion, en un extracto de yacon para la obtencion de fructosa.
- Optimizar los parametros de hidrolisis enzimatica: mezcla enzimatica de inulinasa e
invertasa y el porcentaje de FOS en un extracto de yacon para la obtencion de

fructosa.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. YACON

2.1.1. ASPECTOS GENERALES

El yacdn es una especie vegetal de la familia Asteraceae (también Ilamada Compositae), a
esta familia pertenecen también: la achicoria (Cichorium intybus), topinambur (Helianthus
tuberosus) y la dalia (Dahlia sp.), las cuales se caracterizan por contener como carbohidrato
de reserva cadenas de fructosas unidas mediante el enlace  (2—1) y una glucosa terminal
(Ohyama et al. 1990, Goto et al. 1995). Por su parte, el yacon, acumula cadenas de fructosas
de bajo grado de polimerizacion, llamados fructooligosacaridos (FOS), mientras que las
otras especies acumulan Inulina, una cadena de fructosas de alto grado de polimerizacion
(Pollock, citado por Ohyama et al. 1990, Manrique et al. 2005).

El yacdn es una planta herbacea que mide entre 1 a 2.5 metros de altura. Es de origen andino,
sin embargo, es una planta adaptable en cuanto al clima, altitud y a los tipos de suelo. Se
desenvuelve bien en los valles interandinos a 800 y 2800 m. s. n. m., pero ha sido sembrada
también en la costa y selva del Perd, inclusive el cultivo ha sido extendido hasta Nueva
Zelanda, Japon y Brasil (National Research Council 1989, Seminario et al. 2003, Manrique
et al. 2005, Ojansivu et al. 2011).

Las raices reservantes de yacéon son las que poseen diversidad de formas, tamafios, pesos y
contenido de FOS; no solo las condiciones ambientales (tipo de suelo, clima, variedad, entre
otros) influyen en ello, sino también las condiciones internas de la planta como la relacion
fuente- dreno que varia durante su cultivo (Margoczi y Mar6ti, citados por Vilhena et al.
2003, Seminario et al. 2003, Manrique et al. 2005).



Las raiz reservante de yacon recibe varios nombres, entre ellos: Aricoma o Aricumay
(aymara), Llagon, Llacin y Llacuma (quechua) (Seminario et al. 2003), Poire de terre

(francés) y Yacon strawberry (inglés) (Grau y Rea, citado por Ojansivu et al. 2011).

2.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxondmica del yacén segun Montando, citado por Coronado (2013), es la

siguiente:

REINO: Plantae
DIVISION: Trachophyta
CLASE: Dicotyledoneae
ORDEN: Asterales
FAMILIA: Compositae
GENERO: Smallanthus
ESPECIE: Sonchifolia

2.1.3. PRODUCCION NACIONAL DEL YACON

En el Perd, su cultivo se da en areas de alto andina de 17 de los 24 departamentos con los
que se cuenta: Piura, Cajamarca, Amazonas, Lambayeque, La Libertad, San Martin, Ancash,
Huanuco, Pasco, Lima, Junin, Huancavelica, Ayacucho, Apurimac, Cuzco y Puno
(Velezmoro 2004, Manrique et al. 2005), de lo anterior, puede mencionarse que la
produccion en estas zonas solo ha sido para autoconsumo y para su comercializacion en
ferias campesinas rurales, sin embargo en la actualidad, la fuerte demanda basado en la
popularidad de su caracter funcional ha potencializado a que el cultivo se encuentra en la
regién Cajamarca, Puno, Huanuco, Ancash y Junin (Seminario et al. 2003, Manrique et al.
2005, INEI 2014).



2.1.4. COMPOSICION QUIMICA DEL YACON

La raiz del yacon posee entre un 83 a 90 por ciento de peso en agua (Seminario et al. 2003,
Manrique et al. 2005). A diferencia de la mayoria de raices comestibles, el yacon acumula
sus carbohidratos en forma de FOS y azucares libres (fructosa, glucosa y sacarosa), los cuales
representan el 90 por ciento del peso seco de la raiz. De éstos, el 50 a 70 por ciento son FOS,
el resto estdn comprendido por sacarosa, glucosa y fructosa (Ohyama et al. 1990, Goto et al.
1995, Nufiez et al. 2001, Seminario et al. 2003).

En el Cuadro 1 se muestra el contenido de aztcares y FOS segun su grado de polimerizacion.
Existe una variacion del contenido de FOS reportados en la literatura, las cuales se deben a
factores como el tipo de cultivo, la época de siembra y cosecha, tiempo y temperatura en
post cosecha y el tipo de suelo (Seminario et al. 2003, Margoczi y Maréti, citados por
Vilhena et al. 2003, Coronado 2013).

Cuadro 1: Contenido de carbohidratos en raices de yacon

CARBOHIDRATOS CONTENIDO (mafo
MATERIA SECA)

Fructosa 350.1+42.0
Glucosa 158.3 + 28.6
Sacarosa 745+19.0
GF2 60.1+12.6
GF3 47.4+8.2
GF4 33.6+9.3
GF5 206 5.2
GF6 158+4.0
GF7 12.7+4.0
GF8 96+7.2

GF9 6.6x23

FUENTE: Tomado de Ohyama et al. 1990.



Por otro lado, las proteinas y lipidos se encuentran en pequefias cantidades, éstos ultimos
componentes representan aproximadamente 3.4 por ciento y 0.3 por ciento del peso de la
materia seca, respectivamente (Manrique et al. 2005). Asimismo, dichos autores afirman que
el mineral méas abundante presente en el yacon es el potasio y en menor cantidad se encuentra
el calcio, fésforo, magnesio, sodio y hierro. En el Cuadro 2 se muestra la composicién
quimica de la raiz de yacon en donde se puede observar que el contenido de proteinas,

lipidos, vitaminas y minerales son muy bajos.

Cuadro 2: Composicion quimica promedio de 10 entradas de yacon
procedentes de Peru, Bolivia, Ecuador y Argentina (en base a 1 Kg de

materia comestible de raiz fresca)

VARIABLE PROMEDIO
Materia seca () 115
Carbohidratos totales (g) 106
Fructanos (g) 62
Glucosa libre (g) 3.4
Fructosa libre (g) 8.5
Sacarosa libre () 13
Proteina (g) 3.7
Fibra (g) 3.6
Lipidos (mg) 244
Calcio (mg) 87
Fésforo (mg) 240
Potasio (mg) 2282

FUENTE: Adaptado de Hermann, citado por Seminario et al. 2003.
2.1.5. FORMAS DE CONSUMO Y ALMACENAMIENTO DEL YACON
La raiz del yacon tradicionalmente se consume como fruta fresca o deshidratada en

diferentes grados. Como fruta fresca es un buen rehidratante debido a su alto contenido de

agua, ademas que puede prevenir la fatiga y los calambres por su alto contenido de potasio,



como fruta deshidratada dado a su sabor dulce y su textura crujiente se puede asimilar a una
pera (Seminario et al. 2003, Coronado 2013). El yacon puede ser una fuente provechosa de
endulzantes de alta fructosa, asi como un buen aperitivo vegetal fresco también puede ser un
atil cultivo de forraje (National Research Council 1989). Kina (2016), menciona que los
productos que pueden obtenerse en base a las raices de yacon son: pasas, hojuelas, jarabes,
harina, infusion, entre otros. Otra opcion de comercializacion y la adicion de valor comercial
para el yacon es la produccién de jugos, que puede ser facilmente incorporado en la dieta

diabética y de la poblacion general (Quintero 2000).

Otro aspecto a considerar es la perecibilidad de esta raiz, muchos estudios han demostrado
que luego de la cosecha las raices empiezan un rapido proceso de cambio en la composicion
quimica: los FOS son hidrolizados en azucares simples por la accion de la enzima fructano
hidrolasa, que los convierte en fructosa, sacarosa y glucosa (Lachman et al. 2004, Inga et al.
2015, Campos et al. 2016).

Por lo tanto, la industrializacion de los FOS del yacon puede ser limitada por la pérdida que
se genera tras inadecuados tratamientos post cosecha, ademéas de adicionar un coste al
producto debido a que seria necesaria una purificacion posterior a la extraccion, para la

eliminacién de éstos azucares generados tras la degradacion de los FOS (Inga et al. 2015).

En el Cuadro 3, se muestra como afecta los factores de la post cosecha (temperatura y tiempo

de almacenamiento) en el contenido de carbohidratos en las raices de yacon.

Cuadro 3: Efecto de la temperatura y periodo de almacenamiento en el

contenido azucares y FOS en base seca

Duracion de FOS Fructosa Glucosa Sacarosa
almacenamiento (%) (%) (%) (%)
Cosecha, Dia 0 67 1.2 1.3 4.4
Almacenado a 5°C
28 dias 45 21 8.3 5.9
194 dias 13 36 16.6 6.4
Almacenado a 25°C




«Continuaciéon»

31 dias 39 30 10.2 8.2
74 dias 23 28 14.5 11.8

FUENTE: Elaborado con base en Asami, citado por Ram 2011.

2.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Los FOS o también Ilamados oligomeros de fructanos u oligofructosa, se componen de una
cadena de fructosas unidas mediante enlaces glucosidicos p (2—1) con una unidad de
glucosa terminal, unida mediante el enlace B (2—6). Si bien es cierto, existen diversos
fructanos en la naturaleza, los FOS y la Inulina son reconocidos como los mas importantes
desde el punto de vista nutricional, ya que son considerados como fibra dietética y como
alimento prebiotico (Seminario et al. 2003, Pedreschi et al. 2003, Ojansiva et al. 2011).

Los FOS mas conocidos son 1- kestosa, nistosa y fructosil nistosa, constituidos por una
molécula de sacarosa y una, dos y tres moléculas de fructosa, respectivamente (Figura 1);
debido a que las moléculas de fructosas se unen mediante el enlace B (2—1), la estructura
espacial de los FOS es de una cadena lineal (Seminario et al. 2003). Estos tipos de moléculas
se encuentran en productos de origen vegetal, como la cebolla, la alcachofa, el tomate y la
remolacha (Ohyama et al. 1990, Goto et al. 1995, Gil 2007).

Se ha encontrado informacion que atribuyen los beneficios del yacon a la inulina, sin
embargo, la inulina es un tipo de fructano con un grado de polimerizacién mayor que los
FOS, asi mismo Goto, citado por Seminario et al. (2003) sefialan que el yacén estrictamente
tiene FOS, es decir, fructanos que poseen un grado de polimerizacién de 2 a 10 unidades de

fructosa (Figura 2).

Los FOS han sido usados en la industria alimentaria como edulcorantes, ya que presentan
un ligero sabor dulce (que esté entre 0.4 a 0.6 veces del dulzor de la sacarosa), son solubles
en agua y presentan bajo aporte caldrico (1.6 a 2.71 Kcal por gramo) (Wong et al. 1994,
Cuervo et al. 2004, Coronado 2013). Por otra parte, la estabilidad térmica de los FOS es
mayor a la sacarosa, son estables a un rango de pH de 4 a 7 y en condiciones de refrigeracion

por un afio. Ademas, es muy parecido a la sacarosa en cuanto a su punto de congelacién y



ebullicion (Peckic et al. 1985, Prapulla et al. 2000, Noureddine y Norio 2006; Courtin et al.
2009).

1-Kestosa

nistosa

fructosil nistosa

Figura 1: Estructura quimica de tres principales fructooligosacaridos
(GF2- GF3)

G= molécula de glucosa
F= molécula de fructosa
FUENTE: Tomado de Seminario et al. 2003.

Carbohidratos

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

GF.

Figura 2: Clasificacion de los carbohidratos

n= nldmero de moléculas de fructosa
FUENTE: Tomado de Seminario et al. 2003.



2.3. FRUCTOSA

La fructosa, también se llama levulosa, es el mas dulce de los azlcares, siendo més dulce
que la sacarosa, sin embargo, el aporte energético que ofrece es mucho menor que ésta. La
fructosa se encuentra en la miel de abeja (30 por ciento), en las frutas, algunas verduras y
legumbres (Marin 1996).

En la actualidad, los jarabes de alta fructosa son el producto mas comercial que implica la
comercializacion de la fructosa, de manera que son sustitutos de edulcorantes que
mayormente se emplean en el mercado de bebidas (Seminario et al. 2003). Sin embargo,
también es utilizada como sustrato para diversos tipos de fermentaciones (alcohdlica, lactica,

citrica, etc.) (Sarchami y Rehmann 2009).

En la actualidad, lo que busca la industria es disminuir los costos de produccién de todo
proceso. En el caso de los jarabes de alta fructosa, partiendo del almidon, las operaciones
son: gelatinizacion, licuefaccion, sacarificacion, isomerizacion y purificacion (Seminario,
Godfrey y West, citado por Tomotani y Vitolo 2007). Por lo tanto, partiendo de materias
primas las cuales contengan una cantidad significativa de fructosa, el ahorro en las
operaciones resulta evidente, siendo aqui los oligomeros de fructanos una opcién clave para

su proceso (Seminario et al. 2003).

2.4. HIDROLISIS QUIMICA

Se denomina hidrolisis quimica aquella reaccion en donde una molécula de agua se divide y
forma parte de otra especie quimica siendo catalizada por acidos o bases fuertes. En esta
reaccion se tiene como factores el pH, tipo de &cido, temperatura y tiempo (Hao, citado por
Aguilar 1995).

2.4.1. MECANISMOS DE HIDROLISIS DE LOS PENTOSANOS

El mecanismo de la hidrodlisis acida de las pentosas se muestra esquematicamente en la

Figura 3.
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Figura 3: Representacion de dos fructosas, los circulos sombreados de plomo
simbolizan el carbono y de negro simbolizan el oxigeno; los enlaces O-C (a) y C-
O (b)

FUENTE: Adaptado de Homme et al. 2003.

Debido a que la estructura de un pentosano corresponde a un poliacetal, la hidrolisis acida
de un pentosano corresponde a la hidrolisis de acetales y comprende los siguientes pasos
(Zeitsch 2000):

1. La protonacion del oxigeno glucosidico, lo que conduce a obtener un oxigeno
trivalente.
2. La escision del enlace de carbono/oxigeno, lo que conduce a obtener un carbocation

en un lado del puente de oxigeno y a un grupo hidroxilo en el otro lado.
El carbocation absorbe agua.

4, El grupo H20" resultante libera un ion de hidrégeno, dejando asi un hidroxilo grupo

detras, el cual se une al carbocatién.

Esta secuencia de procesos se repite hasta que todos los puentes de oxigeno hayan
desaparecido, de manera que toda la molécula se haya convertido en moléculas individuales

de pentosas.

En el momento en el que el oxigeno glucosidico se carga positivamente se produce el

alargamiento del enlace (a y b) mediando la ruptura. Es por ello que, los oligosacaridos



protonados se hidrolizan rapidamente a bajos valores de pH. Esto ha sido observado por

Homme et al. (2003) en la hidrdlisis de la Inulobiosa.

2.4.2. HIDROLISIS ENZIMATICA

En el caso que la reaccion de hidrolisis sea catalizada por una enzima se denomina hidrolisis
enzimatica. Generalmente, los procesos basados en enzimas operan a bajas temperaturas,
producen menos residuos contaminantes toxicos, y menos emisiones y sub productos a
comparacion de los procesos quimicos convencionales. EI menor consumo de energia y la
baja formacion de bio productos incluyendo los bajos costos de purificacion, son ventajas
de la hidrdlisis enzimatica sobre la quimica (Vitolo 2004, Junko y Vitolo 2006, Vargas
2009).

a. ENZIMAS

Los enzimas son biomoléculas, proteinas macromoleculares, especializadas en la catalisis de
las reacciones quimicas. Consisten en polimeros lineales de aminoéacidos condensados,
unidos mediante enlaces amida. Cada enzima tiene una determinada secuencia genetica
unica y se forma en tres dimensiones en una orientacion precisa, lo que le provee la
caracteristica de ser especifica para cada sustrato, por lo que induce la transformacion de un
solo tipo de sustancia y no de otras que puedan encontrarse en el medio de reaccion
(Ashokkumar, Lodish, citados por Leskovac 2003).

El sitio activo es la parte mas importante de una enzima, la cual media la diferencia
fundamental entre las reacciones enzimaticas y quimicas. Las reacciones quimicas proceden
a través de los complejos de colisién, mientras que las reacciones enzimaticas proceden a
través de complejos de adsorcion, en donde intervienen enlaces de hidrégeno o interacciones
entre las partes cargadas eléctricamente (Leskovac 2003, Shukla y Pretschke 2013) con el

sustrato, formando de esta manera el complejo enzima- sustrato.
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b. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para definir la actividad de una preparacion enzimética se utiliza en la practica distintas
expresiones. La cantidad de enzima se indica habitualmente en Unidad enzimética (U), la
cual se define como la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de un micromol de
sustrato por minuto (umol/min) (Figura 4a), bajo condiciones 6ptimas de temperatura y pH
(Veana et al. 2011, Shukla y Pretschke 2013).

C. FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

e CONCENTRACION DE ENZIMA

La velocidad de la reaccion depende directamente de la concentracion de enzima a cualquier
concentracion de sustrato. Dicho de otra manera, si mayor es la cantidad de enzima que esta
presente en la reaccion, mayor sera la cantidad de sustrato consumido para alcanzar la
saturacion (Figura 4b) (Veana et al. 2011).

e CONCENTRACION DE SUSTRATO

A medida que aumenta la cantidad de sustrato, la velocidad aumenta en forma lineal, luego
si bien la velocidad continta aumentando ya no lo hace en forma lineal, hasta que finalmente
la reaccidén alcanza una velocidad maxima que es constante, se vuelve independiente de la
cantidad de sustrato (zona de saturacion) (Figura 4c). Esto ocurre debido a que todos los
sitios activos de las enzimas se encuentran interactuando con las moléculas de sustrato
(Leskovac 2003, Veana et al. 2011).
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(P](M)
v, (M/min)
v, (M/min)

Tiempo (min) [Invertasa] (M) [Sacarosa] (M)

Figura 4: (a) Tiempo de la reaccion, vo es la velocidad inicial de la reaccion, [P]
es la concentracion del producto, (b) Influencia de la concentracion de enzima
sobre la velocidad inicial de la reaccion y (c) Influencia de la concentracién de
sustrato sobre la velocidad inicial de la reaccion

FUENTE: Tomado de Leskovac 2003.
e TEMPERATURA

Harcourt (1867) establecio «la duplicacion en la velocidad de la reaccidén con un aumento
de 10 °C en la temperatura» (Leskovac 2003), por lo tanto, resulta evidente que desde los
primeros estudios de las velocidades de reaccion, la influencia de la temperatura se ha hecho
presente. Cada enzima tiene una temperatura Optima de actuacién; por debajo de esta
temperatura, la enzima ralentiza la velocidad de la reaccion, y por encima de ésta, las
enzimas pueden desnaturalizarse (Aldabe et al. 1998).

° pH

La actividad enziméatica también viene regulada por el pH de la solucién enzimatica.
Conceptualmente, la protonacion de un grupo basico en una enzima es simplemente el caso
especial de la union de un modificador en un sitio especifico. Sin embargo, existen
diferencias entre los protones y otros modificadores. En primer lugar, todas las enzimas son
afectadas por los protones, de modo que el protén es mucho méas importante que otro
modificador. En segundo lugar, la concentracion de protones es regulada por un amplio

rango de valores, por lo tanto, se puede esperar efectos versatiles en la cinética enzimatica.



Y por ultimo, los protones se unen a muchos sitios en una enzima, por ello la conformacién
de la enzima se altera produciendo un cambio en el estado de ionizacién de los grupos del
sitio activo llegando a no ser funcional (Aldabe et al. 1998, Leskovac 2003, Veana et al.
2011).

e INHIBIDORES

Los inhibidores son compuestos quimicos que reducen la velocidad de las reacciones
catalizadas por enzimas. La inhibicion puede surgir de muchas maneras y hay diferentes
tipos de inhibidores (Leskovac 2003):

La primera division son: inhibidores irreversibles y reversibles. Los irreversibles son
considerados venenos para las enzimas ya que modifican, mediante enlaces covalentes, la
actividad de la enzima mediando su actividad a cero (metales pesados). Los reversibles, una
clase mas importante para el estudio de la cinética enzimatica, forman complejos no

covalentes, por lo tanto, reducen la cantidad de enzima disponible para la reaccion normal.

Estos compuestos pueden ser eliminados por dialisis y por ende se puede restaurar la
actividad catalitica de la enzima. Estos inhibidores se dividen en: Competitivos, No
competitivos y Acompetitivos (Veana et al. 2011, Shukla y Pretschke 2013).

d. GLICOSIDASAS

Las glicosidasas es un sub grupo de enzimas que pertenecen al grupo de las hidrolasas. La
B- fructofuranosidasa es un tipo de glicosidasa, enzimas que producen la hidrolisis de los
numerosos oligo- y polisacaridos naturales que poseen enlaces B- fructofuranosidicos
(Klages 1968). Por ejemplo, la enzima - fructofuranosidasa mas conocida de las levaduras,
invertasa, rompe los enlaces 1a- 23 de la sacarosa (el glucosido mas simple), liberando D-

glucopiranosa y D- fructofuranosa (Tomontani y Vitolo 2004).
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e INVERTASA

La invertasa (B-D- fructohidrolasa- D -fructofuranosidasa, E.C.3.2.1.26) es una -
fructofuranosidasa que cataliza la hidrdlisis de residuos terminales no reductores de un B-
fructofurandsido en beta-fructofuranésidos. También pertenece a la familia de la glucosa
hidrolasa 32 (GH32) y esta ampliamente presente en bacterias, levaduras, hongos, plantas
superiores y en algunas células animales (Kulshresth, citado por Liu et al. 2016, Liu et al.
2016).

La invertasa cataliza la hidrolisis de la sacarosa (pH y temperatura de 4.5y 50 - 60 °C,
respectivamente) (Herrera et al. 2003) actuando bajo un mecanismo de retencion el cual
implica dos etapas: la primera corresponde a un ataque al carbono anomeérico por parte del
residuo nucleofilo de la enzima dando como resultado la formacion de un enlace covalente
entre la enzima y el glucosido. Luego, una molécula de agua dona un proton y rompe el

enlace transitorio regenerando la enzima (Fl6rez 2008).

Sin embargo, la selectividad de esta enzima es relativa, ya que al ser una fructofuranosidasa,
es capaz de hidrolizar fructafuronosidos como la rafinosa, inulobiosa, inulina, etc. (Isla,
citado por Florez 2008). Ademas, se debe mencionar que las B- fructofuranosidasa

usualmente posee actividades hidroliticas y de sintesis (hidrolasas y fructosil transferasas).

Se ha reportado que la mayoria de las invertasas provenientes de hongos y levaduras asi
como hidrolizan, pueden sintetizar oligosacaridos (Cuervo et al. 2004, Hernalsteens y
Maugeri 2008). Se dice que la actividad hidrolitica de una enzima es un caso particular de
transferencia de agua en sistemas diluidos y la actividad fructosil transferasa es el caso de
transferencia de un monosacarido (Paul y Monsan, citados por Hernalsteens y Maugeri 2008,
Rubio et al. 2012).

e INULINASA

La inulinasa (B-D-2.1- fructano fructohidrolasas, E.C. 3.2.1.7) es una B-fructofuranosidasa

que actuan sobre los enlaces B (2—1) de la inulina produciendo en su mayoria fructosa, y
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glucosa. Esta enzima también pertenece a las GH32 (Li et al. 2015). De acuerdo a su accion,

las inulinasas se dividen en exo y endo inulinasas (Castillo y Chamy 2010, Li et al. 2015).

Las exo- inulinasas (E.C. 3.8.1.80) hidroliza enlaces terminales no reductores 2.1y 2.6 de
B-D- fructofuranosa del fructano con la liberacion de fructosas y glucosas, y las endo-
inulinasas (E.C. 3.2.1.7) rompen los enlaces internos de la inulina produciendo
inulooligosacaridos incluyendo inulotriosa, inulotetrosa e inulopentosas (Wengling et al.
1998, Castillo y Chamy 2010).

Muchos estudios de investigacion se ocupan de la hidrolisis total de la inulina usando
inulinasa a pH 4- 5 y temperatura 45- 65 °C, asi como también de la sintesis de inulina
usando como sustrato la sacarosa a diferentes condiciones. Tanto la hidrélisis como la
sintesis de la inulina usando inulinasa se encuentran bien documentadas (Blecker et al. 2002,
Crittenden y Playne 1996, Riso et al. 2005, Szambelan y Nowak 2006).

25. METODOLOGIA SUPERFICIE RESPUESTA

La Metodologia Superficie Respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas estadisticas y
matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés
esta influenciada por varios factores de caracter cuantitativo, por lo que es aplicada para el
desarrollo, la mejora y optimizacién de procesos (Ayala y Pardo 1995, Fernando y Pineiro
2013, Myers et al. 2016). El propésito inicial de estas técnicas es disefiar un experimento
que proporcione valores razonables de la variable respuesta y determinar el modelo
matematico que mejor se ajuste a los datos obtenidos, y como objetivo final es establecer los
valores de los factores que optimizan el valor de la variable respuesta (Fernando y Pineiro
2013).

En general, se sabe que el producto, proceso o sistema que implica una respuesta y depende
de variables de entrada &1, &, &s,....., &. Estas variables de entrada son conocidas como
factores, variables independientes o variables del proceso. De lo mencionado, se puede
representar esta relacion como (Ayala y Pardo 1995, Montgomery 2004, Myers et al. 2016):

V= f(&, &2, &3,....., Ek) + € (1)
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Donde la forma de la funcion f de la respuesta es desconocida y quizas muy complicada. Se
observa el termino &, el cual representa otras fuentes de variabilidad (errores inherentes al
proceso, variables del proceso) que no son consideradas por la funcién f (Anderson Cook et

al. 2009). Por lo tanto, € es el error estadistico.

Las variables &, &, &s,....., & en la Ecuacion 1 son usualmente llamados variables naturales
porque generalmente son expresados en unidades naturales de medidas, como grados Celsius
(°C), presion (psi), concentracion (g/L), etc. En los trabajos de MSR es conveniente la
transformacion de las variables naturales a variables codificados xi, xz,..., Xk, 10s cuales son
dimensionales con un promedio de cero y la misma desviacién estandar (Montgomery 2004,

Myers et al. 2016). De lo mencionado, se puede relacionar la funcion como:

= f(X1,X2, X3,0.0r, XK) (2)

Debido a que la forma de la verdadera funcion f es desconocida, hay que aproximar. De
hecho, el uso exitoso de MSR es criticamente dependiente de la capacidad del
experimentador para desarrollar una aproximacion adecuada para f. Por lo general, un
polinomio de bajo orden en alguna regidn relativamente pequefia del espacio de la variable
independiente es apropiado. En muchos casos, se utiliza ya sea un modelo de primer orden
o0 de segundo orden. Para el caso de dos variables independientes, el modelo de primer orden

en términos de las variables codificadas es:

n= [+ fix1 + X2 + fiaX1 X2 (3)

A menudo, la ecuacion de primer orden resulta inadecuada cuando existe una verdadera
curvatura en la superficie de respuesta. Por lo tanto, es probable que se requiera un modelo

de segundo orden. Para el caso de dos variables, el modelo de segundo orden es:

n=/ o+ fix1+ oxe + ﬁ11X12 + ,szXzZ + SiaX1 X2 (4)

Myers et al. (2016) mencionan algunas razones por las que es cominmente usado el modelo

de segundo orden:
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1. El'modelo de segundo orden es muy flexible. Se puede tomar en una amplia variedad
de funciones formas, por lo que es muy probable que llegue a una aproximacion a la
superficie de respuesta verdadero.

2. Es féacil para estimar los pardmetros (/) en el modelo de segundo orden, por ejemplo
el método de minimos cuadrados.

3. Existe una considerable experiencia practica que indica que los modelos de segundo

orden funcionan bien en la solucion de problemas de la superficie de respuesta real.
En general, el modelo de primer orden es:

n=/L,5+ fixa+ Bxe + ... + Xk (5)

Y el modelo de segundo orden:

k k k
n=Po+ QB+ DB + D D B
j=1 j=1 :

i<j=2

(6)
2.5.1. TERMINOLOGIA
a. FUNCION OBJETIVO
La funcion objetivo es la ecuacion que expresa matematicamente los objetivos de la
optimizacion para transformarlos en una que integre los diferentes requisitos a cumplir. La
definicion de la funcion objetivo es un punto complicado y a la vez es decisivo en el proceso
de optimizacion (Hernandez 2006).

b. SUPERFICIE RESPUESTA

Se define como la representacién geométrica del modelo matematico obtenido (Figura 5)
(Ayalay Pardo 1995).
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Figura 5: Superficie Respuesta en tres dimensiones.

FUENTE: Tomado de Myers et al. 2016.

C. GRAFICA DE CONTORNO

La grafica de contorno facilita la visualizacion de la forma de una superficie de respuesta en
tres dimensiones. En ésta, las curvas de los valores iguales de respuesta se grafican en un
plano donde los ejes coordenados representan los niveles de los factores. Cada curva
representa un valor especifico de la altura de la superficie, es decir un valor de la variable
dependiente. Esto se muestra en la Figura 6. Esta grafica ayuda a enfocar nuestra atencion
en los niveles de los factores a los cuales ocurre un cambio en la altura de la superficie

(Pasasrini et al. 2012).
.
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Figura 6: Gréfica de contorno

FUENTE: Adaptado de Myers et al. 2016.



d. DESEABILIDAD

La deseabilidad es la funcion de maximizar o minimizar la variable respuesta, generalmente
se utiliza cuando se tiene diversas respuestas. La funcion de deseabilidad (r) expresa la
deseabilidad de un valor respuesta igual a “d” sobre una escala de 0 a 1. Esta funcién toma
algunas de las tres formas, dependiendo hasta donde la respuesta debe ser maximizada,
minimizada o alcanzar un valor objetivo (Figura 7) (Ayala y Pardo 1995, Montgomery
2004).

(a) (b)

1} m

Derel rs1

=1
R} ra = r
a1 D<r<1

0 . ' :

L T » T U ¥

(c)

L T 14 ¥

Figura 7: Funciones deseables individuales; (a) cuando el objetivo es maximizar, (b)
cuando el objetivo es minimizar y (c) cuando hay un objetivo especifico
FUENTE: Elaborado con base en Montgomery 2004.



e. ROTABILIDAD

La capacidad de giro o rotabilidad es la caracteristica de un disefio de poseer la misma
distancia en cualquiera de los lugares que se encuentran los puntos a analizar con el objetivo
de proporcionar estimaciones precisas en todas las direcciones. Es decir, la varianza es
constante, lo que se observa en un disefio esférico (Anderson Cook et al. 2009). Por otra
parte, un disefio rotable no necesariamente implica que tenga la capacidad de giro (Myers et
al. 2016).

f. ORTOGONALIDAD

Un ingrediente clave en la eleccion de un disefio que minimiza la varianza de los pardmetros
del modelo implica el examen de ortogonalidad. Un disefio ortogonal es un disefio cuya
matriz es diagonal. De lo mencionado, resulta evidente que las columnas de una matriz son
mutuamente ortogonales, por lo tanto si dos columnas son ortogonales, los niveles de las dos
variables correspondientes son linealmente independientes (Jiménez 2015, Myers et al.
2016).

g. COEFICIENTE DE DETERMINACION

Es una medida de la variabilidad de y obtenido mediante el uso de las variables X, Xu,..., Xk
del modelo. Se sabe, que dicha medida varia entre 0 y 1, sin embargo, un valor cercano a 1
no implica necesariamente que el modelo de regresion sea bueno, ya que si se adiciona una
variable al modelo, el coeficiente tiende a aumentar, independientemente de si la variable
adicional es estadisticamente significativa o no. Por lo tanto, es necesario considerar el
coeficiente de determinacion ajustado el cual tiende a disminuir si es que se agregan términos
innecesarios (Anderson Cook et al. 2009). Cuando estos términos difieren

significativamente puede interpretarse que el modelo considera términos innecesarios.
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2.5.2. ETAPAS DE OPTIMIZACION

a. SCREENING O CRIBADO

Segun Ayala y Pardo (1995), el principal objetivo de esta etapa es identificar aquellas
variables que son significativas para el proceso. Es decir, identificar aquellas variables que
al hacerlas variar de un nivel bajo a uno alto, afectan sensiblemente las respuestas de un
proceso, para que con ello, se pueda eliminar las variables poco significativas.

Para ésta etapa se puede utilizar disefios experimentales de primer orden, como: Disefio
factorial, factorial fraccionaday Plackett y Burman (Ayalay Pardo 1995, Montgomery 2004,
Myers et al. 2016).

b. ESCALAMIENTO

Una vez encontradas las variables mas significativas, se inicia la segunda etapa de
optimizacion denominada “escalamiento”, que consiste en escalar sucesivamente hasta la
region optima. Para ello, se emplea disefios experimentales secuenciales como: Blusqueda
Simple, Basqueda multiple (Directos) y Método de pendientes ascendentes o descendentes
(Indirectos) (Ayala y Pardo 1995, Montgomery 2004).

C. OPTIMIZACION FINAL

Ya ubicada la region experimental que encierra el 6ptimo, en esta region los efectos de
segundo orden son mayores en valor absoluto a los efectos de primer orden, lo que indica,
que esta region puede ser descrito apropiadamente mediante modelos matematicos de
segundo orden. En otras palabras, se traslapa la superficie respuesta estimada con la
superficie respuesta real, si ésta encaja se afirmaria que la superficie respuesta predicha
describe satisfactoriamente la region optima del proceso (Ayala y Pardo 1995).

En esta etapa de optimizacion final se debe elegir el modelo estadistico a utilizar de acuerdo

a los siguientes criterios (Anderson Cook et al. 2009):

1. El resultado de un buen ajuste del modelo a los datos.
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Proporcionar informacion suficiente para permitir una prueba de falta de ajuste.
Permitir que los modelos estén construidos de forma secuencial.

Proporcionar una estimacion del error experimental "pura”.

Ser insensible (robusta) a la presencia de valores atipicos en los datos de salida.
Ser robusto a errores en el control de los niveles de disefio.

Ser rentable, es decir, no requiere demasiados experimentos.

Permitir experimentos en bloque.

© o N o g B~ . n

Proporcionar un control de la varianza homogénea.

|
©

Proporcionar una buena distribucion de la varianza de la respuesta prevista a través

de la regién de disefio.

A continuacion se describira los disefios que pueden ser utilizados para la etapa de

optimizacion:

e Disefio compuesto central (DCC)

Los disefios centrales compuestos son disefios que consisten en 2% puntos factoriales,
con 2k combinaciones adicionales llamadas puntos axiales y nc puntos centrales.
Dependiendo de la eleccion de a en los puntos axiales, el disefio central compuesto puede
tener diferentes propiedades como ortogonalidad, rotabilidad y uniformidad. Se considerara
solamente una propiedad deseable en estos disefios consistente en que la varianza de los
valores estimados sea constante en puntos equidistantes del centro del disefio, es decir, que
se cumpla la rotabilidad (Jiménez 2015, Myers et al. 2016).

Los puntos factoriales representan un disefio de varianza 6ptimo para un modelo de primer
orden o un modelo de interaccién de dos factores de primer orden. La repeticion de los
puntos centrales busca proporcionar claramente la informacion sobre la existencia de
curvatura en el sistema. Si se encuentra la curvatura en el sistema, la adicion de puntos

axiales permite la estimacién eficiente de los términos cuadraticos puros (Myers et al. 2016).
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Figura 8: (a) DCC con k=2 a=v2 y (b) DCC con k=3 y a=V3
FUENTE: Tomado de Myers et al. 2016.

e Disefio Box Behnken (DBB)

EL DBB es usado por los investigadores con el objetivo de analizar niveles distanciados
equidistantemente, debido a que de esta manera se permite una estimacion eficiente de los
coeficientes de primer y segundo orden, ya que no se desvia sustancialmente de la capacidad

de rotacion (Ayala y Pardo 1995).

Otra caracteristica importante de la DBB es que se trata de un disefio esférico. Por ejemplo,
en el caso k = 3, todos los puntos son los llamados "puntos de borde" (Figura 9); en éste
todos los puntos de borde estan a una distancia V2 desde el centro de disefio. No hay puntos
factoriales o puntos de la cara a diferencia del DCC. Este ultimo muestra puntos en las
esquinas del cubo y puntos factoriales que no estan a la misma distancia del centro de disefio,
aunque todos ellos residen en el cubo y proporcionan una buena cobertura del cubo. Por otro
lado, a pesar de que no proporciona una total cobertura del cubo resulta muy util si es que
no se esta interesado en la prediccidn de la respuesta en los extremos, ya que éste disefio es
de naturaleza esférica analizando un amplio centro por su capacidad giratoria o rotativa
(Anderson Cook et al. 2009, Myers et al. 2016).
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Figura 9: DBB con k=3
FUENTE: Tomado de Myers et al. 2016.

2.6. DISENO DE MEZCLAS

Existen muchos problemas industriales donde las variables de respuesta (de interés) en el
producto son una funcién de las proporciones de los diferentes ingredientes utilizados en su
formulacién. Es asi que, los disefios de mezcla son un tipo especial de problema de superficie
de respuesta en que las variables de entrada (también llamados variables independientes o
factores) son los componentes de una mezcla y la respuesta depende de las proporciones
relativas de los componentes y no a su cantidad total (Anderson Cook et al. 2009, Myers et
al. 2016). Debido a que, las proporciones de componentes deben sumar uno, los niveles de
los componentes son disefios dependientes y estandar, por lo tanto, analizar el problema en
unaregion cuboidal o esférico no es apropiado (Anderson Cook et al. 2009). Un experimento
de mezcla con componentes ¢, donde xi es la proporcion del componente i-ésimo, satisface

la siguiente restriccion:

0<xi<1,Vi=1,2,.,q (7)

Z?zl xi=1 (8)

La restriccion hace que los niveles de los factores xi dependan entre si. Esto es lo que hace

que se diferencien los experimentos de mezcla de los experimentos de superficie respuesta.

Las restricciones en la Ecuacion 7 y 8 son ilustradas en la Figura 10a para componentes q=2

y q=3. Para dos componentes, el espacio factorial viable para el experimento de mezcla



incluye todos los valores de los dos componentes formando un segmento que conecta todos
los posibles valores de la mezcla. En el caso de tres componentes, el espacio factorial viable
corresponde a la Figura 10b, en el cual se observa que los vértices corresponden a mezclas
puras, es decir una mezcla que corresponde al uso de un solo componente. Por otro lado, los
bordes del triangulo representan mezclas binarias y el centro del triangulo corresponde a la

mezcla de los tres componentes, esto se ilustra mejor en la Figura 11.

(a) b) 4%
1
2 0 1 x
14
0 x 1 X3 X +xp+x3=1

X1 +x2= 1
Figura 10: Restricciones del espacio factorial con (a) dos

componentes y (b) tres componentes

FUENTE: Tomado de Myers et al. 2016.

Figura 11: Sistema de coordenadas Simplex de tres componentes

FUENTE: Adaptado de Myers et al. 2016.



2.6.1. DISENO SIMPLEX LATTICE

Un disefio Simplex Lattice es un conjunto de puntos uniformemente ubicados en un simplex
(regidn experimental de un problema de mezcla). Consiste en definir los puntos mediante
las consideraciones siguientes: Las proporciones tomados para cada componente son m+1

valores espaciados desde 0 a 1 (Anderson Cook et al. 2009, Myers et al. 2016).
R 1, 1=1,2,...,¢ 9

Y son usadas todas las combinaciones posibles (mezclas) de las proporciones. Por ejemplo,
con g=3 y m=2, se tiene un disefio Simplex Lattice {3,2} con tres vértices (1, 0, 0), (0, 1, 0)
y (0, 0, 1) son mezclas puras, y los puntos (%% 0), (%, 0, %) y (O, %%) son mezclas binarias
localizadas en el punto medio de los bordes del triangulo. En general, un disefio Simplex

Lattice con notacion {q, m} implica un disefio con g componentes que soporta una mezcla

polinomial de grado m. EI nimero de puntos experimentales se halla de la siguiente manera:

_(g+m-1)!
_m!(q—l)! (10)
El modelo de segundo orden tiene la siguiente forma:
n=X., pxi+ Xl ; X Bixix (11)

Donde fi es la respuesta esperada en el componente puro i y fij es la respuesta esperada de
la mezcla cuadratica de los componentes i y j, el cual representa la respuesta en exceso. Esto
es usualmente llamado sinergismo (o antagonismo) debido a la mezcla no lineal. Si fij es
positivo se muestra el sinergismo y si es negativo se muestra el antagonismo (Myers et al.
2016).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizd en el area de Biotecnologia Industrial del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima — Perd.

3.2.  MATERIA PRIMA E INSUMOS

3.2.1. HARINA DE YACON

Se empled harina de yacdn producida a partir de raices de yacon adquiridas en el Mercado
Mayorista N°2 de Frutas de Lima (La Victoria), utilizando el procedimiento descrito por
Campos et al. (2016).

3.2.2. ENZIMAS

- Invertase® (B-D- fructohidrolasa- D -fructofuranosidasa) (200000 SU/g) obtenida de
la Saccharomyces cerevisiae (NOVO Nordisk, Copenhagen, Denmark).
- Inulinasa (B-D-2,1- fructano fructohidrolasa) (> 200 INU/g), endoinulinasa obtenida

a partir del Aspergillus niger (Sigma Aldrich, USA).

Los valores de actividad enzimatica para ambas enzimas, fueron determinados en el
laboratorio. Asi la actividad enzimaética de la inulinasa e invertasa fueron de 3.5 y 0.186
(mmol fructosa/ml.minuto = U/g o U/ml), respectivamente. Utilizando inulina al 3 por
ciento. Dichos valores de actividad enzimatica fueron empleados en la optimizacion de la

hidrélisis enzimatica.



3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES

- Columna cromatogréfica AQUITY UPLC® BEH Amide (1.7 um) (Waters, Ireland)

- Ependorphs

- Envase de vidrio hermético 5 ml

- Falcon de 15y 50 ml

- Filtros 0.22 pm ( Millipore Millex — GV)

- Gradillas

- Guarda columna VANGUARD TM BEH Amide (1.7 um) (Waters, Ireland)

- Jeringas de 1.0 ml.

- Micropipetas de 20-200 ul, 100-10000 ul, 1000-5000 pl

- Magnetos

- Matraces Erlenmeyer de 100 ml

- Materiales de vidrio (Probetas, Kitasato, Beakers, tubos de ensayo, fiolas, vasos
precipitados)

- Membrana para dialisis (Sigma —Aldrich)

- Papel Whatman

- Pipetasde 2y 10 ml

3.3.2. EQUIPOS

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

- Agitador Vortex (VELP Scientifica ®, modelo F202A0175, Espaiia)

- 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)

- Campana desecadora

- Campana extractora (Esco Frontier DuoTM , modelo EDFD-4B, EEUU.)
- Centrifuga (Hettich®, modelo Rotofix 32, Alemania)

- Cocina eléctrica (Ingesa, Peru)
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3.3.3.

Congelador (Electrolux®, modelo H300, Brasil)

Cromatdgrafo de Fase Liquida de Ultra Performance (UPLC) Waters Separation
Module (Waters, Ireland) con detector de indice de refraccion (Waters, Ireland)
Espectrofotometro (Thermo Spectronic ™, modelo Genesys 20 UV, EE.UU.)
Estufa al vacio (Shellab®, modelo 1400 E-2, EE.UU.)

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

Purificador de agua (Simplicity® Water purification System, EEUU.)
Refractometro de mano 0-32 °Brix (VWR®, BX Series, EE.UU.)
Refractometro de mano 30-60 °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.)

REACTIVOS

Acetato de sodio (p.a. Merck , Germany)
Acetona grado HPLC

Acetonitrilo (grado HPLC.J.T. Baker, USA)
Acido 3,5- dinitrosalicilico (p.a. Sigma, USA)
Acido acético glacial (p.a. J.T. Baker, USA)
Acido fosforico 85 % (p.a. J.T. Baker, USA)
Acido sulfdrico al 99% (Merck)

Agua destilada

Acido tetrahilamide

Bisulfito de sodio (Mallinckrodt, México)
Hidroxido de calcio (p.a.Merck, Germany)
Hidroxido de sodio en perlas (p.a.J.T.Baker, México)

Tartrato de sodio y potasio (Scharlau, Spain)
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3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

Se determin6 el contenido de solidos solubles en el extracto concentrado y extracto
clarificado y decolorado obtenidos a partir de la harina de yacon usando un refractémetro de
mano, previamente calibrado. Se siguid el método 932.14-C de la AOAC (1995),
reportdndose los resultados en grados Brix.

3.4.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES

Para el analisis de azlcares reductores se utilizd el método de Miller (1959), éste es un
meétodo colorimétrico, el cual se basa en la reaccién entre el acido 3.5 dinitrosalicilico y el
grupo reductor de la fructosa o glucosa, formando un compuesto de color marron cuya
intensidad (medida como absorbancia) es proporcional a la cantidad de azucares reductores
presentes. Durante este proceso, el grupo aldehido del azlcar reductor se oxida en su
respectivo &cido carboxilico. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 550 nm.
Los valores de absorbancia fueron llevados a una curva estandar de fructosa (ANEXO 1).

Los resultados se expresaron en gramos de fructosa equivalente/100 ml solucion de extracto.

3.4.3. DETERMINACION DE AZUCARES Y FOS MEDIANTE UPLC

Los azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) fueron analizados de acuerdo a los protocolos de
Jaime et al. (2001), Pedreschi et al. (2003) y Campos et al. (2009) con ligeras
modificaciones. Para ello, los extractos de yacon (sometidos o no a hidrdlisis) fueron
diluidos al 50 por ciento con acetonitrilo y posteriormente los azucares fueron identificados
y cuantificados en un UPLC-IR utilizando el software Empower. La columna de separacién
empleada fue una ACQUITY UPLC® BEH Amide (1.7 um) y una guarda columna
VANGUARD TM BEH Amide (1.7 um). La fase mdvil estuvo compuesta por acetona: agua
(77:23, viv) con 0.05 por ciento trietilamina (p/v). Previo a su paso por el UPLC todas las
muestras fueron filtradas con un filtro de 0.22 um. Un volumen de muestra de 2 uL fue
inyectado al equipo, bajo un tiempo de corrida de 10 min a 85 °C, bajo un flujo de 0.15

ml/min. Los azlcares fueron identificados y cuantificados al comparar los tiempos de
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retencion con los de los estandares previamente inyectados (glucosa, fructosa y sacarosa).
La concentracion de FOS en el extracto inicial de yacon también fue determinada con el
UPLC-IR siguiendo el procedimiento de calculo reportadas por Prosky y Hoebregs, citado
por Pedreschi et al. (2003) (Ecuaciones 12, 13 y 14). Los resultados se expresaron como:

Fructosa, Glucosa, Sacarosa y FOS en porcentaje.

G =GT-(S/1.9) - GF (12)
F=FT-(S/1.9) - FF (13)
Donde:

S = Sacarosa, G = Glucosa liberada de los fructanos, GT= Glucosa total, S/1.9 = Glucosa o
Fructosa liberada proveniente de la sacarosa, GF = Glucosa libre, F = Fructosa liberada de
los fructanos, FT = fructosa total, FF = Fructosa libre.

El contenido total de FOS (Ecuacion 3) se determiné de la suma de G y F, corregida (factor

K) por la pérdida de agua durante la hidrdlisis:

FOS totales (%) = k (G + F) (14)

Donde:

K=0.925; el cual es un factor de correccién para oligdmeros de fructanos.

3.4.4. RENDIMIENTO DE CONVERSION DE SACAROSA Y FOS DEL
EXTRACTO DE YACON A FRUCTOSA

Se calculé tomando en cuenta el cociente entre la cantidad de fructosa (g) liberada respecto

a un litro (L) de extracto de yacén.

3.5, METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. OBTENCION DEL EXTRACTO BRUTO DE YACON

Se empleo el procedimiento descrito por Inga et al. (2015). Para ello, se mezclé la harina de

yacon con agua destilada en proporcion 1:30 (g/ml), el conjunto se mantuvo a la temperatura
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de 30 °C bajo agitacion constante por 10 min. Posteriormente, la mezcla fue filtrada

separando la torta. El sobrenadante obtenido se denomind extracto bruto de yacon.

3.5.2. OBTENCION DEL EXTRACTO CLARIFICADO DE YACON

Se obtuvo el extracto clarificado a partir del extracto bruto anteriormente mencionado. Este
procedimiento se realizd en base a los estudios de Doherty et al. (2002), Prati y Moretti
(2010), Ward (2012), Laksameethanasan et al. (2013) y Kina (2016), con algunas
modificaciones. Se agregd lechada de cal al 50 por ciento (p/v) para lo cual se empleé
hidroxido de calcio al extracto bruto hasta llegar a pH 11, luego se calento la solucion a 40
°C por 5 minutos. Dichos autores mencionan que la cal participa en la formacién de sales

insolubles que luego son floculados por accién del calor.

Posteriormente, el conjunto se centrifugo a 3756 g por 10 minutos y se separd el precipitado
del sobrenadante. El sobrenadante fue recolectado y llevado a pH 7 con una solucién de
acido fosforico uno molar, formando mdas sales que aumentan el efecto “red” de los
aglomerados. Luego, la solucién fue calentada hasta 90 °C por 2 minutos bajo agitacion
constante. Una ultima centrifugacion a 3756 g por 10 minutos fue realizada, se recolecto el
sobrenadante, siendo éste el extracto clarificado de yacon. El extracto obtenido se concentro
en un rotavapor (< 60 °C) a 45 °Brix, éste fue empleado como “extracto madre” para las

diversas pruebas hidroliticas realizadas.

3.5.3. HIDROLISIS QUIMICA DEL EXTRACTO DE YACON

La hidrolisis se llevo a cabo sobre el extracto clarificado obtenido de la etapa anterior. Se
contempld la evaluacion de dos tipos de acidos: el acido fosforico y sulfurico (la seleccion
de éstos acidos ha sido tomada de trabajos previos reportados en la literatura, Pekic et al.
1984, Blecker et al. 2002, Szambelan y Nowak 2006). En todas las pruebas de hidrolisis se
trabajo con el extracto clarificado de FOS al uno por ciento. Las variables que fueron
evaluadas en la hidrolisis quimica fueron: pH, temperatura y tiempo, las variables también
seleccionadas de acuerdo a lo reportado en la literatura (Szambelan y Nowak 2006,
Eskandari et al. 2009, Sarchami y Rehmann 2014). Para evaluar la influencia de las variables
seleccionadas sobre la obtencion de fructosa a partir de la hidrolisis del extracto de yacon,

se utilizo un disefio de superficie de respuesta que, permitié definir la combinacién de los
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factores para la etapa de la optimizacion, el disefio seguido se describe en la seccion de
disefio experimental (acépite 3.6.1). Las condiciones de hidrdlisis fueron optimizadas para
cada &cido (indicados arriba) siendo la respuesta la mayor cantidad de fructosa liberada a
partir del extracto clarificado de yacon.

3.5.4. HIDROLISIS ENZIMATICA DEL EXTRACTO DE YACON

Se estudid la hidrolisis con dos enzimas, invertasa (E.C.3.2.1.26; (B-D- fructohidrolasa- D —
fructofuranosidasa) e inulinasa (E.C.3.2.1.7; B-D-2,1- fructano fructohidrolasa) trabajando
con cada una de ellas individualmente. Al igual que el caso anteriormente descrito, las
pruebas se hicieron en el extracto clarificado de yacdn con uno por ciento de FOS. Las
variables evaluadas fueron: la concentracion de enzimas (expresadas como unidades de
actividad enzimatica por gramo de FOS, U/g FOS) y el tiempo. Los parametros temperatura
(50 °C) y pH (5.0) fueron los 6ptimos recomendados para la accion de dichas enzimas
(Wenling et al. 1999, Rocha et al. 2006, Kurakake et al. 2010, Li et al. 2015 y Liu et al.
2016). Para la evaluacion de las variables indicadas en el proceso de hidrélisis, también se
hizo uso de un disefio de superficie de respuesta. El disefio seguido se describe en la seccion
de disefio experimental (acapite 3.6.2). Las condiciones de hidrolisis fueron optimizadas
para cada enzima (indicadas arriba) teniendo como respuesta la mayor cantidad de fructosa

liberada a partir del extracto de yacon.

3.5.5. HIDROLISIS ENZIMATICA MEDIANTE EL DISENO DE MEZCLAS

Ademas de la hidrdlisis enzimatica usando las enzimas individualmente, se estudio la
hidrélisis con la mezcla de ambas enzimas (anteriormente mencionadas). Las variables de la
mezcla fueron: la concentracién de enzimas (expresadas como unidades de actividad
enzimatica, U) y la concentracion de FOS (porcentaje), en un volumen determinado. Los
parametros temperatura (50 °C) y pH (5.0) fueron los 6ptimos recomendados para la accion
de dichas enzimas y el tiempo de reaccion fue de 120 min, valor maximo del rango de niveles
analizados de los disefios anteriores. Para la evaluacion de las variables indicadas en el
proceso de hidrolisis, se hizo uso del disefio de mezcla. El disefio seguido se describe en la
seccion de disefio experimental (acépite 3.6.3). Las condiciones de hidrélisis fueron
optimizadas para cada variable de la mezcla teniendo como respuesta la mayor cantidad de
fructosa liberada a partir del extracto de yacon.
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1. HIDROLISIS QUIMICA

Para la hidrolisis quimica del extracto de yacon, no se realiz6 una etapa de “screening”, ni
escalamiento, ya que se toma como referencia las variables significativas y los rangos de
estudio de la hidrdlisis quimica de la Inulina de la literatura (Pekic et al. 1984, Blecker et al.
2002, Eskandari et al. 2009, Sarchami y Rehmann 2014).

La MSR fue empleada para determinar la influencia de las variables independientes
seleccionadas y las condiciones Optimas para la liberacion de la fructosa a partir del extracto
de yacon. Las variables independientes consideradas (factores) y sus niveles se presentan en
el Cuadro 4.

Cuadro 4: Variables independientes y sus niveles

VARIABLES/FACTORES | NIVEL BAJO NIVEL ALTO
pH (X1) 1.0 (-1) 3.0(1)
Tiempo (min) (X2) 20 (-1) 70 (1)
Temperatura (°C) (X3) 60 (-1) 98 (1)

La MSR sigui6 un disefio del tipo “Box Behnken”, asi al introducir las variables y sus
niveles al disefio mencionado, un total de 17 corridas, que incluyeron cinco puntos centrales,
fueron generados, las cuales se presentan en el Cuadro 5. Las corridas fueron evaluadas de
forma independiente para cada tipo de acido en estudio. La respuesta medida fue la cantidad
de fructosa (g) liberada a partir de la hidrélisis del extracto de yacén. Todas las corridas se
realizaron por triplicado y en forma aleatoria. Las superficies de respuesta generadas fueron
graficadas variando dos factores dentro del rango experimental evaluado y manteniendo la
tercera constante al punto central. El analisis estadistico se realizd con el software
Statgraphics Centurion XV (Stat Point Inc., VA, USA) y Minitab® 17.1.0 (LEAD
Technologies, Inc., USA).



Cuadro 5: Arreglo del disefio Box Behnken de la MSR para la etapa
de optimizacién de la hidrdlisis quimica del extracto de yacon

CORRIDA VARIABLES Y SUS NIVELES
pH Tiempo Temperatura
(X1) (X2) (Xs)
1 2(0) 20 (-1) 98 (1)
2 3(1) 45 (0) 98 (1)
3 2(0) 45 (0) 79 (0)
4 2 (0) 70 (1) 60 (-1)
5 2 (0) 45 (0) 79 (0)
6 1(-1) 45 (0) 98 (1)
7 2 (0) 45 (0) 79 (0)
8 1(-1) 45 (0) 60 (-1)
9 2(0) 20 (-1) 60 (-1)
10 2(0) 45 (0) 79 (0)
11 3(1) 70 (1) 79 (0)
12 3(1) 20 (-1) 79 (0)
13 2 (0) 70 (1) 98 (1)
14 3(1) 45 (0) 60 (-1)
15 1(-1) 70 (1) 79 (0)
16 2 (0) 45 (0) 79 (0)
17 1(-1) 20 (-1) 79 (0)

3.6.2. HIDROLISIS ENZIMATICA

Para la hidrolisis enzimatica del extracto de yacon, no se realizo una etapa de “screening”,
ni escalamiento, ya que se toma como referencia las variables significativas y los rangos de
estudio de la hidrolisis enzimatica de la Inulina de la literatura (Szambelan y Nowak 2006,
Ricca et al. 2009, Sarchami y Rehmann 2014).

La MSR fue empleada para determinar la influencia de las variables independientes,
seleccionadas en la etapa anterior, y las condiciones optimas para la liberacion de la fructosa

a partir de la hidrdlisis del extracto de yacon. Se utilizé dos enzimas, una endo-inulinasa y



una invertasa. Se evalud dos variables: concentracion de enzima y tiempo (Cuadro 6) y en
todos los casos se considerd constantes la concentracion de FOS (1%), asi como los dos

parametros de actividad dptima de ambas enzimas, pH (5.0) y temperatura (50 °C).

Cuadro 6: Variables independientes y sus niveles

NIVEL NIVEL
VARIABLES/FACTORES

BAJO ALTO
Tiempo (min) (X1) 50(-1) 120(1)
Concentracion de enzima [E/S] (U/g de FOS) (Xz2) 2 (-1) 10 (1)

La MSR se realiz6 mediante un Disefio Central Compuesto (DCC). Al introducir las
variables y sus niveles al disefio DCC, un total de 13 corridas que incluyen cinco puntos
centrales fueron generados, las cuales se presentan en el Cuadro 7; como se indicé
anteriormente se desarrollé el arreglo del DCC independientemente para cada una de las dos

enzimas evaluadas.

Cuadro 7: Arreglo del DCC de la MSR para la etapa de

optimizacion de la hidrolisis enzimética del extracto de yacon

CORRIDA VARIABLES Y SUS NIVELES
Tiempo (X1) =]
(X2)

1 85 (0) 0.34 (-1.41)

2 50 (-1) 2 (-1)

3 85 (0) 11.7 (1.41)

4 120 (1) 2(-1)

5 50 (-1) 10 (1)

6 36 (-1.41) 6 (0)

7 85 (0) 6 (0)

8 85 (0) 6 (0)

9 120 (1) 10 (1)

10 85 (0) 6 (0)

11 85 (0) 6 (0)




«Continuacién»

12 85 (0) 6 (0)
13 134 (1.41) 6 (0)

La superficie de respuesta generada para obtener la maxima cantidad de fructosa liberada,
fueron experimentalmente validados con tres repeticiones y los valores a obtener fueron
comparados con los predichos por el modelo matematico generado. Se graficd las superficies
utilizando dos variables dentro del rango experimental evaluado y manteniendo las otras
constantes al punto central (0). El andlisis estadistico se realizd con el software Statgraphics
Centurion XV (Stat Point Inc., VA, USA) y Minitab® 17.1.0 (LEAD Technologies, Inc.,
USA).

3.6.3. HIDROLISIS ENZIMATICA USANDO EL DISENO DE MEZCLAS

El disefio de mezclas fue empleado para determinar la influencia de los componentes de la
mezcla (variables independientes): concentracion de inulinasa (endo- inulinasa),
concentracion de invertasa y porcentaje de FOS (Cuadro 8), sobre la liberacién de la fructosa
a partir de la hidrolisis del extracto de yacén. En todos los casos se considerd constantes los
parametros de actividad 6ptima de ambas enzimas, pH (5.0) y temperatura (50 °C), asi como

un tiempo de 120 min.

Cuadro 8: Variables independientes y sus niveles.

VARIABLES/FACTORES NIVEL BAJO NIVEL ALTO
Concentracion de enzima inulinasa (102U)(X1) 0 (0) 8 (1)
Concentracion de enzima invertasa (10-3U)(X2) 0 (0) 8 (1)
FOS (%) (X3) 2 (0) 10 (1)

Al introducir las variables y sus niveles al disefio de Mezcla, un total de 11 corridas que

incluyen cinco puntos centrales fueron generados, las cuales se presentan en el Cuadro 9.

La superficie de respuesta generada para obtener la maxima cantidad de fructosa liberada,
fueron experimentalmente validados con tres repeticiones y los valores a obtener fueron
comparados con los predichos por el modelo matematico generado. Se grafico las superficies

utilizando el simplex en donde se muestra el efecto de las tres variables sobre el rendimiento



de fructosa. El analisis estadistico se realizo con el software STATISTICA (StatSoft Inc.,
USA).

Cuadro 9: Arreglo del Disefio de Mezcla para la optimizacion de los

componentes de la hidrolisis enzimatica del extracto de yacon

CORRIDA VARIABLES Y SUS NIVELES
Inulinasa (102 U)(X1) | Invertasa (103 U)(Xz2) | FOS (%) (Xa)

1 4(112) 0(0) 6(1/2)
2 4(112) 4(112) 200)
3 0(0) 4(112) 6(1/2)
4 8(1) ) 20)
5 0(0) 5 20)
° 00 0(0) 10(1)
7 8(0) ) 20)
8 4(112) 4(112) 200)
9 4(112) 0(0) 6(1/2)
10 0(0) 5 20)
11 0(0) 4(112) 6(1/2)




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DE LA HARINA DE YACON

En el Cuadro 10 se presenta la cantidad de azucares reductores, FOS, sacarosa y humedad
de la harina de yacon empleada.

Cuadro 10. Caracteristicas de la harina de yacén (*)

COMPONENTE CONTENIDO
Azlcares reductores (% b.s.) 30.60 £0.71
FOS (% b.s.) 34.95 + 0.41
Sacarosa (% b.s.) 6.04 £0.02
Humedad (%) 5.86 £ 0.07

(*) Promedio de tres repeticiones

Grau y Rea, citado por Carvalho y Zapata (2015) mencionan que el Yacon (Smallanthus
sonchifolius Poepp. & Endl) tiene raices tuberosas de sabor dulce por presentar
carbohidratos, principalmente FOS, los cuales son polimeros de 3 a 10 moléculas de
fructosas (Ohyama et al. 1990, Goto et al. 1995, Graefe et al. 2004). Para el caso de la
presente investigacion, la harina de yacon empleada tuvo un 34.9 por ciento de FOS (en base
seca, b.s.) y 30.6 por ciento de azucares reductores (b.s.), siendo valores muy proximos a los
reportados por Mejia (2015) con 38.8 y 30.3 por ciento de FOS y azUcares reductores (b.s.),
respectivamente. Valores mayores de FOS (55.3 por ciento, b.s.) y menores de azUcares
reductores (22 por ciento, b.s.) han sido reportado por Lobo et al. (2007) en harina de yacon
procedente de Sao Paulo (Brasil). Las diferencias pudieron deberse a la procedencia de la
materia prima, tal como lo menciona Seminario et al. (2003), que indican que el contenido
de FOS del yacén puede variar significativamente debido a diferentes factores como el

cultivo, la época de siembra y cosecha, tiempo y temperatura en post cosecha, entre otros.



Campos et al. (2016) sefialan que, la pérdida de FOS en las raices de yacon puede verse
favorecida por el rompimiento de los tejidos, mediando la liberacion de enzimas del tipo
hidrolasas, cuya accion se favorece dada la alta presencia de agua en la raiz, provocando la
disminucion de FOS vy la transformacion a azucares simples (fructosa y glucosa). De otro
lado, Inga et al. (2015), sefialan que se ha reportado casos en que, las raices de yacon pierden
alrededor de 30 a 40 por ciento de los FOS tras una semana de almacenamiento a temperatura
ambiental. Por lo que, resulta evidente que las condiciones a las que estan sometidas las
raices durante su manipulacion, traen como consecuencia la despolimerizacion de los FOS
(Campos et al. 2016), esta degradacion da lugar al rompimiento de sus cadenas liberando
azUcares, que en su mayoria son fructosas. Por lo tanto, considerando aquellas cosechas en
donde la factibilidad de extraccion de FOS se vea afectada por su bajo contenido de éste, se
pretende buscar como alternativa optimizar los parametros de hidrolisis del extracto de

yacoOn para maximizar la obtencion de fructosa.

4.2. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO CLARIFICADO DE YACON

El extracto clarificado de yacdn, obtenido segln lo indicado en los acépites 3.5.1 y 3.5.2,
presentd contenidos de FOS, fructosa, glucosa y sacarosa de 24, 15.2, 8.3 y 4.1 por ciento,
respectivamente. Este extracto considerado el “extracto madre” fue llevado a diferentes
concentraciones segun los disefios estadisticos empleados. Para el caso de los disefios de
MSR, la concentracion de FOS fue de uno por ciento, y para el caso del disefio de mezclas

se llevo a concentraciones desde 2 a 10 por ciento.

43. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS QUIMICA DEL EXTRACTO DE
YACON

El criterio de optimizacién usado fue el de maximizar el rendimiento de fructosa liberada a
partir de los FOS y sacarosa presentes en el extracto de yacon (g/L de extracto de yacon),
siendo éste la funcion objetivo, donde tres fueron los factores seleccionados para evaluar la

hidrolisis del extracto: pH (X1), tiempo (X2) y temperatura (X3).

Con respecto al factor concentracion de FOS, que no fue considerado en la optimizacion,

Blecker et al. (2002) mencionan que, la composicion quimica y la concentracion de los
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oligobmeros influyen directamente sobre la velocidad de la hidrolisis. De lo mencionado, se
afirma que la velocidad de reaccion disminuye cuando: en el medio se encuentra una mayor
concentracion de terminales glucosil (oligosacaridos que terminan en glucosa) debido a la
estabilidad del enlace, y una mayor concentracion de éstos oligémeros (aquellos que poseen
un grado de polimerizacion promedio a nueve). Por otro lado, en base a pruebas preliminares
se obtuvo que el proceso hidrolitico fue mejor conducido a porcentajes de FOS bajos, lo
cual es respaldado por la literatura (Eskandari et al. 2009, Sarchami y Rehman 2014). Por lo
tanto, resulta evidente que con una menor concentracion de FOS en el medio se logra un
mejor proceso hidrolitico ya que se tiene una menor concentracién de terminales glucosil y
se logra una mayor exposicion de la superficie molecular. Es por ello que, se opto por trabajar
con una concentracion constante de uno por ciento de FOS, lo cual conlleva a obtener una

solucién de trabajo de dos grados Brix.

4.3.1. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS QUIMICA DEL EXTRACTO DE
YACON EMPLEANDO ACIDO SULFURICO

Los valores promedio del rendimiento de fructosa (g fructosa/L extracto de yacon)
observados (Y) y estimados (Y) para las 17 corridas generadas del DBB, se presentan en el
Cuadro 11. De los resultados se observa que, en el rango entre 0- 7.849, el menor valor fue
alcanzado bajo las condiciones de pH 3, tiempo de 20 min y temperatura de 79 °C vy, el

mayor valor a las condiciones de pH 2, tiempo de 20 min y temperatura de 98 °C.

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, establece
una relacion empirica entre el rendimiento de fructosa (variable dependiente) que seran
liberadas a partir de los FOS y sacarosa del extracto de yacén clarificado, y el pH, tiempo y

temperatura (variables independientes); relacion que se representan en la siguiente ecuacion.
Fructosa (g/L extracto de yacon) =-13.036 5 — 8.446 42 X1 + 0.439 742 X2 + 0.414 29 X3—

0.544 85 X12 + 0.028 43 X1X2 + 0.084 947 4 X1Xs — 0.003 404 16 X2? — 0.002 322 63 X2X3—
0.002 311 22 X2 (15)
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Cuadro 11: DBB para las variables independientes, niveles y variable respuesta de la

hidrolisis quimica empleando acido sulfurico

VARIABLES FRUCTOSA (g/L EXTRACTO
INDEPENDIENTES DE YACON) (Y)
CORRIDA g(tl T(Ir?:innr;o Tem(rz)(ér;al tura Observado Estimado
X2 X (Y) Y)
1 2 (0) 20 (-1) 98 (1) 7.849 6.962
2 3(1) 45 (0) 98 (1) 6.329 6.589
3 2 (0) 45 (0) 79 (0) 6.676 6.814
4 2 (0) 70 (1) 60 (-1) 2.062 2.949
5 2 (0) 45 (0) 79 (0) 6.902 6.814
6 1(-1) 45(0) 98 (1) 7.636 8.632
7 2 (0) 45 (0) 79 (0) 7.342 6.814
8 1(-1) 45(0) 60 (-1) 7.769 7.509
9 2 (0) 20 (-1) 60 (-1) 0.036 0.405
10 2 (0) 45 (0) 79 (0) 6.682 6.814
11 3(1) 70 (1) 79 (0) 2.276 2.385
12 3(2) 20 (-1) 79 (0) 0.000 0.627
13 2 (0) 70 (1) 98 (1) 5.462 5.093
14 3(1) 45 (0) 60 (-1) 0.006 -0.990
15 1(-1) 70(Q) 79 (0) 6.862 6.235
16 2 (0) 45 (0) 79 (0) 6.469 6.814
17 1(-1) 20(-1) 79 (0) 7.429 7.320

El modelo cuadratico fue evaluado estadisticamente para ver el grado de ajuste a los datos
experimentales. El analisis de varianza del modelo cuadratico de la Ecuacion 15, se presenta
en el Cuadro 12, el cual indica que los factores: pH (X1) y temperatura (Xs), fueron altamente
significativos (p< 0.001), mientras que, el tiempo (X2) no resulto significativo. De otro lado,
con respecto a los términos cuadraticos, el tiempo (X2?), tuvo un efecto no significativo,
mientras que con el pH (X1?) y temperatura (X32), ambos tuvieron un efecto significativo (p
<0.05). Con respecto a las interacciones pH- tiempo (X1X2), pH- temperatura (X1X3), y
tiempo- temperatura (X2Xs), todos ellos tuvieron efectos significativos. Por otro lado, la



suma de cuadrados del error puro es pequefia con respecto a la suma de cuadrados del total,

indicando ellos una buena reproducibilidad en el punto central (Ayala y Pardo 1995).

Con respecto al coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 96.3 por ciento

de la variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico. Ademas existe un

alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados, debido a la cercania
de ambos valores (Tan et al. 2014) (R? de 0.963 y R?justado de 0.915).

Cuadro 12: Andlisis de varianza (ANOVA) de las variables independientes en la

hidrolisis quimica del extracto de yacon empleando acido sulfdrico para la

optimizacion de fructosa

SUMADE GRADOS CUADRA-

FACTORES CUADRA- DE DO VAII':OR VAI;OR_ SIGNIFICANCIA

DOS LIBERTAD  MEDIO
X1:pH 55.572 1 55.572  502.89  0.000 falaied
X2:Tiempo 0.227 1 0.227 2.06 0.225 n.s.
Xs:Temperatura 37.858 1 37.858 342,59 0.000 ikl
X4 1.250 1 1.250 11.31  0.028 *
X1X2 2.021 1 2.021 18.29  0.013 *
X1X3 10.420 1 10.420 9429  0.001 ol
X2? 19.060 1 19.060 172.48  0.000 falaied
XoX3 4.869 1 4.869 44.06  0.003 *x
X3? 2.931 1 2.931 26.52  0.007 fale
Error puro 0.442 4 0.111
Error Total 5.216 7 0.745
Total 141.155 16
R? 0.963
R? ajustado 0.915

* Significancia a un nivel de a=0.05; **Significancia a un nivel de 0=0.01; ***Significancia a un nivel de

a=0.001.; n.s.= No significativo.



b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

La gréafica de superficie respuesta (tridimensional), se elaboré a partir del modelo cuadratico
(Ecuacion 15) para ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables
independientes sobre la variable respuesta (rendimiento de fructosa). El objetivo principal
fue identificar el valor 6ptimo de las variables independientes de manera eficiente para
maximizar la respuesta. Las graficas de la Figura 12 se obtienen de mantener un factor

constante en el punto medio (nivel cero).

De la Figura 12, se observa que en las relaciones establecidas entre el pH y el tiempo (Fig.
12a) y el pH y la temperatura (Fig. 12b), el pH presenta un efecto con tendencia lineal de
pendiente negativa, de donde se observa que el mayor rendimiento de fructosa se produce
hacia los valores bajos de pH (~pH 1), mientras que, bajo estas mismas relaciones el factor
tiempo y la temperatura presentaron efectos cuadraticos, lo que se evidencia cuando se
relacionaron las variables tiempo y temperatura (Fig. 12c¢), encontrandose los 6ptimos hacia

los valores medios de los rangos evaluados para la temperatura y tiempo.

El efecto del pH sobre el rendimiento de fructosa liberada a partir de un oligdbmero de
fructanos ha sido observado en diversos estudios, evidenciando que la velocidad de reaccién
de hidrolisis es directamente proporcional a la concentracion de hidronios en el medio, por
lo tanto, es inversamente proporcional a los valores de pH (Glibowsski y Bukowska 2011,
Blecker et al. 2002, Homme et al. 2003, Courtin et al. 2009). De otro lado, estudios como el
de Eskandari et al. (2009) en la inulina afirman que, la estabilidad de este oligdmero en

medios acidos es menor que en medio basicos.

De la misma manera, al observar el comportamiento de los FOS y la sacarosa en un medio
con mayor concentracion de hidronios, se puede deducir que los iones con carga positiva
desestabilizan el oxigeno glucosidico y los iones con carga negativa funcionan como
nucleofilos desestabilizando el carbono anomérico, comportamiento similar al realizado por

el imidazol para la hidrdlisis de inulina (Zhao et al. 2016).

46



(@) (b)

_ o . _ .
Temperatura =79 °C Tiempo =45 min
Fructosa (g) Fructosa (g)
= 0,0 =00
= 0,1 01

- 1 1

e 2 ) 2

8 3 S 3

= 4 =]

0 5 I 5

o o

= 6 £ 6

2 7 2 7

C] 38 2 w8

o . 9 b4 - 9

o [e]

S S

2 2

w w

Tiempo (min) 70  Temperatura (°C)

(c)
pH=2.0
Fructosa (g)

. 0,0
= 0,1

©oO~NOOUTA WNE

Fructosa (g/ Litro Extracto)

200 30 4o 70 Temperatura (°C)

50 60 79 60
Tiempo (min)

Figura 12: Gréfica de la superficie de respuesta para los efectos: (a) pH - tiempo, (b)
pH - temperatura y (c) tiempo - temperatura, sobre el rendimiento de fructosa

utilizando acido sulfurico

Homme et al. (2003) mencionan que, la inestabilidad de los FOS y la sacarosa en un medio
acuoso de acidos se debe a la separacion de los enlaces alrededor del oxigeno glucosidico
por la protonacion de éste, causando el alargamiento del enlace, lo que se ve favorecido
cuando la temperatura interviene. Esto explica que, el rendimiento de fructosas en la reaccion
hidrolitica sea directamente proporcional a la temperatura, siendo un factor que afecta
significativamente al proceso (Sarchami & Rehman 2014, Zhao et al. 2016). En la Fig. 12
(b) y (c) se puede observar que la temperatura presenta un comportamiento cuadratico con
tendencia a obtener mayores valores de la variable respuesta entre 85 a 95 °C. Por otro lado,

con respecto al tiempo se puede observar en las Fig. 12 (a) y (¢) que este factor no muestra



un efecto directo en el proceso, sin embargo si muestra un comportamiento cuadratico

obteniendo mejores respuestas entre 35 a 55 min.

Las condiciones dptimas de hidrolisis de los FOS del extracto de yacédn fueron estimadas por
el método de deseabilidad, utilizando el programa Minitab, fijandose la variable dependiente
al valor maximo de deseabilidad (d=1.00), asi las condiciones 6ptimas correspondieron a un
pH de 1, tiempo de 38.7 min y temperatura de 88.4 °C, obteniéndose un rendimiento de
fructosas de 9.118 g/L de extracto de yacon (ANEXO 2).

C. VALIDACION DEL MODELO

La idoneidad de la ecuacion del modelo para predecir los valores de la respuesta dptima se
probd usando las condiciones recomendadas. Se encontrd que los valores experimentales
estan de acuerdo con el valor estimado por el modelo tal como se observa en el Cuadro 13.
Por lo tanto, la ecuacion del modelo se puede utilizar para el enfoque de optimizacion (MSR)

y también para validar experimentalmente y predecir los valores de las respuestas.

Cuadro 13: Condicion optima recomendado por la ecuacion de segundo orden, la

respuesta estimada y experimental

CONDICIONES CODIFICADO NO CODIFICADO

OPTIMAS

pH -1 1

Tiempo (min) -0.232 38.70

Temperatura (°C) 0.535 88.40

VARIABLE ESTIMADA *EXPERIMENTAL RANGO
RESPUESTA

Fructosa (g/L de 9.118 9.009 £ 0.35 8.659- 9.359
extracto de yacén)

*Media * desviacion estandar, n=3(triplicado)



4.3.2. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS DEL EXTRACTO DE YACON
EMPLEANDO ACIDO FOSFORICO

Los valores promedio del rendimiento de fructosa observados (Y) y estimados (Y) para las
17 corridas generadas del DBB, se presentan en el Cuadro 14. De los resultados se observa
que el rendimiento varia entre 0 - 6.948, el menor valor fue alcanzado bajo las condiciones

de pH 3, 45 miny 60 °C y el mayor valor a las condiciones de pH 1, 45 miny 98 °C.

Cuadro 14: DBB para las variables independientes, niveles y variable respuesta de la

hidrolisis quimica utilizando acido fosforico

FRUCTOSA (g/L DE
VARIABLES INDEPENDIENTES EXTRACTO DE YACON)

CORRIDA (v)
pH Tiempo (min) Temperatura
X1 Xz (°C) Observado Estimado
% (Y) (Y)

1 2 (0) 20 (-1) 98 (1) 6.248 5.566
2 3(1) 45 (0) 98 (1) 5.678 6.150
3 2 (0) 45 (0) 79 (0) 5.495 5.865
4 2 (0) 70 (1) 60 (-1) 1.695 2.377
5 2 (0) 45 (0) 79 (0) 5.321 5.865
6 1(-1) 45 (0) 98 (1) 6.948 7.703
7 2 (0) 45 (0) 79 (0) 7.368 5.865
8 1(-1) 45 (0) 60 (-1) 6.561 6.089
9 2 (0) 20 (-1) 60 (-1) 0.548 1.093
10 2 (0) 45 (0) 79 (0) 5.841 5.865
11 3(1) 70 (1) 79 (0) 3.328 3.401
12 3(2) 20 (-1) 79 (0) 0.608 0.818
13 2 (0) 70 (1) 98 (1) 6.968 6.423
14 3(1) 45 (0) 60 (-1) 0.000 -0.755
15 1(-1) 70 (2) 79 (0) 6.295 6.086
16 2 (0) 45 (0) 79 (0) 5.301 5.865
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6.528

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio se representa

en la siguiente ecuacion:

Fructosa (g/L de extracto de yacon) = -4.679 08 - 7.510 03 X1 + 0.165 062 X2 + 0.291 9 X3 -
0.362 6 X12 + 0.030 26 X1X2 + 0.069 618 4 X1X3 - 0.002 071 36 X»2 - 0.000 224 737 X2X3 -
0.001 955 26 X3?

(16)

El modelo cuadréatico fue evaluado estadisticamente para ver el grado de ajuste a los datos

experimentales. El analisis de varianza del modelo cuadratico de la Ecuacion 16, se presenta

en el Cuadro 15.

Cuadro 15: ANOVA de las variables independientes en la hidrdlisis quimica del

extracto de yacon empleando &cido fosforico para la optimizacion de Fructosa.

GRADOS
SUMA DE
DE CUADRAD VALOR VALOR-
FACTORES CUADRA SIGNIFICANCIA
LIBERTA O MEDIO -F
DOS
D
Xi:pH 35.242 1 35.242 46.830 0.002 **
X2:Tiempo 2.291 1 2.291 3.040 0.156 n.s.
Xs:Temperatura 36.287 1 36.287 48.210  0.002 kel
X1? 0.554 1 0.554 0.740  0.439 n.s.
X1X2 2.289 1 2.289 3.040 0.156 n.s.
X1X3 6.999 1 6.999 9.300 0.038 *
X2? 7.057 1 7.057 9.380  0.038 *
X2X3 0.046 1 0.046 0.060  0.818 n.s.
X3? 2.098 1 2.098 2790  0.170 *
Error puro 3.011 4 0.753
Error Total 6.218 7 0.889
Total 99.908 16
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R? 0.938
R? ajustado 0.858

“Significancia a un nivel de a= 0.05; “*Significancia a un nivel de a= 0.01; n.s.= No significativo.

El andlisis de varianza del modelo cuadratico indica que los factores: pH (X1) y temperatura
(Xs), fueron significativos (p< 0.05), mientras que, el tiempo (X2) no resulto significativo.
De otro lado, con respecto a los términos cuadraticos, el pH (X1 no tuvo un efecto
significativo, mientras que con el tiempo (X2?) y temperatura (Xs?), ambos tuvieron un efecto
significativo. Con respecto a la interacciones pH- tiempo (X1X2) y tiempo- temperatura
(X2X3), ambos no resultaron significativos, mientras que con la interaccion pH - temperatura
(X1X3) si tuvo un efecto significativo. Por otro lado, la suma de cuadrados del error puro es
pequefia con respecto a la suma de cuadrados del total, indicando ellos una buena

reproducibilidad en el punto central.

Con respecto al coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 93.8 por ciento
de la variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico y que existe un
alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados (R? = 0.963 y R?justado
= 0.858).

b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

En la Figura 13 se muestra la grafica en tres dimensiones de la superficie respuesta obtenida
a partir del modelo cuadréatico. Al igual que con el empleo del &cido sulfurico en la hidrdlisis
quimica, con el acido fosforico se observa el efecto lineal del pH, cuando éste se relaciona
con el tiempo (Fig. 13a) y la temperatura (Fig. 13b) sobre la respuesta rendimiento de
fructosa, donde nuevamente los mayores valores de fructosa obtenidos tienden a ir hacia el
valor de pH mas bajo (pH 1). Al relacionar el tiempo y la temperatura ambos factores
presentaron un efecto curvatura, estando los 6ptimos situados hacia el medio del rango de

valores evaluados para ambos factores.

Se puede observar que el comportamiento lineal de los factores usando acido fosforico es
similar a los obtenidos por el acido sulfarico. Sin embargo, del Cuadro 15 se puede observar
que el efecto cuadratico del pH, y las interacciones pH- tiempo y tiempo- temperatura
resultaron no significativos en el proceso hidrolitico, lo cual se diferencia de lo obtenido



usando acido sulfarico. Ademas, es necesario mencionar que los valores del rendimiento de
fructosa utilizando &cido sulfurico son mayores a los obtenidos usando &cido fosférico en
cada tratamiento. Por lo tanto, de lo mencionado se puede atribuir que el rendimiento y los
efectos de la interaccion de los factores varian debido a que son afectados por el tipo de

acido utilizado.
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Figura 13: Grafica de la superficie de respuesta para los efectos: (a) pH vs tiempo, (b)
pH vs temperatura y (c) tiempo vs temperatura, sobre el rendimiento de fructosa

utilizando acido fosforico

Las condiciones Optimas de hidrdlisis fueron estimadas por el método de deseabilidad

(d=1.00) y de acuerdo a ello las condiciones dptimas de hidrélisis con el acido fosférico



correspondieron a un pH de 1, tiempo de 42.2 min y temperatura de 89.9 °C, obteniéndose

una conversion de 7.848 g Fructosa/L de extracto de yacon (ANEXO 3).

C. VALIDACION DEL MODELO

La idoneidad de la ecuacion del modelo para predecir los valores de la respuesta 6ptima se
probd usando las condiciones recomendadas. Se encontrd que los valores experimentales
estan de acuerdo con el valor estimado por el modelo, ver Cuadro 16. Por lo tanto, bajo este
conjunto de condiciones se determind que la ecuacion es recomendable para el criterio de

optimizacion, ademas de poder predecir los valores de las respuestas.

Cuadro 16: Condicion optima recomendado por la ecuacion de segundo orden, la

respuesta estimada y experimental

CONDICIONES CODIFICADO NO CODIFICADO

OPTIMAS

pH -1 1

Tiempo (min) -0.909 42.22

Temperatura (°C) 0.737 89.94
VARIABLE ESTIMADA *EXPERIMENTAL RANGO
RESPUESTA

Fructosa (g/L de 7.848 7.538 + 0.403 7.135-7.941

extracto de yacén)

*Media + desviacién estandar, n=3(triplicado)

Con respecto a los valores éptimos de rendimiento de fructosas, los mejores resultados
fueron obtenidos al utilizar &cido sulfurico (9.118 g/L de extracto de yacdn) en comparacion
del valor obtenido con &cido fosforico (7.848 g/L de extracto de yacon). Esta misma
tendencia se observa en el estudio de Sarchami y Rehmann (2014) sobre la hidrolisis de la
inulina usando &cidos. Para el caso del &cido sulfurico a pH 2, tiempo de 35 min y
temperatura de 97 °C se obtuvo una hidrolisis al 98.5 por ciento, mientras que con el &cido
fosforico se obtuvo un 94% a pH 2, tiempo de 39 min y temperatura de 95 °C. Resultados
similares fueron reportados por Szambelan y Nowak (2006) quienes reportaron que
empleando &cido sulfurico en la hidrdlisis de la inulina se liberan de 6 a 13 por ciento méas
de azucares reductores que empleado &cido fosférico.



La diferencia entre los resultados de ambas hidrélisis puede deberse al tipo de acido
utilizado, si bien es cierto la concentracion de hidronios es la misma en ambos casos, existe
la posibilidad que el grado de disociacion de los &cidos varie durante la hidrélisis. Esta
variacion puede suscitarse al intervenir la temperatura, al aumentar la temperatura el grado
de disociacién disminuye por lo que la concentracion de hidronios en el medio disminuye lo
que conlleva a una ligera disminucion del pH durante la hidrdlisis (Tinoco et al. 1994). La
variacion sucederia con el &cido fosforico por ser un acido débil, mientras que con el &cido
sulfarico se mantendria constante por ser un &cido fuerte. Por lo tanto, de este estudio se
puede concluir que el rendimiento de fructosas en la hidrolisis quimica del extracto de yacon

esta influenciado no solo por la temperatura y el pH, sino también por el tipo de acido.

De otro lado, es conocido que los azucares se pueden degradar cuando son sometidos a
condiciones dréasticas de temperatura 'y pH, produciendo compuestos toxicos como furfurales
(Pekic et al. 1985); segun la literatura esto sucede cuando se parte de altas concentraciones
de fructosa (Kuster y Van der Baan 1977, Kuster 1990). Por lo tanto, el uso de &cidos para
maximizar el rendimiento de fructosas a partir de la hidrélisis de los FOS del extracto de
yacon se encuentra limitado a los compuestos toxicos que se pueden generan por la
deshidratacion de la fructosa (Hidroximetilfurfural) (Estford 1958, Kuster y Temmink 1977,
Fleming y Grootwassink, citados por Pekic et al. 1985).

4.4. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISISENZIMATICA DEL EXTRACTO DE
YACON

Tras revisar varias investigaciones orientadas a evaluar la optimizacion de la hidrolisis
enzimatica de la inulina (Szambelan y Nowak 2006, Ricca et al. 2009, Sarchami y Rehmann
2014) y a experiencias preliminares, dos fueron los factores considerados en el estudio de la
hidroélisis del extracto de yacon: el tiempo (min) (X1) y la concentracion de enzima (U/g
FOS) (X2). Con respecto a la temperatura y pH, fueron considerados valores constantes (50
°C y pH 5), ya que para la hidrdlisis de la inulina fueron los 6ptimos de ambas enzimas,
segun los indican diversos autores (Kurakake et al. 2010, Sarchami y Rehmann 2014, Liu et
al. 2016). Por otro lado, la concentracion de sustrato se mantuvo a uno por ciento de FOS,

debido a que, lo que se busco fue analizar el comportamiento de la enzima en el rendimiento
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de fructosas al mantener un valor fijo de FOS y que los resultados puedan ser comparados

con la hidrélisis quimica.

Para la etapa de optimizacidn, se consider6 un Disefio Compuesto Central (DCC) de segundo
orden, debido a que con este disefio se logra el analisis de toda la superficie factorial ademas
de lograr buscar una curvatura (Ayala y Pardo 1995, Myers et al. 2016). De otro lado, asi
como, en la parte de la optimizacion de la hidrolisis acida, el criterio de optimizacion usado
fue el de maximizar el rendimiento de fructosa a partir del extracto de yacéon (g/L de extracto

de yacon).

4.4.1. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS DEL EXTRACTO DE YACON
MEDIANTE EL USO DE INULINASA

Los valores promedio del rendimiento de fructosa (g/L de extracto de yacén) observados (Y)
y estimados (Y) para cada punto se presenta en el Cuadro 17. Los resultados del Cuadro 17
indican que el maximo y minimo nivel de rendimiento de fructosa fue de 5.233 y 0.153 g/L
de extracto de yacdn, respectivamente; trabajando bajo una concentracion de enzima de 10

y 0.34 U/g FOS, por 120 y 85 min, respectivamente.

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, se

representa en la siguiente ecuacion:

Fructosa (g/L de extracto de yacon) =-0.295 841 + 0.007 658 98 X1+ 0.450 906 X2- 0.000
009 793 31 X1? + 0.002 355 36 X1X2- 0.024 529 3 X2? (17)
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Cuadro 17: DCC para las variables independientes, niveles y variable respuesta de la

hidrolisis enzimética empleando inulinasa

FRUCTOSA (G/L DE

VARIABLES ,
EXTRACTO DE YACON)

INDEPENDIENTES

(Y)
CORRIDA Tiempo  Concentracién
(min)  de enzima (U/g Observado Estimado
X1 FOS) Y) )
X2

1 85(0) 0.340(-1.41) 0.153 0.503
2 50(-1) 2(-1) 1.413 1.102
3 85(0) 11.7(1.41) 4713 4,545
4 120(1) 2(-1) 2.087 1.851
5 50(-1) 10(2) 3.240 3.296
6 36(-1.41) 6(0) 2.153 2.298
7 85(0) 6(0) 3.413 3.308
8 85(0) 6(0) 3.260 3.308
9 120(1) 10(2) 5.233 5.365
10 85(0) 6(0) 3.240 3.308
11 85(0) 6(0) 3.360 3.308
12 85(0) 6(0) 3.273 3.308
13 134(1.41) 6(0) 4.233 4.271

El modelo cuadratico, derivado del disefio DCC, fue evaluado estadisticamente para ver el
grado de ajuste a los datos experimentales. El analisis de varianza del modelo cuadréatico de
la Ecuacion 17, se presenta en el Cuadro 18. En la evaluacion estadistica, el anlisis de
varianza del modelo cuadratico indica que es altamente significativo (p< 0.001) los factores:
tiempo (min) (X1) y concentracion de enzima (U/g FOS) (Xz). Por otra parte, con respecto a
los términos cuadraticos, el tiempo (X12) muestra un efecto no significativo, mientras que
con la concentracion de enzima (X22) se tuvo un efecto altamente significativo. Con respecto
a los términos de interaccion, tiempo (min) - concentracion de enzima (U/g FOS) (X1X2) se

observa un efecto altamente significativo.



En funcion a los valores obtenidos de la suma de cuadrados del error puro y la suma de
cuadrados del total, se presentd una buena reproducibilidad en el punto central. Por otro lado,
con respecto al coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 98.3 por ciento
de la variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico. Ademas de que
existe un alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados (R?= 0.983
y el R? ajustado = 0.971).

Cuadro 18: Analisis de varianza (ANOVA) de las variables independientes en la

hidrdlisis enziméatica empleando inulinasa para la optimizacion del rendimiento de

fructosa
GRADOS
SUMA DE CUADRADO VALOR VALOR-
FACTORES DE SIGNIFICANCIA
CUADRADOS MEDIO -F P
LIBERTAD
X1:Tiempo 3.930 1 3.930 718.630 0.000 falekl
X2:[E] 16.358 1 16.358 2991.130  0.000 faleka
X4 0.001 1 0.001 0.180 0.695 n.s.
X1 X2 0.435 1 0.435 79.530 0.001 faleka
X2 1.086 1 1.086 198.620 0.000 falek
Error puro 0.022 4 0.005
Error Total 0.368 7 0.053
Total 22.128 12
R2 0.983
R2 ajustado 0.971

*kk

“Significancia a un nivel de o= 0.05; ***Significancia a un nivel de o= 0.001; n.s.= No significativo.

b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

En la Figura 14 se muestra la grafica en tres dimensiones obtenida a partir del modelo
cuadrético. Se observa que al relacionar la concentracion de enzima (U/g FOS) con el tiempo
(min), la concentracién de enzima tiende a mostrar un efecto curvatura, mientras que el factor
tiempo muestra una tendencia lineal con una ligera pendiente positiva, donde a mayor tiempo

de hidrdlisis el rendimiento de fructosa tiende a aumentar pero en poca cantidad.
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Figura 14: Superficie respuesta del rendimiento de fructosa en funcion a

los factores: tiempo (min) (X1) y concentracion de enzima (U/g FOS) (X2)

Una posible explicacion al comportamiento del factor: concentracion de enzima, se debe al
efecto que causa el tipo de fructano en la enzima. En diversos estudios se ha observado que
este tipo de enzima muestra poca afinidad a fructanos de bajos grado de polimerizacién,
(Montafiez et al. 2011, Liu et al. 2016). Por lo tanto, es probable que, para obtener mayor
cantidad de fructosas, se necesitard mayor cantidad de enzima, debido a que tiene baja

actividad hacia el tipo de fructano que se encuentra en el medio.

Las condiciones optimas de hidrdlisis con inulinasa fueron estimadas por el método de
deseabilidad (d =1.00) y de acuerdo a ello, se obtuvo una concentracion de enzima de 11.7
U/g FOS por un tiempo de 134 min (ANEXO 6), obteniéndose un valor éptimo de
rendimiento de fructosa 6.168 g/L de extracto de yacon. En un estudio realizado por
Montafiez et al. (2011) se obtuvo sélo el 10.8 por ciento de azucares reductores a partir de
inulooligofructosas de Agave tequilana al utilizar endo- inulinasas del Aspergillus niger (25
U/ml) a un pH de 4.5, temperatura de 50 °C en 3 horas. Asi mismo, en el estudio de Sarchami
y Rehmann (2014), se obtuvo un 94.5 por ciento de la hidrolisis de inulina con inulinasa (10
U/g Inulina) a un pH de 4.8, temperatura de 48 °C en 24 horas. Por lo tanto, se puede observar
que, si bien es cierto, se tienen diferentes valores de respuesta, la tendencia en el uso de la
concentracion de enzima empleada es alta, asi como el empleo de largos tiempos de

hidrolisis.



C. VALIDACION DEL MODELO

De la misma manera, la ecuacién fue validada realizando pruebas para predecir los valores
de la respuesta dptima con las condiciones recomendadas. Se encontr6 que los valores

experimentales estdn de acuerdo con el valor estimado por el modelo de acuerdo a lo

mostrado en el Cuadro 19, por lo tanto, se puede recomendar la ecuacion.

Cuadro 19: Condicion optima recomendado por la ecuacion de segundo orden, la

respuesta estimada y experimental

extracto de yacon)

CONDICIONES
] CODIFICADO NO CODIFICADO
OPTIMAS
Tiempo (min) 1.41 134
Concentracion  de
_ 1.41 11.7
enzima (U/gFQS)
VARIABLE
ESTIMADA *EXPERIMENTAL RANGO
RESPUESTA
Fructosa (g/L de
6.165 6.140 £ 0.077 6.063- 6.217

*Media * desviacion estandar, n=3(triplicado)

4.4.2. OPTIMIZACION DE LA HIDROLISIS DEL EXTRACTO DE YACON

MEDIANTE EL USO DE INVERTASA

Los valores promedio del rendimiento de fructosas (g/L de extracto de yacdn) observados
(Y) y estimados (Y) para cada punto, se presenta en el Cuadro 20. El menor valor de
rendimiento de fructosa (g/L de extracto de yacdn) fue 6.795 con 0.34x10! U/g FOS a 85

min, mientras que el mayor valor fue 7.673 con 6 x 10"t U/g FOS a 85 min.




Cuadro 20: Disefio Central Compuesto para las variables independientes, niveles y
variable respuesta de la hidrolisis enziméatica empleando invertasa.
FRUCTOSA (g/L DE
VARIABLES INDEPENDIENTES EXTRACTO DE YACON)

(Y)
CORRIDA Tiempo  Concentracién
(min)  de enzima (10! Observado  Estimado
X1 U/g FOS) Y) Y)
X2

1 85(0) 0.340(-1.41) 6.795 6.782
2 50(-1) 2(-1) 6.994 6.994
3 85(0) 11.7(1.41) 7.092 7.197
4 120(1) 2(-1) 7.166 7.156
5 50(-1) 10(2) 7.466 7.383
6 36(-1.41) 6(0) 7.368 7.408
7 85(0) 6(0) 7.673 7.473
8 85(0) 6(0) 7.417 7.473
9 120(1) 10(2) 7.445 7.353
10 85(0) 6(0) 7.442 7.473
11 85(0) 6(0) 7.412 7.473
12 85(0) 6(0) 7.421 7.473
13 134(1.41) 6(0) 7.447 7.500

a. EVALUACION DEL MODELO MATEMATICO

El modelo matematico de segundo orden obtenido para este caso, se muestra a continuacion:

Fructosa (g/L de extracto de yacon) = 6.397 84 + 0.004 324 89 X1+ 2.470 59 X2 - 0.000 007
725 1 X1?- 0.003 451 79 X1X2- 1.509 36 X2? (18)

El modelo cuadratico, derivado del disefio compuesto, fue evaluado estadisticamente para
ver el grado de ajuste a los datos experimentales. El andlisis de varianza del modelo

cuadrético de la Ecuacion 18, se presenta en el Cuadro 21. En la evaluacion estadistica, el



analisis de varianza del modelo cuadréatico indica que es significativo (p < 0.05) el factor
concentracion de enzima (U/g FOS) (X2), mientras que el factor tiempo (min) (X1) es no
significativo. Por otra parte, con respecto al término cuadratico tiempo (X1?) y la interaccion
tiempo (min) - concentracion de enzima (U/g FOS) (X1X2), ambos muestran un efecto no
significativo, mientras que el término cuadratico de la concentracion de enzima (X2?) tuvo

un efecto significativo.

Cuadro 21: Analisis de varianza (ANOVA) de las variables independientes en la

hidrdlisis enzimatica empleando invertasa para la optimizacion de fructosa

GRADOS
SUMA DE CUADRADO VALOR VALOR-
FACTORES DE SIGNIFICANCIA
CUADRADOS MEDIO -F P
LIBERTAD
Xi:Tiempo 0.009 1 0.009 0.680 0.457 n.s.
X2:[E] 0.171 1 0.171 13.550 0.021 *
Xi? 0.001 1 0.001 0.050 0.838 n.s.
X1 X2 0.009 1 0.009 0.740 0.439 n.s.
X5? 0.407 1 0.407 32.120 0.005 *
Error puro 0.051 4 0.013
Error Total 0.081 7 0.012
Total 0.681 12
R? 0.880
R? ajustado 0.795

* Significancia a un nivel de a=0.05; **Significancia a un nivel de 0=0.01; ***Significancia a un nivel de

0=0.001; n.s.= No significativo.

Con respecto al coeficiente de determinacion (R?) se puede establecer que el 88.0 por ciento
de la variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico y un alto grado de
correlacion fue encontrado entre los valores experimentales y estimados (R?= 0.88 y el R?
ajustado= 0.795).



b. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

En la Figura 15 se muestra el efecto de la relacion tiempo (min) con la concentracion de
enzima (101 U/g FOS) sobre el rendimiento de fructosa (g/L de extracto de yacon), de donde
se observa que la variable concentracion de enzima ejerce un efecto cuadratico sobre la
variable respuesta, mientras que la variable tiempo muestra un efecto lineal. Este
comportamiento es tipico de una enzima (Boyer 1972, Traut 2008) en donde al inicio se
necesita una mayor concentracion para obtener mejores respuestas, sin embargo en un cierto
punto (0.6 U/g FOS aprox., para este caso) las enzimas llegan a competir entre ellas

disminuyendo el rendimiento en la respuesta.

Fructosa (g)

6,5
m 6,7
6,8
g 6.9
875 7,0
= 7.1
W 7.3 7,2
e
2 6.9 7.6
b w77
o 67
Q 11.2
2 6.5
I.I- -
36 5 76 og 116 126 00 g Concentracion de

enzima (Ug FOS)
Tiempo (min)

Figura 15. Superficie respuesta del rendimiento de Fructosa en funcion a
los factores: tiempo (min) (X1) y concentracion de enzima (U/g FOS) (X2)

Las condiciones 0ptimas de la hidrdlisis usando invertasa fueron estimadas por el método de
deseabilidad (d=1.00), correspondiendo a los factores: tiempo de 127.5 min y concentracién
de enzima de 6.74 x 10"t U/g FOS (ANEXO 7), obteniéndose un rendimiento de 7.506 g

fructosa/L de extracto de yacon.

Estudios como el de Montafiez et al. (2011) y Li et al. (2015), han demostrado que la
invertasa proveniente de S. cerevisae presenta actividad exoinulinasa, razén por la cual es
capaz de hidrolizar los enlaces B (1—~2) de los fructanos, mas aun si son de bajo grado de
polimerizacion. Por otra parte, con respecto a la inulinasa del tipo endo, Montafiez et al.

(2011) y Liu et al. (2016) afirman que, la actividad enzimatica de este tipo de inulinasa es



mejor mientras mayor es el grado de polimerizacion del fructano a hidrolizar, sin embargo,
es inhibida por la presencia de fructanos de bajo grado de polimerizacion. Por lo tanto, de lo
mencionado se deduce que, la afinidad de ambas enzimas esta influenciadas por el grado de

polimerizacion del fructano.

Szambelan y Nowak (2006) compararon la actividad de la inulinasa e invertasa para la
hidrolisis de la inulina, en donde se observo que el rendimiento de fructosas usando invertasa
es 45 por ciento menor al valor obtenido usando inulinasa comercial. Sin embargo, en este
estudio al utilizar invertasa se obtiene 1.325 g de fructosa mas que con inulinasa. La
diferencia entre ambos comportamientos puede deberse a la afinidad que presenta cada
enzima con el sustrato. Por consiguiente, enfocando la atencidn en la actividad exoinulinasa
de las enzimas, se puede observar que la invertasa presenta mejor actividad ya que el grado
de polimerizacion del fructano es bajo.

C. VALIDACION DEL MODELO

La ecuacion fue validada realizando pruebas para predecir los valores de la respuesta 6ptima
con las condiciones Optimas recomendadas. Se encontr6 que los valores experimentales
estan de acuerdo con el valor estimado por el modelo, por lo tanto se puede recomendar la

ecuacion (ver Cuadro 22).

Cuadro 22: Condicion optima recomendado por la ecuacion de segundo orden, la

respuesta estimada y experimental

CONDICIONES
. CODIFICADO NO CODIFICADO
OPTIMAS
Tiempo (min) 1.35 127.5
Concentracion  de
) 0.167 6.74 x 101
enzima (U/gFQOS)
VARIABLE
ESTIMADA *EXPERIMENTAL RANGO
RESPUESTA
Fructosa (g/L de
) 7.501 7.467 = 0.067 7.400- 7.534
extracto de yacon)

*Media * desviacion estandar, n=3(triplicado)



45. DISENO DE MEZCLAS APLICADO A LA HIDROLISIS DEL EXTRACTO
DE YACON CON LAS ENZIMAS INULINASA E INVERTASA

Con la finalidad de evaluar si la mezcla de las enzimas inulinasa e invertasa pudieran
incrementar el rendimiento en fructosa obtenida a partir del extracto de yacon, se considero
realizar el disefio de mezclas: Disefio Simplex Lattice (DSL). Para este disefio se considerd
como factores la mezcla de: las enzimas inulinasa (102 U) e invertasa (102 U), y la
concentracion de los FOS (%) en el extracto de yacon. Las condiciones constante bajo las
que se realizé la hidrélisis fueron a un pH de 5, temperatura de 50 °C y un tiempo de 2 horas.
En este disefio, al igual que en los anteriores disefios se tuvo como funcién objetivo el

maximizar el rendimiento de fructosa (g/L de extracto de yacon).

El Cuadro 23 muestra el disefio utilizado para analizar la mezcla 6ptima, asi como las
variables independientes (codificadas) y la variable respuesta (g/L de extracto de yacon). Se
puede observar gque el mayor valor (56 g Fructosa/ L de extracto de yacén) fue obtenido con
4 x 10 U de invertasa y 6 por ciento de FOS, mientras que el menor valor (0 g fructosa/L
de extracto de yacon) fue obtenido de dos maneras: 4 x 10 U de inulinasa con 6 por ciento

de FOS y sin empleo de enzima alguna con 10 por ciento de FOS.
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Cuadro 23: Diseilo simplex lattice para las variables independientes y variable

respuesta
FRUCTOSA (g/L DE
VARIABLES i
EXTRACTO DE YACON)
INDEPENDIENTES )
CORRIDA
Inulinasa Invertasa oS
102U 103 U Observado (Y) Estimado (Y
( ) ( ) %) Xs (Y) (Y)
X1 X2

1 4(1/2) 0(0) 6(1/2) 0.000 0.000
2 4(1/2) 4(1/2) 2(0) 15.880 15.524
3 0(0) 4(1/2) 6(1/2) 55.673 55.840
4 8(1) 0(0) 2(0) 1.573 1.603
5 0(0) 8(1) 2(0) 16.060 15.750
6 0(0) 0(0) 10(1) 0.000 0.000
7 8(1) 0(0) 2(0) 1.633 1.603
8 4(1/2) 4(1/2) 2(0) 15.167 15.524
9 4(1/2) 0(0) 6(1/2) 0.000 0.000
10 0(0) 8(1) 2(0) 15.440 15.750
11 0(0) 4(1/2) 6(1/2) 56.007 55.840

45.1. EVALUACION DEL MODELO

El modelo matematico de segundo orden obtenido para este caso, relaciona el rendimiento
de fructosa (g/L de extracto de yacon) (variable dependiente) y las variables independientes
en terminos reales (concentracion de inulinasa, concentracion de invertasa y porcentaje de

FOS), el cual se muestra a continuacion:

Fructosa (g/L de extracto de yacén) = 30,619 X1 —4 105,88 X2 - 0.0 X3 + 45 897 X1X2—5,103
X1X3 + 3 017,94 X2X3 (19)

El modelo cuadratico, derivado del disefio compuesto, fue evaluado estadisticamente para
ver el grado de ajuste a los datos experimentales. El analisis de varianza del modelo

cuadrético de la Ecuacion 19, se presenta en el Cuadro 24. En la evaluacion estadistica, el



analisis de varianza indica que el modelo cuadrético utilizado es altamente significativo (p

< 0.001) en el proceso.

Cuadro 24: Andlisis de varianza (ANOVA) del modelo cuadratico del disefio de mezcla

para la optimizacion del rendimiento de fructosa

GRADOS
SUMA DE CUADRADO VALOR VALOR-
FACTORES DE SIGNIFICANCIA
CUADRADOS MEDIO -F P
LIBERTAD
Modelo
) 4357.390 5 871.478 8646.260 0.000 falale
cuadratico
Error puro 0.504 5 0.101
Error Total 0.504 5 0.101
Total 4357.890 10
R? 0.999
R? ajustado 0.998

* Significancia a un nivel de ¢=0.05; **Significancia a un nivel de 0=0.01; ***Significancia a un nivel de

0=0.001; n.s.= No significativo.

Con respecto al coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 99.9 por ciento
de la variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico y que existe un
alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R?
fue de 0.999 y el R? ajustado fue de 0.998.

45.2. ANALISIS DE LA SUPERFICIE RESPUESTA

En la Figura 16 se muestra el efecto de la relacién concentracion de inulinasa (102 U),
concentracion de invertasa (102 U) y el porcentaje de FOS sobre el rendimiento de fructosa
(g/L de extracto de yacdn), de donde se observa que la variable concentracion de enzima
invertasa (X2) ejerce un efecto cuadratico sobre la variable respuesta, corroborando el
comportamiento anteriormente encontrado; mientras que la variable concentracion de
enzima inulinasa (X1) ejerce un efecto lineal, posiblemente por la baja afinidad que presenta
esta enzima con el sustrato. Por otra parte, la variable porcentaje de FOS (X3) ejerce un

efecto cuadratico sobre la variable respuesta.
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Figura 16: Superficie respuesta del rendimiento de fructosa en funcion a los factores:
inulinasa (102V), invertasa (103U) y FOS (%)

Las condiciones Optimas de la hidrolisis enziméatica en el disefio de mezcla fueron:
concentracion de inulinasa 1.756 x 10! U lo que se traduce a 1.930 x 101° U/g FOS,
concentracion de invertasa 4.328 x 107 U equivalente a 0.048 U/g FOS y 4.55 por ciento de
FOS obteniéndose un rendimiento de 56.31 g fructosa/L de extracto de yacon, ello evidencia
que la inulinasa no influy6 de manera importante en la hidrolisis de los FOS cuando actdan

ambas enzimas para obtener fructosa, teniendo mayor actividad la invertasa.

En estudios como el de Liu et al. (2016) en el que se analiza el sinergismo de la exo y
endoinulinasa para la hidrolisis de inulina, se ha demostrado que la actividad de la
exoinulinasa se ve favorecida con los productos de hidrolisis de la endoinulinasa, ya que ésta
provee al medio oligofructanos de mediana longitud (grado de polimerizacion entre 9- 16).
Este comportamiento es similar al estudio realizado por Montafiez et al. (2011) en el que
reportan valores de hidrolisis de inulina al 100 por ciento usando exo y endoinulinasas, en
proporcién 5:1 (25 U/ml) a un pH de 4.5 con una temperatura de 50 °C en 2.5 horas. De otro
lado, en este estudio se puede observar que la accion de la endoinulinasa influye poco en la
hidrélisis de los FOS, teniendo la invertasa un rol mas participativo en la reaccion.



4.5.3. VALIDACION DEL MODELO

La ecuacion fue validada realizando pruebas para predecir los valores de la respuesta 6ptima
con las condiciones éptimas recomendadas. Se encontrd que los valores experimentales
estan de acuerdo con el valor estimado por el modelo, por lo tanto se puede recomendar la

ecuacion (ver Cuadro 25).

Cuadro 25: Condicion optima recomendado por la ecuacion de segundo orden, la

respuesta estimada y experimental

CONDICIONES
. CODIFICADO NO CODIFICADO
OPTIMAS
Inulinasa (102 U) -0.999 1.756 x 10°°
Invertasa (10 U) 0.082 4.328
FOS (%) -0.082 5.672
VARIABLE
ESTIMADA *EXPERIMENTAL RANGO
RESPUESTA
Tasa de conversion
(g Fructosa/ L de 56.310 56.18 +0.14 55.04 - 56.32
extracto de yacdn)

*Media * desviacidn estandar, n=3(triplicado)

4.6. COMPARACION ENTRE LA HIDROLISIS QUIMICA Y ENZIMATICA

En el Cuadro 26 se presentan los mejores resultados de los valores 6ptimos encontrados en
cada hidrolisis. Para el caso de la hidroélisis quimica se obtuvo el mejor valor con el &cido
sulfurico (9.118 g/ L de extracto de yacon), lo que representa un total de 15.52 g de fructosa
total (fructosa inicial en el extracto mas la fructosa procedente de la hidrolisis) en la solucion;
mientras que, con la mejor hidrélisis enzimatica llevado a cabo con la invertasa se obtuvo
como valor éptimo en rendimiento de fructosa 7.506 g/ L de extracto de yacon lo que
representa un 13.91 g de fructosa total en la solucion. Por otro lado, se sabe que los jarabes
en alta fructosa (JAF-55) a una concentracion de 77 grados Brix, poseen 55 g de fructosa
(Rippe 2014); por lo que llevando los resultados obtenidos a la misma concentracion, usando

las condiciones Optimas mencionadas para la hidrolisis quimica y enzimética se obtendria



59.91y 53.52 g de fructosa, respectivamente; valores similares a los que comercialmente se
ofrece en el mercado. Sin embargo, se sabe que las condiciones drasticas a las que estan
sometidos los azlcares en la hidrolisis quimica limitan su uso por la posible formacion de
compuestos toxicos (Pekic et al. 1985, Blecker et al. 2002, Eskandari et al. 2009, Glibowski
y Bukowska 2011), es por ello que, para obtener un jarabe de alta fructosa no se recomienda

realizar una hidrolisis quimica sin antes evaluar la posible formacion de compuestos tdxicos.

De otro lado, en el disefio de mezclas se analizd diferentes concentraciones de sustrato y
cantidades de enzimas (inulinasa e invertasa), y se obtuvo como valor éptimo en rendimiento
de fructosa 56.31 g/L de extracto de yacdn a partir de una concentracion de FOS en el
extracto de 5.67 por ciento lo que represent6 un 93.02 g de fructosa total en la solucion. Si
Ilevamos los resultados a la condicién de trabajo del uno por ciento de FOS (tal como se
evaluaron los ensayos bajo hidrolisis quimica y enzimética) se aprecia que se lograria
obtener por cada L de solucion de FOS al 1 por ciento un contenido de fructosa de 9.92 g/L
de extracto de yacon (ver Cuadro 26), valor ligeramente superior al éptimo encontrado para
la hidrolisis quimica con acido sulfurico. Los valores de rendimiento de fructosa de cada tipo
de hidrdlisis son diferentes significativamente (ver ANEXO 8).

Comparando los resultados del disefio de mezclas enzimatica y el obtenido con el disefio de
MSR para la hidrdlisis enzimética solo con invertasa, la diferencia con respecto a esta Gltima,
se deberia a la intervencion de la inulinasa (en pequefias cantidades), por lo tanto, es probable
que dicha enzima ejerza un efecto en la accion hidrolitica de los FOS por parte de la
invertasa. Este comportamiento ha sido observado también en la literatura, en donde
pequefas cantidades de una enzima puede intervenir en la accion de otra (Montafiez et al.
2011, Liu et al. 2016).

En la Figura 17, se representa los cromatogramas obtenidos de los extractos hidrolizados
Optimamente bajo las condiciones acidas con acido sulfirico, enzimatico con invertasa y el
de la mezcla enzimatica inulinasa/invertasa. En todos los cromatogramas se observa dos
picos, correspondientes a pico 1: fructosa (tiempo de retencion de: 2.75 min) y pico 2:
glucosa (tiempo de retencién: 3.25 min), los que se indica que para todos los casos, estos
serian los dos Unicos azucares en el extracto hidrolizado de yacon, donde la presencia de

FOS es despreciable (no se detecta) o nula.
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Cuadro 26: Comparacién de los resultados en rendimiento en fructosa, fructosa total

y glucosa total en los extractos de yacon al 1 por ciento de FOS sometidos a hidrolisis

RENDIMIENTO
(g FRUCTOSA/L
FRUCTOSA
EXTRACTO) A GLUCOSA (g/L
TRATAMIENTO TOTAL (g/ L
PARTIR DE UN EXTRACTO)
EXTRACTO)
EXTRACTO DE
1% DE FOS
Hidrolisis con acido
) 9.12 15.52 5.38
sulfarico
Hidrdlisis con invertasa 7.51 13.91 4.49
Hidrolisis
) o 9.92 16.32 7.13
invertasa/inulinasa
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Figura 17: Cromatograma del UPLC- IR para la validacion de la hidrdlisis (a)
guimica usando &cido sulfurico, (b) enzimatica usando solo invertasa y (c)
empleando la combinacion de enzimas inulinasa/invertasa del disefio de

mezclas. Las corridas se han realizado a una concentracion de sélidos de 2 por
ciento.



V. CONCLUSIONES

De acuerdo al disefio Box Behnken, las condiciones dptimas de la hidrdlisis quimica
del extracto de yacon al uno por ciento de FOS, empleando acido sulfurico fueron:
pH 1, temperatura 88.4 °C y tiempo de 38.7 min obteniéndose un rendimiento de
fructosa de 9.118 g/L de extracto de yacdn; mientras que con el acido fosférico las
condiciones fueron: pH 1, temperatura 89.9 °C y tiempo de 42.2 min obteniendo un

rendimiento de 7.848 g fructosa/ L de extracto de yacon.

De acuerdo al disefio Central Compuesto, las condiciones optimas de la hidrélisis
enzimatica del extracto de yacon empleando inulinasa fueron: tiempo de 134 min y
concentracion de enzima de 11.7 U/g FOS; mientras que con la invertasa fueron:
tiempo de 127.5 min y concentracion de enzima 6.74 x 10 U/g FOS, ambas
reacciones de hidrolisis bajo las condiciones constantes de temperatura 50 °C y pH
5, obteniendo un rendimiento de 6.165 y 7.506 g fructosa/L de extracto de yacon al

uno por ciento de FOS, respectivamente.

De acuerdo al disefio de Mezclas, las condiciones éptimas de las hidrolisis enzimética
del extracto de yacon empleando inulinasa e invertasa fueron: 1.930 x 10! U/g FOS
de inulinasa, 0.048 U/g FOS de invertasa y 4.55 por ciento de FOS, bajo condiciones
constantes de temperatura 50 °C, pH 5 y tiempo de 2 horas, obteniéndose un

rendimiento de 56.31 g de fructosa/L de extracto de yacon.

Se observo que la inulinasa mostré un efecto hidrolitico importante en la accion
hidrolitica de la invertasa sobre los azlcares del extracto de yacon, bajo las

condiciones de trabajo.



Los modelos cuadraticos del disefio Box-Behnken para la hidrdlisis quimica, el
disefio Central Compuesto y el disefio de Mezclas representaron adecuadamente los
resultados experimentales, tanto para la hidrélisis acida como para la hidrdlisis

enzimatica del extracto de yacon.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la purificacién de azlcares provenientes del hidrolizado quimico y
enzimatico.

Evaluar la posible formacion de compuestos no deseables (hidroximetilfurfural) en

la hidrdlisis quimica.

Realizar un escalamiento industrial del proceso de hidrélisis enzimatica con las

condiciones optimas de la mezcla.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: CURVA ESTANDAR DE SOLUCIONES DE FRUCTOSA
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Ecuacion: y = 3.2841x — 0.0646
Donde:
y: Absorbancia a 550 nm

X: g de Fructosa/100 ml

En el Anexo 18 se muestra la curva estandar con soluciones de fructosa. Los resultados se

expresan como g de fructosa/100 ml.



ANEXO 2: CONDICIONES OPTIMAS PARA LA HIDROLISIS QUIMICA
USANDO ACIDO SULFURICO MEDIANTE LA FUNCION DE DESEABILIDAD

de fructosa
maximo

9.118 g/L de
extracto de

yacon

__________ /

OPTIMO pH (1-3) TIEMPO (20- 70) | TEMPERATURA (60-
(d=0.9118) [1] (min) 98) (°C)

[38.7] [88.4]
Rendimiento

El Anexo 2 muestra las condiciones dptimas para maximizar el rendimiento de Fructosa

utilizando el método de la funcion de deseabilidad para la hidrolisis quimica con acido

sulfarico.

ANEXO 3: CONDICIONES OPTIMAS PARA LA HIDROLISIS QUIMICA
USANDO ACIDO FOSFORICO MEDIANTE LA FUNCION DE DESEABILIDAD

de fructosa
maximo

7.848 g/L de
extracto de

yacon

OPTIMO pH (1-3) TIEMPO (20- 70) TEMPERATURA (60-
(d=0.785) [1] (min) 98) (°C)
Rendimiento

El Anexo 3 muestra las condiciones dptimas para maximizar el rendimiento de Fructosa

utilizando el método de la funcion de deseabilidad para la hidrolisis quimica con acido

fosférico.




ANEXO 4: ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA INULINASA.
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El Anexo 4 muestra la actividad enzimatica de la inulinasa en Inulina al 3 por ciento, pH 5,

temperatura 50 °C.

ANEXO 5: ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA INVERTASA.
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El Anexo 5 muestra la actividad enzimética de la Invertasa en Inulina al 3 por ciento, pH 5,
temperatura 50 °C.



ANEXO 6: CONDICIONES OPTIMAS PARA LA HIDROLISIS ENZIMATICA
USANDO INULINASA

CONCENTRACION DE ENZIMA

de fructosa
maximo

6.168 g/L de
extracto de

yacon

OPTIMO _ _
TIEMPO (35.5- 134.5) (min) (0.34- 11.7) (min)
(d=0.617)
[134] [11.7]
Rendimiento .

El Anexo 6 muestra las condiciones éptimas para maximizar el rendimiento de Fructosa

utilizando el método de la funcion de deseabilidad para la hidrolisis enzimatica con

inulinasa.

ANEXO 7: CONDICIONES OPTIMAS PARA LA HIDROLISIS ENZIMATICA
USANDO INVERTASA.

de fructosa
maximo

7.506 g/L de
extracto de

yacon

OPTIMO TIEMPO (35.5- 134.5) (min) CONCENTRACION DE ENZIMA
(d=0.750) [127.5] (0.34- 11.7) (min)

[6.74]
Rendimiento T === _ — —

El Anexo 7 muestra las condiciones dptimas para maximizar el rendimiento de Fructosa

utilizando el método de la funcion de deseabilidad para la hidrélisis enzimética con

invertasa.




ANEXO 8: ANOVA DE LOS VALORES DE RENDIMIENTO DE FRUCTOSA DE
LAS TRES HIDROLISIS.

e | ouATE TCOCSIE TGRSO szons | vator?
Entre grupos 129.988 2 64.9941 24073.30 0.0000
Intra grupos 0.0162 6 0.0027

Total (Corr.) 130.004 8

En el Anexo 8 se observa el cuadro de anélisis de varianza de los valores de rendimiento de

fructosa (g/L de extracto de yacon al uno por ciento). Debido a que el valor-p es menor que

0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las tres medias con un nivel

de confianza del 95.0 por ciento.




