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RESUMEN

En la presente investigacion se estudio la purificacion de los fructooligosacaridos (FOS) del
yacon, utilizando carb6n activado y diferentes resinas de intercambio cationico. Los
experimentos se realizaron por cromatografia a baja presion, empleado columnas de vidrio
enchaquetadas (16 cm de longitud x 1.2 cm diametro interno y 2.8 cm diametro externo).
Con columnas de carbén activado se evaluo la purificacion a dos temperaturas (25 y 40°C)
del extracto previamente clarificado, los mejores resultados se obtuvieron a 25°C lograndose
aumentar la pureza del extracto clarificado de 50.6 a 92.1 por ciento con una recuperacion
de FOS de 75.1 por ciento. En el estudio de purificacion con resinas de intercambio cationico
del extracto previamente clarificado y desmineralizado, se evalud la influencia de la
temperatura (25 y 60°C) y tipo de resina cationica (Diaion UBK535L Ca, Diaion UBK555
Ca, Diaion UBK530 Na, Dowex 99 Ca/320, Purolite PCR642 Ca, Purolite PCR642 K).
Mediante un ANV A multifactorial se determiné que la interaccion de estos dos factores tiene
un efecto significativo en la purificacion de FOS. Mejores resultados se obtuvieron a 60°C
y con la resina Diaion UBK530 Na. Se logré aumentar la pureza del extracto clarificado y
desmineralizado de 54.5 hasta 88.2 por ciento, con una recuperacion de 99.4 por ciento. Esta
investigacion demuestra que las columnas empacadas con carbon activado o resinas de
intercambio catidénico son una buena alternativa para la obtencién de FOS de alta pureza,
siendo necesario estudios de escalamiento para la aplicacion de estas tecnologias a nivel

industrial.

Palabras clave: yacén, purificacién, fructooligosacéaridos, carbon activado, resinas,

cromatografia



SUMMARY

In this research the purification of fructooligosaccharides (FOS) yacon, using activated
carbon and different cation exchange resins was studied. Experiments were performed by
low pressure chromatography, used jacketed glass column (16 cm length x 1.2 cm internal
diameter and 2.8 cm outside diameter). With activated carbon columns, purification at two
temperatures (25 and 40 °C) of the extract previously clarified was evaluated, the best results
were obtained at 25 °C achieving increase the purity of the clarified extract of 50.6 up to
92.1 percent with a recovery of FOS 75.1 percent. In the study of purification with cation
exchange resins of the extract previously clarified and demineralized, the influence of the
temperature (25 and 60 °C) and type of cationic resin was evaluated (Diaion UBK535L Ca,
Diaion UBK555 Ca, Diaion UBK530 Na, Dowex 99 Ca/320, Purolite PCR642 Ca, Purolite
PCR642 K). Through a multivariate ANOVA it was determined that the interaction of these
two factors has a significant effect on the purification of FOS. Best results were obtained at
60 °C and with the resin Diaion UBK530 Na. Was achieved increase the purity of the
clarified extract and demineralised of 54.5 up to 88.2 percent, with a recovery of 99.4
percent. This research shows that the columns packed with activated carbon or cation
exchange resins are a good alternative for obtaining high purity FOS, scaling studies being

necessary for the application of these technologies at industrial level.

Key words: yacon, purification, fructooligosaccharides, activated carbon, resins,

chromatography



I. INTRODUCCION

Los carbohidratos no digeribles como: galactooligosacaridos (GOS), fructooligosacaridos
(FOS) e inulina son considerados prebioticos debido a que no se hidrolizan ni se absorben
en la parte superior del tracto digestivo, son fermentados por las bacterias del intestino
grueso y estimulan selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas como las
bifidobacterias y los lactobacilos (Bouhnik et al., 2004; Rastall y Gibson, 2006).

El yacon (Smallanthus sonchifolius) es una raiz nativa de los andes, es conocida como una
fuente importante de B-(2—1) fructooligosacaridos (Goto et al., 1995). Diversos estudios
confirman el caracter prebiotico de este compuesto proveniente del yacon (Pedreschi et al.,
2003; Campos et al., 2012), se suele consumir bajo la forma de jarabes para equilibrar la
microflora intestinal, debido a sus ventajas prebidticas originadas por su alto contenido de
FOS (Graefe et al., 2004).

Comercialmente, los FOS son obtenidos por hidrolisis enziméatica de la inulina
(principalmente a partir de la achicoria) mediante la enzima endoinulinasa o por sintesis a
partir de sacarosa, a través de la reaccion de transfructosilacion (Crittenden y Playne, 1996).
Frente a ello, la raiz de yacon es una alternativa interesante, pues contiene alrededor de 50-
70 por ciento de FOS en peso seco, ademas estas moléculas presentan bajo grado de

polimerizacion (DP promedio de 4) (Chirinos, 1999).

Por tanto, el yacon podria ser un potencial prebidtico, pues no requiere de una operacion
intermedia de hidrolisis como en el caso de la inulina obtenida de la achicoria; sin embargo,
el extracto de yacdn, también contiene cantidades importantes de glucosa (G), fructosa (F)
y sacarosa (S), cuyos contenidos dependen del genotipo (azucares reductores y sacarosa
19.7-75 por ciento y 2-16.8 por ciento en base seca, respectivamente) (Campos et al., 2012),
los cuales reducen su actividad prebiotica. Por lo tanto es necesario evaluar técnicas que
permitan separar los FOS de estos azUcares simples, y con ello obtener un producto que

pueda ser empleado como aditivo prebiotico en la industria de alimentos.



Una manera conveniente de separar los sacaridos méas pequefios de los FOS es mediante la
cromatografia de adsorcion con carbon activado (Kuhn et al., 2010; Nobre et al., 2012),
donde los FOS son adsorbidos con mayor fuerza que la S, F y G. Para la elucion se utiliza
gradientes de etanol (Sanz et al., 2005; Morales et al., 2006; Nobre et al., 2012; Kuhn et al.,
2014), y los azucares se eluyen de la columna de acuerdo a su polaridad. Otra técnica
utilizada en la purificacion de azucares es la cromatografia de intercambio idénico, mediante
resinas cationicas de diferentes formas idnicas (Na+, K+ y Ca*?), estas resinas tienen mayor
afinidad por monosacéaridos y consecuentemente se eluyen primero los fructooligosacaridos
(Vankova, y Polakovi¢, 2010b; Nobre et al., 2014); siendo los carbohidratos moléculas
carentes de carga en un amplio rango de pH, el mecanismo real de separacion no ocurre por
intercambio de iones (Grambli¢ka y Polakovi¢, 2007), sino que intervienen factores como
la exclusiéon por tamafio, formacion de complejos (entre los cationes de la resina y los
azucares), y la separacion por particion (Goulding et al., 1975; Vente et al., 2005;
Mostafazadeh et al. 2011; Nobre et al., 2014).

Por lo tanto, en el presente estudio se investigo la purificacion de los FOS de yacon

empleando carbdn activado y seis diferentes resinas cationicas.

Por ello se plante6 como objetivos especificos:

— Estudiar la purificacion de FOS del extracto clarificado de yacdn mediante columnas

de carbdn activado, evaluandose dos temperaturas 25 y 40°C.

— Estudiar la purificacion de FOS del extracto clarificado y desmineralizado de yacon
en columnas de intercambio ionico, empleando diferentes resinas y dos temperaturas,
25y 60°C.

— Determinar la influencia de la carga de columna en la purificacion de FOS a partir
del extracto desmineralizado de yacén, con el mejor tratamiento del experimento

anterior.



2.1. YACON

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

El yacon es una especie de la familia Asteraceae 0 Compositae, su nombre cientifico es

Smallanthus sonchifolius (Poepp & Endl.) (Seminario et al., 2003); su clasificacion

taxonOmica se presenta a continuacion:

Sdper reino:
Reino:
Sub-reino:
Filo:
Superclase:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:
Especie:

Nombre comun:

Eucariontes

Plantae

Embriofita

Tracofita

Angiosperma

Dicotiledonea

Asterales

Asteraceae (Compositae)
Smallanthus

sonchifolius (Poepp. & Endl.)
Yacon, llacon, aricoma, jicama (Santana y Cardoso; 2008)

2.1.2. PRODUCCION DE YACON

En casi todos los departamentos del Peru se siembra yacon, siendo Amazonas, Cajamarca,

Huanuco y Puno los lugares con mayor area sembrada. La siembra del yacon se inicia

mayormente entre los meses de Setiembre a Noviembre, en la época de inicio de las lluvias;

crece en suelos ricos en materia organica y de pH neutro a ligeramente acido. Los

requerimientos de agua son relativamente altos y su escasez puede afectar fuertemente el



rendimiento. La duracion del ciclo de cultivo varia entre 6 y 12 meses (Manrique et al.,
2004).

La cosecha en las zonas bajas y templadas es temprana y en las zonas altas es tardia. Los
indicadores para saber si ha llegado el momento de la cosecha son el amarillamiento de las
hojas y el cese de la floracion. En Cajamarca, la cosecha se realiza entre los 7.5 y 12 meses
después de la siembra, dependiendo de la zona geografica y del cultivar empleado
(Seminario et al., 2003).

En el territorio alto-andino la produccion media de yacon es normalmente de 20 a 40 ton/ha
de peso fresco (peso seco 10-14 por ciento) y en las cercanias de Cajamarca 40-50 ton/ha
(Hermann et al., 1999).

Con la cosecha de las raices empieza un rapido proceso de conversion de los oligofructanos
en azucares simples. Asi, con el fin de obtener productos con mayor contenido posible de
fructooligosacaridos (FOS) es necesario procesar las raices inmediatamente después de la
cosecha o refrigerarlas para disminuir la tasa de degradacién de los oligofructanos. Por otro
lado, la costumbre tradicional de solear (exponer al sol) las raices por unos dias para que se

vuelvan mas dulces, acelera el proceso de conversion de oligofructanos en azlcares simples.

Las variaciones del contenido de FOS en el yacon pueden depender de factores como la
localizacion, la agricultura, la estacion de crecimiento, la época de la cosecha y la

temperatura en la post-cosecha (Lobo et al., 2007).

La tercera parte de los FOS del yacon se pierde durante el almacenamiento debido a la
hidrolisis de la cadena de fructanos (12 dias de almacenamiento a 15-25 °C, en una
habitacion oscura y bien ventilada), aumentando progresivamente el contenido de fructosa y

glucosa durante el almacenamiento (Graefe et al., 2004).

La raiz de yacon se oscurece rapidamente en almacenamiento, incluso a bajas temperaturas.
Esta reaccion de pardeamiento parece estar relacionado con el contenido de compuestos
fenolicos del yacdn, especialmente de acido cafeico y clorogénico, también de la actividad

polifenol oxidasa enddgena (Neves y Da Silva, 2007).



2.1.3. COMPOSICION QUIMICA DEL YACON

Una parte importante de la biomasa de la raiz esta compuesto de agua, que por lo general es
superior al 70 por ciento del peso fresco. Debido a un alto contenido de agua, el valor
energeético de la raiz es baja. EI 70-80 por ciento de materia seca se compone de sacéridos,
principalmente FOS; y un contenido de 0.3 a 3.6 por ciento de proteina (Goto et al. 1995;
citado por Lachman et al. 2003). El reporte de varios estudios realizados sobre la

composicion quimica del yacon se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Composicion quimica en base seca de la raiz de Yacon

Componentes Moscatto et Lobo et al. Ribeiro (2008)  Choque Delgado
(%) al. (2007) (2006) etal. (2012)
Humedad 7.49+0.17 ND 8.09+1.74 8.02 £ 0.08
Proteina 6.48 £0.15 2.64 +0.07 450 +1.26 2.45%0.09
Lipidos 0.31+0.01 0.61+0.02 0.67 £0.19 0.87+£0.10
Cenizas 3.56 +0.02 3.85 £0.06 2.88 £0.13 2.53+0.14
Fibra insoluble ND 7.85+0.17 11.79 +0.36 3.46+0.12
Carbohidratos ? 82.16 ND ND 86.13
Calcio (mg/g) ND 0.83+£0.01 022+04 ND
Magnesio (mg/g) ND 0.62 £0.09 0.40£0.00 ND

ND: No determinado; : Estimado por diferencia
FUENTE: Choque et al. (2013)

Castro et al. (2013) reportan un contenido de fibra dietaria total de 10.4 g/100 g de yacon en
base seca (b.s), de los cuales 8.7 g pertenece a la fraccion insoluble y 1.7 g a la fraccion
soluble. Debido a sus beneficios para la salud, los FOS se consideran ahora una fibra
dietética y segun la investigacion anterior, el yacon contiene de 24 a 35 g de FOS/100 g de
yacon en b.s y la cantidad de fructosa libre reportada fue de 16 a 23 g /100 g yacon en b.s.
Asi mismo, Campos et al. (2012) reportan de 7.5 a 19.1 por ciento de materia seca, de 19.7
a 75.9 por ciento de azUcares reductores, mientras que la sacarosa varia de 2 a 16.8 por ciento

y los FOS se encuentran entre 6.4 a 65 por ciento en b.s.



El Cuadro 2 muestra el contenido de los carbohidratos solubles encontrado en el yacon, el
contenido de fructosa libre es muy alta, alrededor de 35 por ciento de la materia seca y el
contenido total de mono y disacarido (Fructosa + Glucosa + Sacarosa) representan el 58 por
ciento de la materia seca. La estructura de los oligofructanos en el yacon son fructanos del

tipo inulina (8 — 1,2), como en las otras plantas Compositae (Ohyama et al., 1990).

Cuadro 2: Contenido de sacaridos en yacon raices tuberosas

Sacarido Contenido (mg/g
de materia seca)
Fructosa 350.1 +£42.0
Glucosa 158.3 £ 28.6
Sacarosa 745+19.0
GF2 60.1+12.6
GFs 474 +8.2
GF4 33.6+9.3
GFs 20.6+5.2
GFs 15.8+4.0
GF7 12.7+4.0
GFs 96+7.2
GFo 6.6 +2.3
Inulina 135+0.4

FUENTE: Ohyama et al. (1990)

Segun el estudio anterior, el contenido de oligofructanos disminuye gradualmente con el
aumento del grado de polimerizacién de los fructanos. La inulina es detectada en la fraccion
insoluble con etanol al 80 por ciento, pero el contenido fue significativamente bajo, 13.5 £
0.4 mg/gb.s.

Yan et al. (1999) determinaron la actividad antioxidante del yacon a partir de seis raices
diferentes e identificaron a dos principales antioxidantes: acido clorogénico 48.5 + 12,9 ug/g
y L-triptofano 14.6 £ 7,1 ug /g (peso fresco). Mientras que, Takenaka et al. (2003)

encontraron cinco diferentes derivados del acido cafeico en las raices de yacdén como



principales compuestos fendlicos solubles en agua, todos ellos con propiedades

antioxidantes.

2.1.4. EFECTOS FUNCIONALES DEL YACON

El yacon administrado como un suplemento dietético es bien tolerado y no produce respuesta
negativa, toxicidad o efectos nutricionales adversos. Asi, Genta et al. (2009) demostraron
que el consumo diario de jarabe de yacon reducia significativamente el peso corporal,
circunferencia de la cintura y el indice de masa corporal; también observaron un aumento en

la frecuencia de defecacion y saciedad.

El bajo contenido de glucosa y alta concentracion de FOS del yacon, permiten el estudio en
pacientes con enfermedades metabodlicas, como diabetes y sindrome metabélico (Genta et
al., 2005). En este sentido, el yacdn ha demostrado reducir los niveles de glucosa en ratas
normales y diabéticas con hiperglucemia (Aybar et al., 2001). A la vez, el consumo de yacon
conduce a un aumento en los acidos grasos de cadena corta (AGCC) que protegen contra el

cancer de colon (De Moura et al., 2012).

El jugo de yacdn contiene 850 ppm de compuestos polifenélicos, como: el acido clorogénico
que se considera como un antioxidante primario del yacon, triptéfano y derivados del acido
cafeico (Takenaka et al., 2003). Los compuestos fenolicos del yacdn protegen biomoléculas
como: ADN, lipidos y proteinas, contra el dafio causado por los radicales libres (Simonovska
et al., 2003).

2.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS

2.2.1. ESTRUCTURA QUIMICA

En el grupo de fructanos se encuentran los FOS, la oligofructosa e inulina (Biedrzycka y
Bielecka, 2004). Los fructanos consisten en moléculas de fructosa unidas entre si, que
pueden o no pueden tener residuo de glucosa en su configuracion inicial, donde la primera
unidad de la cadena es un extremo no reductor (Roberfroid, 2001; citado por Chacén, 2006).
Por lo tanto, los fructanos son mezclas de ambas moléculas GFn y FFn, con n> 2; donde G



y F representan la glucosa y la fructosa, respectivamente, y “n” representa el grado de
polimerizacion (Nobre, 2011).

Los FOS son polimeros cortos de fructosa, unidas entre si por un enlace p (2->1) que
usualmente tienen una molécula de D-glucosa terminal unida a una fructosa por un enlace
a-(2->1), la naturaleza de estos enlaces tiene importantes implicaciones bioquimicas que se
asocian a una marcada baja digestibilidad en el organismo (Perrin et al., 2001). Estan
compuestos principalmente por kestosa (GF2), nistosa (GFs) y fructofuranosil nistosa (GF4)

como se muestra en la Figura 1.

1-Kestosa

Nistosa

OH H OH
1-B-D- Fructofuranosil Nistosa

Figura 1: Estructura quimica de tres principales FOS
FUENTE: Lachman et al. (2003)

Tanto la inulina, como la oligofructuosa y los FOS, presentan una estructura polimérica
predominantemente lineal. Las diferencias radican en el grado de polimerizacion, siendo la
inulina, el compuesto con mayor rango y promedio. Los FOS vy la oligofructosa son muy
similares, pero con diferencias estructurales asociadas a sus diferentes origenes (hidrdlisis
enzimatica de inulina para la oligofructosa y transfructosilacion de sacarosa para los FOS).
Las cadenas de oligofructosa son mas largas que aquellas producidas por transfructosilacion
de la sacarosa. No todas las cadenas tienen una glucosa terminal en la oligofructosa, pero los
FOS si las tienen (Crittenden y Playne, 1996; citado por Madrigal y Sangronis, 2007). En el

Cuadro 3, se presenta una comparacion entre los tres fructanos.



Cuadro 3: Comparacion entre inulina, oligofructosa y FOS

Inulina Oligofructosa FOS
Origen Extraccion a partir de  Hidrdlisis enzimatica de  Transfructosilacion
vegetal (Achicoria) la inulina de la sacarosa

Rango GP 2-60 2-9 2-4
GPprom. 10-12 4-5 3-7
Estructura Lineal (1-2% de ) )

o N Lineal Lineal
quimica ramificacion)

FUENTE: Biedrzycka y Bielecka (2004), citado por Madrigal y Sangronis (2007)

2.2.2. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Los FOS son altamente higroscépicos; por ello es dificil mantener la estabilidad de los
productos liofilizados en condiciones atmosféricas por largos periodos. La viscosidad de una
solucién de FOS es relativamente mayor que el de la sacarosa al mismo nivel de
concentracion, y la estabilidad térmica de los FOS también es mayor al de la sacarosa.
Ademas, los FOS son muy estables en el rango normal de pH de los alimentos (4a7) y a
temperaturas de refrigeracion mas de un afio. Algunas propiedades como solubilidad,

congelacion y punto de ebullicién de los FOS se asemejan al de la sacarosa (Yun, 1996).

Los oligosacéaridos reflejan mayor estabilidad en condiciones neutras o basicas, y menor
estabilidad a pH acido. Los oligosacaridos protonados se hidrolizan méas rapidamente a pH
acido que a valores de pH neutros o basicos (L'homme et al., 2003). Bajo condiciones acidas
la hidrdlisis de FOS es insignificante a 60 °C; sin embargo, a 70-80 °C es tan considerable,
que la cantidad de ellos podria ser hidrolizada en 1-2 horas. Mientras tanto, todos los
oligébmeros se degradan en 1-1.5 horas a 90-100 °C (Matusek et al., 2009).

Los FOS son susceptibles a la hidrolisis durante la pasteurizacion de zumos de frutas y
bebidas. La cantidad de sacaridos hidrolizados es mayor cuanto menor es el pH (2.7 a 4.2),
se producen mayores pérdidas en la fraccion de tetrasacaridos (GF3) que en el de trisacaridos
(GF2) (Klewicki, 2007; citado por Matusek et al., 2009). Por otro lado, los oligofructanos
presentan pesos moleculares muy variables segun la fuente, pero en términos generales
oscilan en el intervalo entre 1000 y 4500 Da (Losso y Hakai 1997).



Los azucares son muy polares debido a la presencia de muchos grupos OH y no son solubles
en disolventes organicos. Sin embargo, cuando se adoptan determinadas conformaciones,
los oligosacaridos pueden generar superficies apolares que son capaces de interactuar con
las soluciones y adsorbentes no polares (Yano et al., 1988). La hidrofobicidad esta
relacionada con la extension de restos de CH y -CH> y aumenta, con la extension de la
longitud de la cadena y esto ocurre cuando la configuracion estereoquimica y el enlace
glicosidico son favorables (Sundari y Balasubramanian, 1997). Por lo tanto, la
hidrofobicidad de disacaridos y sacaridos superiores, aumentan con el nimero de unidades

de monosacarido que constituyen el oligosacarido (Yano et al., 1988).

Los grupos OH de los azucares son polares y forman enlaces hidrégeno con el agua. La
orientacion estérica del grupo OH determina la capacidad de los azucares para formar
enlaces hidrogeno y enlaces complejos con otras sustancias. Los grupos OH son axial-
ecuatorial (ax-eq) y la estabilidad del complejo formado por los azlcares, depende de las
secuencias ax-eq. La sacarosa no tiene pares de grupos OH con orientacion ax-eq (Nobre,
2011).

La sacarosa es un disacarido, que resulta de la combinacion de una unidad de a-D-glucosa y
una unidad de B-D-fructosa, unidas por un enlace glucosidico entre C1 en la subunidad de
glucosilo y C2 en la unidad de fructosil. La sacarosa es también llamado -D-fructofuranosil
(2->1)-a-D-glucopiranosa. Dado que la sacarosa no contiene grupos hidroxilo (OH)
anomeéricos, esta clasificada como un azucar no reductor (Nobre, 2011). Asi mismo, debido
a que los FOS son carbohidratos no reductores, no sufren reaccion de Maillard y son solubles
en etanol y agua (Van Loo et al., 1999), se pueden utilizar para controlar el pardeamiento
debido a reacciones de Maillard en los alimentos procesados por calor (Crittenden y Playne,
1996).

2.2.3. FUNCIONALIDAD Y APLICACION DE LOS FOS

Los fructanos por su configuracion quimica no pueden ser hidrolizados por las enzimas
digestivas del hombre y de animales ya que estas enzimas solo hidrolizan enlaces
glucosidicos de tipo alfa. Los fructanos permanecen intactos en su recorrido por la parte
superior del tracto gastrointestinal, pero son hidrolizados y fermentados en su totalidad por

las bacterias Lactobacillus y Bifidobacterium de la parte inferior del tracto gastrointestinal
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(intestino grueso, coldn) (Roberfroid, 2002). Como los FOS son oligosacéridos no
digeribles, fomentan el crecimiento de las bifidobacterias e inhiben el crecimiento de
microorganismos que tienen tendencia a causar la putrefaccion en el colon (Yun, 1996). Las
bifidobacterias promueven la absorcion de calcio y la sintesis de vitamina B. Los fructanos
presentan una tercera parte del dulzor de la sacarosa y aportan un valor calérico reducido
(1.5 kcal/g) si se compara con los carbohidratos digeribles (4 kcal/g) (Slavin, 2003).

Los FOS son los oligosacaridos mas estudiados y mejor implementado en el mercado
europeo, presentan excelentes propiedades que permiten su incorporacion como fibra en los
alimentos liquidos a la vez que mejoran el sabor, la sensacion en la boca y textura de los
productos, ya que proporcionan una alta capacidad de retencion de humedad, previenen la
sequedad excesiva y reducen el contenido de actividad de agua, disminuye el desarrollo
microbiano, y por lo tanto aumenta la vida en anaquel de los productos (Crittenden y Playne,
1996); se afiaden a los alimentos en una dosis que varia entre 2 y 50 por ciento (Franck,
2002).

El grado de polimerizacion del fructano determina su solubilidad en agua, viscosidad,
capacidad de retencion de agua, asi como la capacidad para formar una textura cremosa
(Roberfroid y Delzenne, 1998). Por ejemplo, se puede usar solo 0.25 g de inulina para
sustituir 1g de grasa, debido a su cadena larga (Coussement, 1999). Por otro lado, los FOS
son mas solubles que la inulina (Niness, 1999). Los FOS se utilizan como sustitutos del
azucar, en alimentos dietéticos y diabéticos, bajos en calorias (Cummings et al., 1997),
también es usado parcialmente como sustituto del azlcar y se combinan con otros azlcares
0 edulcorantes con mayor intensidad, para no aumentar significativamente el contenido
calérico del producto final (Coussement, 1999), ademéas es usado como ingrediente de
alimentos funcionales en galletas, productos de panaderia, rellenos, bebidas, yogures,
productos lacteos, cereales para el desayuno, tabletas, postres congelados, formulas
infantiles, preparaciones de frutas, productos dietéticos y en edulcorantes (Manning y
Gibson, 2004).

2.2.4. PRODUCCION DE FOS

Los FOS representan uno de los principales oligosacaridos bifidogénicos en cuanto a su

volumen de produccién y se fabrican por dos procesos diferentes. EI primer método consiste
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en obtener FOS a partir de la sacarosa utilizando la actividad transfructosilacion de la enzima
B-fructofuranosidasa. Los FOS formados en este proceso contienen entre dos y cuatro
unidades de fructosil p(1->2), enlazados a un terminal residual a-D-glucosa. Como sub
productos de la reaccion queda glucosa y pequefias cantidades de fructosa, como también
sacarosa sin reaccionar, estos oligosacaridos son removidos de la mezcla usando
procedimientos cromatograficos para producir FOS de alta pureza (Crittenden y Playne,
1996).

El segundo método utilizado para la produccion de FOS es la hidrolisis enzimatica
controlada de la inulina. La mezcla de FOS formado por este proceso se asemeja mucho a la
mezcla producida por el proceso de transfructosilacion. Sin embargo, no todas las cadenas
fructosil B(1->2) estan unidas a una glucosa terminal. Ademas, la mezcla de oligosacaridos
contiene mas cadenas de fructooligdémeros que el producido por transfructosilacion de
sacarosa (Crittenden y Playne, 1996).

2.3.  PURIFICACION DE FOS

La mayoria de los FOS comercializados no son puros debido a los bajos rendimientos del
proceso de produccion industrial. Los productos comerciales tienen entre 55 a 99 por ciento
de pureza. La presencia de otros azlcares en la mezcla disminuye su valor prebiético e
incrementa el valor caldrico y cariogénico del producto final, por lo que se evita la inclusion
de estos alimentos para diabéticos y en alimentos benéficos para la salud. Ademas, los FOS
puros son esenciales para aplicaciones farmacéuticas y para evaluar sus propiedades fisico-
quimicas y funcionales (por ejemplo, la actividad prebioética in vitro) (Franck, 2002; Nobre,
2011).

En el caso de mezclas, es dificil separar los FOS de los carbohidratos. La tecnologia de
membranas, principalmente ultrafiltracion y nanofiltracidn, ha sido utilizado por diversos

autores para fraccionar y purificar los oligosacaridos (Pinelo et al., 2009).

La cromatografia es un proceso para separar dos 0 mas componentes, utiliza dos fases, una
estacionaria y una mdvil, las cuales se pueden ajustar para cada sistema de separacion. La
cromatografia es versatil y puede ser altamente selectivo; es aplicable a problemas de

separacion dificiles donde otros procesos de separacion fallan. Debido a que, las demandas
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de pureza aumentan, la cromatografia gana importancia como una operacion unitaria para

problemas de separacién complejas (Beste et al., 2000).

2.3.1. PURIFICACION DE FOS CON CARBON ACTIVADO

2.3.1.1. ADSORCION

Una técnica ampliamente utilizada en la industria es la adsorcién en lecho fijo, que consiste
en la percolacién a través de un lecho empaquetado en una columna vertical, de un fluido
que contiene el soluto que se desea adsorber. En los procesos de adsorcion, el soluto retenido
se denomina adsorbato y el solido sobre el que se retiene es el adsorbente o simplemente
sorbente. Como adsorbentes se utilizan sélidos que tiene gran superficie de contacto, y en
general, suelen ser porosos. Las fuerzas con las que el soluto es retenido pueden ser de tres
tipos: electrostéaticas, de Van der Waals y quimicas. Las primeras son debidas a atracciones
entre un soluto con cierta carga y puntos del adsorbente con carga contraria. Cuando las
fuerzas son de Van der Waals, la adsorcion se denomina fisica, y suele ser reversible. Sin
embargo, la adsorcién puede deberse a una reaccion quimica entre el soluto y el adsorbente,
denominandose quimisorcion. Mientras que en la adsorcion fisica el soluto puede ser
retenido en cualquier punto de la superficie del sorbente, en la quimisorcion el adsorbente

presenta puntos activos sobre los cuales es retenido el adsorbato (Ibarz y Barbosa, 2005).

Tres pasos consecutivos de transporte de masa son asociados con la adsorcién del soluto de
la solucion por el adsorbente poroso. Primero, el adsorbato migra a través de la solucién
hasta la superficie de la particula, luego ocurre la difusion del soluto dentro de los poros
internos vy, finalmente, el soluto se adsorbe en los sitios activos del interior de la particula
adsorbente (Faust y Aly, 1987; citados por Tan et al., 2008).

2.3.1.2. DEFINICION Y CARACTERISTICAS DEL CARBON ACTIVADO

El carbon activado es un material adsorbente que, como su nombre lo indica, es materia
carbonizada de origen vegetal o mineral. Se denomina “activado” debido a que la materia
carbonizada presenta un elevado y variado grado de porosidad, una considerable superficie
interna y un cierto contenido de grupos quimicos superficiales principalmente de oxigeno y

nitrégeno que le confieren la capacidad para adsorber ciertas sustancias. La capacidad de
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adsorcion del carbon se debe principalmente a sus caracteristicas estructurales y su textura
porosa que les da una gran area superficial, y su naturaleza quimica que puede ser facilmente
modificado por tratamiento quimico a fin de aumentar sus propiedades (Babel y Kurniawan,
2003).

El carbon activo es el adsorbente més utilizado debido a que presenta un area de superficie
grande en el orden de 800 a 1500 m?/g, de ahi que tiene una buena capacidad de sorcion. El
diametro de los microporos es menor a 2 nmy el volumen entre 0.2 a 0.6 cm®/g (Bansal y
Goyal, 2005).

La capacidad de adsorcidn se determina por la superficie total, la estructura de poros internos
y la presencia de grupos funcionales en la superficie de poros (Ahmedna, 2000); donde el
area superficial varia dependiendo de la materia prima y del proceso de activacién (Moreno,
2004). Las materias primas mas comunes para la produccion comercial de carbones
activados son antracita y hulla bituminosa, lignito, turba, materiales de madera, cascaras de
coco lignocelul6sicos (Pollard et al., 1992). La estructura quimica del carbon influye en la
interaccion con adsorbatos polares y no polares, y los sitios activos determinan el tipo de
reaccion quimica con otras moléculas (Bansal et al., 1988). Adicionalmente, las condiciones
de pirolisis/activacion utilizadas influiran en el tamafio de particula, densidad aparente,

dureza, pH y ceniza (Gergova et al., 1994).

2.3.1.3. PURIFICACION DE AZUCARES

El area de superficie desarrollada en los poros del carbdn es en realidad mucho mayor que
el area superficial externa de las particulas, y en la mayoria de los azlcares la adsorcion se
produce en la superficie del poro (Nobre, 2011). El area superficial es no polar o hidréfobo;
por lo tanto, cuando més hidrofobo sea el soluto, sera mejor adsorbido (Abe et al., 1983). La
adsorcion de los azUcares se debe a las fuerzas de Van der Waals, las cuales son reversibles
(Hung et al., 2005).

El carécter hidréfobo del azlcar esté relacionada con la extension de los grupos CH, por
consiguiente los azUcares seran adsorbidos de acuerdo a su peso molecular, siempre que la
configuracién estereoquimica y el enlace glicosidico sean favorables (Sundari vy

Balasubramanian, 1997). Por lo tanto, los FOS se adsorben mas sobre el carbdn activado que
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los sacaridos mas pequefios como sacarosa, fructosa y glucosa, permitiendo su separacion
(Nobre, 2011).

El proceso mas comun que se utiliza para purificar los oligosacaridos con carbén activado
se divide en tres pasos: a) el carbon activado se carga con la mezcla de oligosacérido; b) los
compuestos no retenidos se lavan con agua pura; c) los azucares adsorbidos se recuperan

selectivamente usando un gradiente de etanol (Nobre et al., 2012).

Al respecto, Sanz et al. (2005) sefiala que los azucares se pueden desorber selectivamente
usando diferentes porcentajes de agua/etanol. Los monosacéridos se recuperan utilizando
agua o porcentajes pequefios de etanol; los disacaridos, porcentajes comprendidos entre 5y
10 por ciento de etanol y los oligosacaridos utilizando 15 a 50 por ciento de etanol. De
acuerdo al método 954.11 (AOAC, 1995) la desorcidn se realiza con diferentes proporciones
de etanol: 1 por ciento para monosacaridos, 5 por ciento para disacéridos y 50 por ciento

para oligosacaridos.

Asi, Yun (1996) sefiala que se han utilizado columnas de carbdn-celite para separar los
diferentes componentes de FOS con una elucién en gradiente de etanol. Hidaka et al. (1988)
purificaron GF2 y GF3 en una columna de carbon activado y luego purificaron las moléculas
de GF; utilizando cromatografia preparativa por HPLC. Kaplan y Hutkins (2000) purificaron
FOS de una mezcla comercial; eluyendo la glucosa y fructosa con agua destilada, la sacarosa
con etanol al 5 por ciento y los FOS con etanol al 15 por ciento.

Asi mismo, Kuhn y Maugeri (2010) purificaron FOS a partir de una mezcla de azUcares
utilizando una columna de lecho fijo de carbon activado a 50°C con etanol al 15% como
eluyente alcanzando 80 por ciento de recuperacion de FOS con 97.8 por ciento de pureza.
La eficiencia de separacion entre fructosa, glucosa y FOS fue buena; sin embargo fue baja
entre sacarosa y FOS. Kuhn et al. (2014) evaluaron la influencia de la temperatura,
concentracion de etanol y tipos de elucion: gradiente lineal y escalonado, en la eficiencia de
separacion y pureza de fructooligosacaridos. Los autores obtuvieron 94 por ciento de pureza
y 3.03 de eficiencia de separacion mediante una elucion por etapas utilizando dos soluciones
de etanol 3.5 y 15 por ciento (v/v) a 40°C.
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2.3.2. PURIFICACION DE FOS RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO

2.3.2.1. PROCESOS DE INTERCAMBIO DE IONES

El intercambio i6nico consiste en la sustitucion de iones de una disolucion por otros
contenidos en las resinas de intercambio de iones. Se puede considerar al intercambio i6nico
como una adsorcion quimica, en la que el intercambio de iones se realiza sobre puntos
definidos de la resina (Ibarz, 2005).

Las reacciones (1) y (2) son reversibles por lo que existe un equilibrio en las operaciones por
batch. Sin embargo, se puede intercambiar cationes de manera efectiva cuando se pasa la

solucion objetivo a través de una columna repleta de la resina (Diaion, 2008).

R —SO3H + NaCl & R —SO;Na + HCL ... ... .......(1)
2R — SO3H + CaCl, & (R — S03),Ca + 2HCL .....(2)
R — SO3H + NaOH < R — SO;Na + H,0 ... .........(3)
Donde:

R: Matriz de la resina
5057 : 16n fijo

H*: 16n intercambiable

El fendbmeno de intercambio ionico se explica a través de las siguientes etapas: (1) Difusion
del ion movil desde la fase liquida hasta la superficie de la resina. La agitacion en batch o el
paso a través de una columna, ayudan a llegar al i6n mavil a la resina (2) difusion del ion
movil en el interior de la resina, hasta encontrar el grupo activo en donde se realizara el
intercambio de iones (3) proceso de intercambio de iones, intercambio quimico entre el
catién movil de la fase liquida y el cation intercambiable de la resina, es la etapa mas rapida
a comparacion de las otras (4) difusion de los iones intercambiables hacia la superficie de la
resina (5) los iones intercambiables se difunden en la disolucion. La etapa mas lenta seré la
que gobierne la velocidad de intercambio. El cambio iénico es un fenémeno
fundamentalmente de difusion (Valcarcel y Gdmez, 1988). Sin embargo, algunos trabajos
han considerado el intercambio i6nico como un proceso de adsorcidn, mientras que otros lo

ven como un proceso de intercambio de iones (Borba et al., 2011).
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Las resinas de intercambio cationico adsorben todo tipo de cationes, pero la capacidad de
adsorcion varia con el tipo de resina. Se describe la fuerza de adsorcion como la
selectividad. En iones tipicos, la selectividad es proporcional a la valencia (Por ejemplo,
Na*<Ca **<Al **<Th ™). Cuando el nimero de valencia es el mismo, la selectividad
aumenta segin aumenta el peso atémico (Li*<Na'<K*<Rb*<Cs", Mg <Ca*™* <Sr** <Ba™")
(Diaion, 2008).

2.3.2.2. RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO

Se fabrican mediante la introduccion de grupos funcionales como acido sulfénico (—=S03) y
amonio cuaternario (—NH;) a la matriz de un polimero reticulado, cuya estructura es
tridimensional con cadenas de poliestireno el&stico reticuladas con divinilbenceno (DVB)
en longitudes e intervalos irregulares (Figura 2). La reticulacién aumenta el peso molecular
de la longitud de la cadena del polimero, con lo cual disminuye la solubilidad del polimero
y aumenta su estabilidad mecanica (Luz et al., 2008, Fritz y Gjerde, 2009). Los grupos de
acido sulfonico (—S03), estan enlazados quimicamente a la matriz de la resina y las resinas
tienen alta concentracion de cargas fijas negativas, estas cargas negativas se balancean por
medio de contraiones moviles como H*, Na* 6 Ca®" para las resinas de intercambio de
cationes (Mc Cabe et al., 2007). Los grupos funcionales se denominan "iones fijos" porque
estan unidos quimicamente a la estructura del polimero. Por el contrario, los iones moviles
que son neutralizados eléctricamente se denominan iones fijos (Diaion, 2008). Los productos
industriales estandar son de forma esférica, con diametros de 300-1180 pum (50-14 mesh).

2.3.2.3. TIPOS DE RESINA

Las resinas de intercambio idnico estan clasificadas de acuerdo a su funcionalidad en (a)
resinas de intercambio catidnico las cuales pueden intercambiar cationes y (b) resinas de
intercambio anionico para el intercambio de aniones. A la vez, las resinas de intercambio
cationico se clasifican en resinas de intercambio cationico de cido fuerte y de &cido débil
(Diaion, 2008). Las resinas de acido fuerte son mas comunmente utilizados para las
separaciones de azucar a nivel industrial, por lo cual son las mas investigadas (Nobre et al.,
2014; Lei et al., 2010; Saari et al., 2010; Pedruzzi et al., 2008; Gramblicka y Polakovic,
2007).
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Grupo funcional: SO;" etc.
Contraion mdvil: H*, Na*, Ca?* etc.
Cadena de polimeros de estireno
Reticulado con DVB

Agua de hidratacion

Figura 2: Modelo estructural de resina de intercambio cationico
FUENTE: Adaptado de Diaion, (2008)

En las resinas de intercambio catidnico acido fuerte, debido a la presencia del grupo del
acido sulfonico (—S05 H), fuertemente acido, se disocia no solo en soluciones alcalinas, sino
también en soluciones acidas (—SO; H*). Este grupo —S03 actla como un ion fijo y el
H* como un contraién o ion movil, estas resinas pueden intercambiar sus contraiones con
sales neutras o con bases y en todo el rango de pH (Diaion, 2008). Las resinas de intercambio
cationico acido débil tienen grupos de é&cidos carboxilicos (COOH) como grupos de
intercambio iénico. Dado que estos grupos son débilmente acidos, no se disocian en iones
de soluciones acidas, no pueden dividir sales neutras, como NaCl y Na,SOa. Sin embargo,
pueden intercambiar cationes con bases como NaOH y &cidos débiles como NaHCOs3
(Dardel, 2013).

Las resinas también son clasificadas de acuerdo al contenido de DVB, en resinas tipo gel o
microporosas y resinas macroporosas (Dardel, 2013). Las resinas de tipo gel tienen
microporos, normalmente contienen menos de 12 por ciento de DVB, son suaves,
compresibles, de apariencia transparente y estructura de gel, pueden hincharse con el
disolvente apropiado, pero a la vez, estas propiedades pueden restringir su uso en
aplicaciones cromatograficas donde la contrapresion puede alcanzar valores altos (Abrams

y Millar, 1997; Sherrington, 1998). Las resinas macroporosas tienen una gran cantidad de
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macroporos en la matriz del polimero, contienen méas de 20 por ciento de DVB, presenta
areas especificas mucho més grandes que la del tipo gel, su estructura porosa es permanente
y no se contrae. Debido a su alto contenido de DVB, son resistentes a la degradacion causada
por choque osmdtico y la oxidacion (Abrams y Millar, 1997; Sherrington, 1998; Diaion,
2008).

2.3.24. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Realizar la separacion de azlcares a temperatura superior a la del ambiente, es de interés
para la industria alimentaria, con el fin de prevenir el crecimiento microbiologico. Efectos
positivos adicionales son la disminucion de la viscosidad y el aumento de la solubilidad de

los componentes en el disolvente (Beste et al., 2000).

El efecto de la temperatura en el equilibrio de adsorcion de azlcar sobre resinas tipo gel,
usando una sola mezcla de componentes de azucares ha sido publicado por diversos
investigadores (Pedruzzi et al., 2008; Nobre et al., 2009; Mostafazadeh et al., 2011),

reportando una disminucion en la capacidad de adsorcién a altas temperaturas.

Una alta concentracion de azlcar conduce a un aumento de la viscosidad de la fase movil,
con el consiguiente aumento en la caida de presion y una disminucién en la solubilidad de
los azucares. Como resultado, muchos autores han utilizado temperaturas por encima de
70°C para promover una disminucion de la viscosidad y un aumento de la solubilidad
(Azevedo y Rodrigues, 2001; Luz et al., 2008; citado por Nobre, 2011).

En un estudio sobre separacién de fructosa y glucosa realizado por Beste et al. (2000),
mencionan que un cambio de temperatura afecta la termodinamica y la transferencia de
masa. La constante de equilibrio de la glucosa aumenta con la temperatura, mientras que la
constante de equilibrio de la fructosa disminuye a 60°C y aumenta de nuevo a 80°C. Los

coeficientes de transferencia de masa de ambos componentes aumentan con la temperatura.

2.3.2.5. PURIFICACION DE AZUCARES

El mecanismo real de intercambio de iones se da en los procesos de desmineralizacion de

agua, sin embargo en la separacion de sacaridos ningun intercambio de iones se lleva a cabo
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debido a la electroneutralidad de los azlcares en un amplio rango de pH (Gramblic¢ka y
Polakovi¢, 2007) mas bien el mecanismo de separacion involucrado en la purificacion de
FOS con resinas de intercambio de cationes se basa principalmente en tres fendmenos:
exclusion por tamafio, adsorcidén por particion e intercambio de ligando basado en la
formacion de complejos entre los sacéridos y los iones funcionales del intercambiador de
iones (Goulding et al., 1975; Churms, 1996; Stefansson y Westerlund, 1996; Mostafazadeh
etal. 2011; Vente et al., 2005).

Varios factores influyen en la separacion de FOS a partir de una mezcla de azucares, como
la eleccion de la resina catidnica comercial (Diaion, Dowex, Purolite, Amberlite, Lewatit,
etc), sea de tipo gel o macroporosa, la forma ionica de la resina (Na*, K*, Ca*?), el porcentaje
de divinilbenceno en la resina catidnica para la formacion de microporos, la temperatura del

sistema de purificacion, etc.

El uso de resinas de intercambio catidénico permite la separacion de carbohidratos muy
similares, tales como isomeros, y muestra un alto potencial para separar los FOS (Nobre,
2011). En las separaciones de azlcares, se han aplicado mayormente las resinas de
intercambio cationico acido fuerte tipo gel, que las resinas macroporosas. Las resinas de tipo
gel pueden hincharse, y por tanto, su capacidad de retencién de agua es mayor en
comparacion con las resinas macroporosas, de lo cual resulta una cinética de difusion mas
rapida (Abrams y Millar, 1997; Sherrington, 1998). La reticulacion de la resina disminuye
su elasticidad. Por tanto, la capacidad de hincharse y retener agua, la particion disminuye.
El nimero de hidratacion de los contraiones aumenta con la valencia iénica (Tiihonen et al.,
2002). En consecuencia, los cationes univalentes sélo forman complejos débiles con
azlcares. En contraste, los iones con mayor numero de valencia pueden formar complejos
fuertes con los azUcares. Sin embargo, la absorcion de agua disminuye con el aumento de la

valencia ionica (Tiihonen et al., 1999).

Al respecto Mostafazadeh et al. (2011) sefiala que en las resinas de tipo gel en forma de
calcio forman complejos mas fuertes con la fructosa que con la glucosa. Por otro lado, Nobre
et al. (2009) compararon el equilibrio de adsorcion de fructosa, glucosa y sacarosa en una
resina tipo gel en forma de K™ y una resina macroporosa en forma de Na™; la resina tipo gel

K™ mostr6 mejor selectividad para la separacion de los tres azlcares.
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Por otro lado, los contraiones son capaces de formar complejos con los grupos OH de los
azucares. La fuerza del complejo formado dependera de la hidratacién y del radio iénico del
contraion y del numero y orientacion del grupo OH (Angyal, 1989; Tiihonen et al, 2002).
Sin embargo, la conformacion del azlcar y el contraion involucrado determinan la afinidad
del cation por el azlcar, y, en consecuencia, el grado de adsorcion. La estabilidad del
complejo formado depende del nimero de pares OH orientados de manera axial-ecuatorial
(ax-eq). La fructosa tiene mas pares que la glucosa, por lo que se espera sea mas adsorbido.
La sacarosa y los FOS no tienen grupo ax-eq orientado, por lo que son excluidos de la resina.
Como resultado, la separacion de azlcares de gran tamafio molecular se produce

principalmente por exclusién de tamafio (Nobre, 2011).

La separacién de la glucosa a partir de fructosa es el proceso de separacion de azicar mas
conocido. Los cationes calcio forman complejos fuertes con la fructosa y permiten la
separacion de isémeros (Beste et al., 2000). Sin embargo, el mecanismo de separacion con
contraiones monovalentes proporciona velocidades de adsorcion mas altas en comparacion

con las resinas que forman complejos fuertes con azlcares (Nobre, 2011).

Vente et al. (2005) estudiaron la influencia de K*, Na* y Ca?*, como contraiones de una
resina cationica, en el equilibrio de adsorcién de mono y disacaridos, que son relevantes para
la separacion de oligosacaridos. Los resultados mostraron que la resina en su forma de Ca?*
proporciona un valor alto de selectividad para la separacion fructosa/oligosacaridos, debido
a los complejos formados con fructosa. Mientras que para la separacion de
glucosa/oligosacaridos, todas las resinas estudiadas presentaron la misma selectividad. Sin
embargo, la resina en forma de K* tiene una alta capacidad comparada con las resinas Na*y

Ca?*. Por lo tanto, la resina K* parece ser mas adecuado para la separacion prevista.

21



3.1.

11, MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizd en el Instituto de Biotecnologia (IBT) &rea de

Biotecnologia Industrial de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2.

MATERIA PRIMA

Las raices de Yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp. & Endl) fueron adquiridas del

Mercado Mayorista N° 2 de Frutas, ubicado en el distrito de La Victoria- Lima.

3.3.

3.3.1.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

MATERIALES

Columna Shodex Asahipak (Modelo NH2P-40 3E, 3 mm didmetro interno x 250 mm,
Japan) y precolumna Shodex (Modelo NH2P-50G 3A, 3 mm didmetro interno x 10
mm, Japan)

Columna de vidrio con chaqueta de proteccion térmica (16 cm de longitud x 1.2 cm
diametro interno y 2.8 cm diametro externo) para la cromatografia de baja presion
en la purificacion de fructooligosacaridos (FOS).

Columnas (13 cm de longitud x 2.5 cm de diametro) para la cromatografia de baja
presion en la desmineralizacion del extracto de yacon.

Dispensador automatico de 0.5-5 ml; 1-10 ml (Brand, USA)

Filtros jeringa de membrana de PVDF Millipore (0.22 um de poro y 13 mm de
diametro).

Material de vidrio en general: embudo Biichner, matraces Kitasato, matraces
Erlenmeyer, fiolas, probetas, tubos de ensayo, tubos para el colector de fracciones,

vasos de precipitado, entre otros.



3.3.2.

3.3.3.

Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL (Brand, USA).

REACTIVOS

Acido 3,5 Dinitrosalicilico (DNS) (p.a. Sigma, USA)

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

Acido fosférico 85 por ciento (p.a. J.T. Baker, USA)

Acetonitrilo (grado HPLC. J.T. Baker, USA)

Acido acético glacial (p.a. J.T. Baker, USA)

Alcohol etilico (p.a. J.T. Baker, USA)

Bisulfito de sodio (Mallinckrodt, México)

Carbon activado granular (12 x 40; 1.68 x 0.42 mm; Cabot- Norit)
Cloro (con 4% de hipoclorito de sodio)

Cloruro de calcio (p.a. Merck, Alemania)

Cloruro de potasio (p.a. Merck, Alemania)

Cloruro de sodio (p.a. Merck, Alemania)

Enzima Inulinasa (16285, Sigma)

Enzima Invertasa (M6130, Sigma)

Fenol (p.a. Mallinckrodt)

Fructosa (Sigma, USA)

Glucosa (Fermont, México)

Hidrdxido de calcio (p.a. Merck, Alemania)

Hidroxido de sodio (p.a. J.T. Baker, México)

Sacarosa (p.a. Merck, Alemania)

Tartrato de sodio y potasio (Scharlau, Espafia)

Resinas Diaion UBK535L Ca, Diaion UBK555 Ca, Diaion UBK530 Na (Mitsubishi
Chemical, Japon)

Resina Dowex 99 Ca/320 (DOW Chemical, USA)

Resina Purolite PCR642 Ca, Purolite PCR642 K (Purolite, USA)
Resina Lewatit Monoplus M600 ClI, Lewatit Monoplus S108 Na (Lewatit, Alemania)

EQUIPOS

Agitador magnético (Cat, Modelo M6, Alemania)
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Agitador vortex (VELP scientifica, modelo F202A0175, Europa)

Balanza analitica (OHAUS, modelo AR2140, USA)

Balanza de precision (OHAUS, modelo Scout, China)

Bafo de recirculacion con termostato de inmersion (Julabo, modelo ED V.2,
Alemania)

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

Bomba de vacio (Vacuumbrand. Modelo ME2C, Alemania)

Bomba peristaltica (Master Flex L/S, modelo 7523-70, USA)

Cabina de secado con flujo de aire recirculado (Fravill, Pert)

Centrifuga (Hettich. Modelo Mikro 20, Alemania)

Cocina eléctrica (Ingesa, Per()

Colector de fracciones (Eldex, modelo UFC, USA)

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

Concentrador al vacio (Labconco, Kansas USA)

Conductimetro (Thermo Scientific, Orion Star A212)

Congelador (Electrolux, modelo H300, Brasil)

Cromatografo de fase liquida de Alta Performancia (HPLC) (Waters Associate,
modelo 2695) con detector de indice de Refraccion (Waters Associates, modelo
2414.)

Desgasificador (Bransonic Ultrasonic Corporation, modelo 3510R-DTH, USA)
Espectrofotémetro (Thermo Electron Corporation, modelo 4001/4, USA)

Estufa al vacio (VWR, modelo Shellab 1400 E-2, USA)

Incubador orbital (Incubated shaker Jeio Tech, modelo SI-300, Corea)

Licuadora (Oster, modelo 4655-053, México)

Mufla (Griffin & George, Bretafia)

Potenciometro digital (Thermo Orion, modelo 410, USA)

Refractometro de mano 0-32 Brix (VWR, BX Series, N°12777-982)

Refractdbmetro de mano 28-62 Brix (Schimidt + Haensch 51491)

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

Rotavapor (Heidolph, modelo Heizbad HB digit, Alemania)

Selladora (Machintek, modelo KF-300H)

Sistema de agua ultra pura (Simplicity UV Millipore, modelo SIMSV0000, Francia)
Tamiz ASTM N° 35 (W.S. Tyler, USA)

Tamiz de malla N°18
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- Turbidimetro (WTW Turb 555, Serie 308763, USA)

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se fundamenta en la pérdida de peso de la muestra por calentamiento en una estufa de secado
al vacio a 65°C segun el método 925.45-A de la AOAC (1995).

3.4.2. DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

Se determin0 el contenido de s6lidos solubles en los extractos de yacon (bruto, clarificado y
desmineralizado) por el método 932.14-C de la AOAC (1995), reportandose los resultados
en grados Brix. Se colocd unas gotas del extracto de yacon sobre el prisma del refractémetro
de mano, previamente calibrado con agua destilada y una solucion de sacarosa conocida
(p/p). La escala de medicion muestra el porcentaje de concentracidn de los sélidos solubles

totales contenidos en el extracto de yacon.

3.4.3. DETERMINACION DE pH

Se determiné el pH en los extractos de yacon de acuerdo al método 981.12 de la AOAC
(1990). Para obtener los valores de pH se utilizé un potenciémetro previamente calibrado
con soluciones buffer de pH 4, 7 y 10. Las mediciones fueron realizadas directamente sobre

los extractos a 25°C.

3.4.4. DETERMINACION DE COLOR

Se determind el color de los extractos de yacon, utilizando un colorimetro de refraccion
(Minolta) mediante el método CIELAB, donde L* es la luminosidad que varia de 0 (negro)
a 100 (blanco), a* que varia de rojo (+a*) a verde (-a*), y b* que varia de azul (+b*) a
amarillo (-b*). Las muestras fueron colocadas en una cubeta transparente y se emple6 agua
destilada como patrén o blanco de comparacion. La medicion de color se expresé como la
diferencia total de color (AE) entre la muestra y el agua destilada, segun la siguiente

ecuacion:
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AE = [(Aa)? + (Ab)? + (AL)?]°S
Aa = Amyestra — Ablanco
Ab = bmuestra - bblanco

AL = Liyyestra — Lpianco

3.4.5. DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

La conductividad eléctrica se define como la capacidad de una solucién para transportar una
corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la presencia de iones (NMX, 2000). El valor
de conductividad se relaciona con el grado de mineralizacion del agua y con la cantidad de
solidos disueltos en una solucién. Una conductividad menor a 5 uS/cm nos indica que el

agua es pura.

Para realizar esta determinacion se utilizé un conductimetro previamente calibrado con una
soluciéon de cloruro de sodio certificado, y se realizaron las mediciones colocando
directamente el sensor de conductividad en los extractos de yacon. Esta determinacion
también se utilizé en la regeneracion de las resinas de intercambio catiénico. El equipo
muestra valores de conductividad en unidades de mili Siemens (mS/cm) y micro Siemens

(uS/cm). Las mediciones fueron realizadas a 25°C.

3.4.6. DETERMINACION DE TURBIDEZ

La turbidez es producida por particulas de diferentes tamafios como sustancias en
suspension, que absorben o dispersan la luz (a mayor dispersion de luz corresponde una
mayor turbidez), produciendo el caracteristico aspecto turbio o lechoso (NMX, 2001). Para
realizar esta determinacion se utilizo un turbidimetro calibrado con sus respectivos
estandares, se midio la turbidez a los extractos bruto, clarificado y desmineralizado, esta

lectura de turbidez se expresé en unidades nefelometrias de turbidez (NTU).

3.4.7. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Es un método colorimétrico, el cual se basa en la reaccion entre el &cido 3,5 dinitrosalicilico

y el grupo reductor de la fructosa o glucosa, formando un compuesto de color marrén cuya
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intensidad es proporcional a la cantidad de azlcares reductores presentes. Durante este
proceso, el grupo aldehido del azlcar reductor se oxida en su respectivo acido carboxilico.

Los azucares reductores fueron calculados mediante una curva estandar de fructosa. Se
utilizé el método DNS como andlisis de rutina, para cuantificar la concentracion de azucares
reductores en cada fraccion colectada al final de la purificacion de FOS. El procedimiento
de determinacion de azucares reductores segun el método Miller (1959) se detalla en el

Anexo 1.

3.4.8. DETERMINACION DE FOS POR HIDROLISIS ACIDA

La determinacion de FOS por medio de una hidrolisis acida se realizé6 como una forma de
determinacion réapida pero aproximada para la cuantificacién de FOS (Chirinos, 1999); lo
que justifica dado el gran nimero de fracciones separadas mediante la cromatografia y que
fueron analizadas. El procedimiento se basa en que la hidrdlisis acida libera glucosa y
fructosa de las moléculas de sacarosa y FOS los que fueron cuantificados como azlcares
reductores mediante el método DNS (Miller, 1959).

La hidrolisis acida se realiz6 en un tubo de ensayo con 400 pl de muestra méas 100 pl de
solucion de HCI 2N, durante 5 min en bafio maria en ebullicion. Se prosiguio con la reaccion
de DNS, obteniéndose la cantidad de azucares reductores totales. También se determind los
azucares reductores en la muestra sin hidrolizar. La diferencia, de azGcares reductores totales
y azlcares reductores iniciales, nos proporcionan la cantidad aproximada de FOS mas

sacarosa presente en cada fraccion. En el Anexo 2 se detalla este procedimiento.

3.4.9. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUCOSA, FRUCTOSA,
SACAROSA, FOS

Se determiné el contenido de fructosa, glucosa, sacarosa y FOS usando el procedimiento

sefialado por Jaime et al. (2001), con algunas modificaciones (Campos et al., 2009).

El método para la determinacion de FOS esta basado en un tratamiento enzimatico con una
mezcla de inulinasa e invertasa. Para esto se tomo 1.4 ml de cada fraccién colectada obtenida

de la salida de la columna de purificacion de FOS, y se afiadié 100 pl de la mezcla de enzimas
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al cual se le nombrdé muestra hidrolizada. Paralelo a esto, a 1.4 ml de la misma fraccion se
le afiadi6 100 ul de enzima inactiva y se le denomind muestra no hidrolizada. Posteriormente,
las muestras hidrolizadas y no hidrolizadas se llevaron a bafio maria a 60 °C con agitacion

durante 3 horas.

Pasado este tiempo, las muestras pasaron por filtros de membrana de PVVDF Millipore antes
de ser inyectadas al equipo de Cromatografia liquida de alta perfomancia HPLC 2695
(Waters), equipado con un autoinyector, un detector de indice de refraccion (IR 410), una
columna Shodex (3 x 250 mm) y el software Empower. La fase movil consistio en
acetonitrilo al 72.5 por ciento (v/v), a un flujo de 0.35 ml/min., durante 45 min para las

muestras no hidrolizadas y 15 min para las muestras hidrolizadas.

Se cuantificaron e identificaron los azlcares mediante la comparacion de sus tiempos de
retencidn con estandares conocidos e inyectados previamente. Para esto se emplearon curvas
de calibracion de fructosa, glucosa, y sacarosa a diferentes concentraciones (0.125; 0.25; 0.5
y 1 por ciento). El contenido de FOS se hizo en base al contenido de glucosa, fructosa y
sacarosa Yy fue calculada de acuerdo a lo reportado por Prosky y Hoebregs (1999) segun las

ecuaciones:

Donde:
Gr: Glucosa (g/100ml)
Gy: Glucosa proveniente de la muestra hidrolizada (g/1200ml)

Gyy: Glucosa proveniente de la muestra no hidrolizada (g/100ml)
%: Fructosa liberada de la sacarosa (S)

FC: Factor de correccion equivalente a (1.5/1.4)
F: Fructosa (g/100ml)
Fy: Fructosa proveniente de la muestra hidrolizada (g/100ml)

Fyy: Fructosa proveniente de la muestra no hidrolizada (g/100ml)
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El contenido de fructanos es la suma de G y F, corregido para la pérdida de agua durante la

hidrélisis:
FOSroe = K(G+F); K =0.925
3.4.10. CARGA DE COLUMNA

La carga de la columna estd definida como la relacion de la masa total del sacarido en la

alimentacion y la masa del adsorbente seco en la columna (Vankova y Polakovi¢, 2010Db).

B (Masa totalp sy Fos)

cc * 100%

" Masa del adsorbente

3.4.11. NUMERO DE PLATOS O CANTIDAD TEORICA DE PLATOS (N)

Considerando que los picos son simétricos y presentan una forma Gaussiana, se utilizo el
namero de platos teéricos como una medida cuantitativa de la eficiencia de la columna
cromatografica. Es determinado para cada pico cromatografico segun la siguiente ecuacion
(Skoog et al., 2009).

N =16 (tR)z
B w

Donde:
N: Numero de platos
tg: Tiempo de retencion de la muestra

W: Ancho del pico cromatogréafico en minutos
3.4.12. ALTURA DE PLATO (H)

La altura de plato es otro término a fin a la cantidad de plato, se suele utilizar como medida

para determinar la eficiencia de la columna y esta dada por la ecuacion:
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Z| =

Donde:
H: Altura de plato

L: Longitud del relleno de la columna (cm)
3.4.13. RESOLUCION (Ry)

La resolucion de una columna sefiala qué tan separados estan dos picos en relacién con sus
anchos. Todos los términos del segundo miembro de la ecuacion se definieron del

cromatograma.

R = 2 [(tr)p — (tr)Al
° Wy + Wp)

Donde:
tg: Tiempo de retencion del compuesto A, B

W: Ancho del pico cromatografico en minutos

3.,5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La presente investigacion se dividio en tres etapas:
— Obtencion del extracto clarificado y extracto desmineralizado a partir de la harina de
yacon.
— Purificacion de FOS a partir del extracto clarificado mediante carbon activado.
— Purificacion de FOS a partir del extracto clarificado y desmineralizado mediante

resinas de intercambio catiénico.

3.5.1. OBTENCION DE LA HARINA DE YACON

La obtencion de harina de yacén se realiz6 segun la metodologia propuesta por Juarez
(2015). A continuacion, se describe la secuencia de operaciones realizadas para la obtencion

de harina de yacon, y en la Figura 3 se muestra dicha secuencia de operaciones.
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a. Seleccion
En esta primera etapa se eliminaron las raices que mostraron algun dafio fisico o

microbiologico.

b. Lavado/Desinfeccion
Se lavaron las raices con agua potable para eliminar los residuos de tierra, y la desinfeccion

se realizo con una solucion de 200 ppm de cloro por 10 min.

c. Cortado
La raiz de yacdn se cort6 en rodajas de aproximadamente 5 mm de espesor.

d. Blanqueado

Se realiz6 por inmersion en agua caliente (98 + 2°C), durante 6 min con una relacion materia
prima (MP): agua de 1:5. Esta operacion se realizd con el fin de inactivar las enzimas
presentes en las raices de yacon, como la peroxidasa y la polifenol oxidasa, las cuales estan
relacionadas con el pardeamiento, y la fructano 1-exohidrolasa, vinculada a la hidrélisis de
los FOS (Juérez, 2015).

e. Acondicionamiento

Las rodajas blanqueadas fueron sumergidas en una solucion de CaCl, al uno por ciento
durante 5 min, en una relacion materia prima: solucién CaCl, de 1:4. En esta operacion se
empled una sal con la finalidad de dar firmeza a los tejidos mediante la formacion de pectatos
de calcio y favorecer la salida del agua durante el secado (Fellows, 2000; Padilha et al., 2009

citados por Juarez, 2015).

f. Secado
Las rodajas fueron secadas a 65°C en un secador de cabina con flujo de aire recirculado, con
una velocidad de aire de 1.5 m/s por 16 horas aproximadamente. La presente operacion se

detiene cuando el producto alcanza una humedad aproximada de 5 por ciento.
g. Molienda

Las hojuelas deshidratadas se molieron y pasaron por un tamiz N° 35 ASTM (luz de malla

equivalente a 0.5 mm).
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h. Almacenamiento

La harina obtenida se conservo en bolsas de polietileno de alta densidad

Raiz de yacén

> Raices
Seleccion deterioradas
Agua —> ¢
Lavado
Cloro
200 ppm - ¢
Desinfeccion x 10 min.
Rodajas de ~5cm de
Cortado grosor
Agua —> v
MP: Agua, 1:5
Blanqueado 98 +2°C X 6 min.
CaCl, 1% —» v

.. R MP: Sol. CaCl,, 1:4
Acondicionamiento 2

X 5 min.
Y 65°Cy 1.5 m/s veloc. d
°Cy 1.5 m/s veloc. de
Secado aire x 16 horas aprox.
v
Molienda
Tamizado Tamiz ASTM N°35
v

Harina de yacén

Figura 3: Flujo de operaciones para la obtencion de la harina de yacén

3.5.2. OBTENCION DEL EXTRACTO BRUTO Y CLARIFICADO DE YACON

La obtencion del extracto bruto y clarificado de yacon se realizo de acuerdo a la metodologia
propuesta por Mejia (2015) con algunas modificaciones realizadas. El flujo de operaciones
se muestra en la Figura 4.

3.5.2.1. OBTENCION DEL EXTRACTO BRUTO DE YACON

La harina de yacdn fue tratada con agua destilada, en una relacion de 1:20 (p:v, g/ml) a 80°C

durante 10 min, para extraer la mayor cantidad de FOS. Seguidamente la mezcla fue filtrada

a través de papel Whatman N°1, obteniéndose asi una torta y el primer sobrenadante. La
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torta obtenida fue re-extraida a las mismas condiciones pero con 30 por ciento del volumen
de agua afiadida inicialmente. Los sobrenadantes se mezclaron, y se procedio a concentrar a

55°C en un rotavapor hasta 20°Brix de solidos solubles.

3.5.2.2. OBTENCION DEL EXTRACTO CLARIFICADO DE YACON

El pH del extracto bruto se ajustd a 11 con hidroxido de calcio al 50 por ciento, con la
finalidad de provocar la formacién de sales en forma de floculos y atrapar los compuestos
insolubles (Mejia, 2015) causantes de la turbidez. Luego de regular el pH, el extracto bruto
se coloco en bafio maria a 40°C por 5 min para la formacion del precipitado, que se separo

por centrifugacion a 2397 g por 10 min.

La parte soluble se llevé a pH 5.5-6 con acido fosférico 1M para: formar mas sales que
aumenta el efecto red de los aglomerados (Mejia, 2015), para retirar parte de las sustancias
responsables de color (Chen y Chou, 1993) y para evitar la pérdida de FOS por hidrolisis
alcalina. Seguidamente, el extracto fue sometido a un segundo calentamiento a 90°C por 2
min, y se separ0 el precipitado del liquido sobrenadante por centrifugacion a 2397 g por 10

min.

Al término de la clarificacion, se midi6 algunas caracteristicas fisicas al extracto clarificado

de acuerdo a las metodologias descritas en los acépites 3.4.2-3.4.6.

El extracto clarificado presentd alrededor de 19 °Brix de sélidos solubles, y se utilizé: (1)
como muestra en la purificacion de FOS por cromatografia a baja presion con carbén
activado granular, y también (2) fue desmineralizado para utilizarlo en la purificacion de

FOS por cromatografia a baja presion con resinas de intercambio cationico.

3.5.3. OBTENCION DEL EXTRACTO DESMINERALIZADO DE YACON

La desmineralizacion del extracto clarificado de yacon se realizd con la finalidad de
disminuir el contenido de sales presentes, propias del yacon y las provenientes del proceso
de clarificacion. Asi mismo, con este proceso se busca tener una mezcla solo de FOS,
fructosa, glucosa y sacarosa. Por ello se procedi6 segun la metodologia propuesta por Nobre

et al. (2014) con algunas modificaciones.
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Para desmineralizar el extracto clarificado se empleé una mezcla de dos tipos de resinas:
anionica Lewatit Monoplus M600 en forma de Cl y catidnica Lewatit Monoplus S108 en
forma de Na* en proporcion de 5:4, respectivamente. Las caracteristicas fisico-quimicas de

estas resinas se muestran en el Anexo 3.

Antes de iniciar la desmineralizacion, las resinas se trataron por separado. Se empac6 una
columna con la resina aniénica y se hizo pasar aprox. 500 ml de una solucién de NaOH (40
g/L) para intercambiar los contraiones CI™ de la resina con los iones OH" de la solucion de
hidréxido de sodio. De manera similar se empaco otra columna con resina cationica y se
hizo pasar aprox. 500 ml de una solucién de H>SO4 (80 g/L) para intercambiar los
contraiones Na* de la resina con los iones H* de la solucién de &cido sulfirico. El proceso
de conversion finalizé cuando la conductividad de salida de la columna fue igual a la
conductividad del inicio de cada solucion. Seguidamente las resinas se lavaron con
abundante agua destilada. Posteriormente, se mezclaron las dos resinas en un matraz y se
hicieron lavados continuos hasta llegar a una conductividad cercana a la del agua destilada
(menor a 5 uS/cm). Con la mezcla de resinas se llenaron tres columnas que luego fueron

conectadas en serie.

Para la desmineralizacion, 1000 ml de extracto clarificado de yacon a 20 °Brix (ver Figura
4) se pasaron por las columnas conectadas en serie, a una velocidad de flujo de 1ml/min; se

colectaron fracciones cada 20 min y a cada fraccion se le midio la conductividad eléctrica.

Luego de pasar toda la muestra, las columnas se alimentaron con aproximadamente 5
volimenes de columna con agua destilada, y el proceso de desmineralizacion termind
cuando las fracciones colectadas presentaron un color amarillo, y una conductividad mayor
a 1 mS/cm (Nobre et al., 2014), estas caracteristicas indicarian una posible saturacion del
lecho fijo por las sustancias cromoforas, y por las sales disueltas contenidas en el extracto
clarificado. Por ello aquellas fracciones con estas caracteristicas fueron separadas de las
primeras, ya que la presencia de estos compuestos podria interferir en el proceso de

purificacion de FOS con resinas de intercambio ionico.

Finalmente las primeras fracciones colectadas se mezclaron, y se obtuvo el extracto
desmineralizado de yacon de 14.4 °Brix de solidos solubles, al cual se le midio algunas

caracteristicas fisicas de acuerdo a las metodologias descritas en los acapites 3.4.2-3.4.6. El
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extracto desmineralizado se utilizé en la purificacion de FOS por cromatografia a baja

presion mediante resinas de intercambio cationico.

Harina de yacén
Agua —» ¢
| Extraccion | Harina: Agua, 1:20

v
| Filtracion |—> Extracto 1 —

v

| Torta |
Agua —» v
| Reextraccion | Torta: Agua, 1:30

+

| Filtracion |—> Extracto 2 —
v

Concentracion

A 55 °C hasta
¢ 20 6 22 °Brix
Extracto Bruto
Ca(OH), ___, v
Al 50% =
Regulacion de
pH

| Calentamiento | 40°C x 5 min.

ApH 11

¢ — 2397 g x 10 min
| Centrifugacion | Torta

HsPOs 1M —»

Regulacion de ApH55 -6
pH
| Calentamiento | 90°C x 2 min.
* — 2397 g x 10 min
| Centrifugacion Torta

v

Extracto Clarificado

Figura 4: Flujo de operaciones para la obtencion del extracto bruto y clarificado
3.5.4. CROMATOGRAFIA A BAJA PRESION
3.54.1. PURIFICACION DE FOS CON CARBON ACTIVADO
En esta segunda etapa de purificacion de FOS con carbon activado, se utilizé un extracto de

yacon solamente clarificado, ya que por ser el carbon activado un adsorbente muy poroso y

presentar un gran area superficial no polar o hidréfobo, podria posiblemente adsorber
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simultaneamente a los azUcares, a las sustancias responsables de color y a las sales disueltas

contenidos en el extracto clarificado.

Para desarrollar esta metodologia, se utilizo carbdn activado granular (CAG) de marca Norit.
Las caracteristicas se muestran en el Anexo 4. El carbon, fue tamizado y se selecciond aquel
que quedo retenido entre los tamices N°18 y 35 ASTM, obteniéndose tamafios de particula

comprendidos entre 0.5y 1 mm.

El carbon mezclado con agua Milli-Q (agua ultra pura) se desgasifico utilizando una bomba
de vacio, para eliminar las burbujas de aire del interior del carbon que podrian impedir la

adsorcion de los azlcares.

Se empaco la columna de vidrio enchaquetada con aproximadamente 7.5 g de carbon
activado, y se conecto a un bafio de recirculacion con termostato de inmersion para el control
de la temperatura. Haciendo uso de una bomba peristaltica se estabilizé la columna usando

tres volumenes de columna de agua ultrapura desgasificada, a un flujo de 1 ml/min.

Teniendo preparado el sistema de cromatografia a baja presion, se procedio a inyectar 1.5
ml de extracto clarificado y se inicio la elucién con 35 ml de agua ultra pura, con la finalidad
de arrastrar los azucares no adsorbidos (Nobre et al., 2012). Seguidamente, se eluyé la
columna con 50 ml de etanol al 5 por ciento, luego con 50 ml de etanol al 10 por ciento y
finalmente con 75 ml de etanol al 30 por ciento. Durante todo el proceso se colectaron
fracciones de 5 ml. Estas fracciones fueron colocadas en un concentrador rotatorio a 55°C

para eliminar el etanol y luego se llevo al volumen inicial con agua ultrapura.

Al final de la cromatografia, se cuantificd azucares reductores y FOS a todas las fracciones
colectadas de acuerdo a las metodologias descritas en los acapites 3.4.7 y 3.4.8. Después de
esto, se cuantifico fructosa, glucosa, sacarosa y FOS, por HPLC segun la metodologia
descrita en el acapite 3.4.9 para obtener un cromatograma que muestre aquellas fracciones
ricas en FOS. Luego, dichas fracciones se mezclaron para obtener FOS de alta pureza, y en
esta mezcla final se cuantificé fructosa, glucosa, sacarosa y FOS, por HPLC para determinar

el porcentaje de rendimiento y pureza de FOS alcanzada utilizando carbén activado.
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El rendimiento indica el porcentaje de FOS en cada etapa de elucién, respecto a la cantidad
de FOS inyectada al inicio; mientras que la pureza representa el porcentaje de FOS que esta
presente en la mezcla final. Se determin0 el porcentaje de rendimiento y pureza de FOS con

las siguientes formulas:

(MFOS)Final
%R =———F"x 100
(MFOS)Inicial
M .
9% P = ( FOS)FLnal x 100
T
Donde:

% R : Porcentaje de rendimiento de FOS por cada etapa de elucion (5, 10 y 30 por ciento)
% P: Porcentaje de pureza de FOS por cada etapa de elucion (5, 10 y 30 por ciento)

(Mgos) Finai: Masa de FOS (g) en cada etapa de elucién (5, 10 y 30 por ciento)

(Mgos) miciar: Masa inicial de FOS inyectado en la columna (g)

My: Masa total (Fructosa + Glucosa + Sacarosa + FOS) (g) por cada etapa de elucion (5, 10

y 30 por ciento)

3.5.4.2. PURIFICACION DE FOS CON RESINAS DE INTERCAMBIO
CATIONICO

En esta Gltima etapa de purificacion de FOS con resinas cationicas, se empled un extracto
clarificado y desmineralizado, debido a que los iones del extracto clarificado posiblemente
se intercambien con los cationes de la resina y al ocurrir esto, quizas no se lleve a cabo las
reacciones de adsorcidn por particion, y formacion de complejos entre el catidn de la resina
y los monosacaridos. Es decir, las sales disueltas del extracto clarificado podrian interferir

en la separacion de los FOS.

En esta metodologia se utiliz6 seis resinas de intercambio cationico de acido fuerte tipo gel,
basado en una matriz de poli (estireno-co-divinilbenceno-DVB), con iones fijos
denominados sulfonatos -(SOz), y con diferentes formas idnicas (Na*, K* y Ca*?). En el

Cuadro 4 se presenta las propiedades fisico-quimicas de las resinas empleadas.
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Las resinas se lavaron varias veces con agua ultra pura hasta llegar a un pH de 6 (Nobre et
al., 2009) y se desgasificaron. Luego, se procedi6 a llenar la columna de vidrio enchaquetada
con aproximadamente 13.3 g de resina himeda, y la columna se conect6 a un bafio de

recirculacion con termostato de inmersion para el control de la temperatura.

Cuadro 4: Propiedades fisicoquimicas de las resinas de intercambio cationico

Diaion?  Diaion? Diaion? Purolite®  Purolite®
Dowex"
UBK535L UBKS555 UBKS530 PCR642 PCR642
99 Ca/320
Ca Ca Na Ca K
Forma lonica Ca*? Ca*? Na* Ca*? Ca*? K*
Capacidad total
>1.6 >2.0 >1.6 15 15 15

eg/L (Forma de H")

Retencion de agua
(%)

48-52 42-46 52-56 57-61 59-62 59-62

Tamafio de
] 320 220 220 320 295-335  295-335
particula (um)

Reticulacién (%) 6 8 6 Tipo Gel  Tipo Gel Tipo Gel

FUENTE: 2 Diaion (2015); ® Dow (2014): ¢ Purolite (2015)

La columna se equilibré con 50 ml de solucion de CaCl» 0.01M para las cuatro resinas en
forma de calcio, con 50 ml de NaCl 0.01 M para la resina en forma de sodio, y con 50 ml de

KCI 0.01M para la resina en forma de potasio, el flujo de salida de eluente fue de 1 ml/min.

Teniendo listo el sistema de cromatografia a baja presion, se procedio a inyectar 3ml de
extracto desmineralizado de yacén, y se inici6 la elucién de los az(cares con agua ultra pura
desgasificada manteniendo un flujo constante de 0.5 ml/min. Simultaneamente, se colectaron

fracciones de 3 ml.

Al final de la cromatografia, se cuantificd azlcares reductores y FOS a todas las fracciones
colectadas segun las metodologias descritas en los acapites 3.4.7 y 3.4.8. Después de esto,
se le cuantifico fructosa, glucosa, sacarosa y FOS por HPLC segun el acapite 3.4.9. Con los
datos obtenidos se procedié a realizar un cromatograma para identificar aquellas fracciones

ricas en FOS. Luego, dichas fracciones se mezclaron para obtener FOS de alta pureza, y en
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esta mezcla final se cuantifico fructosa, glucosa, sacarosa y FOS, por HPLC para determinar
el porcentaje de rendimiento (% R) y pureza (% P) de FOS alcanzada por cada resina

cationica, utilizando las siguientes formulas:

(MFOS)Final
%R =—Fx 100
(MFOS)Inicial
M .
%P = ( FOS)FLnal x 100
MTotal
Donde:

(Mgos) rinar: Masa final de FOS en la mezcla (g)
(Mgos) miciar: Masa inicial de FOS inyectada en la columna (g)

(Mgos) rorar: Masa total (Fructosa + Glucosa + Sacarosa + FOS) ()

Para los experimentos de carga de columna, se utilizé el extracto desmineralizado que fue

concentrado a 34 y 60 °Brix en un rotavapor a 55°C.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Se estudio la purificacién de FOS a partir de una mezcla de fructosa, glucosa, sacarosa y
FOS, contenidos en el extracto de yacon, para ello se utilizé un sistema de cromatografia a
baja presién empleando como fase estacionaria, carbon activado y seis diferentes resinas de
intercambio catidnico. En ambos casos, los azlcares se separan gradualmente en varias
fracciones, para luego ser cuantificados. Como resultado de los experimentos de
purificacion, se obtuvo por cada tratamiento un cromatograma y un porcentaje de

rendimiento y pureza de FOS. Todas las pruebas experimentales se realizaron por triplicado.

En la Figura 5 se muestra el disefio experimental de esta investigacién, se realizaron tres

experimentos que fueron planteados de la siguiente manera.
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3.6.1. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA PURIFICACION DE FOS
CON CARBON ACTIVADO

En el primer experimento de purificacion de FOS con carbén activado granular, se evaluo la
influencia de la temperatura (25 y 40°C) en el rendimiento y pureza de FOS. Se trabajaron
a dichos valores de temperaturas, debido a que la adsorcion de compuestos sobre la
superficie del carbon activado es de tipo fisico, y se produce a bajas temperaturas (Ruthven,
1984), temperaturas mas altas podrian incrementar la velocidad de desorcion. Asi mismo

Kuhn et al. (2014) obtuvieron mejores resultados de separacion entre glucosa 'y FOS a 40°C.

3.6.2. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y TIPO DE RESINA EN LA
PURIFICACION DE FOS

En el segundo experimento de purificacién de FOS con resinas de intercambio catidnico, se
evalud el efecto de la combinacion de dos factores: temperatura (25 y 60°C) y tipo de resina
comercial (Diaion UBK535L Ca, Diaion UBK555 Ca, Diaion UBK530 Na, Dowex
99Ca/320, Purolite PCR642 Ca, Purolite PCR642 K) en la separacién de FOS, y se
seleccion6 aquel tratamiento con mejores resultados de rendimiento y pureza de FOS.

Se trabajo con un valor de temperatura de 60°C para disminuir la viscosidad (Varnkova y
Polakovi¢, 2010b) del extracto, aumentar la solubilidad de los azucares, y prevenir el
crecimiento de microorganismos (Azevedo et al., 2001; Luz et al., 2008 citados por Nobre

et al., 2014). Ademas la temperatura de 60°C es un valor de uso industrial.

3.6.3. INFLUENCIA DE LA CARGA DE COLUMNA O CONCENTRACION DEL
EXTRACTO EN LA PURIFICACION DE FOS CON RESINAS

Con el mejor tratamiento del experimento anterior, se evalud la influencia de la carga de
columna o concentracion del extracto desmineralizado en el rendimiento y pureza de FOS.
Se evaluaron tres porcentajes de carga de columna 6.5, 15.1 y 27.4 por ciento, que
corresponden a un extracto desmineralizado de 14.4; 34 y 60 °Brix de solidos solubles.
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Teniendo los resultados de rendimiento y pureza de cada tratamiento, se procedio a analizar

los datos estadisticamente utilizando el software Statgraphics Centurion XV.

Para el primer experimento, se realizd un andlisis de varianza simple al 5 por ciento de
significacion, para determinar si existe diferencia significativa entre las medias de

rendimiento y pureza de FOS obtenidos a 25 y 40°C.

Para el segundo experimento, se realizé un andlisis de varianza multifactorial (p < 0.05) para
determinar, si la interaccidn de los factores: temperatura y tipo de resina, tiene efecto en la
purificacion de FOS. Luego, mediante un analisis de comparacién medias a traves de la

prueba de Tukey, se seleccion6 el mejor tratamiento.
Para el tercer experimento, se realizé un andlisis de varianza simple para determinar si existe

diferencia significativa entre las medias de rendimiento y pureza de FOS de las tres cargas

de columna.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION DEL EXTRACTO DE YACON

4.1.1. OBTENCION DEL EXTRACTO CLARIFICADO DE YACON

El propdsito de la clarificacion es separar las impurezas presentes en el extracto bruto,
obtenido a partir de la mezcla de agua y harina de yacon. De acuerdo al Cuadro 5 (Anexo 5)
el extracto bruto presentd una turbidez de 536.2 NTU lo cual indica que contiene una
considerable cantidad de solidos suspendidos que podrian ser residuos fibrosos como
polisacaridos celuldsicos y no celuldsicos (Castro et al., 2013), que deben eliminarse para
conseguir solo una mezcla de azucares al final del proceso. A la vez, en el extracto bruto se
encuentran solidos disueltos o solubles, los cuales involucran a azlcares como: glucosa,
fructosa, sacarosa y fructooligosacaridos (FOS); a sales como calcio y potasio; y a
compuestos organicos como sustancias nitrogenadas y acidos fendlicos (Ojansivu et al.,
2011; Manrique et al., 2004).

Cuadro 5: Caracteristicas fisicas de los extractos bruto y clarificado de yacon

Extracto Extracto
Bruto Clarificado

Turbidez (NTU) 536.2 + 2.0% 4.6+0.2°
Conductividad (uS/cm) 5800 + 0.0° 5700 + 0.0°
Diferencia de color total (AE)  32.7 +0.3? 31.6+0.1°
pH 5.4 +0.0° 5.8+0.0°
Sélidos solubles (°Brix) 20.0 + 0.02 19.0 £ 0.0°

Promedio de tres repeticiones = DS. Los valores medios que presentan letras

diferentes dentro de la misma fila denotan diferencias estadisticas significativas
(p<0.05)



Puesto que el azucar es incoloro y los Unicos responsables del color y la turbidez en el
extracto son aquellos contaminantes que no son azucares (Chen y Chou, 1993), antes de
iniciar la purificacion de FOS, se necesita remover los solidos no disueltos e impurezas no

solubles como proteinas (Doherty et al; 2002) a través del proceso de clarificado.

El proceso de clarificacion, redujo la turbidez de 536.2 a 4.6 NTU (Cuadro 5); debido a que
en medio alcalino la presencia de iones calcio, facilita la coagulacion de los sélidos
suspendidos, debido la formacién de complejos entre calcio y los carbohidratos (Bichsel et
al., 1981). Por otro lado, la adicion de acido fosforico también permitid retirar parte de los
solidos suspendidos, puesto que forma sales insolubles como fosfato de calcio (Hernandez
et al., 2003), y a la vez permitio reducir el pH del extracto para evitar pérdida de FOS por
hidrolisis. Los procedimientos mencionados fueron seguidos, tal como se muestra en el

acapite 3.5.2.2. correspondiente a la clarificacion.

Respecto a la conductividad, el extracto bruto de yacon a 20 °Brix presento un valor de
conductividad de 5800 puS/cm. Sin embargo Mohammad et al. (2012) obtuvieron un jarabe
de datiles de 76.1°Brix con un valor de conductividad de 350 uS/cm. De acuerdo a esto, se
observa que el valor de conductividad del extracto bruto es elevado, lo cual podria deberse
a que las rodajas frescas de yacon fueron sumergidas en una solucién de cloruro de calcio al
uno por ciento, previo a la obtencion de la harina, incrementando con ello la concentracion
de iones calcio y el valor de conductividad en el extracto bruto. Ademas, de la riqueza de
minerales propia de la raiz. Los resultados del Cuadro 5 muestran que el proceso de

clarificacion no reduce la conductividad del extracto.

Se realiz6 la medicion de color de los extractos obtenidos, y se expresé como la diferencia
de color total (AE) entre el blanco y la muestra a evaluar; siendo el blanco agua destilada.
Los resultados del Cuadro 5 muestran que el extracto bruto presentd un valor AE de 32.7, el
cual es un valor elevado si se considera que valores AE menores que 1, indican que las
diferencias de color entre el blanco y la muestra, son imperceptibles (Castellanos et al.,
2004). La elevada diferencia de color total entre el agua destilada y el extracto bruto de
yacon, posiblemente sea por la presencia de compuestos fenolicos del yacon como &cido
cafeico, clorogénico y ferulico (Simonovska et al., 2003), quienes podrian haber participado
en las reacciones de oxidacion, generando con ellos productos altamente coloreados

(Schieweck et al., 1998) como melaninas (Rein, 2012). También, los productos de la
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reaccion de Maillard como las melanoidinas que provienen de reacciones no enzimaticas,

podrian ser las responsables de color (Chou, 2000).

Asi mismo, el valor AE del extracto clarificado fue de 31.6 (Cuadro 5). Esto indica que el
proceso de clarificacion no remueve las sustancias coloreadas del extracto. Segun Chen y
Chou (1993) el color removido es proporcional a la cantidad de &cido fosférico afiadido,
probablemente sea este el motivo, ya que en la clarificacion se afiadié pequefias cantidades
de &cido fosforico para no hidrolizar las moléculas de FOS. Segun los resultados de color se

necesitaria un proceso adicional, para eliminar el color del extracto clarificado.

El extracto clarificado mantiene un valor de pH de 5.8, al respecto los FOS son muy estables
en el rango de pH de 4 a 7 (Yun, 1996). Por otro lado, los sélidos solubles disminuyen a
causa de las reacciones de formacion de complejos entre iones calcio y azlcares (Bichsel et

al., 1981), estos resultados se observan en el Cuadro 5.

4.1.2. OBTENCION DEL EXTRACTO DESMINERALIZADO DE YACON

El extracto desmineralizado se obtuvo a partir del extracto clarificado de yacon. La
desmineralizacion y decoloracion complementaria del extracto clarificado concentrado a 22
°Brix, se llevo a cabo en tres columnas cromatogréaficas de lecho mixto conectadas en serie
(Acapite 3.5.3). El proceso de desmineralizacién del extracto clarificado se realiz6 antes de
la purificacion de FOS, con el fin de alcanzar una conductividad menor 1 mS/cm (Nobre et
al., 2014).

El extracto clarificado de yacon que ingresa a través del lecho mixto de resinas de
intercambio de iones, intercambia la mayor parte de las sustancias que ain quedan disueltas
en forma de cationes y aniones, por los iones hidrégeno e hidroxilo que liberan las resinas.
Dado que las resinas anionica y cationica estan mezcladas en el mismo lecho, el intercambio
ionico se lleva a cabo simultaneamente, por lo que el balance de iones hidrogeno e hidroxilo
se mantienen aproximadamente constante y el pH del extracto no se ve afectado, con lo cual
se evita la condicion acida del extracto que podria promover la inversion de la sacarosa
(Bojorquez et al., 2010) y FOS, que normalmente se presenta cuando el proceso de
desmineralizacion se realiza en columnas de intercambio ionico de lechos independientes
(Cheny Chou, 1993).
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Los resultados del Cuadro 6 (Anexo 6) muestran que el proceso de desmineralizacion logro
reducir la turbidez y conductividad del extracto clarificado a 0.4 NTU y 17.8 uS/cm,
respectivamente. Al respecto, Bojorquez et al. (2010) indican que al pasar el jarabe
clarificado a través de un lecho mixto con resinas catidnica: anidnica en una proporcion de
1:3 se reduce paralelamente el contenido de cenizas conductimétricas ICUMSA hasta en un
99 por ciento y a la vez se reduce el color ICUMSA hasta un 85 por ciento.

Cuadro 6: Caracteristicas fisicas del extracto bruto, clarificado vy

desmineralizado de yacon

Extracto Extracto Extracto
Bruto Clarificado Desmineralizado
Turbidez (NTU) 537 £ 2.07 46+0.2° 0.4+0.0°
Conductividad (uS/cm) 5800 + 0.0? 5700 + 0.0° 17.8 +0.1°
Diferencia de color total (AE)  32.7 +0.3? 31.9+0.1° 0.5+ 0.0°
pH 5.4 +0.0° 5.8 +0.0° 6.0 +0.1°
Solidos solubles (°Brix) 22.0+£0.02 20 + 0.0 14.4 + 0.0°

Promedio de tres repeticiones + DS. Los valores medios que presentan letras
diferentes dentro de la misma fila denotan diferencias estadisticas significativas
(p<0.05)

De acuerdo a los resultados de la Figura 6, el proceso de desmineralizacion no solo retira las
sales del extracto, sino que también es muy eficaz removiendo los compuestos que le
confieren color al extracto clarificado. El valor AE del extracto clarificado fue de 31.9 y
mediante el proceso de desmineralizacidn se logré disminuir hasta 0.5. Esto indica que las
diferencias de color entre el blanco y la muestra son casi imperceptibles (Castellanos et al.,
2004).

Segun Bojorquez et al. (2010) las sustancias que proporcionan el color &ambar caracteristico
al jarabe de azUcar crudo, son normalmente compuestos aromaticos o alifaticos y ellos son
retenidos por los grupos ionicos funcionales de la resina anionica. Dichos investigadores
utilizaron una resina anionica de estireno Lewatit M600, la cual ademés de intercambiar
sustancias colorantes anidnicas, también absorbe substancias colorantes que no son de

naturaleza ionica.
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Por otro lado, Gokmen y Serpen (2002) realizaron un estudio cinético sobre la adsorcion de
compuestos de color oscuro de jugo de manzana utilizando una resina adsorbente
macroporoso (Dowex S112) sin grupo funcional, y encontraron que la naturaleza de
adsorcion es endotérmica y es controlado por mecanismos fisicos en lugar de mecanismos
quimicos, ademas los datos de adsorcion de los compuestos de color se ajustaron bien a los

modelos de Langmuir y Freundlich.

Figura 6: (A) Extracto bruto (B) Extracto clarificado (C) Extracto

desmineralizado

En cuanto al pH, se observé un ligero incremento de dicho valor de 5.8 a 6.0 (Cuadro 6)
debido a que en el lecho mixto, habia mayor cantidad de resina anidnica, lo cual produce
que en el intercambio de aniones, se desprendan los iones hidroxilo y pasen al extracto de
yacon, y por ende suba el valor de pH del extracto por una mayor concentracion de iones

hidroxilo.

Asi mismo, en el Cuadro 6 se puede observar que los solidos solubles, disminuyen en el
extracto desmineralizado, debido a que la elucién cromatografica causa una dilucion en el

producto final.

De acuerdo a los datos del Cuadro 7, tanto la clarificacion como la desmineralizacion
eliminaron alrededor de 15 y 10 por ciento de los aztcares contaminantes, respectivamente.
Luego de la desmineralizacion la mezcla final de azlcares presentd una pureza de FOS de
52.7 por ciento aproximadamente, y fue menos concentrada en monosacaridos. En un

proceso similar de desmineralizacion, Nobre et al. (2014) reportan que los monosacéaridos
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como fructosa y glucosa presentan mayor afinidad por las resinas del lecho mixto que los
FOS.

Cuadro 7: Efecto del desmineralizado en el contenido de azlcares del extracto

de yacon

Vol. F G S FOS Pureza
Etapas

(ml) g/100 ml FOS (%)
Extracto bruto 1100 52+01 27%0.1 1.9+0.0 95+0.1 49.5
Clarificacién 1000 49+0.2 25+0.1 19+0.1 99+0.1 51.7
Desmineralizacion 1180 36+01 19+00 14 +00 7.7%+0.1 52.7
Recuperacion de azucares (%) 75.9 77.0 79.1 87.4

Promedio de tres repeticiones + DS. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa

Luego de obtener los extractos clarificado (Figura 6B) y desmineralizado (Figura 6C), se
procedio a la purificacion de FOS por cromatografia de baja presion a partir de dichos
extractos, mediante el uso de carbon activado granular y resinas de intercambio idnico

respectivamente.

4.2. PURIFICACION DE FOS POR CROMATOGRAFIA A BAJA PRESION
CON CARBON ACTIVADO

En este primer estudio se evalud el efecto de la temperatura 25 y 40°C en el proceso de
purificacion de FOS a partir del extracto clarificado de yacdn, el cual contiene una pureza
inicial de FOS de 50.6 por ciento. Para la separacion de los azUcares se utiliz6 tres
concentraciones de etanol 5, 10 y 30 por ciento. Dado que varias investigaciones indican que
los monosacaridos se pueden recuperar con un bajo porcentaje de etanol, los disacaridos con
soluciones entre 5y 10 por ciento de etanol y los oligosacaridos con 15 a 50 por ciento de
etanol (Sanz et al., 2005; Morales et al., 2006; Nobre et al., 2012; Kuhn et al., 2014).

Se puede ver en el cromatograma de la Figura 7, que los sacaridos se separan de acuerdo a
su polaridad saliendo primero los mas polares; como F y G, y posteriormente los FOS. Asi
mismo se observa la formacion de dos picos cromatograficos, separados mediante (1) la

elucion de fructosa-glucosa con etanol al 5 por ciento, y (2) la elucidn de sacarosa-FOS con
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etanol al 30 por ciento. De acuerdo a este cromatograma se podria decir, que la adsorcion de
los sacaridos disminuye a medida que aumenta su polaridad.

Estudios anteriores obtuvieron picos cromatograficos desarrollados principalmente por
glucosa y FOS (Kuhn y Filho, 2010; Kuhn et al., 2014). En nuestro estudio los picos estan
formados principalmente por fructosa y FOS, debido a que la fructosa estd presente en
concentraciones mas altas en el extracto clarificado que la glucosa, y en los estudios
reportados es la glucosa la que se encuentra en mayor concentracion en la mezcla de

azucares.

Los azlcares que ingresan al lecho fijo, se adsorben de forma instantanea en la superficie
del carbon, y no se eluyen cuando pasa agua a través de la columna (Figura 7). La adicién
de un disolvente polar como el agua sirve para retirar los azucares no adsorbidos, y para que
se produzca una mayor adsorcion de FOS. Hung et al. (2005) mencionan que, en sistemas
acuosos los solutos no polares se adhieren mas fuerte y rapido sobre el carbdn que los solutos

polares.

Los azucares se adsorben fisicamente sobre el carbdén activado mediante un proceso
reversible de fuerzas de Van der Waals (Babel y Kurniawan, 2003; Hung et al., 2005). La
adsorcion de cada azucar en un sitio especifico del carbon, va depender del tamafio de los
microporos del carbon activado granular (Hidaka et al., 1981 citado por Nobre et al., 2012).
Generalmente los microporos presentan un ancho inferior a2 nm y poseen un érea superficial
relativamente grande como para adsorber moléculas pequefias (Rodriguez y Silvestre, 2016)
y excluir a las moléculas grandes. En cambio, los macroporos presentan un ancho mayor de

50 nm (Inglezakis y Poulopoulos, 2006) y adsorben mejor a las moléculas grandes.

Luego de la adsorcion, los azlcares se separan gradualmente de acuerdo a la afinidad que
presentan por los eluyentes. Una fuerte afinidad soluto-eluyente indica una alta solubilidad

del soluto en el eluyente, lo cual produce el rompimiento del enlace fisico soluto-adsorbente.

El uso de diferentes concentraciones de etanol se justifica por su polaridad, Skoog et al.
(2009) indican que el indice de polaridad para una mezcla de solventes se determina con la
siguiente formula P,z = @,P; + @5 Pg; donde P’ es el indice de polaridad de Snyder y @

indica la fraccién en volumen de cada solvente. Sobre la base de esta informacién el Cuadro
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8 presenta la polaridad de estas soluciones, el cual va disminuyendo conforme se incrementa

la concentracién de etanol.

Segun el Cuadro 8, la solucion de etanol al 5 por ciento presenta un indice de polaridad de
9.9, este valor indica que el solvente es altamente polar, y en efecto desorbe a las moléculas
polares. De acuerdo a la Figura 7, este solvente eluye al mismo tiempo a la fructosa (F) y
glucosa (G) obteniendo asi, picos cromatograficos totalmente superpuestos. No existe
separacion entre estos azlcares posiblemente debido a que ambos azUcares son isbmeros y

presentan mismo tamafio molecular (Matijasevi¢ et al., 1997).

Los grupos hidroxilo de la F y G son los responsables de la polaridad de estos azucares, y
son estos grupos los que presentan mayor afinidad por la solucion de etanol al 5 por ciento
que por el adsorbente. Por ello, estos azticares migran a mayor velocidad por la columna e

inician la salida.

Cuadro 8: Polaridad de los solventes utilizados en la elucién

Solventes Polaridad (P,g)
Agua 10.2
5% Etanol 9.9
10% Etanol 9.6
30% Etanol 8.4

El ingreso de etanol al 10 por ciento con indice de polaridad de 9.6 (Cuadro 8), no forma
ningln pico cromatogréafico (Figura 7), méas bien sirve para eliminar la parte final de los
monosacaridos y parte de la sacarosa (S). El inconveniente de este eluyente, es que también

elimina el 20.5 por ciento de los FOS (Cuadro 9).
En cambio, la elucién con etanol al 30 por ciento permitié recuperar el 75.4 por ciento de
los FOS (Cuadro 9), debido posiblemente a que este eluyente presenta un indice de polaridad

adecuado (8.4) en donde los FOS son mas solubles (Figura 7).

Segun el perfil cromatogréafico de la Figura 7, los FOS son los tltimos en salir de la columna,
esto indica que los FOS se encuentran mas fuertemente retenidos sobre el carbon activado
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que la fructosa y glucosa (Figura 7); debido posiblemente a que la superficie principal del
carbon activado es no polar o hidréfobo, y cuando el soluto es mas hidréfobo entonces es
mas adsorbido por el carbdn activado (Abe et al., 1983). Ademas, el carbdn adsorbe mejor
a las moléculas largas, no polares y no solubles o poco solubles (Inglezakis y Poulopoulos,
2006). Especificamente, son los restos CH y -CH> de los FOS (Sundari y Balasubramanian,
1997 citados por Nobre et al., 2013) que interacttan con la superficie hidréfoba del carbon
activado, formando una intensa fuerza de interaccion Van der Waals, que tiende a
incrementar con el aumento de peso y tamafio molecular de la molécula del adsorbato (Hung
et al., 2005; Berck, 2013). Por ello en esta ultima etapa, se utilizd un eluyente mas
concentrado en etanol que brinde la fuerza de desorcion adecuada para la recuperacion de
los FOS (Nobre et al., 2012).

Estudios anteriores indican que el yacdn contienen FOS de diferente grado de polimerizacion
(de 3 a10) (Ohyama et al., 1990). Posiblemente los FOS de menor grado de polimerizacion
se encuentren en las fracciones eluidas con etanol al 10 por ciento, ya que presentan menor
hidrofobicidad. Mientras que los FOS mas hidrofobos y de mayor grado de polimerizacion
podrian encontrarse en las fracciones eluidas con etanol al 30 por ciento. De acuerdo a esto,

los FOS podrian salir de la columna en orden de su grado de polimerizacion.

% Etanol

F, G, S, FOS (g/100ml)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Fraccion

Figura 7: Cromatograma obtenido de la elucion del extracto clarificado de
yacon en la columna de carbon activado. Elucion a 25°C. Flujo 1ml/min.

Volumen de cada fraccién 5 ml
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En un estudio de cinética de adsorcidn de azlcares en matraces agitados realizado por Nobre
et al. (2012) encontraron que los azucares son selectivamente adsorbidos de acuerdo con sus
pesos moleculares sobre la superficie del carbon activado granular. EI perfil de adsorcién
obtenido por dichos investigadores, demostro que la retencion de los azicares aumenta en el

siguiente orden F, G, S y FOS, siendo las moléculas de FOS los mas retenidos.

En el Cuadro 9 se muestran los datos necesarios para calcular el rendimiento y pureza de
FOS correspondientes a la Figura 7. Para obtener esto, se mezclaron las fracciones colectadas
de acuerdo a cada eluyente, dichas mezclas fueron analizadas para determinar el contenido
de azlcares. Segun los resultados, la fase moévil compuesta por etanol al 10 por ciento
elimind parte de la sacarosa y 20.5 por ciento de FOS. Por el contrario, la solucién de etanol
al 30 por ciento permitié recuperar el 75.4 por ciento de los FOS, con una pureza de 92.1

por ciento (p/p).

Cuadro 9: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del

extracto clarificado en carbon activado a 25 °C

Vol. F G S FOS Rendimiento  Pureza
(ml) 9/100 ml FOS (%)  FOS (%)
EC 15 4.65 2.17 154 8.56 100 50.6
Agua 15 0.00 0.00 0.00 0.00
5% Et. 15 0.39 0.17 0.00 0.00
10% Et. 15 0.06 0.04 0.09 0.18 205+0.5
30% Et. 15 0.00 0.00 0.06 0.65 754+04 921x03
Salida (%) 973+0.1 962+05 954+11 959+0.1

Promedio de tres repeticiones + DS. Et. Etanol. Vol: Volumen. EC: Extracto

clarificado. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa

En la Figura 8 se muestra un cromatograma realizado a 40°C, el orden de desorcién de
azUcares es similar a la de 25°C. Sin embargo, el incremento de la temperatura y la elucién
con etanol al 10 por ciento eliminan el 25 por ciento de los FOS (Cuadro 10), y en efecto
disminuye la recuperacion de FOS con etanol al 30 por ciento. Al parecer, los FOS de menor
grado de polimerizacién presentan mayor movilidad molecular con el incremento de la
temperatura, con lo cual aumenta la probabilidad de que por su movimiento térmico se rompa

el enlace fisico, y escapen de la superficie del carbon. Asimismo, hay que considerar que la
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solubilidad de los FOS de menor grado de polimerizacion, podria incrementar con el
aumento de la temperatura y esto también incrementaria la velocidad de desorcién de FOS.

Por tanto, para este caso el incremento de la temperatura podria reducir la capacidad de
adsorcion de FOS del carbdn activado. Estudios previos indican que el proceso de adsorcion
con carbén activado granular es exotérmico, debido a que la fijacion de moléculas libres en
una superficie sélida libera calor como resultado de la reduccion en la energia cinética de las
particulas adsorbidas, y el aumento de la temperatura podria reducir el grado de adsorcion

(Inglezakis y Poulopoulos, 2006; citados por Nobre et al., 2012).

% Etanol

F, G,S, FOS (g/100ml)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Fraccién

Figura 8: Cromatograma obtenido de la elucion del extracto clarificado de
yacon en la columna de carbén activado. Elucion a 40°C. Flujo 1ml/min.
Volumen de cada fraccion 5 ml

De acuerdo a la Figuras 7 y 8, las fracciones colectadas mediante la elucion con etanol al 30
por ciento, contienen principalmente FOS pero aun tienen la presencia de sacarosa. Por lo
tanto, el incremento de la temperatura no produce una mejor separacion entre sacarosa y
FOS. Esto quizas se deba al tipo de elucidon elegida para la desorcion, que en este caso fue
de tipo escalonada o por etapas. Probablemente mediante una elucion de tipo gradiente
lineal, y aumentando la longitud de la columna se podria conseguir la separacion de los picos

sacarosa-FOS, lo cual conlleva a un mayor grado de purificacion.
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Un comportamiento similar fue reportado por Kuhn y Filho (2010), quienes realizaron la
purificacion de FOS con carbon activado a 50°C y mediante una elucion isocratica de etanol
al 15 por ciento, obtuvieron una buena eficiencia de separacion para FOS-F y FOS-G; pero

dichos investigadores también encontraron una baja separacion entre sacarosa y FOS.

En el Cuadro 10 se detalla el resultado de la purificacion de FOS a 40°C; la solucion de
etanol al 30 por ciento permitio recuperar solo el 72 por ciento de FOS, debido a que la
solucion de etanol al 10 por ciento elimina un 25 por ciento de FOS. La pureza de FOS
disminuye de 92.1 a 91.3 por ciento, a consecuencia de que la mezcla rica en FOS contiene

menor concentracion de FOS que el experimento anterior realizado a 25°C.

Cuadro 10: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del

extracto clarificado en carbdn activado a 40°C

Vol F G S FOS Rendimiento  Pureza
(ml) (9/100 ml) FOS (%) FOS (%)
EC 15 4.65 2.17 1.54 8.56 100 50.6
Agua 15 0.00 0.00 0.00 0.00
5% Et. 15 0.37 0.18 0.00 0.00
10% Et. 15 0.07 0.03 0.09 0.21 25.0 £0.2
30%Et. 15 0.00 0.00 0.06 0.62 720 £+0.3 91.3+0.3
Salida (%) 947+06 96.0+04 968+05 97.0x04

Promedio de tres repeticiones + DS. Et. Etanol. Vol: Volumen. EC: Extracto

clarificado. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa

Mediante el resultado del ANOVA (Anexo 7) que se presenta en el Cuadro 11, se demuestra
gue existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media del rendimiento y

pureza de FOS a 25 y 40°C, obteniéndose mejores resultados a 25°C.

Estos resultados son similares a lo reportado por Nobre et al. (2012), quienes realizaron la
purificacion de FOS a 25°C y lograron la separacion de F, G, S y FOS mediante una elucion
en gradiente, obteniendo asi un rendimiento y pureza de FOS de 74.5 y 92.9 por ciento,
respectivamente En dicha investigacion utilizaron una mezcla de azucares de 50.6 por ciento

de pureza de FOS, provenientes de la sintesis enzimatica.
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Cuadro 11: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del
extracto clarificado en carbén activado a 25y 40°C

Temperatura Rendimiento FOS (%) Pureza FOS (%)

25°C 75.4 £0.42 92.1+£0.32

40 °C 72.0+0.3° 91.3+0.3°

Promedio de tres repeticiones = DS. Letras diferentes en una misma columna indican

una diferencia significativa

En otra investigacion realizado por Kuhn et al. (2014), reportaron un rendimiento y pureza
de FOS de 56.5 y 94 por ciento, respectivamente, cuando realizaron la purificacion de FOS
a 40°C. Asi mismo, obtuvieron una buena eficiencia de separacion FOS-glucosa de 3.03

usando solo dos concentraciones de etanol 3.5 y 15 por ciento.

Por otro parte, se debe tener en cuenta que los compuestos que le confieren color al extracto
clarificado y las sales presentes en el extracto, podrian interferir en el proceso de purificacion
de FOS. Asimismo, el aumento de la temperatura no solo reduce la viscosidad del extracto,
sino que también acelera el movimiento térmico de los pigmentos y las sales, y aumenta la
velocidad de difusion a través del liquido a los sitios de adsorcion; en consecuencia podria
incrementar la adsorcion de las sales disueltas y de las sustancias coloreadas (Qiu et al.,

2007), y a la vez podria disminuir la adsorcion de los azUcares.

Como se reportd en el Cuadro 5, el extracto clarificado presentd una conductividad de 5700
pS/cm, lo cual indica que contiene una concentracion elevada de sales. Después del proceso
de purificacion de FOS se mezclaron las fracciones colectadas correspondientes a la elucion
con etanol al 30 por ciento (fracciones que contienen FOS) y se obtuvo una conductividad
de 46.1 uS/cm. Esto coincide con lo reportado por Nobre et al. (2012) quienes indican que
después del proceso de purificacion, las fracciones puras de FOS estaban libres de iones.

El aumento de la temperatura no solo acelera el movimiento molecular (Fischer &
Hofsommer, 1992; citados por Qiu et al., 2007) de los azucares, sino también de los
pigmentos del extracto clarificado de yacon. Ibarz et al. (2012) reportan que el incremento
de la temperatura, aumenta el movimiento de los pigmentos en el medio. Este

comportamiento favorece las diferentes etapas de adsorcién (transferencia externa y de
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difusion dentro del adsorbente) y hace que la adsorcion de los compuestos coloreados sea
favorable en la superficie y en el interior del adsorbente. De esto, se podria decir que los
pigmentos contenidos en el extracto clarificado se adsorben sobre la superficie del carbon y
probablemente podrian competir con los azlcares por los sitios de adsorcion. Ademas, los
pigmentos presentan un alto peso molecular entonces se adsorben mas rapido, y podrian
impedir la adsorcion de los azlcares. Por ello, los compuestos coloreados del extracto deben

ser eliminados antes del proceso de purificacion, para obtener un mayor rendimiento de FOS.

De este primer estudio se puede decir, que en ambos tratamientos 25 y 40°C, se obtuvieron
pérdidas de FOS con la elucion de etanol al 10 por ciento, y la pureza no llega a ser maxima
debido a que las fracciones ricas en FOS salen siempre contaminadas con sacarosa. Asi
mismo, el aumento de la temperatura no incrementa el rendimiento de FOS, y no tiene efecto
en la separacion de sacarosa y FOS. Quizas se podria obtener mejores resultados de
rendimiento utilizando un extracto decolorado de yacon, y utilizando una concentracion

adecuada de etanol para la separacion de sacarosa y FOS.

43. PURIFICACION DE FOS POR CROMATOGRAFIA A BAJA PRESION
CON RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO

En la Figura 9 se muestra el perfil de elucidn de azucares (determinados mediante HPLC-
IR) del extracto desmineralizado inyectado en una columna Diaion UBK535L Ca a 25°C.
Se puede observar que los azucares salen de la columna en el siguiente orden FOS, S, G, F.
Los FOS se adsorben débilmente sobre la resina, lo cual favorece parcialmente su separacion
de laF, GyS. Los tiempos de retencion disminuyen al aumentar el peso molecular de cada
molécula. La sacarosa presenta un tiempo de retencion muy cercano al de los FOS. A la vez,
los picos de concentracion de la sacarosa y glucosa se superponen mas al pico de

concentracion de FOS.

Perfiles de elucion similares a la Figura 9 fueron reportados por Vankova y Polakovi¢
(2010b) y Nobre et al., (2014) quienes utilizaron una resina Amberlite CR1320 Ca y Diaion
UBKH530 Ca, respectivamente. Los cromatogramas obtenidos por dichos autores también

presentaron un menor tiempo de retencion para FOS que para S, Gy F.
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Figura 9: Cromatograma obtenido de la elucidn del extracto desmineralizado
de yacon en columna de resina Diaion UBK535L Ca. Elucion a 25°C. Flujo 0.5

ml/min. Volumen de cada fraccién 3 ml

En el Cuadro 12 se muestra el porcentaje de rendimiento y pureza alcanzada por la resina
Diaion UBK535L Ca, también se muestra las concentraciones de la mezcla de fracciones
ricas en FOS (3 y 4) y de la mezcla de fracciones del sub producto (del 5 al 10).

Cuadro 12: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del

extracto desmineralizado con la resina Diaion UBK535L Ca a 25°C

Vol. F G S FOS Rendimiento Pureza
(ml) (9/100 ml) FOS (%) FOS (%)
ED 3 3.75 2.03 133 853 545

Fracciones 3-4 6 0.15 0.25 0.33 3.12 73.1+16 81.0+0.6
Fracciones 5-10 18 0.57 0.25 0.11 0.35
Salida (%) 98.6 98.4 99.0 97.7

Promedio de tres repeticiones + DS. Vol: Volumen. ED: Extracto desmineralizado.

F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa

Varias investigaciones indican que en la separacion de azulcares, la resina de intercambio
ionico no funciona como un intercambiador real de iones, debido a la electroneutralidad de
los azucares en un amplio rango de pH (Grambli¢ka y Polakovi¢, 2007). Mas bien, los tres
principales mecanismos que gobiernan la separacion de estos azlcares son: (a) el

intercambio de ligando basado en la formacion de complejos entre los grupos hidroxilo (OH)
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de los monosacéridos y los cationes del intercambiador, (b) el fendmeno de adsorcion por
particion debido a que los monosacéridos se distribuyen entre el agua de la resina y el
eluyente, y (c) el efecto de exclusion por tamafio (Grambli¢ka y Polakovi¢, 2007; Vankova
et al., 2010a; Saari et al., 2010; Nobre et al., 2014).

La reaccion quimica principal que se da en el caso de la fructosa y glucosa con los cationes
de la resina, es la formacion de complejos (Walton, 1985). Esta reaccion ocurre entre los
grupos OH orientados favorablemente en una secuencia axial-ecuatorial (ax-eq) de los
azUcares, Y los cationes de la resina. Aunque la fructosa y glucosa sean isémeros, con mismo
tamafio molecular, estructura y propiedades quimicas similares (Matijasevi¢ et al., 1997) no
presentan igual nimero de grupos OH con secuencia axial-ecuatorial. En la Figura 9, se
puede ver que la resina Diaion UBK535L Ca adsorbe més fuertemente a la fructosa que a la
glucosa, esto probablemente se deba a que la fructosa presenta mas grupos OH con secuencia
axial-ecuatorial que la glucosa, y por ello la fructosa es mejor adsorbida (Nobre et al., 2014).

Un comportamiento similar fue observado en un estudio de separacion de fructosa y glucosa
utilizando una resina Purolite PCR642 Ca, donde encontraron que los iones calcio de la
resina forman complejos méas fuertes con la fructosa que con la glucosa, y fueron las
moléculas de fructosa las que salieron de la columna después de la glucosa (Mostafazadeh
etal. 2011).

En la Figura 10 se muestra aquellos grupos hidroxilo de la glucosa y fructosa, que intervienen
en la formacion de complejos con el cation de la resina. Estos grupos determinan la

estabilidad del complejo formado y su retencion cromatografica (Angyal, 1989).

En la Figura 10a, el andmero a-D-glucopiranosa presenta una secuencia 0 un par ax-eq de
grupos OH adyacentes, mientras que el anémero £ no presenta ningin grupo OH en posicion
axial, su secuencia eg-eq de los grupos hidroxilo del carbono 1 y 2 es menos favorecido que
ax-eq, debido a que en este ultimo hay una mayor distancia entre los &tomos de oxigeno
(Goulding, 1975).
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Figura 10: (a) Andmeros de D-Glucosa, conformacion C1 (b) Anomeros de D-

Fructosa, conformacién 1C

En la Figura 10b se muestra la conformacion preferida (1C) de la D-fructosa en medio
acuoso. La forma a-D-fructopiranosa, presenta un par ax-eq y la B-D-fructopiranosa
presenta dos pares ax-eq de grupos OH adyacentes (Goulding, 1975) y en solucién, la D-
fructosa existe como una mezcla en equilibrio de 70 por ciento de B-D-fructopiranosa y
alrededor de 23 por ciento de B-D-fructofuranosa (Afrin et al., 2014), y suponiendo que la
B-D-fructopiranosa es la que se encuentra en mayor concentracion en la muestra, entonces
los dos pares ax-eq de grupos OH adyacentes favorecen la formacion y estabilidad del
complejo. Posiblemente por ello, la fructosa es mejor retenida por la resina que la glucosa.
Ademas, la B-D-fructopiranosa formaria un complejo bidentado, debido a que presenta 2
pares ax-eq, ademas el grupo OH del carbono 1 también podria contribuir a la union con el
catién, cuando en dicha formacion participan los oxigenos de los carbonos 2 y 3 (Goulding,
1975).

A parte de las reacciones de formacion de complejos, otro fendmeno también estaria
implicado en la retencion de los monosacaridos. Este seria el mecanismo de adsorcion por
particion, el cual ocurre dentro de la resina. Es decir, los monosacaridos se podrian adsorber
en los microporos de la resina por la union puente hidrogeno con el agua libre de la resina
(Nobre et al., 2014).
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Por otro lado, los FOS y la sacarosa no presentan en sus estructuras quimicas ningun par de
grupos OH orientados favorablemente para la formacion de complejos con los cationes de
la resina. En el caso de la sacarosa, se podria confirmar que no presenta grupos OH
orientados de manera axial-ecuatorial, ya que en solucidén acuosa no hay formacién de
complejo detectable entre sacarosa y cualquier cation (Angyal, 1989). Por ello, podria ser
que tanto los FOS como la sacarosa se excluyen de la resina por ser moléculas més grandes
que laF y G. Como resultado, la separacion de estos azUcares se produce principalmente por

exclusion de tamario (Nobre, 2011).

4.3.1. EFECTO DEL TIPO DE RESINAY TEMPERATURA

En este segundo estudio, se evalud el efecto de la combinacidn de los factores tipo de resina
y temperatura 25 y 60°C, utilizando un extracto desmineralizado de yacon de 54.5 por ciento
de pureza de FOS.

En la Figura 11 se muestran los cromatogramas obtenidos a 25°C, utilizando cuatro resinas
en forma de calcio (Diaion UBK535L Ca, Diaion UBK555 Ca, Dowex 99 Ca/320, Purolite
PCR642 Ca) una en forma de sodio (Diaion UBK530 Na) y otra en forma de potasio (Purolite
PCR642 K). En este caso, los picos de separacion estan compuestos por FOS+S y azlcares
reductores (AR), debido a que para la cuantificacion de azucares se utilizé el método de DNS
(Acépite 3.4.7 y 3.4.8). Asimismo, los picos de FOS+S y AR se encuentran parcialmente
superpuestos independientemente de la resina utilizada.

Los cromatogramas de la Figura 11 permiten visualizar de manera general aquellas
fracciones que presentan mayor contenido de FOS, y también permiten ver cuén
contaminadas se encuentran las fracciones ricas en FOS con los azUcares reductores. En este
caso, serian las fracciones 3 y 4 las que presentaron mayor contenido de FOS en las seis
resinas evaluadas, y se puede ver en los cromatogramas de las resinas Diaion UBK530 Na y
Purolite PCR642 K, que las fracciones 3 y 4 se encuentran menos contaminadas con azlcares
reductores. Entonces al mezclar estas fracciones, se determino el porcentaje de rendimiento

y pureza de FOS por cada resina, estos resultados se resumen en el Cuadro 13.
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Figura 11: Cromatogramas obtenidos de la elucion del extracto desmineralizado
de yacén en columnas de diferentes resinas de intercambio i6nico. Elucion a

25°C. Flujo 0.5 ml/min. Volumen de cada fraccion 3ml

De acuerdo al Cuadro 13, la resina Diaion UBK555 Ca permitié obtener una mayor
recuperacion de FOS pero con una bajo valor de pureza. Sin embargo, valores superiores de
pureza se encontraron con las resinas en forma de sodio Diaion UBK530 Na y potasio
Purolite PCR642 K, y no con las cuatro resinas en forma de calcio. Esto posiblemente se
debe a que, la forma catidnica de la resina influye en la separacion de los FOS,

independientemente de la estructura de la resina.
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Cuadro 13: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del

extracto desmineralizado con diferentes resinas a 25°C

JEoC Rendimiento Pureza FOS F G S
FOS (%) (%) (%) (%) (%)

Diaion UBK555 Ca  86.2+1.1* 750+24° 51+0.4° 10.1+0.6* 9.8+0.5°
Diaion UBK530 Na ~ 81.8+0.7° 84.2+0.1® 52+0.0° 37+0.0° 7.0+£0.0°
Dowex 99Ca/320 80.7+0.8° 762+0.8° 52+01° 94+04% 92+0.3%®
Purolite PCR642 K 79.7+1.0° 846+14* 57+04> 2600 7.1+0.1°
Purolite PCR642Ca  765+1.9% 76.4+0.7° 7.4+05 75+06° 8.8+05"
Diaion UBK535L Ca  73.1+1.6 810+ 0.6° 38+0.0° 65+0.2° 86+0.3

Promedio de tres repeticiones + DS. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. Letras

diferentes en una misma columna indican una diferencia significativa

El radio de los iones aumenta en el siguiente orden Ca?*<Na*<K* (Sigel et al., 2012) y el
namero de hidratacion, es conocido como el nimero de moléculas de agua que bordean al
cation. Cationes con menor radio iénico y mayor carga, presentan mayor nimero de
hidratacion (K*<Na*<Ca?*) (Fassbender, 1975), pero altas capas de hidratacion en el cation
con mayor valencia, se traduce en una disminucién del agua libre en la resina y menos

adsorcion de azucares (Tiihonen et al., 2002).

El agua en la resina se encuentra en dos formas (1) como agua de hidratacion de los cationes
y (2) como agua libre dentro de los microporos de la resina disponible para la adsorcion de
monosacaridos por particion (Nobre, 2011), y cuanto mayor sea el contenido de agua en la
resina, mayor sera la adsorcion de los sacaridos (Vente et al., 2003).

Estudios previos indican que, los iones calcio presentan varias capas de hidratacion a su
alrededor (Fassbender, 1975; Sigel et al., 2012), y las resinas en esta forma idnica presentan
menos agua libre disponible para la adsorcion (Tiihonen et al., 2002) de los monosacaridos;
y por ser tan grande el ion hidratado, posiblemente la resina contiene menos iones calcio

para que se lleve a cabo las reacciones de formacién de complejos.

Sin embargo, los iones Na™ y K* presentan menor radio i6nico hidratado que significa que

las resinas en estas formas idnicas, presentan mayor contenido de agua para la adsorcién
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(Nobre et al., 2014) de los monosacéridos, y posiblemente presentan mayor contenido de

iones para la formacion de complejos con los monosacaridos.

Por tanto, se obtuvieron mejores valores de pureza con la resinas en forma de sodio y potasio,
posiblemente debido a que la adsorcidn de fructosa y glucosa, es mejor en cationes con
menor radio ionico hidratado como Na* y K*.

Otro factor importante que influye sustancialmente en la cantidad de sorcién del azucar es
el grado de reticulacién, que corresponde al porcentaje de divinilbenceno (DVB) que
contiene la resina (Vente et al., 2003). Un mayor grado de reticulacion indica una estructura
de poros mas cerrados y una cinética de difusion mas lenta (Pedruzzi et al., 2008). Del
Cuadro 4, se puede ver que la resina Diaion UBK555 Ca contiene un mayor contenido de
DVB, y aun eso, presenta un buen rendimiento en la separacion de FOS - F, G y S (Cuadro
13). Un menor grado de reticulacion significa que la resina presenta poros amplios, los cuales
pueden contribuir a la mejora de las caracteristicas de transferencia de masa (Vajda et al.,
2015) debido a que estos poros grandes permiten el ingreso de los azlcares. De esta manera
se puede obtener un mayor coeficiente de difusion. En cambio, cuando el tamafio del sustrato
es similar al tamafio del poro, el coeficiente de difusion disminuye drasticamente. Un alto
porcentaje de DVB indica que la resina tiene poros muy pequefios, y en algunos casos estos
poros son menores que el tamafio del sustrato, por lo que, excluyen a las moléculas mas
grandes, y los valores de coeficiente de difusion son de cero (Buttersack, 1989). Entonces,
el contenido de DVB puede ser elegido de tal manera que los FOS se excluyan y los

monosacaridos se adsorban en la resina, retardando asi su elucién (Vente et al. 2003).

En la Figura 12 se muestran los perfiles cromatograficos obtenidos a 60°C. El
comportamiento de desorcion es similar a la de 25°C. Sin embargo, los picos de FOS+S son
maés altos que los de la Figura 11, debido a que el incremento de la temperatura permitié

recuperar mayor cantidad de FOS en las fracciones 3y 4.

De acuerdo a los resultados reportados en el Cuadro 14, en las seis resinas se encontrd un
mayor rendimiento y pureza de FOS a 60°C que a 25°C, y mayores valores de pureza se
obtuvieron con las resinas en forma de sodio y potasio, ya que presentaron menor contenido
de fructosa y glucosa en la mezcla final. Resultados similares de rendimiento y pureza de
FOS fueron reportados por Nobre et al. (2014).
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El incremento de la temperatura influyd favorablemente en la retencion de los
monosacaridos. Este comportamiento es de esperarse, puesto que el incremento de
temperatura disminuye la viscosidad del extracto y esto favorece la transferencia de masa,

(Vankova y Polakovic, 2010b; Gokmen y Serpen, 2002) y la difusion de la fructosa y glucosa

en los microporos de la resina, donde son retenidos probablemente por mas tiempo.
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En las seis resinas ensayadas a 60°C, la fructosa es el monosacéarido que se encuentra en
menor proporcion en la mezcla final (Cuadro 14) al parecer, el aumento de temperatura
favorece en mayor intensidad la retencion de la fructosa por la resina. Basolo (1980) indica
que las reacciones de formacion de ligando podrian aumentar con el aumento de la

temperatura, pues este aumento produce una mayor velocidad en los azlcares.

Cuadro 14: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del

extracto desmineralizado con diferentes resinas a 60°C

60°C Rendimiento Pureza FOS F G S
FOS (%) (%) (%) (%) (%)

Diaion UBK555 Ca  97.1+04® 756+0.3Y 3.9+0.3 11.5+0.1* 9.0£0.1°
Diaion UBK530 Na 99.4+0.2° 882+05 16+01° 27+02¢9 75+0.1°
Dowex 99Ca/320 98.0+0.6® 79.8+05° 3.0x02° 86+02° 8.7+0.1°
Purolite PCR642 K 94.7+0.0 873+18 28+02° 30+0.3° 6.9+04°
Purolite PCR642Ca  90.5+3.8° 827+05° 25+01° 7.1+02° 7.7+0.3"
Diaion UBK535L Ca  97.1+1.2% 832+0.0° 25+02° 6.6£0.6° 7.7+0.0°

Promedio de tres repeticiones = DS. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. Letras

diferentes en una misma columna indican una diferencia significativa

Asi mismo, entre las dos resinas que presentaron mayor valor de pureza, la resina en forma
de sodio Diaion UBK530 Na permiti6é obtener un mayor rendimiento de FOS que la resina
en forma de potasio Purolite PCR642 K (Cuadro 14). Estudios anteriores de purificacion
indican que el tamafio de particula influye en el rendimiento de las separaciones
cromatograficas (Popovici et al., 2004; Pedruzzi et al., 2008; Saari, 2011; Vajda et al., 2015).

De acuerdo a los datos de las fichas técnicas (Cuadro 4), la resina Diaion UBK530 Na
presenta menor tamafo de particula que la resina Purolite PCR 642K, y cuanto menor es el
tamafio de particula mas rapida es la cinética de transferencia de soluto entre la fase
estacionaria y movil; y mayor el rendimiento obtenido. Mientras que grandes tamafios de
particulas causan cinética de difusion mas lentas y conducen a picos cromatograficos mas
amplios (Pedruzzi et al., 2008). Ademas, las particulas de menor tamafio ofrecen mayor

resolucion y mayor namero de platos teoricos (Vajda et al., 2015).
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Entonces, probablemente debido al menor tamarfio de particula de la resina Diaion UBK530

Na es que se obtuvo una mayor recuperacion de FOS.

Por otro lado, en las cuatro resinas en forma de calcio se observé que con el incremento de
la temperatura se obtiene menor cantidad de sacarosa en la mezcla final (Cuadros 13 y 14).
Por el contrario, en la mezcla final obtenida con la resina Diaion UBK530 Na, la sacarosa
aumenta de 7 a 7.5 por ciento con el incremento de temperatura, y en la resina Purolite
PCR642 K el porcentaje de sacarosa se mantiene entre 6.9 y 7 por ciento, esto indica que la
separacion de FOS y sacarosa es muy pobre sobre todo en la resina Diaion UBK530 Na. En
un estudio realizado por Grambli¢ka y Polakovi¢ (2007) sobre el equilibrio de adsorcién de
F, G, Sy FOS se encuentra, que las resinas en forma de sodio (Lewatit S2568 y Diaion
UBKH530) presentan un valor de selectividad sacarosa/kestosa cercano a 1 y por ello esta
separacion no seria eficaz. En cambio, reportan mayor valor de selectividad para las resinas

en forma de calcio, en especial para la resina Amberlite CR1320Ca.

Nobre et al. (2009) encontraron que la sacarosa se adsorbe mejor en una resina macroporosa
en forma de sodio, en cambio, la adsorcién de la glucosa es igual en resinas macroporosas y
de tipo gel, y la fructosa presenta una alta adsorcién en resinas de tipo gel en forma de
potasio, también mencionan que a bajas temperaturas, el comportamiento de los azlcares
muestra un efecto competitivo en la adsorcién. Sin embargo, a altas temperaturas los
azUcares muestran un efecto sinérgico, puesto que la presencia de otros azlcares en la mezcla

conduce a un incremento en la carga de adsorcion.

De los resultados mostrados en los Cuadros 13 y 14, se obtiene el andlisis de interaccion de
las seis resinas y dos temperaturas evaluadas (Cuadro 15), el cual indica que estos dos
factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el rendimiento y pureza de FOS
con un 95 por ciento de confianza (Anexo 8).

Segun Nobre et al. (2014) indican que el rendimiento esta relacionado con la forma iénica y
porosidad de las particulas de la resina, asi mismo reportan que las resinas en forma de calcio
presentan mayor porosidad que las resinas en forma de sodio y potasio, lo cual indica que
las resinas con baja porosidad de particula tienen mayor resistencia a la transferencia de
masa dentro de los poros, que conduce a valores mas altos de factores de retencion que

afectan al rendimiento. En cambio, indican que la pureza de FOS parece estar relacionada
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con la fraccion hueca y tamafio de particula de la resina, y altos valores de fraccion hueca

conducen a una disminucion en la pureza.

Cuadro 15: Resultado de la prueba comparacion multiple de medias para el

porcentaje de rendimiento y pureza obtenidos con diferentes resinas

_ _ Rendimiento Pureza

Tipo de Resina
FOS (%) FOS (%)

Diaion UBK555 Ca 91.72 75.3¢
Diaion UBK530 Na 90.62 86.22
Dowex 99Ca/320 89.3% 78.0¢
Purolite PCR642 K 87.2%¢ 86.02
Diaion UBK535L Ca 85.1¢ 82.1P

Purolite PCR642 Ca 83.5¢ 79.5°

Los valores medios que presentan letras diferentes dentro de la misma columna

denotan diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

De acuerdo al Cuadro 16, las resinas Diaion UBK530Na y Purolite PCR642K son las que
adsorben méas moléculas de azucar con el incremento de temperatura y, es la resina Diaion

UBK530Na la que presenta mayor capacidad de adsorcion de azucares totales y FOS.

Cuadro 16: Capacidad de adsorcion de las diferentes resinas a 25y 60°C

25°C 60°C
qg(mgAT/g q(mgFOS/g q(mgAT/g q(mgFOS/g
RS) RS) RS) RS)
Diaion UBK530 Na 63.1+0.1 35.8+0.1 67.5+0.1 38.3+0.1
Diaion UBK535L Ca  59.8+1.1 326+1.3 53.4+0.2 30.3+0.1
Purolite PCR642 K 54.4+0.1 30.8+0.1 57.9+0.2 32.7+0.1
Purolite PCR642 Ca 53.1+£0.3 30.0+£0.1 53.0+£05 30.3+£0.6
Diaion UBK555 Ca 49.1+0.6 279+0.1 50.7+0.1 28.8+0.1
Dowex 99 Ca/320 43.1+0.3 245+0.1 43.0+0.1 24.4+0.1

AT: Azucares totales (Fructosa + Glucosa + Sacarosa + FOS) q: capacidad de

adsorcidn de azucares por gramo resina seca (RS)
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De este segundo estudio se puede decir que, la interaccion de temperatura y tipo de resina
tiene un efecto significativo en la separacion de FOS. Se obtuvieron mejores resultados a
60°C que a 25°C. Sin embargo en todos los tratamientos realizados se encontrd una débil
separacion entre FOS y sacarosa, debido a que este disacarido se encuentra en mayor
proporcion en la mezcla rica en FOS. Asi mismo, se obtuvieron mayores valores de
rendimiento y pureza con la resina Diaion UBK530 Na a 60°C. La pureza no llega ser
méaxima debido que la mezcla que contiene principalmente FOS se encuentra con bajas

concentraciones de fructosa, glucosa y sacarosa.

4.3.2. EFECTO DE LA CARGA DE COLUMNA

Debido a que se encontraron mejores resultados con la resina Diaion UBK530 Na a 60°C,
entonces fue seleccionada para evaluar la carga de columna, la cual esta definida como la
relacion de la masa total del sacarido en la alimentacion y la masa del adsorbente seco en la

columna (Vankova y Polakovi¢, 2010b).

El cromatograma de la Figura 13 fue obtenido con una carga de columna de 6.5 por ciento
de manera similar que los experimentos anteriores, si no que para este caso se cambio el

volumen de colectade 3a 1.5 ml.
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Figura 13: Cromatograma obtenido de la elucion del extracto desmineralizado
de yacon en columna de resina Diaion UBK530 Na. Elucion a 60°C. Carga de

columna de 6.5 por ciento. Flujo 0.5 ml/min. Volumen de cada fraccién 1.5 ml
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Se puede ver en el cromatograma de la Figura 13 que los picos de FOS, S, G y F son méas
elevados que los picos de la Figura 9 debido a que en la Figura 13, las fracciones colectadas
presentan menor volumen y mayor concentracion. A la vez, se podria obtener una fraccion
del producto que contenga s6lo FOS; para el caso de la Figura 9 seria la fraccion 3 y para la
Figura 13 seria la fraccidn 4, pero ello solo seria posible a expensas de una gran pérdida de
FOS en la porcion de subproductos de F, Gy S.

La Figura 13 presenta picos de separacion muy amplios en la base y la forma de los picos es
poco similar a los de un cromatograma ideal, con un ancho de base estrecho y pico simétrico
que conducen a una alta eficiencia de la columna (Fritz y Gjerde, 2009); aln eso se pudo
recuperar una gran parte de los FOS utilizando un adecuado tiempo de corte. El tiempo de
corte divide a todas las fracciones de salida de la columna en dos partes (Jupke et al., 2002):
fracciones que contienen principalmente FOS y fracciones que contienen F, Gy S. como sub
productos. Es decir, del cromatograma de la Figura 13 se pueden recuperar las fracciones 3,
4, 5y 6 para obtener un mayor rendimiento y pureza de FOS, asi como se muestra en el
Cuadro 17.

Cuadro 17: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del
extracto desmineralizado con la resina Diaion UBK530 Na a 60°C. Carga de

columna de 6.5 por ciento

Vol. F G S FOS Rendimiento Pureza
(ml) (9/200 ml) FOS (%) FOS (%)
ED 3 3.64 2.12 1.12 7.97

Fracciones 3-6 6 0.08 0.09 0.35 3.91 98.2+0.2 88.4+0.3

Fracciones 7-10 6 1.73 0.96 0.21 0.05

Salida (%) 99.4 98.7 99.2 99.5

Promedio de tres repeticiones + DS. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. ED:

Extracto desmineralizado

Incrementando la concentracion de la muestra a 34 y 60 °Brix de sélidos solubles, se
obtuvieron los cromatogramas de las Figuras 14 y 15. Se puede ver que la concentracion de
la muestra afecta: al ancho del pico, a la méxima concentracion de salida y al tiempo de

retencién de los azlcares. Asi mismo, una elevada concentracion del extracto se traduce en
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un pico méas ancho y mas alto, pero a la vez los picos van perdiendo su forma y se van
superponiendo atn méas (Figura 15). Segun Skoog et al. (2009), cuanto mas lento es la
velocidad de los procesos de transferencia de masa que ocurren mientras un soluto migra por

la columna, mas ancho es el pico cromatografico en la salida de la columna.
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Figura 14: Cromatograma obtenido de la elucion del extracto desmineralizado
de yacon en columna de resina Diaion UBK530 Na. Elucién a 60°C. Carga de

columna de 15.1 por ciento. Flujo 0.5 ml/min. Volumen de cada fraccion 1.5 ml

250 r
200
150

100 r

g/100 ml

50

0.0 -—u e a—u

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Fraccion

——FOS+S —=—-AR

Figura 15: Cromatograma obtenido de la elucion del extracto desmineralizado
de yacdén en columna de resina Diaion UBK530 Na. Elucion a 60°C. Carga de

columna de 27.4 por ciento. Flujo 0.5 ml/min. Volumen de cada fraccion 1.5 ml
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Los Cuadros 18 y 19 muestran los datos de concentracion necesarios para calcular el
rendimiento y pureza de FOS de acuerdo a los cromatogramas de las Figuras 14-15. Se
obtienen menores resultados de rendimiento a 27.4 por ciento de carga de columna. Esto
posiblemente se deba, a la inyeccion de una masa excesiva de muestra (concentracion del

extracto 60 Brix) que produjo una sobrecarga en la columna.

Cuadro 18: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del
extracto desmineralizado con la resina Diaion UBK530 Na a 60°C. Carga de

columna de 15.1 por ciento

Vol. F G S FOS Rendimiento Pureza
(ml) (9/100 ml) FOS (%) FOS (%)
ED 3 8.19 3.72 2.89 19.38

Fracciones 4-6 45 0.07 0.06 1.00 11.14 86.2+0.6 90.8 £0.1

Fracciones 7-13 10.5 2.30 1.03 0.39 0.74

Salida (%) 99.6 994 99.0 99.6

Promedio de tres repeticiones + DS. F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. ED:

Extracto desmineralizado

Cuadro 19: Rendimiento y pureza de FOS obtenidos de la cromatografia del
extracto desmineralizado con la resina Diaion UBK530 Na a 60°C. Carga de

columna de 27.4 por ciento

Vol. F G S FOS Rendimiento Pureza
(ml) (9/200 ml) FOS (%) FOS (%)
ED 3 13.73 7.53 5.60 35.16

Fracciones 4-7 6 0.52 0.49 1.23 1391 79.1+06 86.1+0.0
Fracciones 8-15 12 3.10 1.60 0.78 1.79
Salida (%) 97.8 08.1 99.6 99.5

Promedio de tres repeticiones £ DS. F. Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. ED:

Extracto desmineralizado
Los resultados obtenidos a diferentes porcentajes de carga de columna o diferentes

concentraciones del extracto desmineralizado se resumen en el Cuadro 20 y el anélisis

estadistico se muestra en el Anexo 9.
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Los resultados del Cuadro 20 indican que el aumento de las concentraciones iniciales del
extracto desmineralizado de 14 a 60 Brix; produce un aumento en la capacidad de adsorcion
de azUcares totales (g Azuc.Tot.) de 65.1 a 270.7 mg, y a la vez incrementa la capacidad de
adsorcion de FOS de 35 a 154.3 mg por gramo de resina seca. Al respecto, Gramblic¢ka y
Polakovi¢ (2007) mencionan que la isoterma de adsorcién para FOS no se ve afectada por
la presencia de otros azucares en la mezcla y el comportamiento de adsorcion revela un
efecto sinérgico, es decir, la presencia de azucares adicionales incrementa la adsorcion de

un determinado azucar (Nowak et al., 2007).

Cuadro 20: Efecto de la carga de columna en el rendimiento y pureza de FOS
CcC Ml Muestra g Azuc. Tot. g Fos TC FOS* Rend. Pureza

(%) (@  (Brix) (mg/gRS) (mg/gRS) (min) (9 (%) (%)

6.5 0.45 14 65.1 35.0 18 0.2 98.22 88.4°
151 1.03 34 150.0 85.1 18 0.5 86.2° 90.8%
274  1.86 60 270.7 154.3 21 0.8 79.1° 86.1°

CC: Carga de la columna, empacada con 6.8 g de resina seca. MI: Muestra inicial.
RS: resina seca. TC: Tiempo de corte. *: Gramos de FOS recuperado en 3 ml de

muestra inyectada. Rend: Rendimiento de FOS

En un determinado tiempo de corte se puede conseguir el mayor porcentaje de rendimiento
y pureza de FOS. De acuerdo al Cuadro 20, con una carga de columna de 6.5 por ciento
(Figura 13) y un tiempo de corte de 18 min se puede recuperar 98.2 por ciento de FOS con
88.4 por ciento de pureza. Sin embargo, si se aumenta la carga de la columna a 27.4 por
ciento (Figura 15) el rendimiento y pureza de FOS disminuye aunque se prolongue el tiempo
de corte a 21 min. Aumentando el tiempo de corte se puede incrementar el rendimiento en
la separacién de FOS, pero a la vez, la pureza disminuye debido a la acumulacionde F, G y
S.

Asimismo, algunas fracciones del reciclado que contienen FOS se podrian volver a procesar
por separado, aunque esto podria aumentar los costos de operacién. Ademas, el volumen de
la fraccion de reciclado no debe exceder del limite determinado por el proceso y la
composicion debe ser similar a la solucion de alimentacion para evitar el debilitamiento de

la separacion (Saari, 2011).
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Vaikova y Polakovi¢ (2010b) obtuvieron resultados de rendimiento y pureza de FOS de
alrededor de 80 por ciento cuando trabajaron en una columna pequefia con 1.85 por ciento
de carga y un tiempo de corte menor a 10 min; pero cuando incrementaron 14 veces el
volumen del lecho y tomaron 0.62 por ciento como carga de columna, entonces aumento el

rendimiento y pureza de FOS a mas del 90 por ciento.

En la Figura 16 se observa el efecto que tiene la carga de la columna sobre el porcentaje de
rendimiento, pureza y tiempo de corte, a la vez Vaikova y Polakovi¢ (2010b) indican que
también la velocidad superficial tiene efecto sobre estas tres variables, a mayor velocidad

superficial mayor seré la recuperacién y menor sera la pureza y el tiempo de corte.
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Figura 16: Efecto de la carga de columna. Diaion UBK530 Na a 60°C. Flujo 0.5

ml/min. Volumen de cada fraccion 1.5 ml

La capacidad o eficiencia de separacion de una columna cromatografica se mide a menudo
por el numero de platos tedricos (N). Los resultados del Cuadro 21 indican que el porcentaje
de carga de columna influye en el nmero de platos tedricos de los sacaridos. A menor carga
de la columna mayor son los valores de N para cada sacarido, mayor es la eficiencia y mayor
el rendimiento de FOS. A medida que se incrementa carga, el nimero de platos para cada
sacarido disminuye y por tanto también disminuye el rendimiento de FOS. Pero, aumentando
la longitud de la columna o conectando varias columnas en serie, se podria obtener un mayor

numero de platos tedricos y una mejor resolucion (Nowak et al., 2007).
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Cuadro 21: Numero de platos teoricos (N), altura de plato (H) y resolucién de
la columna (Rs)

Eficiencia de la columna Resolucién (Rs)
N H (cm)

FOS 25.0 0.72 F/IFOS 0.75
Diaion UBK530 Na S 41.0 0.44 F/S 0.52
6.5% G 49.0 0.37 FIG 0.25

F 64.0 0.28
Diaion UBK530 Na FOS+S* 21.3 0.85
15.1% AR 58.0 0.31
Diaion UBK530 Na FOS+S* 13.6 1.32
27.4% AR 49.8 0.36

F: Fructosa. G: Glucosa. S: Sacarosa. AR: Azlcares reductores. (*) Contiene

principalmente FOS

Ademas, en los tres porcentajes de carga de columna ensayados, son los FOS los que
presentan menor nimero de platos teéricos que otros sacaridos, ello indica que son pocos
los momentos de equilibrio que alcanza los FOS con las fases liquida y sélida (Fritz y Gjerde,
2009). EI menor nimero de platos para los FOS se puede relacionar con su menor tiempo de
retencion, en cambio los monosacaridos presentan mayor valor de N y por ello son los mas
retenidos en la columna; por tanto el nimero de platos varia con la magnitud del tiempo de

retencion del sacarido.

La altura del plato tedrico (H) también sirve para medir la eficiencia del lecho fijo, un valor
bajo para H indica una alta eficiencia de la columna. Los resultados presentados en el Cuadro
21, muestran que los FOS presentan mayor altura de plato, esto coincide con lo reportado
por Vaikova y Polakovi¢ (2010b) quienes obtienen valores de H para F, G, S, GF2, GF3,
GF4 de 0.28; 0.5; 0.65; 0.71; 0.75 y 0.8 cm, respectivamente. Ademas, los valores de H se

relacionan directamente con la carga de la columna.
La resolucion cromatografica mide el grado de separacion de dos picos adyacentes, y es un

parametro importante para distinguir entre el compuesto de interés y las impurezas (Vajda
et al., 2015). De acuerdo al Cuadro 21, los valores de resolucion para dos compuestos son
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menores a uno, ello indica que hay cierta superposicion de los dos picos en sus bases. Aln
eso, se obtiene una mayor separacion entre F/FOS, en cambio la separacion entre F/G es casi

nula (Figura 13).

Sin embargo, para este estudio, la resolucion puede haberse afectado por la cantidad y
concentracion de la muestra inyectada, pues ello causa un ensanchamiento en la base de los
picos. Un aumento en la longitud de la columna podria producir una buena resolucion,
debido a que la columna soporta un gran numero de platos tedricos por metro (Fritz y Gjerde,
2009).

Nobre (2011) encuentra valores de resolucion de hasta 1.4 en la separacion de FOS y SGF,
cuando trabaja en una columna de 30 cm de longitud con una resina Dowex 99K/320 y a una
velocidad de flujo de alrededor de 0.5 ml/min. Asi mismo indica que la resolucion depende
de la selectividad, factor de retencion y eficiencia de la columna.

Se podria obtener un mayor numero de platos teéricos y mayor resolucién disminuyendo el
tamafio de particula del adsorbente y aumentando la velocidad de flujo, puesto que el nimero
maximo de platos no aumenta fuertemente a velocidades de flujo muy bajas (Vajda et al.,
2015).

De este tercer estudio se puede decir que, el incremento de la carga de columna reduce el
rendimiento en la separacion de FOS. Se encontraron mejores resultados a 6.5 por ciento de
carga de columna, y la pureza no aumenta debido principalmente a una baja separacion entre

sacarosa y FOS.

Por otro lado, en el Cuadro 22 se muestra un resumen de los mejores resultados obtenidos
en esta investigacion. En la purificacion de FOS con carbon activado, se utilizo un extracto
clarificado de 50.6 por ciento de pureza de FOS. Y a 25°C se logré purificar hasta 92.1 por
ciento con una recuperacion de 75.4 por ciento, y la mezcla rica en FOS esta contaminada
solamente con sacarosa. Sin embargo, se podria encontrar mejores valores de rendimiento

utilizando un extracto clarificado y decolorado con carbon activado en polvo.

En cambio, para la purificacion de FOS con la resina Diaion UBK530 Na, se utilizd un

extracto desmineralizado de 54.5 por ciento de pureza de FOS. Y a 60°C se logro purificar
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hasta 88.2 por ciento con una recuperacion de 99.4 por ciento. Asi mismo, la mezcla rica en
FOS contiene bajas concentraciones de azUcares reductores y sacarosa. Sin embargo, en este

caso se podria obtener un mayor valor de pureza incrementando la longitud de la columna.

Cuadro 22: Comparacion de resultados de la purificacién de FOS utilizando dos

técnicas cromatogréficas

% Rend. % Pureza % de azUcares

Técnica cromatogréafica Tipo de muestra )
FOS FOS contaminantes
Purificacién de FOS con Extracto
] ) . 75.4+04 921+0.3 7.9% -S
carbon activado - 25°C clarificado
Purificacién de FOS con resina Extracto 1.6%-F

994+0.2 88.2+05 27%-G

Diaion UBK530 Na - 60°C desmineralizado 75%-S

Promedio de tres repeticiones £ DS. Rend: Rendimiento

En resumen, este trabajo de investigacion describe dos técnicas eficientes para purificar los
FOS del extracto de yacon. Sin embargo, para la aplicacion de estas tecnologias a una escala
mayor, hay que tener en cuenta algunas consideraciones que podrian influir en los costos de
operacion: Para el primer caso de purificacion de FOS mediante carbon activado se emplea
un extracto de yacon solamente clarificado, el proceso de purificacion se realiza a 25°C, y

el adsorbente se podria reutilizar lavando la columna con etanol al 60 por ciento.

En cambio, para la purificacion de FOS con la resina Diaion UBK530 Na, se utiliza un
extracto clarificado y desmineralizado en columnas de lecho mixto (con resinas anionicas y
catidnicas). El proceso de separacion de FOS se realiza a 60°C, y la resina se regenera con

una solucion de cloruro de sodio.

Por ultimo, el precio de los adsorbentes carbon activado y resina, estan en relacion de 1:5

aproximadamente.
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V. CONCLUSIONES

En la purificacion de FOS por cromatografia en columna de carbén activado, se
determiné que la temperatura influye significativamente en el rendimiento y pureza de
FOS. Mejores resultados se consiguieron a 25°C que a 40°C, obteniéndose 92.1 por
ciento de pureza de FOS con una recuperacion de 75.4 por ciento. Se obtuvo una buena

separacion entre FOS-glucosa y FOS-fructosa pero no entre FOS-sacarosa.

La purificacion de FOS mediante cromatografia en columna con diferentes resinas de
intercambio cationico a 25 y 60 °C muestra que la interaccion de los factores temperatura
y tipo de resina influyen significativamente en el rendimiento y pureza de FOS. Los
mejores resultados se obtuvieron a 60°C con la resina Diaion UBK530 Na, obteniéndose
88.2 por ciento de pureza de FOS con una recuperacion de 99.4 por ciento. Con todas las
resinas evaluadas se obtuvo una buena separacion de los FOS con la fructosa y glucosa,

pero no con la sacarosa.

La composicion en carbohidratos del extracto purificado con carbon activado fue de 92.1
por ciento de FOS y 7.9 por ciento de sacarosa; mientras que el extracto purificado con
la resina Diaion UBK530 Na tuvo 88.2 por ciento de FOS, 1.6 por ciento de fructosa, 2.7
por ciento de glucosa y 7.5 por ciento de sacarosa.

De los experimentos de la influencia de la carga de columna, realizados con la resina
Diaion UBK530Na a 60°C, se obtuvo que este factor influye significativamente en la
purificacion de FOS. Mejores resultados se obtuvieron con 6.5 por ciento de carga de
columna, valores de 15.1 y 27.4 por ciento reducen la recuperacion de FOS.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la purificacion de fructooligosacaridos del extracto desmineralizado de yacén

variando la longitud de la columnay el flujo de elucion.

Evaluar la posibilidad de utilizar la fraccion residual rica en fructosa como un

edulcorante natural.

Estudiar la purificacion de FOS del extracto desmineralizado de yacon mediante

cromatografia en lecho maévil simulado con el fin de aumentar la pureza.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Determinacion de azucares reductores (Método Miller)

Preparacion de reactivos

— Solucién DNS: Disolver 5.5 g de hidroxido de sodio en aproximadamente 300
ml de agua destilada y afiadir 5 g de DNS disolver totalmente. Seguidamente,
agregar 1 g de fenol y 0.25 g de bisulfito de sodio, luego enrasar a 500 ml con
agua destilada y conservar en un frasco oscuro y en refrigeracion.

— Sal de Rochelle: Preparar una solucion al 40 por ciento (p/v) de tartrato de sodio

y potasio. Almacenar en refrigeracion.

Preparacion de la curva estandar

— Solucién madre: Pesar 0.3603 g de fructosa anhidra y enrazar a 100 ml con agua
destilada. Tomar alicuotas de 3, 6, 9, 12 y 16 ml y enrazar en fiolas de 25 ml.

— Tomar 500 ul de cada nueva solucién y colocarlo en un tubo de ensayo de tapa
rosca, paralelo a esto realizar un blanco. A todos los tubos afiadir 3 ml de solucion
de la solucién de DNS. Realizar el analisis por triplicado. Llevar todos los tubos
a bafio maria en ebullicion durante 5 min.

— Agregar 1 ml de sal Rochelle y 10 ml de agua destilada a cada tubo y agitar.

— Realizar la lectura en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 550 nm.

Anélisis de la muestra
— Tomar 500 pl de muestra, y proceder de la misma manera que para la curva

estandar.

Con los datos obtenidos de las absorbancias, se procedio a construir la curva de Fructosa

como se observa en la Figura 1. Los resultados se expresan en gramos de Fructosa/ml.
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Figura 1. Curva estandar de azUcares reductores expresados como fructosa/ml

Anexo 2: Determinacion de FOS por hidrolisis &cida

Este método permite conocer de manera rapida la presencia de FOS. Para ello, se considera
la cantidad total e inicial de azucares reductores en la muestra. Para determinar la cantidad
total, se toma una alicuota diluida de la muestra y se somete a un medio acido y caliente para
hidrolizar a los FOS y sacarosa en fructosa y glucosa. Mediante la reaccién con DNS (Anexo
1) se obtiene la cantidad total de azlcares reductores provenientes de los FOS y sacarosa
mas la cantidad de az(cares reductores presentes en la muestra inicial. Luego, a la misma
muestra se le determina azucares reductores iniciales (Anexo 1). El contenido aproximado
de FOS y sacarosa se obtiene mediante una diferencia de azucares reductores totales y

azucares reductores iniciales (FOS + S = ARyiaroiisis — ARmicial)-

Preparacion de acido clorhidrico 2N
Colocar alrededor de 80 ml de agua destilada en una fiola de 100 ml, luego afiadir 16.6 ml

de &cido clorhidrico y enrazar.

Anélisis de la muestra
— Tomar 400 pl de muestra, adicionar 100 pl de acido clorhidrico 2N y agitar. Llevar
a bafio maria a 100 °C por 5 min.

— Adicionar 3 ml de solucion de DNS y agitar. Colocar en bafio maria a 100 °C por

5 min.
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— Adicionar 1 ml de sal de Rochelle seguido de 10 ml de agua destilada y agitar.

— Realizar la lectura en un espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm.

Anexo 3: Caracteristicas generales de las resinas de intercambio ionico utilizadas en la

desmineralizacion

Descripcion Lewatit Monoplus M600 Lewatit Monoplus S108
Forma i6nica CI Na*

Grupo funcional Amina cuaternaria, tipo Il Acido sulfénico
Matriz Poliestireno reticulado Poliestireno reticulado
Estructura, Aspecto Gel, Blanco translicido Gel, Negro-pardo
Coeficiente de uniformidad Méaximo 1.1 Maximo 1.05 + 0.05
Tamarfio medio del grano 0.62 £0.05 mm 0.62 £0.05 mm
Capacidad total Minimo 1.3 eqg/I Minimo 2.2 eq/I

Fuente: Lewatit (2014)

Anexo 4: Caracteristicas generales del carbén activado granular

Caracteristica Valor
Tamafio de particula > 12 mesh (1.7 mm) Méximo 10%
Tamafo de particula <40 mesh (0.425 mm) Méaximo 5%
Humedad Maximo 5%
Ndmero de lodo 975
Adsorcién de azul de metileno 20 g/100g
Area superficial total (B.E.T) 1100 m?/g
Densidad aparente 500 Kg/m?®
Dureza Ball-pan 97
Tamario efectivo D1o 0.6-0.7 mm
Coeficiente de uniformidad 1.7
Contenido de ceniza 12% de la masa
Ceniza soluble en agua 0.1% de la masa
pH Alcalino

Fuente: Cabot-Norit (2014)
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Anexo 5: Andlisis Estadistico - Caracteristicas fisicas del extracto bruto y clarificado
de yacon

Turbidez

Tabla ANOVA para Turbidez (NTU) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 423954.00 1 423954.00 211504.90 0.00
Intra grupos 8.01 4 2.00

Total (Corr.) 423962.00 5

Pruebas de Multiple Rangos para Turbidez (NTU) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos| Media |Grupos Homogéneos
Clarificado 3 456 |X
Bruto 3 536.19 X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Color

Tabla ANOVA para Color (Delta E) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 1.91 1 1.91 52.84 0.00
Intra grupos 0.14 4 0.03

Total (Corr.) 2.06 5

Pruebas de Multiple Rangos para Color (Delta E) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Clarificado 3 3155 |X
Bruto 3 32.68 X

Grafico de Medias
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Conductividad

Tabla ANOVA para Conductividad (uS/cm) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 18481.50 1 18481.50 4620.37 | 0.00
Intra grupos 16.00 4 4.00

Total (Corr.) 18497.50 5

Pruebas de Multiple Rangos para Conductividad (uS/cm) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Clarificado 3 5682.00 |X
Bruto 3 5793.00 | X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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pH

Tabla ANOVA para pH por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 0.20 1 0.20 4107.00 0.00
Intra grupos 0.00 4 0.00

Total (Corr.) 0.20 5

Pruebas de Multiple Rangos para pH por Tipo de Extracto

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Bruto 3 544 |X
Clarificado 3 5.81 X

Grafico de Medias
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Brix

Tabla ANOVA para Brix por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 1.5 1 1.5

Intra grupos 0 4 0

Total (Corr.) 15 5

Pruebas de Multiple Rangos para Brix por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
Clarificado 3 19.0 (X
Bruto 3 200 | X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Anexo 6: Analisis Estadistico - Caracteristicas fisicas del extracto bruto, clarificado y

desmineralizado o desionizado de yacén

Turbidez

Tabla ANOVA para Turbidez (NTU) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F |Valor-P
Entre grupos 686294.00 2 343147.00 514617.88 | 0.00
Intra grupos 4.00 6 0.66

Total (Corr.) 686298.00 8

Pruebas de Multiple Rangos para Turbidez (NTU) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media |Grupos Homogéneos
Desionizado 3 040 |X

Clarificado 3 4.85 X

Bruto 3 588.40 X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Conductividad

Tabla ANOVA para Conductividad (uS/cm) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F |Valor-P
Entre grupos 6.90E7 2 3.45E7 111993.48 | 0.00
Intra grupos 1850.02 6 308.33

Total (Corr.) 6.90E7 8

Pruebas de Multiple Rangos para Conductividad (uS/cm) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
Desionizado 3 1787 |X

Clarificado 3 5810.00 | X

Bruto 3 5975.00 | X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Color

Tabla ANOVA para Color (Delta E) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razén-F |Valor-P
Entre grupos 2267.54 2 1133.77 42463.30 | 0.00
Intra grupos 0.16 6 0.02

Total (Corr.) 2267.70 8

Pruebas de Multiple Rangos para Color (Delta E) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media | Grupos Homogéneos
Desionizado 3 050 (X

Clarificado 3 3240 | X

Bruto 3 35.70 X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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pH

Tabla ANOVA para pH por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados |Gl| Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 0.52 2 0.26 304.73 0.00
Intra grupos 0.00 6 0.00

Total (Corr.) 0.53 8

Pruebas de Multiple Rangos para pH por Tipo de Extracto
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Bruto 3 545 |X

Clarificado 3 580 | X

Desionizado 3 6.04 | X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Brix

Tabla ANOVA para °BRIX por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 93.12 2 46.56

Intra grupos 0 6 0

Total (Corr.) 93.12 8

Pruebas de Multiple Rangos para °BRIX por Tipo de Extracto

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos | Media |Grupos Homogéneos
Ext. Desionizado 3 144 |X

Ext. Clarificado 3 200 | X

Ext. Bruto 3 22.0 X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Anexo 7: Andlisis Estadistico - Purificacion de FOS con carbon- Efecto de la
temperatura en el rendimiento y pureza de FOS

Rendimiento

Tabla ANOVA para Rendimiento (%) por Temperatura

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 17.00 1 17.00 152.25 0.00
Intra grupos 0.44 4 0.11

Total (Corr.) 17.44 5

Pruebas de Multiple Rangos Rendimiento (%) por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos| Media |Grupos Homogéneos
40 3 72.03 |X
25 3 75.40 | X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD

+

76
75
74
73

Rendimiento (%)

72 k3 -
71 E
25 40
Temperatura (°C)

LI LI L L L L LB N |

104



Pureza

Tabla ANOVA para Pureza (%) por Temperatura

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0.96 1 0.96 15.16 0.01
Intra grupos 0.25 4 0.06

Total (Corr.) 1.21 5

Pruebas de Multiple Rangos para Pureza (%) por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos| Media |Grupos Homogéneos
40 3 91.26 |X
25 3 92.06 | X

Grafico de Medias
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Anexo 8: Analisis Estadistico - Purificaciéon de FOS con resinas - Efecto de la

temperatura y tipo de resina sobre el rendimiento y pureza de FOS

Rendimiento

Analisis de Varianza para Rendimiento (%) - Suma de Cuadrados Tipo |11

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

A: Temperatura 2437.07 1 2437.07 1136.90 0.00
B: Tipo de resina 306.70 5 61.34 28.62 0.00
Interacciones

AB 146.35 5 29.27 13.66 0.00
Residuos 51.44 24 2.14

Total (corregido) 2941.58 35

Pruebas de Multiple Rangos para Rendimiento (%) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos | Media LS | Sigma LS |Grupos Homogéneos
25 18 79.67 034 X
60 18 96.12 0.34 X

Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Gréfico de Interaccion

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD
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Gréfico de Interaccion

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD
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Analisis de Varianza para Pureza (%) - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Efectos principales
A: Temperatura 93.76 1 93.76 81.64 0.00
B: Tipo de Resina 575.87 5 115.17 100.27 0.00
Interacciones
AB 21.27 5 5.45 4.75 0.00
Residuos 27.56 24 1.14
Total (corregido) 724.48 35

Pruebas de Multiple Rangos para Pureza (%) por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
25 18 79.57 025 [X
60 18 82.80 0.25 X
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Grafico de Medias

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Pruebas de Multiple Rangos para Pureza (%) por Tipo de Resina
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tipo de Resina Casos |Media LS| Sigma LS [Grupos Homogéneos
DIAION 555 Ca 6 75.30 0.43 X

DOWEX 99Ca 6 78.03 0.43 X

PCR 642 Ca 6 79.53 0.43 X

DIAION 535L Ca 6 82.10 0.43 X

PCR 642 K 6 85.96 0.43 X

DIAION 530 Na 6 86.18 0.43 X
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Anexo 9: Analisis Estadistico - Efecto de la concentracion del extracto o carga de la

columna sobre el rendimiento y pureza de FOS
Rendimiento

Tabla ANOVA para Rendimiento (%) por Concentracion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 556.82 2 278.41 1149.41 0.00
Intra grupos 1.45 6 0.24

Total (Corr.) 558.28 8

Pruebas de Multiple Rangos para Rendimiento (%) por Concentracion
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos| Media |Grupos Homogéneos
60 3 79.10 |X

34 3 86.23 | X

14 3 98.16 X
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Pureza

Tabla ANOVA para Pureza (%) por Concentracién

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F |Valor-P
Entre grupos 32.67 2 16.33 474.32 0.00
Intra grupos 0.20 6 0.03

Total (Corr.) 32.88 8

Pruebas de Multiple Rangos para Pureza (%) por Concentracion
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media |Grupos Homogéneos
60 3 86.13 |X

14 3 88.40 X

34 3 90.80 X
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