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RESUMEN

La actividad agricola de Costa Rica es de vital importancia para el desarrollo econémico del pais.
Recientemente, este sector ha incrementado su presencia con los cultivos no tradicionales, como las raices
y tubérculos, dentro de los que destaca el fiame. Todos estos productos, durante el proceso de
comercializacion, generan productos de rechazo o excedentes, que constituyen la biomasa residual. Esta
situacion constituye un problema ambiental y econémico, que requiere de nuevas estrategias de
remediacidn en las regiones dedicadas a este tipo de actividades.

Este trabajo propone la utilizacién de esa biomasa residual para la obtencion de materiales con un
valor agregado. Se plantea el uso del fiame Dioscorea alata de rechazo, proveniente de la regién Huetar
Norte de Costa Rica, para la extraccién de fructanas. Las fructanas son polisacaridos de fructosa y forman
parte del contenido de fibra dietética del tubérculo, que poseen aplicaciones alimenticias, por ejemplo,
como sustitutos de azucar.

El sustrato fue caracterizado, se realizaron analisis de humedad, ceniza, grasa, proteina, solubilidad
en agua caliente y fria, asi como determinaciones de carbohidratos, que demostraron porcentajes maximos
de carbohidratos del 25% y contenido de fibra dietética total en un intervalo de 2,9 a 7,2%. Estos
porcentajes estan relacionados con el contenido de fructanas, por lo que son valores determinantes en el
presente estudio.

La investigacion permitié el desarrollo de un método de extracciéon y cuantificacion de las
fructanas en medio acuoso. Para las extracciones se evaluaron tres factores de extraccion: lotes de
obtencion del sustrato, temperatura y tiempo, aplicando un disefio estadistico para su analisis.

Para separar los solidos insolubles las muestras extraidas se filtraron en tres etapas; se determing el
contenido de inulina en los extractos, realizando una técnica de hidrdlisis enzimatica, donde
primeramente se evaluaron los azicares simples como la fructosa, glucosa y sacarosa libres en el extracto,
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia. Posteriormente, se realizé un proceso de
hidrélisis enzimética utilizando amiloglucosidasa e inulinasa de Aspergillus niger, para determinar por la
misma técnica la cantidad de moléculas de fructosa y glucosa provenientes de las inulinas y asi poder
obtener mediante diferencia la concentracion final de las fructanas presentes en cada uno de los ensayos.
Los resultados mostraron porcentajes de fructanas para los 24 ensayos realizados en un intervalo de 0,22 a
3,8%.

Por Gltimo, se realizdé una caracterizacion térmica de las fructanas, donde se determind que la
temperatura de descomposicion de las inulinas obtenidas es de 330°C, por lo que es posible utilizar estos
compuestos en procesos alimenticios en los que se utilicen temperaturas inferiores a este valor sin ver
afectada la estabilidad térmica de las fructanas. Ademas, se determin6 mediante la técnica de
cromatografia de exclusién por tamafio que las fructanas extraidas son de cadena corta, al poseer pesos
moleculares de 1.500 Da e inferiores. Se concluyé que es posible extraer, cuantificar y caracterizar las
inulinas obtenidas a partir del fiame de rechazo de la zona Huetar Norte de Costa Rica, de la especie
Dioscorea alata; con el potencial de utilizarlas para posibles aplicaciones alimenticias gracias a las
caracteristicas prebidticas que poseen estos compuestos.
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ABSTRACT
The agricultural activity of Costa Rica is very important for the economic development of the
country. Recently, this sector has increased its presence with non—traditional crops, such as roots and
tubers, among which yams stand out. All these products, during the marketing process, generate rejection
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or surplus products, which constitute the residual biomass. This situation constitutes an environmental
and economic problem, which requires new remediation strategies in the regions dedicated to this type of

activity.

This work proposes the use of this residual biomass to obtain materials with added value. The use
of the rejection Dioscorea alata yam, from the Huetar Norte region of Costa Rica, is proposed for the
extraction of fructans. Fructans are fructose polysaccharides and are part of the dietary fiber content of the
tuber, which have food applications, for example, as sugar substitutes.

The substrate was characterized, analysis of moisture, ash, fat, protein, solubility in hot and cold
water, as well as carbohydrate determinations, which showed maximum percentages of carbohydrates of
25% and total dietary fiber content in a range of 2.9 to 7.2%. These percentages are related to the fructan
content, so they are determining values in the present study.

The research allowed the development of a method for the extraction and quantification of fructans
in aqueous medium. For the extractions, three extraction factors were evaluated: batches for obtaining the
substrate, temperature and time, applying a statistical design for their analysis.

To separate insoluble solids, the extracted samples were filtered in three stages. The inulin content
in the extracts was determined, using an enzymatic hydrolysis technique, where the simple sugars such as
fructose, glucose and sucrose free in the extract were first evaluated by means of the high—efficiency
liquid chromatography technique. Subsequently, an enzymatic hydrolysis process was carried out using
amyloglucosidase and inulinase from Aspergillus niger, to determine by the same technique the amount
of fructose and glucose molecules from inulins and thus be able to obtain by difference the final
concentration of fructans present in each one of the essays. The results showed percentages of fructans for
the 24 tests carried out in a range of 0.22 to 3.8%.

Finally, a thermal characterization of the fructans was carried out, where it was determined that the
decomposition temperature of the inulins obtained is 330°C, so it is possible to use these compounds in
food processes in which temperatures lower than this value are used. without affecting the thermal
stability of the fructans. Furthermore, it was determined by the size exclusion chromatography technique
that the extracted fructans are short chain, having molecular weights of 1,500 Da and lower. It was
concluded that it is possible to extract, quantify and characterize the inulins obtained from the rejected
yams from the Huetar Norte zone of Costa Rica, of the Dioscorea alata species; with the potential to use
them for possible food applications thanks to the prebiotic characteristics that these compounds possess.

Keywords: waste, fructan, biopolymers, biorefinery, yams.

INTRODUCCION

El sector agricola costarricense se ha caracterizado por la diversidad de especies cultivadas en
todas las regiones del territorio, lo que ha permitido el desarrollo de las mismas. Con el paso de los
afios, con el fin de aumentar la produccion y ser mas competitivo en los mercados internacionales,
se ha especializado no solo en el cultivo de productos tradicionales (cacao, café, banano), sino
también en los no tradicionales como citricos, raices y tubérculos. EI fiame es un tipo de tubérculo
(Figura 1), con alto valor nutricional que se produce principalmente en las regiones Norte y
Atlantica de Costa Rica. Datos de la Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica PROCOMER
muestran que para el afio 2014 las exportaciones de fiame costarricense alcanzaron la cantidad de
16.253 toneladas métricas, similar a la cantidad exportada para los afios del 2009 al 2013, lo que
implica que la cantidad de fiame que exporta Costa Rica se ha mantenido constante durante los
ultimos afios, mostrando un crecimiento a partir del afio 2010. Las exportaciones de fiame en el
2014 llegaron a ser de 14,9 millones de ddlares, las cuales han sido dirigidas a méas de 12 paises,

donde los principales destinos son Estados Unidos y paises del Caribe como Puerto Rico [1-7].
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Las actividades agroindustriales generan gran cantidad de residuos, aquellos que son
biodegradables, corresponden a las hojas y los productos de rechazo, ademas generan otros
desechos del tipo ordinario, que en su mayoria son perjudiciales para el medio ambiente. En Costa
Rica, la empresa Productos Agropecuarios VISA S.A., la cual es una de las principales exportadoras
de fiame en el pais, reporta que el porcentaje de producto de rechazo se encuentra alrededor del 20 y
30% del total de la produccion, el cual corresponde aproximadamente a 10.000 toneladas métricas
anuales para los afios mas recientes. Este tipo de desechos son ricos en biopolimeros naturales como
la celulosa y las macromoléculas como la lignina [1-5], asi como almidones, y azUcares como la

glucosa y la fructuosa. De este Ultimo puede ser obtenido las fructanas.

Fructanas. Por definicion, fructana es el nombre general para los polisacéridos de fructosa,
los cuales forman parte de la fibra y de los polisacaridos no amilaceos de las plantas. Estos
compuestos son llamados también polifructosilfructosas [9, 15,16]. Las fructanas son, ademas,
cualquier compuesto que esta constituido por uno o mas enlaces fructosil-fructosa [17]. Si bien el
almidon es la forma mas comun en la que los cereales como el maiz, el trigo y algunos tubérculos
como la papa y la yuca, almacenan glucosa como fuente de energia, un amplio nimero de plantas
(15% de las plantas superiores) son productoras de fructanos en cantidades significativas, mediante
la sintesis de inulina o de levana, los cuales son los dos tipos de fructanas méas abundantes en la
naturaleza [15, 16]. La inulina fue aislada por primera vez a partir de Inula helenium por Rose, un
cientifico aleman en 1804 [19].

Figura 1. Tubérculo de flame (Dioscorea alata).

En las plantas, las fructanas se presentan mayoritariamente en las partes aereas de los
sembradios de Gramineae o Poaceae, familia a la cual pertenece la cebada y el trigo; ademas son
encontradas en la familia de la Amaryllidaceae (puerro, cebolla y ajo) y Asteraceae (achicoria,

diente de ledn, alcachofa y yacon) entre otras [19]. Otros estudios han demostrado que las inulinas
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estan presentes en agaves (Agave tequilana weber variedad azul) [20], y en algunos otros tubérculos
y raices dentro los cuales se encuentra el fiame (Dioscorea spp.) [21]. En la Tabla 1 se presenta el
contenido aproximado de inulina en algunas plantas comestibles [22].

Las polifructosilfructosas son de origen vegetal principalmente; no obstante, se encuentran
también en hongos, donde son sintetizadas por Aureobasidium pullulans y varias especies de
Aspergillus, entre las cuales se encuentran A. niger y A. sydowi, generadoras de inulinas a partir de
sacarosa que poseen pesos moleculares mayores a los presentes en las plantas [16,18].

Por otro lado, una gran variedad de microorganismos son capaces de sintetizar fructanas,
incluyendo bacterias tipicas de la flora bucal e intestinal de los mamiferos. La funcion de las
fructanas de origen bacteriano se asocia a la proteccion de las células contra la deshidratacion y
como auxiliar en los procesos de adhesion celular. Entre los microorganismos productores de
polimeros de fructosa se destacan varias especies de bacterias Gram—positivas, entre las que se
encuentran Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Lactobacillus reuteri, Leuconostoc citreum y
Streptococcus mutans. Las fructanas también son generadas por Gram-negativas, como
Zymomonas mobilis, Pseudomonas syringae y Acetobacter diazotrophicus [15, 18].

Tabla 1. Contenido de inulina en algunas especies vegetales [19, 21, 22].

Especie vegetal Inulina g/100g
Raiz de Achicoria 35,7-47.6
(Cichorium intybus)
Alcachofa de Jerusalem 16,0 - 20,0
(Helianthus tuberosus)
Alcachofa 3,0-19,0
(Cynara cardunculus var. scolymus)
Diente de ledn 10,0-12,0
(Taraxacum officinale)
Agave 16,0 - 25,0
(Agave spp.)
Name 2,0-5,0
(Dioscorea spp.)
Ajo 9,0-16,0
(Allium sativum)
Cebolla 1,1-75
(Allium cepa)
Puerros 3,0-10,0
(Allium ampeloprasum var. porrum)
Esparragos 2,0-3,0
(Asparagus officinalis)
Trigo 1,0-4,0
(Triticum spp.)
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Cebada 05-1,0
(Hordeum vulgare)
Banano 0,3-0,7
(Musa spp.)

Estructura quimica de las fructanas. Quimicamente las macromoléculas de fructanas
pueden ser descritas de una manera sencilla mediante las férmulas GpyFn (a—D-glucopiranosil-[—
D—fructofuranosil]-1y-D— fructofurandsido) y FpyFn (B—D—fructopiranosil-[D—fructofuranosil]n-
1-D— fructofuranosido), donde G es la unidad de glicosil, F la unidad de fructosil, y n es el nimero
de unidades de fructosil enlazadas, la cual debe poseer un valor de n > 2 [16, 19]. En la Figura 2 se

describen las formaciones existentes en este tipo de compuestos [17].

HO—CH,
o}

Hc><'£| XX,
HO—CH; Ho—aH, /

X X ,7\%
a) prFn b) FpyFn

Figura 2. Estructura quimica de las moléculas de GpyFn y FpyFn en las fructanas [17].

En términos generales, en lo que al tipo de union se refiere, las fructanas presentan enlaces
fructosil—glucosa del tipo p—(2—1) al igual que los enlaces que exhibe la sacarosa, pero para las
uniones entre los monomeros de fructosa llamados fructosil-fructosa, el tipo de union puede ser p—
(2—6) o p—-(2—1), clasificadas como levanas o inulinas respectivamente, dependiendo de esta
unién atdmica [15, 16]. Los polimeros de fructosa, ademas, pueden presentar conformaciones
lineales, ramificadas o ciclicas en lo que a la morfologia se refiere [16].

Las levanas son compuestos que en su mayoria poseen enlaces del tipo p—(2—6) fructosil—
fructosa, que son la unién del segundo carbono de una fructosa con el sexto de la siguiente y asi
sucesivamente. Se encuentran principalmente en bacterias presentando pesos moleculares altos; no
obstante, también pueden estar presentes en plantas, donde Olvera et al. [15] mencionan que en
organismos vegetales de orden taxonoémico Poales como el trigo y la cebada, se hallan levanas
lineales con 95% de enlaces p—(2—6); ocasionalmente presentado ramificaciones con enlaces B—

(2—1). En la Figura 3 se presenta la estructura general para las fructanas del tipo levana.
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Figura 3. Estructura general de las fructanas del tipo levana [23].

Por otro lado, las inulinas son materiales que en su mayoria poseen enlaces B—(2—1)
fructosil-fructosa y que pueden tener también glucosas terminales en la cadena, con enlaces del
mismo tipo fructosil-glucosa [16]. Tradicionalmente, la inulina es considerada como una
macromolécula con enlaces que generan una estructura lineal. Ritsema y Smeekens [23], y Olvera et
al. [15] hacen referencia a que se han encontrado inulinas lineales en plantas como la raiz de
achicoria, la alcachofa comun, la alcachofa de Jerusalén, el diente de ledn, el yacon y la dahlia
pertenecientes al orden taxondmico Asterales. La alcachofa comun produce la inulina més larga de
origen vegetal, fructanas con mas de 100 unidades de fructosas unidas linealmente. Analisis
recientes optimizados, han demostrado que existen inulinas con pequefios grados de ramificacién
obtenidas a partir de estas mismas fuentes, como los realizados por Stevens et al. [24] que
demuestran que las inulinas obtenidas a partir de achicoria y dahlia poseen porcentajes de
ramificacion de 1-2 y 4-5% respectivamente. La inulina existe también en forma ciclica donde
contiene 6, 7 u hasta 8 anillos de fructofuranosa [16]. En la Figura 4 se muestra la estructura de las

inulinas del tipo lineal.

A partir de especies de plantas superiores pertenecientes a otros érdenes taxonémicos como
Asparagales (ajo, cebolla, puerro y esparrago) y Liliales, al cual pertenece el agave y el fiame,
fuente de obtencion de las fructanas en esta investigacion, se pueden extraer fructanas de origen
vegetal con una alta variabilidad estructural [15, 23], donde se ha demostrado que se obtienen
inulinas con altos porcentajes de ramificacion. Las ramificaciones presentes en este tipo de
compuestos son del tipo f — (2—6). En la Figura 5 se puede observar la estructura de una inulina

mixta o ramificada [23, 25].

Peso molecular de las fructanas. En términos generales, las fructanas presentan importantes
diferencias en sus propiedades dependiendo de su origen (vegetal, microbiano o pertenecientes al
reino fungi), asi como la presencia de ramificaciones y el grado de polimerizacion (DP) que poseen
[15]. Las fructanas del mundo vegetal pueden alcanzar un grado de polimerizacion maximo (DPax)

de 200, mientras que para las fructanas de origen bacteriano el DPnax puede llegar a alcanzar hasta
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un valor de n = 100.000 [16].

H CHOH
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Figura 5. Estructura quimica de las inulinas mixtas o ramificadas [23].

Las fructanas se pueden clasificar segin su grado de polimerizacion, donde las mas
ampliamente estudiadas y utilizadas por la industria alimenticia son los fructooligosacaridos
también llamados FOS, las oligofructosas y las inulinas, estandar y de alta pureza conocidas como
inulina HP [26, 27]. Algunas de las caracteristicas de estos compuestos se muestran en la Tabla 2.

Los fructooligosacaridos son compuestos que poseen un rango de grado de polimerizacion de
2 a 4 en sus unidades, el cual es utilizado para describir los fructanos de cadena corta sintetizados a
partir de sacarosa. El término oligofructosa es referente a las mezclas de fructanas con un DP sy <
10, que ha sido producido a partir de la hidrolisis parcial de la inulina, y ha sufrido una separacion
fisica para remover los compuestos de inulina de cadena larga (DP > 10) [28, 29]. Tanto los FOS

como las oligofructosas son muy parecidos con base en sus propiedades, ya que presentan un
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contenido de azucares similar de 5%, el cual les confiere una moderada dulzura y pueden ser

utilizados como sustituto del azucar; pero la diferencia radica en el origen de su obtencion [26, 27].

Tabla 2. Caracteristicas de las fructanas segln sus variaciones de grado de polimerizacion [26, 27].

Caracteristica FOS Oligofructosa Inulina estandar Inulina HP
Grado de
polimerizacion (DP) 2-4 2-9 2-60 10-60
DPprom 3,7 45 12 25

Hidrolisis Extraccion de

Transfructosilacion Extraccion en

Origen enzimatica de la plantas y
de las sacarosa - plantas e 2
inulina purificacion
Contenido de azUcares
(%) 5 5 8 0,5
Sabor Moderadamente Moderadamente Neutro Neutro
dulce dulce
Solubilidad en agua a
25°C (g/L) > 750 > 750 120 25
Fun;; ior:ZIr:?oa}sd en Sustituto de azucar |Sustituto de azUcar | Sustituto de grasas | Sustituto de grasas

El principal término a ser usado en esta investigacion es el de inulina, el cual es utilizado para
describir los fructanos resultantes de las extracciones en agua caliente que no han sido sometidos a
procesos de separacion por peso molecular. Por otro lado, la inulina HP o de alto desempefio por
sus siglas en inglés es utilizado para representar exclusivamente a las fructanas del tipo inulina de
cadena larga, que presentan altos pesos moleculares, con grados de polimerizacidn mayores o
iguales a 10, obtenidas por la remocién fisica de las fructanas con DP < 10 [28, 29].

La Inulina desde el punto de vista funcional. Las fructanas estan directamente asociadas
con diversas aplicaciones alimenticias y nutricionales, debido a las caracteristicas que presentan
estos compuestos. Primeramente, como se ha mencionado, las fructanas son fibra dietética soluble
con un bajo contenido calérico de 3,9 kcal-g™* [30]. La fibra juega un papel importante en la
prevencion de algunas enfermedades, y las dietas con un alto contenido de fibra (cereales, frutas,
verduras) tienen un efecto positivo en la salud, ya que segin Rodriguez et al. [11], su consumo se
ha relacionado con una disminucion en la incidencia de algunos tipos de cancer, por ejemplo, el de

colon.
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Los prebidticos estimulan selectivamente el crecimiento y actividad de especies de bacterias
especificas en el colon, usualmente de género Bifidobacterium y Lactobacillus, con beneficios en la
salud [31]. Un prebidtico es por definicion segun Gibson y Roberfroid [32] un ingrediente
alimenticio no digerible que afecta beneficiosamente al huésped, mediante la estimulacion selectiva
del crecimiento o actividad de una o un numero limitado de bacterias en el colon, y por tanto mejora
la salud del huésped.

La inulina y la oligofructosa poseen efectos prebioticos, los cuales estimulan el sistema
inmunoldgico de los seres humanos al fomentar el crecimiento de la microflora intestinal benéfica
[33]. Este tipo de carbohidratos con efectos prebidticos son resistentes a la hidrolisis enzimética en
el tracto gastrointestinal superior y llegan casi intactos al intestino grueso, donde son
completamente fermentados. Esta fermentacidon convierte la inulina en biomasa, acidos grasos de
cadena corta, lactato y gases [34].

Estudios como los realizados por Cummings et al. [31], Li et al. [34], y Bouhnik et al. [35],
demuestran que las fructanas incrementan especificamente el contenido de bifidobacterias. Se ha
demostrado un incremento hasta de un 50% [32], que a su vez reprime el crecimiento de patdgenos
como las bacterias del género Clostridium, presentes en el intestino. Otro estudio ejecutado por
Bouhnik et al. [36] en el afio de 2006, determind que las fructanas de cadena corta en una dosis que
se encuentra en un rango de 2,5 a 10 g/dia incrementan el contenido de este tipo de bacterias
benéficas para el organismo. Este incremento es conocido como efecto bifidogénico, con lo cual se
mejora la absorcion de nutrientes, se acelera el tracto intestinal y se refuerzan las defensas del
sistema inmune [33]. El incremento de la microflora intestinal ayuda a mitigar el estrefiimiento, por
lo que se han realizado estudios que han demostrado que, el consumo de 1 a 2 g por dia de inulinas,
mejora el tracto intestinal por el efecto prebidtico que poseen este tipo de compuestos,
disminuyendo el estrefiimiento y el malestar abdominal, aumentando a su vez significativamente la
frecuencia de las deposiciones [36]. Asi mismo, se ha demostrado que la inulina y las oligofructosas
reducen las enfermedades inflamatorias intestinales cronicas [38].

Por otro lado, la inulina y los fructooligosacaridos al ser carbohidratos no digeribles, Ilegan
directamente al intestino grueso, donde se convierten en acidos, los cuales disminuyen el pH del
intestino, aumentando la superficie del area intestinal, y con esto favoreciendo la biodisponibilidad
0 absorcion de minerales esenciales como el calcio en el tejido 6seo, mostrando de esta manera un
potencial para prevenir o posponer la osteoporosis [33, 39]. Estudios como los realizados por Van
den Heuvel et al. [40] han demostrado que 15 gramos al dia de inulina favorecen la mineralizacion

de los huesos.
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Otros estudios como los realizados por Davidson y Maki [41], y Rault—Nania et al. [42] han
demostrado que el consumo diario de inulina reduce el desarrollo de la arterosclerosis, debido a que
la inulina actta reduciendo la acumulacion de triglicéridos en el higado y la concentracion de
colesterol en el plasma, actuando como modulador en el metabolismo de los lipidos. Asimismo,
estudios posteriores efectuados por Dahech et al. [43] demostraron que las fructanas poseen
potenciales efectos antioxidantes y podrian ser protectores del estrés oxidativo, generando un
decrecimiento en la peroxidacion de lipidos que conduce a la reduccion en el riesgo de la
enfermedad y a trastornos cronicos del corazon, asociados a altas concentraciones de colesterol de
baja densidad.

En cuanto a la diabetes, a través de la ingesta de las fructanas se favorece la produccion de la
hormona conocida como GLP1, responsable de la produccién de insulina, con lo cual se ayuda a
regular la enfermedad, controlando los niveles de glucosa en la sangre [33, 44].

Como se mencioné anteriormente, la fermentacion de la inulina en el intestino grueso produce
acidos grasos de cadena corta, dentro de los cuales se encuentra el acido butirico. Este compuesto
juega un papel fundamental, ya que mantiene las células presentes en el colon protegidas de la
adhesidn de bacterias patogenas, evitando el desarrollo del cancer de colon al modular la actividad
enzimatica, regulando ademas las lesiones precancerigenas y los tumores en el intestino grueso [45,
46].

Aplicaciones de las fructanas en la industria alimenticia. La inulina y los
fructooligosacaridos se reconocen como ingredientes de alimentos que promueven la salud de los
seres humanos como se ha mencionado en parrafos anteriores, debido a su efecto prebidtico y ser
compuestos pertenecientes a la clasificacion de fibra dietética con propiedades funcionales. La
variedad de conformaciones quimicas y estructurales, asi como el grado de polimerizacién que
caracterizan a este tipo de compuestos, los convierte en ingredientes flexibles y atractivos para
diferentes aplicaciones alimentarias [47].

La inulina estandar con un grado de polimerizacion de 2-60 presenta un sabor neutral, y una
solubilidad moderada en agua, como se mostré en la Tabla 2, por lo que se puede combinar
facilmente con otros ingredientes en una formulacién alimenticia. Al combinarse con el agua o la
leche forman microcristales de inulina, los cuales son discretamente perceptibles en la boca, pero
que interactlan para formar una textura suave y cremosa, proporcionando una similitud a productos
que contienen grasas. Por esta razon, la inulina ha sido utilizada como un sustituto de las grasas ya

que mejora la sensacion y sabor del producto, asi como provee un bajo contenido calérico [33].
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En alimentos de contenido de humedad elevado, especialmente en heladeria y derivados

lacteos, asi como en embutidos, las fructanas son utilizadas como sustitutas de grasas, adoptando las
caracteristicas antes mencionadas. Por lo general, la tasa de reemplazo es de 0,25 g de inulina para
emular 1 g de grasa [48]. Estudios realizados por Mendoza et al. [49] determinaron que se pueden
producir salchichas con 40-50% menos de grasa y con un con 30% menos de calorias que las
salchichas convencionales adicionando inulina en polvo. La inulina proporciond una textura méas
suave, asi como una elasticidad y adhesividad muy similares al de las salchichas que se encuentran
mayoritariamente en el mercado. Por otra parte, al enriquecer con fibra dietética soluble se
mejoraron sus propiedades nutricionales.

Los fructooligosacéridos y la oligofructosa, fructanas de cadena corta con grados de
polimerizacion de 2-10 son maés solubles en agua, y poseen un sabor moderadamente dulce,
alrededor de un 30-50% de la percepcion de dulzura que el azucar de mesa [33]. Estas
caracteristicas hacen que este tipo de compuestos sean adecuados para utilizarlos como sustitutos
del azlcar en alimentos y bebidas tales como caramelos, productos de confiteria, de panaderia,
productos fermentados, jugos de frutas, jaleas y postres [48, 50]. La oligofructosa se utiliza a
menudo en combinacion con edulcorantes de alta intensidad para reemplazar los azlcares y
proporcionar un perfil de edulcorante bien equilibrado nutricionalmente [33].

En este trabajo se pretende aprovechar el residuo generado del fiame (Dioscorea alata) a
partir del rechazo de exportacion del producto, para la extraccién de fructanas, debido a la riqueza
natural del flame en este compuesto. Las fructanas poseen usos potenciales en la industria

alimenticia, ya sea como edulcorante o fibra dietética.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Obtencion de la materia prima. El producto de fiame (Dioscorea alata) de rechazo utilizado
en esta investigacion se obtuvo a partir de la realizacion de un muestreo no probabilistico por
conveniencia, en la zona Huetar Norte de Costa Rica, donde se seleccionaron tres localidades de la
zona (Los Chiles, Upala y Guatuso), y se visitaron dos fincas en cada uno de estos sitios de interés.
En total se visitaron seis lotes en toda la region. En la Tabla 3 se muestran las especificaciones de
ubicacion y altura de cada uno de los lotes. La visita se realizd en época lluviosa, durante el mes de
noviembre, donde se recolectaron en cada uno de los puntos de 7 a 8 kg de fiame de rechazo (5 — 6

tubérculos).

Tabla 3. Especificaciones de los lotes en estudio de la zona Huetar Norte de Costa Rica.

Lotes en Region Latitud Longitud Altura
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estudio m
L1 Los Chiles (1) 10°47'44.40"N 84°35'30.51"0 122 +6
L2 Los Chiles (1) 10°47'49.10"N 84°35'46.90"0 1205
L3 Upala (2) 11° 1'54.50"N 85° 8'58.00"0 795
L4 Upala (2) 11° 1'15.30"N 85° 8'35.90"0 61+7
L5 | Guatuso (3) 10°41'21.10"N 84°52'50.90"0 98+38
L6 | Guatuso (3) 10°43'10.60"N 84°50'46.50"0 57+7

Tratamiento de la muestra. Se lavaron los tubérculos para eliminar la suciedad y se cortaron
en trozos de aproximadamente 2 — 3 cm de lado. Se incluyeron céscara y pulpa de los tubérculos. El
40% de la masa total de los tubérculos de cada lote se secd y se caracteriz6 segun los analisis que
requieren que la muestra se encuentre libre de humedad. El restante 60% se licud, almacend en
recipientes adecuados y debidamente etiquetados para conservarse a —20°C en un biofreezer, y ser

utilizado en el proceso de extraccion.

Tabla 4. Métodos de caracterizacion de los lotes de flame (Dioscorea alata) de rechazo.

Analisis Metodologia y referencia

Preparacion de la muestra seca ASTM D1757-013 [51].

Determinacion del porcentaje de humedad ASTM D4442-92 [52].

Determinacion del porcentaje de cenizas ASTM E1755-01 [53].

Determinacion del porcentaje de
solubilidad en agua fria

ASTM D1110-84 [54].

Determinacion del porcentaje de
solubilidad en agua caliente

ASTM D1110-84 [54].

Determinacion del porcentaje de grasa. Official Methods of Analysis of the Association

of Analytical Chemist AOAC 920.39 [55]

Determinacion del porcentaje de nitrgeno | Standard Methods Committe en 1997 [56], Sdnchez et
organico y proteina al. [57]

Determinacion del porcentaje de fibra Official Methods of Analysis of the Association
dietética total of Analytical Chemist (AOAC) [58]

Determinacion del porcentaje de Bender [9], Blanco—Metzler et al. [13], Ramirez [59]
carbohidratos totales

Determinacién de la concentracion de
minerales de importancia alimenticia

Espectroscopia de Absorcion Atémica, mediante la
Metodologia de la AOAC [58].

Caracterizacién de los lotes de fiame (Dioscorea alata) de rechazo. Se realizd6 una
caracterizacion al sustrato en estudio segun se muestra en la Tabla 4. Cada uno de los anélisis fue
realizado a los seis lotes en estudio, donde las determinaciones se efectuaron por triplicado o

cuadruplicado. Adicionalmente, se realiz6 un estudio de minerales a uno de los lotes en estudio.
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OBTENCION Y CUANTIFICACION DE LOS EXTRACTOS DE FRUCTANAS

Material experimental. Las muestras previamente licuadas y almacenadas a —20°C de
temperatura en un biofreezer se descongelaron en un bafio de agua hasta alcanzar la temperatura

ambiente para ser utilizadas en esta etapa

Disefio experimental. El disefio del experimento se llevd a cabo con la utilizacion del
paquete estadistico Minitab® version 16.1.0. Se utilizé un estudio factorial para la determinacion de
la mejor combinacion de factores en la obtencion de una mayor concentracion de fructanas en base
seca, la cual es la variable de respuesta en el experimento realizado. Los factores en estudio son la
temperatura en dos niveles (70 y 90°C), el tiempo en dos niveles (30 y 90 minutos de extraccion),
asi como los lotes de obtencion de la materia prima a 6 niveles (L1, L2, L3, L4, L5 y L6,
denominados de esta manera en la seccién 3.1). La utilizaciéon del software determind todas las
posibles 24 combinaciones de los tratamientos, con el cual se utilizo el criterio de aleatoriedad y se

denomind a cada combinacion como ensayos del 1 al 24, se utilizé una réplica para cada uno.

Extraccion de las fructanas y filtracion de los extractos. El desarrollo del proceso de
extraccion de las fructanas se llevd a cabo tomando como base las metodologias propuestas por
Zubaidah y Akhadiana [60], Judprasong et al. [61], Winarti et al. [21], asi como de la utilizacion
de la patente nimero 5.846.333 elaborada por Partida et al. [62].

Se determind la masa de 30 gramos de muestra por diferencia y se coloc6 en un balén de
fondo redondo de tres bocas, al cual se le afiadieron 120 mL de agua previamente calentada a una
temperatura de 50°C. El matraz se colocd en un sistema de extraccion, compuesto por un agitador—
calentador, bafio de agua, condensador y termometro. La temperatura y el tiempo de extraccion se
controlaron seguin los tratamientos de cada uno de los ensayos, con agitacion constante y
condensacion para evitar pérdida de volumen. Al finalizar el tiempo de extraccion se dej6 enfriar la
disolucion a temperatura ambiente. Una vez que se dejo reposar la solucion obtenida luego del
proceso, se decantd el extracto liquido y se pasé por una malla de nylon de 1 cm de poro. Luego, se
filtré al vacio utilizando crisoles de vidrio poroso de 30—40 pm con una capa de Celite® 545 como
medio filtrante. Por ultimo, el liquido obtenido se hizo pasar por filtros de jeringa de 0,80 y 0,45 um

de acetato de celulosa respectivamente hasta la obtencion del extracto final

Determinacion del porcentaje de fructanas en los extractos. La cuantificacion de las inulinas
presentes en los extractos se realizé mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia

HPLC, utilizando un detector de indice de refraccion y una columna del tipo amino; donde, se
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evaluaron primeramente los azUcares libres presentes y se realiz6 una posterior hidrélisis enzimatica
con amiloglucosidasa e inulinasa de Aspergillus niger para la obtencion de las concentraciones

finales del compuesto de interés presente en la muestra.

Optimizacion de la separacion cromatografica de los azlUcares en estudio. La
cuantificacion de los azlcares se realizd mediante la técnica de separacion cromatografica, de los
tres azUcares de interés: fructosa, glucosa y sacarosa. La correcta separacion de los picos se logro
mediante la ejecucion de un procedimiento con las condiciones descritas en la Tabla 5, elaborado a
partir de la realizacion de un estudio de articulos cientificos como los escritos por Judprasong et al.
[61], Krol y Grzelak [18], Vendrell-Pascuas et al. [63] y Xiaoli et al. [64], asi como el seguimiento
del método de la Comision Internacional de la Miel [65], y el procedimiento descrito por la norma
ASTM E1758-01 de cuantificacion de azUcares, mediante la técnica de cromatografia liquida de
alta eficiencia [65].

Tabla 5. Condiciones instrumentales utilizadas en el cromatografo liquido de alta
eficiencia Dionex UltiMate3000 para el desarrollo del método de cuantificacion.

Maodulo del equipo Condiciones cromatograficas

UltiMate 3000 Pump Flujo: 0,500 mL/min.

Fase Movil: 92% Acetonitrilo, 8% Agua.

UltiMate 3000 Autosampler| Columna SUPELCOSIL™ LC-NH,, 5 um, de 25 cm 4,6 mm
Column Compartment Temperatura en el compartimento de columna: 22°C
Temperatura en el compartimente de muestra: 15°C
VVolumen de Inyeccion: 200 pL

RI Detector, Shodex RI-101 | Temperatura: Off (ambiente, 22°C)

Polaridad: Positiva

En cada analisis cromatografico se cuantificaron los contenidos de los carbohidratos, para lo
que se prepararon curvas de calibracion con concentraciones que van de 0,600 a 6,000 mg/mL de
cada compuesto, preparados mediante la medicion directa de la masa en balones aforados de 50 mL,
utilizando agua destilada tipo I. Cada una de las disoluciones patréon se filtré utilizando filtros de
jeringa de 0,45 um de acetato de celulosa y se inyectaron en el cromatdgrafo bajo las condiciones
descritas en la tabla anterior. Ademas, como control de calidad para verificar la estabilidad y
reproducibilidad de los datos se analizd una muestra control de una concentracion de 2,400 mg/mL.

Para la cuantificacion de los azlcares y la determinacion de las areas y las concentraciones
tanto de los patrones como de las muestras se utilizé el software Chromeleon Server Version 6.80
SRIO Build 2818, Dionex Corporation.
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Cuantificacion de las muestras y proceso de hidrdlisis enzimatica. El procedimiento de

cuantificacion de las inulinas presentes se realiz6 mediante la metodologia propuesta por Prosky y
Hoebregs [67], en la cual las muestras son tratadas con amiloglucosidasa e inulinasa, y los aztcares
son determinados mediante la técnica de cromatografia liquida. La concentracion de los fructanos
presentes en las muestras se calculd por la diferencia de azlcares presentes en los dos tratamientos
enzimaticos y en la muestra inicial. Metodologias descritas por Wang et al. [68], Liu et al. [69] y

Andersen y Sorensen [70] respaldan el procedimiento ejecutado.

Purificacion con carbdén activado. La purificacion con carbon activado consiste en la
eliminacién de sustancias que son las causantes de producir turbidez, color y alteraciones en el
sabor y olor de un producto utilizado a nivel de industria alimenticia, como es el caso de los
extractos de fructanas, es por esta razon que se procedio a realizar esta etapa adaptando la
metodologia descrita por Partida et al. [62].

Separacion de las fructanas. La separacion de las fructanas presentes en los extractos en
estudio se baso en el método de produccion de jarabe de fructosa a partir de inulina mediante
ultrafiltracion descrito en la patente nimero 4,421,852 elaborado por Hoehn et al. [71] y en la
metodologia descrita por Alvarado et al. [72]. La ultrafiltracion es un proceso de separacion de
compuestos por pesos molecular mediante la utilizacién de una membrana semipermeable [9],
proceso implementado a escala de laboratorio para la realizacion de una distribucion de pesos
moleculares de las fructanas presentes en los extractos en estudio, mediante la utilizacion de
unidades de ultrafiltracion de 10 y 50 kDa (Advantec MFS, Inc. Modelos USY-1, USY-5).

Obtencion final de las fructanas. Existen diversas formas de obtener las fructanas segin sus
pesos moleculares, dichos compuestos de altos pesos moleculares se pueden desarrollar mediante la
técnica de secado de aspersion o Spray Dryer y liofilizacion. Mientras que las fructanas de cadenas
cortas como las oligofructosas y los fructooligosacaridos son obtenidos mediante la concentracion o
eliminacion del agua presente en el extracto, generando jarabes con caracteristicas prebioticas como
producto final. Para el desarrollo de un jarabe rico en fructanas de cadena corta, se procedio a
calentar a 60°C el extracto final obtenido posterior a la ultrafiltracion, utilizando la unidad de 10
kDa. El proceso fue realizado hasta alcanzar aproximadamente el 10% del volumen inicial de
extracto.

Caracterizacion de las fructanas presentes en el producto de fiame de rechazo. Como
parte de la caracterizacion de las fructanas obtenidas, se realizd un analisis térmico mediante la

técnica de termogravimetria. Ademas, se evaluod el peso molecular de las fructanas obtenidas con
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base en la técnica de cromatografia liquida con su variacion de exclusion por tamafio.

Caracterizacion térmica por Andlisis Termogravimétrico (TGA). El analisis de
termogravimetria (TGA) de las fructanas se realiz6 mediante la utilizacion de la norma ASTM
E1131-98 [73]. El anélisis termogravimétrico determina los cambios de masa de una muestra en
funcion de la temperatura y es utilizado para caracterizar la estabilidad térmica y descomposicién de
un material [74]. La determinacion consiste en el analisis de una masa de 5 mg de muestra, en una
atmosfera inerte, la cual es colocada en una capsula de platino, previamente tarada por el equipo. El
programa de analisis para la muestra, se realizé mediante un barrido desde los 25 hasta los 600 °C,
con un gradiente de temperatura de 20°C/min, utilizando una atmosfera inerte, con un flujo de
nitrégeno gaseoso de 60 mL/min.

Determinacion del peso molecular de las muestras finales. EI peso molecular de las
fructanas se determiné por la utilizacion de la técnica de cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC), también Ilamada cromatografia de permeacién en gel (GPC) [75]. Para la determinacion se
adapt6 un método con base en las metodologias descritas por Gémez— Ordoéfiez et al.[76] y de
Oliviera et al. [77] para el andlisis de muestras de polisacaridos. Para la obtencion del peso
molecular de las fructanas presentes en los ensayos, se prepararon seis patrones con concentraciones
de 2,0 mg/mL para pesos moleculares de 1.000, 5.000, 12.000, 25.000, 80.000 y 150.000 kDa.
Tanto los patrones como las muestras se inyectaron por duplicado en el cromatdgrafo utilizando dos
columnas en serie con tamafio de poro de 60 y 150 A, bajo las condiciones descritas en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones instrumentales cromatograficas utilizadas para la determinacion del
peso molecular de las fructanas extraidas mediante la técnica de GPC.

Modulo del equipo Condiciones cromatograficas
UltiMate 3000 Pump Flujo: 0,500 mL/min.
Fase Mévil: 100% Agua.
UltiMate 3000 Autosampler Columna Macrosphere GPC-60 um, de 250 mm-4,6 mm.
Column Compartment Columna Macrosphere GPC-150 um, de 250 mm-4,6 mm

Temperatura en el compartimento de columna: 25°C.
Temperatura en el compartimente de muestra: 17°C.
VVolumen de Inyeccion: 20 pL.

RI Detector, Shodex RI-101. Temperatura: Off (ambiente, 22°C)
Polaridad: Positiva

Las muestras que se analizaron fueron las de los ensayos 10 (L5, T90, t90) y 23 (L1, T70,
t90), las cuales presentaron mayor concentracion de fructanas segun la cuantificacion realizada

mediante la metodologia descrita anteriormente. El extracto utilizado es el obtenido posterior a la
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ultrafiltracion con la unidad de membrana de 10 kDa. Para la determinacion se utilizo el Extension

Pack para GPC del software Chromeleon Server Version 6.80 de Dionex Corporation, el cual
genera el peso molecular promedio de los picos presentes en el cromatograma y el porcentaje de

estos en la muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los lotes de fiame (Dioscorea alata) de rechazo.

Analisis proximal de las muestras en estudio. El fiame (Dioscorea alata) estd constituido
por una amplia variedad de compuestos y nutrientes de importancia alimenticia, caracteristicos
segun la variedad y las condiciones de cultivo de los tubérculos como el tipo de suelo, el climay la
altura. Por tanto, se ejecutd un analisis proximal del sustrato en estudio, que es referente segln
Nielsen [78] y Barquero [79] al contenido de humedad, ceniza, proteina, grasa y carbohidratos. En
la Tabla 7 se presentan los datos del analisis de las muestras de los lotes de fiame de rechazo

recolectadas e identificadas.

Tabla 7. Andlisis proximal de las muestras de fiame (Dioscorea alata) de rechazo en estudio.

Muestra en Humedad Cenizas Proteina Grasa Carbohidratos
estudio totales
Lote 1

) 72,7 +0,6% 15+0,1% 2,25+ 0,03% 0,63 + 0,04% 23,0 £ 0,6%

(Los Chiles)

Lote 2
) 70+ 1% 25+0,2% 1,49 £ 0,02% 0,57 = 0,02% 25+ 1%
(Los Chiles)
Lote 3
81 + 3% 4,6 +0,4% 1,90 £ 0,04% 0,41 + 0,02% 12 + 3%
(Upala)
Lote 4
79,6 +0,3% 6,3+0,1% 2,79+ 0,07% 0,36 + 0,02% 11,0 £ 0,4%
(Upala)
Lote 5
73,9 +0,9% 25+0,2% 0,90 + 0,04% 0,46 + 0,04% 22 + 1%
(Guatuso)
Lote 6
76 + 1% 46 +0,4% 1,27 + 0,06% 0,48 + 0,03% 18 + 1%
(Guatuso)

El porcentaje de humedad represento el principal constituyente del sustrato para cada uno de
los lotes en estudio, como lo muestran los resultados de la Tabla 7, donde el contenido de agua

alcanzé valores de entre 70,4 y 80,6%. EIl contenido de humedad en las muestras constituye un
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pardmetro importante, el cual es utilizado como un factor para facilitar el procesamiento de las
muestras, reduciendo los costos, el tiempo y generando una rentabilidad mayor en un proceso.

En lo que respecta al porcentaje de ceniza, los valores oscilan entre 1,5 — 6,3%, los cuales son
relativamente similares a los reportados por Sandi para la misma especie en Costa Rica con un
valor de 3,42% [2]. Los principales componentes de la ceniza segin Marshall son las vitaminas y
nutrientes como el calcio, hierro, potasio y magnesio [80]. Este ensayo en general para todas las
muestras presenta una la variabilidad alta, lo que se determina que los componentes minerales
relacionados al contenido de ceniza en las plantas superiores varian considerablemente, no solo de
una especie a otra, también en las mismas especies segun las condiciones de siembra, el tipo de
suelo y los agroquimicos utilizados. Los resultados del contenido de proteina van del 0,90 al 2,79%,
los cuales son valores relativamente bajos, en comparacién con fuentes naturales de proteina como
el pescado con porcentajes mayores al 20% [81], con lo que se determina que la especie de rechazo
en estudio no es un producto con alto valor nutritivo en este tipo de compuesto. Ademas, el sustrato
presentd porcentajes de grasa cercanos al 0,5% en cada una de las muestras, lo cual lo hace una
materia practicamente libre de grasa. El analisis de carbohidratos totales para las muestras presenta
valores en el rango de 11,0 — 25%. Estos porcentajes son considerados altos en comparacion a otras
fuentes de origen vegetal como la cebolla, con porcentaje de 7,2% determinado por el ITCR en un
estudio similar al del flame, estos carbohidratos forman parte de la estructura funcional de reserva

energética de la planta [82].

Como muestran los resultados, los Lotes 5, 1 y 2 presentan las mayores concentraciones de
carbohidratos con valores ascendentes respectivamente de 22, 23,0, y 25%. Estas muestras
representan ser las de mayor importancia sin dejar de lado las demaés, debido a que las fructanas
forman parte de los carbohidratos totales, siendo parte de los polisacaridos no amilaceos
correspondientes, por definicion segun Bender [10] carbohidratos no disponibles o en su caso fibra
dietética total, término general para los carbohidratos presentes en alimentos que no son digeridos

por las enzimas digestivas, al ser fermentados por bacterias en el intestino [83].

En la Tabla 8, se muestran los resultados promedio obtenidos para la determinacion de la
solubilidad en agua fria y caliente, evaluando los seis lotes en estudio de fiame de rechazo

(Dioscorea alata).

La determinacion del porcentaje en agua fria muestra un rango de concentraciones entre 22 y

el 30,7 %, referente a la presencia de taninos, colorantes, gomas y azucares segin la norma ASTM
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D1110-84 (70). El analisis de la solubilidad de las muestras en agua caliente presenta porcentajes

desde el 27 hasta el 37,8%, concentraciones mayores a las del anlisis en agua fria, indicativo de la
presencia de almidones y sus derivados, debido a sus caracteristicas hidrosolubles a la temperatura
de ebullicion del agua, lo que demuestra que la prueba es confirmatoria de la presencia de estas
sustancias en los lotes de interés, relacionado proporcionalmente con la presencia de fructanas al ser

compuestos solubles en agua [10, 83].

Tabla 8. Determinacion del porcentaje de solubilidad en agua caliente y fria de las muestras
de flame (Dioscorea alata) de rechazo en estudio.

Muestra en estudio Solubilidad en agua Solubilidad en agua
fria caliente
Lote 1 (Los Chiles) 26,5 +0,5% 32,2 +0,6%
Lote 2 (Los Chiles) 24,3+0,9% 27+ 1%
Lote 3 (Upala) 29 £ 2% 37,8 +£0,2%
Lote 4 (Upala) 30,7 +0,7% 33+2%
Lote 5 (Guatuso) 22 + 1% 29,3+ 0,3%
Lote 6 (Guatuso) 30+ 1% 32,8 +0,8%

Evaluacion del porcentaje de fibra dietética total. La fibra dietética total por definicién
segun Yang et al. [10] es aquella parte comestible de las plantas o en su caso carbohidratos que son
resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado humano, con la fermentacion completa
o parcial en el intestino grueso [12]. Es por esta razon que integrar la medicion de la fibra dietética
total es determinante en la investigacion, al estar compuesta por fibra dietética soluble e insoluble
[9], y ser las inulinas y sus derivados de oligofructosas azlcares fermentables y con
comportamientos de fibra dietética soluble en el tracto intestinal [12, 34]. En la Tabla 9, se
muestran los resultados de fibra dietética total obtenidos para cada una de las muestras, ademas del
porcentaje de carbohidratos disponibles.

Los porcentajes de fibra dietética total en base himeda presentan valores que se encuentran en
el intervalo del 2,9 al 7,2%. Determinaciones relativamente altas con respecto a los porcentajes
citados por Blanco—Metzeler et al. [13] para la misma especie en estudio (Dioscorea alata) con
valores de 2,3% en base humeda.
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Tabla 9. Determinacion del porcentaje de fibra dietética total y
carbohidratos disponibles en las muestras de fiame (Dioscorea alata) de
rechazo en estudio.

Muestra en estudio Fibra dietética total Carbohidratos disponibles
Lote 1 (Los Chiles) 47+ 0,2% 18,2 £ 0,6%
Lote 2 (Los Chiles) 6,8 £ 0,5% 18+ 1%
Lote 3 (Upala) 3,8+0,6% 9+3%
Lote 4 (Upala) 29+0,2% 8,1 +0,4%
Lote 5 (Guatuso) 54 +0,2% 17 + 1%
Lote 6 (Guatuso) 7,2+0,2% 10+ 1%

*Carbohidratos disponibles = carbohidratos totales — fibra dietética total

A partir de estos resultados se puede relacionar el contenido de fibra dietética total con la
concentracion de fructanas presentes en las muestras, debido a que parte de la fibra dietética total
pertenece a este tipo de compuestos; por lo tanto, se realiz6 un analisis estadistico para evaluar la
relacion de las muestras con respecto a los lotes de interés. Se determind como variable de respuesta
el porcentaje de fibra dietética total y como factor los lotes, siendo la hipotesis nula que los lotes
sean iguales y la hipétesis alternativa que sean diferentes [84].

L1 L2 L3 L4 L5 L6

Lotes en estudio

-

h
1

S o= 2w
1

%o de Fibra Dietética Total

Figura 6. Porcentaje de fibra dietética total para los lotes en estudio.

La Figura 6 muestra la independencia de cada uno de los lotes del estudio, ademas que el Lote
3 evidencia ser la muestra con una variabilidad mayor y por el contrario el Lote 4 la que presenta
una menor desviacion. También, se puede observar como los Lotes 2 y 6 presentan los porcentajes

maés altos de fibra dietética total. Al realizar el analisis estadistico, se presentan resultados para el
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valor p de 0 en el test de varianzas iguales, el cual es menor al nivel de significancia (p < 0,05). Por

esta razon, hay evidencia estadistica para aceptar la condicion de que los datos sean diferentes, al

rechazar la hipétesis nula.

Los lotes que presentan una mayor concentracion de fibra dietética total son el Lote 2 (6,8 +
0,5%) vy el Lote 6 (7,2 = 0,2%). Es por esta razon que al estar relacionado el anélisis con la
concentracion de fructanas, estos dos lotes podrian presentar una mayor concentracion de inulina y
sus derivados, y el Lote 4 al poseer la concentracion mas baja de fibra dietética (2,9 + 0,2%) sea la

muestra con menor contenido de estos compuestos.

Determinacion de la concentracion de minerales de importancia alimenticia. La
importancia nutricional y funcional de algunos minerales presentes en altas concentraciones y de
forma natural en productos alimenticios es relevante de analizar, ya que pueden ser una fuente
nutricional especifica de algin elemento que posea caracteristicas beneficiosas para la salud
humana, al prevenir enfermedades y mantener un equilibrio metabolico adecuado. Es por esta razon
que se decidio realizar un andlisis de los principales minerales como el potasio, calcio, sodio, zinc y

manganeso mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atomica [85, 86].

La muestra Lote 3 se escogid para esta determinacion debido al contenido de ceniza que
presenta, ya que su valor de 4,6 + 0,4% es un porcentaje intermedio obtenido en relacion a los
demas lotes, este andlisis esta relacionado estrechamente a la presencia de minerales de importancia

alimenticia. Los resultados del anélisis de minerales se presentan en la Tabla 10 a continuacion.

Tabla 10. Resultados del anéalisis de minerales al
Lote 3 (11° 1'54.50"N, 85° 858.00"0) de fame
(Dioscorea alata) proveniente de la zona Huetar Norte
especificamente de Upala.

Minerales Concentracion
Potasio 2,0 £ 0,4% m/m
Cinc 23 =1 mg/kg
Manganeso 36,4 + 0,5 mg/kg
Calcio 609 + 7 mg/kg
Magnesio 67 = 1 mg/kg
Sodio 295 + 8 mg/kg

*Concentraciones en base hiimeda

Los resultados muestran concentraciones de potasio de 2,0 + 0,4 g en 100 gramos de sustrato,
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donde en relacion con los datos que presenta el Institute of Medicine of the National Academies [87]
de RDA (Recommended Daily Allowance) que por definicion segin Bender es la concentracion de
nutrientes requeridos por dia determinados mediantes estudios en poblaciones [9], presentan para el
potasio concentraciones de 2,8 a 3,3 g/dia para hombres y 2,2 a 2,4 g/dia para mujeres en edades
entre 19 a 50 afios. Esto evidencia que el sustrato en estudio estd compuesto por una alta
concentracion de potasio, el cual con un consumo de 100 g puede incluso cubrir el requerimiento
nutricional del mismo. El potasio es un componente importante en los fluidos celulares y del
cuerpo, el cual beneficia en controlar la frecuencia cardiaca, la presion arterial y una disminucion en
los riesgos de padecer enfermedades cardiovasculares al contrarrestar los efectos de hipertension
provocados por excesivas concentraciones de sodio [88, 89].

Las concentraciones de cinc y manganeso presentan valores de 23 £ 1y 36,4 + 0,5 mg/kg,
respectivamente, las cuales son de valor nutricional medio, ya que la ingesta recomendada diaria es
de 8 y 11 mg/dia para el zinc y de 1,8 y 2,3 mg/dia para el manganeso en mujeres y hombres
respectivamente, en edades de entre los 19 y 50 afios [90]. El zinc es un nutriente requerido
necesario para la adecuada sintesis de proteinas, asi como para la formacién de colageno,
indispensable para mantener un sistema inmunoldgico sano Yy evitar el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y renales [90, 91]. EI manganeso interviene en la formacion de los huesos y
reacciones especificas relacionadas con los aminoacidos, el colesterol y el metabolismo de
carbohidratos [90]. Por ultimo, los valores para el calcio, magnesio y sodio son considerados bajos

en comparacion con los de RDA [87, 90].

Analisis del proceso de extraccion de las fructanas y obtencion de los extractos. La
extraccion de las fructanas contenidas en la especie Dioscorea alata de rechazo de las muestras de
interés se basd en la solubilidad que presenta este compuesto en agua caliente. A escala de
laboratorio se utiliz6 la misma relacién de muestra y agua (30 g en 120 mL) para todos los ensayos
del disefio, aprovechando a su vez que el porcentaje de humedad de las muestras tiene valores muy
similares. Roberfroid [92] y Frank [26] han reportado que las inulinas son compuestos solubles en
agua, los cuales presentan una solubilidad de 120 g/L a una temperatura de 25°C, especificamente

para la inulina estandar comercial obtenida a partir de achicoria [26].

La extraccién de las fructanas se realizo utilizando el disefio de experimentos a dos
temperaturas (70 y 90°C) y dos tiempos (30 y 90 minutos) para cada una de las muestras, mediante
el uso de un baldn de tres bocas acoplado a un condensador para evitar la pérdida de volumen en el

proceso. La solucidn resultante fue filtrada utilizando membranas de distintas porosidades hasta la
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obtencion de un extracto clarificado al eliminar las impurezas presentes. El extracto final presenta
una coloracién amarilla palida, ademas es un liquido con una viscosidad cinematica de 5,561 *
0,008 mm?s*, mayor al valor del agua (0,960 mm?s?) a 22°C [93], este parametro fue
determinado al ensayo 11 perteneciente al Lote 2 en estudio, el cual presenta la mayor
concentracion de carbohidratos totales segun la caracterizacion realizada. La prueba se ejecutd
mediante la utilizacion de un viscosimetro N° 200 Cannon-Fenske calibrado. Este ensayo fue
importante debido a que la presencia de sélidos solubles afecta la viscosidad del extracto, y a

medida que incrementa la concentracion de azucares aumenta la viscosidad [94].
Cuantificacion de las muestras

Hidrolisis enzimética. Las inulinas estan compuestas por unidades de fructosa enlazadas
quimicamente por enlaces B — (2 —1) fructosilfructosa, ademas de presentar enlaces del mismo tipo
entre fructosas y glucosas terminales. Esta molécula puede ser hidrolizada en fructosas y glucosas
mediante la utilizacion de la enzima inulinasa de Aspergillus niger. La cromatografia liquida de alta
eficiencia con detector de indice de refraccion ha sido ampliamente utilizada en la determinacion de
azucares y oligosacaridos. La concentracion de fructanas en los extractos obtenidos se determind
mediante la metodologia descrita, donde se evalian los azucares libres presentes en el extracto,
especificamente fructosa, glucosa y sacarosa. Posteriormente, se realiza la hidrolisis enzimatica,
iniciando con la adicion de 20 pL de amiloglucosidasa de Aspergillus niger y luego con 20 pL de

inulinasa del mismo microorganismo.

La amiloglucosidasa utilizada tiene un pH y una temperatura 6ptima de actividad enzimatica
de 3,6 a 4,8 y 60°C respectivamente, para la hidrdlisis de enlaces glucosidicos o — (1—2) y o —
(1—6) presentes en la amilosa y amilopectina, componentes principales del almidén, para la
obtencion de B-D—glucosa [95, 8]. La inulinasa que es una mezcla de endo—inulinasa y exo—
inulinasa obtenida a partir de Aspergillus niger es una enzima comercial con una densidad
aproximada de 1,2 g/mL vy actividad enzimatica entre 1,5 y 2,0 U/mg. La enzima posee un pH
dptimo de accion a una temperatura de 60 °C en el rango de 4,2 a 5,0 y tiene como funcién la
hidrolisis de los enlaces B—(2—1) fructosidicos ligados en la inulina como se muestra en la Figura 7
[96-68].

PARAMETROS DE DESEMPENO

Curvas de calibracion y linealidad. La linealidad del método de analisis mediante la técnica

de cromatografia de alta eficiencia fue evaluada para los azucares fructosa, glucosa y sacarosa.
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El parametro de desempefio de la linealidad se estim6 mediante las curvas de calibracién para
cada uno de los carbohidratos, de los cuales se prepararon seis niveles de calibracion (k = 6). Los

resultados para el andlisis de linealidad en las curvas de calibracion se observan en la Tabla 11.

CH,OH
o]
OH
OH ~<— Inulinasa
e o B
CH,0H o Reduccién de los enlaces
B-(2—1) fructosilglucosa
k OB J
CH
OH 2
CH,0H o O = Inulinasa
o) Reduccion de los enlaces
B-(2—1) fructosilfructosa
CH
L OH | A
CH,OH o (0]
—>
CH,0H
OH

Figura 7. Accion de la inulinasa de Aspergillus niger [97].

Tabla 11. Estimadores estadisticos utilizados para evaluar la linealidad
del HPLC para los carbohidratos en estudio, con un &mbito de concentracién

de 0,6 a 6,0 mg/mL.
Estimadores estadisticos
Compuesto
R? Fanova Linealidad
Fructosa 0,99954 8735 cumple con I?s fastlmadores
estadisticos
I I i
Glucosa 0,99932 5922 cumple con (?s _estlmadores
estadisticos
Sacarosa 0,99885 3472 cumple con I(?s fastlmadores
estadisticos

Como se puede observar en la Tabla 11, tanto la fructosa, la glucosa y la sacarosa cumplen a
cabalidad con los estimadores estadisticos para la verificacion de la linealidad. Para el caso de la
fructosa se obtuvo un valor de R? muy cercano a 1, evidenciando una muy buena linealidad.
Ademas, la glucosa y sacarosa presentan un buen comportamiento al mostrar valores de R®

superiores a 0,9975. Por lo tanto, como podemos ver en este caso, los tres azucares cumplen con
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dicho requisito [98].

De la misma manera la fructosa con el estimador estadistico de Fanova presenta un valor muy
lejano de la unidad, esto es indicativo de una excelente linealidad. Se puede ver una disminucion en
el valor de Fanova para la glucosa y sacarosa respectivamente, pero ambos poseen un
comportamiento de linealidad, al presentar valores para los estimadores mayores y lejanos de 1
[98].

Realizar un patrén de control es de suma importancia en un trabajo de cuantificacion, para
verificar la estabilidad y reproducibilidad de los datos de manera rapida y adecuada. El patron de
control presentd un resultado promedio para fructosa de 2,312 mg/mL con un RDS de 1,39%,
obteniéndose un porcentaje de sesgo de 3,99%, estos valores son menores al 5 % por lo que se
evidencia una adecuada cuantificacion [99]. Los valores para la glucosa y sacarosa se pueden

observar en la Tabla 12 a continuacion, cumpliendo dicho requerimiento.

Resolucion. El objetivo principal de las técnicas cromatograficas es la separacion de los
componentes individuales o de los solutos en las muestras, por lo tanto, es indispensable obtener un
adecuado valor de resolucion entre picos de interés. La resolucion (Rs) segin McGuffin [100] es un
parametro utilizado para expresar la medida de la separacion entre dos picos adyacentes,
determinado a partir de los tiempos de retencion, asi como de los anchos de los picos [100]. La
Figura 8 muestra un cromatograma tipico para obtener una completa separacion de la fructosa,

glucosa y sacarosa.

Tabla 12. Verificacion de la reproducibilidad y estabilidad de los datos de la curva de
calibracion mediante la ejecucion de un patron control de concentracion conocida.

Concentracion
Compuesto promedio del patron % RDS % de sesgo
control
Fructosa 2,312 mg/mL 1,39% 3,99%
Glucosa 2,489 mg/mL 0,42% 3,80%
Sacarosa 2,2866 mg/mL 0,91% 4,64%

Los cromatogramas obtenidos presentan una adecuada separacion de los compuestos de
interés, mostrando que la fructosa obtuvo un valor de resolucién en cada una de sus corridas mayor
a 2,56 con respecto a la sefial de glucosa, asi mismo, la glucosa presentd una resolucién mayor al

11,65, evidenciando la correcta separacion entre ellos, presentando una buena eficiencia y
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selectividad. Valores de resolucion mayores a 1,5 son necesarios para realizar analisis cuantitativos
adecuados [100], como se puede observar en la Figura 8, la completa separacion de los analitos se
ve reflejada en los valores de resolucion, que para este caso son valores muy grandes.

Evaluacion de los carbohidratos. Las cuantificaciones iniciales de los azucares libres en las
muestras fueron de vital importancia para determinar la concentracion de fructanas descritas por
Prosky y Hoebregs (84), en las ecuaciones de la 12 a la 16 de la seccion 3.4.4.2. En cuanto a la
fructosa, se determind la concentracion libre (FruL) en el extracto y la concentracion de fructosa

proveniente de la hidrolisis con inulinasa de las fructanas (FruT).

Por otra parte, se determiné el contenido de glucosa inicial, que se compone de la glucosa en
forma libre mas la proveniente de la hidrolisis enzimatica de almidones y sus derivados (Glcl =
GlcL + GlcA). Ademas, se cuantifica la concentracion de glucosa total, que es la posterior al

proceso de hidrolisis con inulinasa, de las fructanas (GIcT).

FAR oy LI—?I‘J

15,0

= 2tched Fruciosa
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J——

52953 Sacarosa

r

e
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. wl

Figura 8. Perfil de carbohidratos presentes en el extracto de fiame de rechazo.

En la Figura 9 se muestran las concentraciones para los ensayos 4, 23, 8 y 2, pertenecientes a
la muestra Lote 1, determinadas mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia. Se
presentan los promedios de los carbohidratos en su concentracion inicial y total (posterior a los
tratamientos enzimaticos), necesarios para obtener los contenidos de fructosa y glucosa
provenientes de la hidrolisis enzimatica de las inulinas extraidas. Los resultados de los demas lotes

presentan un comportamiento similar al grafico mostrado.
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Figura 9. Concentracion de los azlcares obtenidos para los ensayos pertenecientes a la muestra Lote 1, segdn los
tratamientos de temperatura y tiempo, antes y después del proceso enzimético, a) Ensayo 4, Lote 1, extraccion a 70°C
por 30 min, b) Ensayo 23, Lote 1, extraccién a 70°C por 90 min, ¢) Ensayo 8, Lote 1, extraccion a 90°C por 30 min, d)
Ensayo 2, Lote 1, extraccion a 90°C por 90 min.

Se analiza la fructosa, donde especificamente para el grafico a. se muestra una concentracion
de fructosa total mayor con respecto a la concentracién del monosacarido libre o inicial en el
extracto. La concentracién aument6 de 1,01 + 0,04 mg-mL ™ a 2,46 + 0,08 mg-mL*, en porcentajes

se muestran incrementos del 143,58%. Los ensayos presentes en los graficos b) (195,58%), c)
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(246,38%) y d) (157,52%) para fructosa muestran un incremento superior e igual de alto,

evidenciando el aumento en la concentracion de la fructosa proveniente de las inulinas presentes.

El grafico a) de la Figura 9 muestra un incremento del 66,75% en el contenido de glucosa,
donde la concentracién pasé de 2,06 + 0,09 a 3,4 + 0,2 mg-mL . Los ensayos presentes en los
graficos b) (30,14%), c) (7,27%), y d) (30,89%) muestran incrementos inferiores, no obstante,

evidencian el comportamiento creciente.

El aumento de concentracion determinado en ambos casos se debe a las moléculas de fructosa
y glucosa proveniente de las inulinas. Ademas, hay un aporte tanto de fructosa como de glucosa por
parte de la sacarosa libre, ya que este compuesto presenta enlaces f — (2—1) entre la fructosa y la
glucosa, los cuales son hidrolizados por la enzima inulinasa, es por esta razon que las ecuaciones
descritas por Prosky y Hoebregs [67] poseen una correccion de sacarosa al ser dividida la

concentracion del azdcar libre entre un factor de 1,9.

El incremento en la concentracion de las fructosas totales se debe a que las fructanas por
definicion [9] son polimeros compuestos por cadenas de fructosas. Por otra parte, el incremento de

la glucosa se debe a la presencia como grupos terminales o en ramificaciones de las inulinas.

Evaluacion del contenido de fructanas de las muestras en estudio. Los porcentajes de
fructanas obtenidos para los ensayos de los lotes en estudio se encuentran dentro en la Tabla 13,
donde se pueden observar valores en un intervalo de 0,22 a 3,8% en base seca de fructanas. Los
valores determinados se evalian con base en un analisis estadistico, para evaluar la relacién de la
concentracion de fructanas como porcentaje, con respecto a los lotes en estudio, al tiempo (30 y 90

minutos) y a la temperatura (70 y 90°C).

En lo que respecta al anélisis estadistico, se realiz6 una evaluacion del tipo ANOVA, donde la
validez de los resultados obtenidos queda supeditada a que los supuestos del modelo se cumplan,
como lo son la normalidad, varianza constante e independencia de los datos. Esto quiere decir, que
la variable de respuesta en cada tratamiento se debe distribuir de manera normal, con la misma
varianza en cada tratamiento y las mediciones deben de ser independientes (101). Los graficos de
residuos determinaron que los supuestos no se cumplen, por esta razén se utilizaron las pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis, las cuales no asumen normalidad en los datos, en oposicion al
tradicional analisis de varianzas, pero si asume bajo la hipotesis nula que los datos provienen de la

misma distribucion.

En primer lugar, se determind como variable de respuesta el porcentaje de fructanas y como
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factor los lotes, siendo la hipotesis nula que los lotes sean iguales y la hipotesis alternativa que sean

diferentes. El analisis de Kruskal-Wallis presenta resultados para el valor p de 0,018, el cual es
menor al nivel de significancia (p < 0,05). Por esta razén, hay evidencia estadistica para aceptar la
condicion de que los datos sean diferentes, al rechazar la hipotesis nula. Con esto podemos decir
que con respecto al porcentaje de fructanas (variable de respuesta) los lotes en estudio (factor) son
diferentes entre si. Esto respalda lo dicho para el caso de la fibra dietética total, donde se determina

que los lotes en estudio son independientes y diferentes uno de otro.

Tabla 13. Rendimiento de la extraccion de fructanas en las muestras de fiame (Dioscorea
alata) de rechazo.

Muestra en estudio Temperatura 70°C, Temperatura 70°C, Temperatura 90°C, Temperatura 90°C,
tiempo 30 min tiempo 90 min tiempo 30 min tiempo 90 min
Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Lote 1
+ + + +
(Los Chiles) 1,52 £0,33 2,85 +0,52 1,59 £0,37 38+£1,0
Lote 2
+ + + +
(Los Chiles) 0,55+ 0,27 0,89 0,24 1,56 £ 0,62 1,80 £0,90
Lote 3 1,85+ 0,32 2,37+0,35 2,91+ 0,44 1,93+0,65
(Upala)
Lote 4
0,28 £ 0,41 0,22 +£0,33 0,12+0,33 0,50 £ 0,46
(Upala)
Lote 5 (Guatuso) 0,57 £0,39 0,73+0,29 3,66 £ 0,81 3,26 £0,28
Lote 6 (Guatuso) 1,16 £0,31 0,85+0,33 1,10 £ 0,65 1,92 £0,61

Como en el caso de la fibra dietética total, el porcentaje de carbohidratos y la concentracion
de fructanas mediante los métodos de extraccion aqui utilizados, los lotes en estudio se pueden
considerar diferentes, algunos con concentraciones mayores que otros, debido a las caracteristicas
independientes que presentan con base en la forma de crecimiento, el clima y el tipo de suelo, que
hacen que los tubérculos generen mayor o menor cantidad de carbohidratos totales, relacionados

con el contenido de fibra dietética total y por ende con el porcentaje de fructanas.

En segundo lugar, se evalud el porcentaje de fructanas y como factor el tiempo de extraccion,
siendo la hipotesis nula que el tiempo de extraccion sea igual y la hipotesis alternativa que sea
diferente. De acuerdo con los resultados obtenidos para el ensayo de Kruskal-Wallis,
estadisticamente el tiempo de extraccion es igual al aceptar la hipétesis nula, debido a que el valor p
es de 0,386, el cual es mayor al nivel de significancia (p > 0,05). Esto quiere decir, que al aceptar la
hipbtesis nula existe evidencia para afirmar que estadisticamente los tiempos en evaluacion son
iguales al no generar una diferencia significativa en los porcentajes de fructanas obtenidos. Con los

resultados se evidencia, que con los dos tiempos, se puede obtener la misma concentracion de
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fructanas. No obstante, ejecutar extracciones con tiempos de 90 minutos puede generar costos

mayores, debido a que se debe utilizar energia por un mayor tiempo en el proceso.

En tercer lugar, se evaluo el porcentaje de fructanas y como factor la temperatura de
extraccion, siendo la hipotesis nula que la temperatura en evaluacion sea estadisticamente igual y la
hipotesis alternativa que sea diferente. El ensayo de Kruskal-Wallis gener6 como resultado un valor
p de 0,065, el cual es mayor al nivel de significancia (p > 0,05), donde se determina que hay
evidencia estadistica para aceptar la hipdtesis nula y por consiguiente rechazar la condicion de que
los datos no son independientes, es decir que las temperaturas en estudio son iguales. En la Figura
10 se muestran los resultados obtenidos para la cuantificacion de fructanas en funcion de los lotes,
los tiempos y las temperaturas estudiadas.

Se puede observar que los Lotes 1, 3 y 5 presentan las mayores concentraciones de fructanas,
mientras que en el Lote 4 genera los contenidos mas bajos. Los resultados muestran como el Lote 1
a mayor tiempo y temperatura de extraccion presenta el valor mas alto (3,8 + 1,0%) en el contenido
de fructanas de todo el estudio. Ademas, el Lote 5 genera resultados similares a una temperatura de
90°C sin que exista diferencia significativa en el tiempo de extraccion (3,66 £ 0,81y 3,26 + 0,28%).

Siendo estos tres tratamientos los que presentan las mayores concentraciones de fructanas.

Por otro lado, como una tendencia general, se evidencia que a mayor tiempo de extraccion se
obtiene una mayor concentracion de fructanas. Asi como, al aumentar la temperatura de extraccion

se presenta un incremento en la concentracion del compuesto de interés.

Es importante resaltar que, aunque el modelo estadistico para todos los datos muestra valores
de p mayores a 0,5, donde se determina que las temperaturas son estadisticamente similares entre si,
al realizar un analisis individual de los lotes, se puede observar como en el Lote 5 al incrementar la
temperatura en 20°C para los ensayos a 30 minutos el rendimiento crece en 3,09%, y para 90
minutos de extraccidn el incremento es de 2,53%. Por tal razon, es de considerar que el incremento

es significativo para la obtencion de una mayor concentracion de fructanas.

Para el caso del tiempo, al evaluar el Lote 1 de manera independiente se puede observar como
un incremento de 30 minutos en el proceso de extraccién genera una mayor concentracion de
fructanas, en un 1,33% para los ensayos a 70°C y un aumento de 2,21% para el tratamiento de 90°C,
a pesar de que el andlisis estadistico de todos los datos presentado anteriormente generd valores de
p mayores a 0,5. Por esta razén, es importante considerar estas diferencias en funcion al

escalamiento del proceso y al consumo energético implicado.
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Figura 10. Comparacion del porcentaje de fructanas como la variable de respuesta con
respecto a los factores en estudio (lote, tiempo y temperatura).

Por ultimo, con respecto a los resultados obtenidos para el estudio realizado en este caso se
puede determinar que para obtener porcentajes de extraccion de fructanas mayores se deben realizar
procedimientos con temperaturas de 90 °C durante un tiempo de extraccion de 90 minutos.

Figura 11. Purificacion con carbon activado. a) extracto sin tratar, b) extracto purificado.

Purificacion con carbén activado. La utilizacién de carbdn activado se efectud para
purificar el extracto al eliminar sustancias causantes de producir alteraciones en el color, olor, sabor
y turbidez de un producto. La Figura 11 presenta el extracto antes y después del proceso, en (a) el
extracto obtenido posterior a la filtracion de 0,45 um y en la seccion (b) muestra el mismo extracto
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purificado con carbon activado. Se denota la efectividad en el tratamiento de purificacion realizado,

al eliminar la presencia de particulas que generan turbidez y por tanto, la coloracion cambia del
amarillo palido inicial a transparente. Esto es un parametro muy importante a nivel alimenticio y de
mercado, puesto que el producto final posee un agradable aspecto visual y no posee olores

desagradables.

Purificacion con carbdén activado. La utilizacion de carbon activado se efectud para
purificar el extracto al eliminar sustancias causantes de producir alteraciones en el color, olor, sabor
y turbidez de un producto. La Figura 11 presenta el extracto antes y después del proceso, en (a) el
extracto obtenido posterior a la filtracion de 0,45 um y en la seccion (b) muestra el mismo extracto
purificado con carbén activado. Se denota la efectividad en el tratamiento de purificacion realizado,
al eliminar la presencia de particulas que generan turbidez y por tanto, la coloracion cambia del
amarillo palido inicial a transparente. Esto es un parametro muy importante a nivel alimenticio y de
mercado, puesto que el producto final posee un agradable aspecto visual y no posee olores

desagradables.

CARACTERIZACION DE LAS FRUCTANAS PRESENTES EN EL PRODUCTO DE
NAME DE RECHAZO

Caracterizacion térmica por analisis termogravimétrico (TGA). Como se puede
observar en la Figura 12, el termograma referente a una muestra de fructanas presenta un primer
evento térmico desde los 25 hasta los 100°C, el cual corresponde a la perdida de agua que contiene
la muestra, correspondiendo aproximadamente a un valor superior al 12% de pérdida de masa en la
muestra inicial. Ademaéas, se observa un segundo evento térmico correspondiente a la
descomposicion del polimero, con una pérdida de peso alrededor del 73%, presentando una
temperatura de descomposicion maxima de 336,93°C, relativamente superior a las que son
reportadas por Espinoza—Andrews y Urias—Silvas [101] en el 2012, con valores de descomposicion
para las fructanas extraidas de Agave tequilana weber variedad azul a los 230°C, esto debido a las
diferencias estructurales que presentan los compuestos de interés al ser obtenidos a partir de fuentes
de distintas especies.

Las aplicaciones de las fructanas en la industria alimenticia poseen un futuro promisorio, es
por esta razon que realizar una evaluacién de la estabilidad térmica de estos compuestos, permite

determinar que las inulinas extraidas a partir de fiame de rechazo en la zona de estudio, pueden ser
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incorporadas en procesos industriales alimenticios con temperaturas altas no superiores a los 330°C,

la cual es la temperatura de descomposicion maxima que presenta el material.
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Figura 12. Termograma para una muestra de fructanas, extraida de fiame (Dioscorea alata) de

rechazo de la zona Huetar Norte.

Determinacion del peso molecular mediante GPC. La determinacion de la distribucion de
peso molecular de las fructanas obtenidas a partir de flame de rechazo de la especie en estudio es de
suma importancia, en vista de las diferencias en las propiedades funcionales que exhiben las
inulinas con base en su masa molecular. Por ejemplo, la solubilidad de las fructanas decrece con
forme incrementa el grado de polimerizacion de las mismas. Ademas, esto infiere en el hecho de
que las fructanas de cadena corta (DP < 10) son principalmente jarabes y presentan caracteristicas
alimenticias que les permiten ser consideradas como de sustitutos de azucar, mientras que inulinas
de cadenas largas (DP > 10) pueden ser utilizadas como fibra dietética 0 sustituto de grasas [33,

102].

Es por tal razdn, que se ejecutd el ensayo de peso molecular utilizando la técnica de
cromatografia de permeacion en gel (GPC) equipado con un detector de indice de refraccién para lo
obtencion del peso molecular promedio de las fructanas presentes. El analisis se realiz6 para dos de

los ensayos obtenidos a partir de la realizacion de las extracciones, basandose en los tratamientos
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determinados mediante el disefio estadistico, los cuales presentaron las dos concentraciones

mayores de inulinas segun la cuantificacion enzimatica ejecutada.

El ensayo 10 referente al Lote 5, con un tratamiento de extraccion a 90°C por 90 minutos,
presentd compuestos con pesos moleculares promedio de 1.485 + 291 Da en un 15,67%, mientras
que 84,33% restante corresponde a pesos moleculares inferiores a 1.000 Da. Por otro lado, el
Ensayo 23 perteneciente al Lote 1, con extraccion de 90 minutos a 70°C presentd en su totalidad

pesos moleculares menores a 1.000 Da.

Los pesos moleculares promedio para los dos ensayos realizados son cercanos o inferiores a
1.000 Da, por lo que se determiné que las fructanas extraidas y presentes en este estudio a partir de
fiame de rechazo son de pesos moleculares bajos o de cadena corta (DP < 10), las cuales pueden ser
utilizadas como sustitutos del azucar. En comparacion con otras fuentes como la raiz de achicoria
que presentan grados de polimerizacion de 10 — 60 [27], las cuales son utilizadas como sustitutas de
grasas.

CONCLUSIONES

Esta investigacion demuestra que es posible realizar la extraccion de las fructanas en agua
caliente a partir de fiame de rechazo de la especie Dioscorea alata de la zona Huetar Norte del pais,
debido a la solubilidad que presentan estos compuestos en agua caliente. Esto a partir de la
metodologia propuesta en el trabajo, que resulta eficiente y se obtienen porcentajes de extraccion de

hasta un 3,8% en base seca del sustrato en estudio.

Ademas, ha permitido desarrollar una ficha técnica del sustrato de interés para cada uno de los
puntos de muestreo, demostrando que el filame de la especie Dioscorea alata es una fuente valiosa

para la extraccion de carbohidratos y fibra dietética.

A través del muestreo realizado ha sido posible determinar en cual punto de los evaluados en
la zona Huetar Norte de Costa Rica es posible obtener una materia prima de rechazo con mayor
valor contenido en fructanas. Esta investigacion demostr6 que el Lote 1, ubicado en el cantdn de los
Chiles (10°47'44.40"N, 84°35'30.51"0) posee la concentracion mayoritaria con una concentracion

de 3,8 + 1,0% de fructanas al utilizar 90°C en 90 minutos de extraccion.

Exclusivamente para el analisis estadistico del porcentaje de fibra dietética total, se determind
que los lotes son independientes y diferentes entre si. La investigacion demostro que el Lote 6,
ubicado en el canton de Guatuso (10°43'10.60"N, 84°50'46.50"0) presentd la mayor concentracion

de fibra dietética total con un valor de 7,23%.
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En este estudio se logro desarrollar una metodologia de cuantificacion de fructanas mediante

el anélisis de azucares simples, realizando una hidrolisis enzimatica de las inulinas presentas para su

correcta cuantificacion.

El andlisis estadistico realizado con base en el tiempo de extraccion de las fructanas a partir
del fiame en estudio, determind que es posible obtener una adecuada extraccién de las mismas
utilizando un tiempo de 30 minutos, con lo que es posible bajar los costos de produccion al realizar

extracciones de duracion corta.

Aunque los resultados del analisis estadistico para el factor de temperatura, generaron valores
de p superiores al nivel de significancia, a partir de lo cual se interpreta que la extraccion con
temperatura de 70 o de 90°C genera rendimientos similares, es un criterio a tomar en cuenta para un
escalamiento en el proceso y un analisis de factibilidad econdémica. Los resultados demostraron que
un incremento de 20°C en la temperatura de extraccion aumenta hasta en un 3% la concentracion de

fructanas extraidas.

La determinacion de peso molecular mediante la técnica de GPC demostré que los
compuestos extraidos poseen pesos moleculares menores a 1.500 Da, lo que significa que las
fructanas obtenidas a partir del fiame de rechazo de la especie Dioscorea alata son de cadena corta
y por tanto pueden tener aplicaciones a nivel alimenticio como sustitutos del azlcar, con

caracteristicas prebioticas.

La prueba térmica realizada en la investigacion demostro la estabilidad térmica que poseen las
fructanas extraidas a partir del sustrato obtenido en la zona Huetar Norte de Costa Rica, las cuales

alcanzaron una temperatura de descomposicion maxima de 330°C.

Los resultados obtenidos demuestran que es posible generar un nuevo nicho de mercado para
productos obtenidos a partir de fuentes no tradicionales, como lo es el caso de fiame,
especificamente de la especie Dioscorea alata, con la posibilidad de motivar a los agricultores para
la utilizacién de estos residuos en la obtencion de productos con un mayor valor agregado y asi

contribuir en la disminucion del impacto de los residuos en el medio ambiente.

De acuerdo a las caracteristicas de las fructanas aisladas se puede visualizar su potencial para
ser utilizado como sustituto de azlcar con caracteristicas prebi6ticas, lo que le daria un lugar para
su implementacion en productos alimenticios funcionales, pertenecientes a las nuevas tendencias de

los mercados mundiales.
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