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Resumen

El objetivo de este trabajo fue comparar la optimizacion del proceso de extraccion de glucosinolatos totales de
harina de maca (Lepidium meyenii) (EGTHM) utilizando SR por disefio Box-Behnken (SRBB) con el de AG,
en funcidn a xi1: temperatura (°C), xz: etanol (%), xs: relacion solvente/materia prima y xa: tiempo de extraccion
(min). Se identificé y cuantificé los GT utilizando HPLC. Se evaluaron las variables (x1, X2, X3, x4) que
influyen en la extraccion utilizando un SRBB con el software Statistica y Wolfram Mathematica para los AG.
Del desarrollo del SRBB se obtuvo una ecuacion de segundo orden con R? = 0,74794, p = 1,88248E-10 <<
0,05 con error absoluto medio de 11%; lo que indicé la consistencia del modelo. No fue posible obtener un
valor optimo de la EGTHM utilizando SRBB, por la existencia de dos zonas dptimas debido a la
configuracion de una superficie tipo silla. Empleando AG se obtuvo después de 2000 iteraciones el valor
méaximo de la funcién de 17,0986 umol de GT/g de HM, el cual se alcanz6 con 69,9783 °C, 70,9540% de
etanol, relacion solvente/materia prima de 10,0488 en 90 min, lo que demuestra la aplicabilidad de los AG.
Palabras clave: algoritmos genéticos, superficie de respuesta, optimizacion, secado, maca (Lepidium
meyenii).

Abstract

The aim this work was to compare the extraction process optimization of total glucosinolates of maca flour
(Lepidium meyenii) (ETGMF) using RS for Box-Behnken (RSBB) Design with that of GA, according to xu:
temperature (°C), x2: ethanol (%), xs: ratio solvent/raw material and xs: extraction time (min). TG were
identified and quantified using HPLC. The variables (xi, X2, X3, x4) that influence their extraction were
evaluated using a RSBB with the software Statistica and Wolfram Mathematica for the AG. From the
development of the RSBB, a second order equation with R? = 0.74794, p = 1.88248E-10 << 0.05 with 11%
average absolute error was obtained; it showed the consistency of the model. It was not possible to obtain an
optimal value of the ETGMF using RSBB because of the existence of two optimal zones due to the
configuration of a chair surface. After 2000 iterations using GA, the maximum value of the function of
17.0986 pumol of TG/g of MF was obtained, which was reached with 69.9783 °C, 70.9540 ethanol%, 10.0488
ratio solvent/raw material in 90 min, which demonstrates the applicability of the GA.

Keywords: genetic algorithms, response surface, optimization, drying, maca (Lepidium meyenii).
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1. Introduccion

La maca (Lepidium meyenii Walpers) es
una especie nativa de los Andes Peruanos
gue se cultiva principalmente en la Meseta
del Bombdn en el Departamento de Junin -
Peri (Marin-Bravo, 2003). La maca se
adaptd a condiciones ecoldgicas muy frias
donde otro cultivo no podria prosperar;
estas zonas se caracterizan por tener bajas
temperaturas, alta irradiacion solar, heladas
frecuentes, vientos fuertes y suelos &cidos
(pH<5) (Red Informatica UNALM, 2013).
Segun los cronistas de los siglos XVI y
XVII, las tropas incas eran alimentadas
con raciones de maca, atribuyéndose
propiedades de brindar vitalidad y forta-
leza a los combatientes (Lock y Rojas,
2002). Se reporta que la maca tiene un
contenido de 59% de carbohidratos, 2,2%
de lipidos y 10,2% de proteinas (Dini et
al., 1994). Asimismo se reporta la
presencia de glucosinolatos en la maca
fresca, con un mayor contenido en las
semillas, seguido de las raices frescas y
plantulas. La harina de maca se ubica en el
séptimo  lugar. Los  glucosinolatos
identificados en la harina de maca son:
glucoalisin, glucosinalbin, glucotropaeolin,
glucolimnatin (Li et al., 2001; Piacente et
al., 2002). La mirosinasa (tioglucésido
glucohidrolasa, E.C.3.2.3.1) es el agente
responsable de la hidrolisis de los
glucosinolatos (Nastruzzi et al., 1996).

Los glucosinolatos y sus productos
derivados son de interés particular pues se
le confiere propiedades anticancerigenas.
Se reporta que puede bloquear la
formacion inicial de tumores mediante la
modulacion de las actividades de fase 1 'y 11
por biotransformacion de enzimas vy
supresion de tumores por apoptosis
(Mithen et al., 2000). Estudios en animales
experimentales y en cultivos celulares han
reportado evidencias de que las verduras
del género Brassica y sus constituyentes
son capaces de inducir selectivamente
enzimas de fase Il. Verhoeven et al. (1997)
han presentado una recopilacion sistema-
tica de las pruebas sobre induccion de
enzimas de fase Il por dos clases de
productos de degradacion de los gluco-

sinolatos, los isotionatos y el indol-3-
carbinol. Se ha prestado especial atencion
a la induccion de enzimas fase Il provo-
cadas por sulforofano, derivado del
isotiocianato del brocoli (Talalay et al.
1995). Wattenberg (1981) ha mostrado que
tanto las verduras cruciferas como el
bencilisotiocianato  pueden inhibir la
aparicion de tumores en animales de expe-
rimentacion, incluso cuando se administran
mucho tiempo después de la exposicion al
agente carcindgeno. Se ha demostrado
recientemente que los isotiocianatos son
capaces de inducir apoptosis en cultivos
celulares y en las criptas colorectales de las
ratas, tras un tratamiento con el
carcindgeno dimetilhidrazina; efecto que
se asocia con una reduccion de las lesiones
precancerosas (Smith et al., 1998).

Cuando en investigaciones se aplica la
metodologia de superficie de respuesta
(MSR) se busca: (1) una razonable distri-
bucion de puntos de datos a través de la
region de interés, (2) adecuacion del
modelo, (3) realizacién de experimentos en
bloque, (4) construccion en forma secuen-
ciada de disefios de alto orden, (5)
estimacion el error interno, (6) estimacion
precisa de los coeficientes de los mode-
los, (7) contar con un buen perfil de la
prediccion de la varianza a través de la
regién experimental, (8) no requerir un
gran nlmero ejecuciones experimentales
(Montgomery y Runger, 2012). Box y
Behnken (1960) propusieron algunos
disefios formados por la combinacion de
factoriales 2k con disefios de bloques
incompletos. El disefio resultante es usual-
mente muy eficiente en términos del
namero de corridas requeridas y cualquiera
de ellos es rotable o cercanamente rotable.
Este disefio es esférico con todos los pun-
tos perteneciendo a una esfera de radio yz.
Asimismo no contiene puntos en los vérti-
ces de la regién cubica creada por el limite
mas alto y mas bajo para cada variable.

De acuerdo a Sarkar y Modak (2003) en la
ausencia de soluciones analiticas, las
soluciones numéricas son inevitables vy
varias técnicas de optimizacion numérica
han sido reportadas en los Ultimos afios
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para la optimizacion. Los algoritmos
genéticos (AG) son una forma novedosa de
atacar el problema y su concepcion parte,
gue al examinar el desarrollo evolutivo, el
hombre se ha dado cuenta que la
naturaleza durante el transcurso de los
siglos, ha ido optimizando a todas las
especies vivas para que puedan dominar
mejor el mundo que las rodean para poder
sobrevivir, y se ha dado cuenta también de
que esta optimizacion es realizada a través
de la genética y la seleccidon natural. Por
tanto, no resulta descabellado pensar en
simular estos mecanismos y utilizarlos
para resolver el problema de la optimiza-
cion de sistemas de otro tipo. La principal
ventaja de los AG radica en que son
capaces de evadir los extremos locales de
las funciones, pero tienen en su contra la
cantidad de operaciones que hay que
realizar. Existen varios puntos en los que
un AG difiere de los métodos tradicionales
de basqueda y optimizacion. Un AG
trabaja sobre parametros codificados
llamados individuos de la variable que se
quiere optimizar, que inicialmente son
generados aleatoriamente. Busca la solu-
cién mediante una aproximacién de una
poblacién de puntos, en lugar de una
aproximacion de punto por punto como
hacen los otros métodos. Utiliza reglas
probabilisticas de blsqueda en lugar de
reglas deterministicas. Trabaja directamen-
te sobre la funcion y no sobre la
derivada ni ninguna otra funcién auxi-
liar. Tiene tres operadores basicos que son:
seleccion, cruce y mutacion. Los parame-
tros que controlan el desempefio del AG
son la probabilidad de cruce, probabilidad
de mutacién, tamafio de la poblacidn,
etcétera (Cabezas, 2002).

La optimizacion tradicional es una
actividad laboriosa que consume tiempo y
no describe el efecto interactivo entre las
variables. Por el contrario el método
experimental estadistico basado en la MSR
es un método que ahorra de tiempo y
puede representar el efecto interactivo
entre las variables. Para la aplicacion de un
modelo de SR, un modelo cuadratico es
usualmente construido para describir el

efecto interactivo entre las variables y
se puede utilizar para modelar y optimizar
bioprocesos.

Los AG exploran todas las regiones del
espacio usando una poblacion de indivi-
duos, cada individuo representa un
conjunto de variables independientes.
Inicialmente, se forma una poblacion de
individuos al azar. La potencialidad de
cada individuo es evaluada mediante una
funcion de la aptitud. Al término de la
evaluacion de esta, se aplican operaciones
genéticas como mutacién y cruce que son
aplicados a individuos seleccionados segun
su aptitud, para producir la proxima
generacién de individuos que continuaran
siendo evaluados hasta encontrar una
solucion éptima (Wang y Wan, 2009).

En el contexto de lo expresado, en la
presente investigacion se estudio la optimi-
zacion del proceso de extraccion de
glucosinolatos totales de harina de maca
(EGTHM), utilizando superficie de res-
puesta por disefio Box-Behnken (SRBB) y
algoritmos genéticos (AG).

2. Materiales y métodos

Material biolégico: Harina de maca
proporcionada por el Instituto Nacional de
Desarrollo Agroindustrial (INDDA) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina
(Lima, Perq).

Material de laboratorio: Cartuchos Sep-
Pack 6 cc (Waters®); filtros de membrana
GV 0,22 pm de poro 47 mm de diametro;
filtros de membrana PVDF para muestras
HPLC 0,22 pum de poro 13 mm de
didmetro (Millipore®); film de laboratorio
(Parafilm®), viales para HPLC 1,5 mL
(Waters®).

Reactivos y enzimas: Acetato de bario
99% (Riedel de H&en®); acetato de plomo
trihidratado 99,9% (Himedia®); acetato de
sodio anhidro 99,9% (Mallinckrodt®);
acetonitrilo  grado  HPLC  (Fisher
Scientific®); &cido acético glacial 99,84%,
alcohol etilico absoluto 99,9%, metanol
99,9% (Fermont®); agua ultrapura
(milliQ); alcohol etilico 96% (Montana®);
Cloruro de sodio > 99,5%, hidroxido de
sodio 99% (Merck®); enzima sulfatasa de
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Helix pomatia de 10 KU tipo H-1, gel de
intercambio aniénico DEAE Sephadex A-
25 (Sigma®); estandar de glucosinolato
para HPLC, hidrato de Sinigrin > 99%
(Fluka®); estandar de glucosinolato para
HPLC, bencilglucosinolato, H.0, K*
(KLV®), nitrogeno liquido.

Equipos: Agitador magnético (Cera-
mag®); agitador vortex (Velp Scienti-
fica®); balanza analitica capacidad 210 g x
0,0001 g, balanza semianalitica 400 g x 0,1
g (Ohaus®); bafio maria (Gesellschaft®);
bomba de vacio (Vacuubrand®); centrifu-
ga (Hettich®); degasificador (Branso-
nic®); destilador (bionet®); estufa de
vacio (Shel Lab®); liofilizador (Lab-
conco®); potenciémetro (Thermo
Orion®); sistema de purificacion de agua
(Millipore®); cromatografo HPLC (High
Perfomance Liquid Chromatography) con
moédulo de separacion modelo 2695 XE
(Waters®) equipado con: detector de
fotodiodos modelo 2996 (PAD) y software
Empower, columna dCis 5um particula 4,6
x150 mm d.i. (Waters®), pre-columnas
dCis Sum particula 4,6 x 20mm d.i.
(Waters®). Software: Statistica (www.
statsoft/support/free-statistica-9-trial/) y Wol-
fram Mathematica (www.wolfram.com/ma
thematica/trial/).

Metodologia: Para la optimizacién del
proceso de extraccion de los glucosinolatos
totales de harina de maca (EGTHM) se
sigui6 la secuencia mostrada en la Fig. 1.

a. ldentificacion de los glucosinolatos. Se
utiliz6 tejidos vegetales con idénticos
glucosinolatos a la harina de maca,
comparandose el tiempo de retencion y
espectro de absorcion.

b. Evaluacion del efecto de las variables.
Temperatura de extraccion (30, 50, 70 °C),
concentracion de etanol (50, 75, 100%),
relacion solvente/materia prima (10/1,
15/1, 20/1) y tiempo de extraccion (30, 60,
90 min); en la concentracion de
glucosinolatos totales de los extractos de
harina de maca (umol/g de harina).

Metodologia de superficie de respuesta
Se utilizd un disefio Box-Behnken (o =
0,05) con cuatro variables independientes

(X1, X2, X3, Xa) con tres niveles para cada
una (Tabla 1).

Caracterizacion

HARINA

+ Identificacion de glucosinolatos
DE MACA + Cuantificacién de glucosinolatos
» Temperatura de extraccién

U totales
30, 50, 70°C

¥ Concentracion etanol
5 7. To0% [> Proceso

¥ Relacion solvente/mp

10/, 1511, 201
» Tiempo de extraccion

EXTRACTO
DE MACA

Variables Independientes

30, 60, 90 min

Variable dependiente

7 + Cuantificacion de
glucosinolatos totales

Figura 1. Secuencia experimental para obtén-
cién extractos de harina de maca vy
cuantificacion de los glucosinolatos totales.

Tabla 1

Variables que influyen en la concentracién de
los glucosinolatos totales con sus respectivos
niveles experimentales

Variables

independientes -1 0 1
X1: temperatura (°C) 30 50 70
X2: etanol (%) 50 75 100
Xs: solvente/materia prima 10/1  15/1  20/1
Xa: tiempo (min) 30 60 90

En concordancia con las variables y
niveles de la Tabla 1 se establecid una
matriz para el desarrollo experimental
(Tabla 2) siguiendo el disefio Box-
Behnken que relaciona las variables
independientes (X1, Xz, X3, Xa) con la
variable dependiente (Y1): glucosinolatos
totales de los extractos de harina de maca
(GTEHM).

Se determind la significancia estadistica
entre las variables con el empleo de
software  Statistica; obteniéndose un
modelo matematico de segundo orden
(ecuacion 1), lo que posibilito elaborar la
superficie de respuesta (SR) y superficie de
contornos, permitiendo ubicar la region de
optimizacién.

K= fy+ B By + By + B+ Aps +Prps + Bigs + B+
Bixixy + By + By, + b+ Buxxy+Baxy (1)
Donde po, B1, B2, B3, Pa, fua, B2, B33, Pas, P12, P13, Pua,

P23, Bea, Baa: coeficientes de regresion; Xi, Xz, X3, X4:
variables independientes; Y1: variable dependiente.
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La obtencion de los extractos se llevd a
cabo siguiendo la secuencia de la Figura 2.
La harina de maca (5 g) preparada de
acuerdo a las relaciones solvente/materia
prima (alcohol/harina de maca) de 10/1,
15/1 y 20/1, se mezclaron con etanol a
concentraciones de 50, 70 y 100%.

Harina de maca

Etanol ﬂlado
Extraccion |
Centrifu@—’ Torta

Extracto de maca

Almacenamiento I

Figura 2. Diagrama de flujo para la obtencién
extractos de harina de maca.

Las operaciones realizadas para obtencién
de extractos de harina de maca fueron:
Mezclado. Manteniendo la  relacion
solvente/materia prima (Tabla 2), se
mezclé el solvente con la harina de maca
hasta obtener una base uniforme, lo cual se
logré agitando la mezcla por 1 minuto a
3000 rpm en un vortex.

Extraccion: Se realiz6 en bafio maria a la
temperatura y tiempo consignada en la
matriz (Tabla 2) a agitacién constante de
180 vaivenes/minuto en todos los trata-
mientos.

Centrifugacion: Se realiz6 a 4000 rpm por
15 minutos.

Almacenamiento: El extracto sobrenadante
se coloco en frascos ambar conservandose
a menos -20 °C para andlisis posterior.

Aplicacion de algoritmos genéticos
(AG): Se generaron poblaciones (cromo-
somas) a partir de una poblacién inicial
construida aleatoriamente (Singh et al.,
2008), dichas poblaciones “evolucionaron”
en cada generacion (iteracion) para

adquirir un mejor valor de aptitud en
comparacion con sus predecesores (Lim et
al., 2000). Los valores de la aptitud de la
progenie generados en cada iteracion se
evaluaron mediante la funcién de la aptitud
(ecuacion 2) (Singh et al., 2008). Para
reproducir las nuevas generaciones, se
utilizaron tres operadores genéticos:
seleccién, cruce (crossover) y mutacion;
los cuales se llevaron a cabo hasta lograr
una solucion optima. En este sentido se
program6 un algoritmo utilizdndose el
software Wolfram Mathematica, utili-
zandose una poblaciéon de 30 individuos,
con un ndmero de genes por cromosoma
de 54, probabilidad de cruce (crossover) de
0,25 y probabilidad de mutacién de 0,01.
Con dominios para x1 [30; 70], x2 [50;
100], xs3 [10; 20], x« [30; 90]; con sus
correspondientes numero de genes para
X1=18, X2=15, X3=12, X4=9.

Andlisis fisicoquimico

Determinacion de humedad y materia seca:
Se empleé la metodologia A.O.A.C.
(1990) basada en la pérdida de peso de la
muestra por calentamiento hasta obtener
peso constante.

Determinacion de glucosinolatos de
acuerdo a la metodologia reportada por
Verkerk et al. (2001). Este analisis es
realiz6 para harina de maca y para sus
extractos, siguiendo secuencialmente 4
pasos:

a. Extraccion: Se empled 1 g de muestra
con 10 mL de metanol al 70% a 75 °C.
Posterior a wuna centrifugacion (4000
rpmx10min) se obtuvo un sobrenadante.

b. Precipitacion de proteinas y de iones
sulfato libres: Se empled por cada 5 mL de
sobrenadante 100ulL de acetato de plomo
0,3 M y acetato de bario 0,3 M en la
misma cantidad.

c. Purificacion y desulfatacion: se realizo
con minicolumna de intercambio anidnico,
filtro y enzima sulfatasa purificada para
desulfactar los glucosinolatos.

d. Analisis en HPLC: los desulfogluco-
sinolatos se analizaron con HPLC con
detector Photodiode Array (PDA) a una
longitud de onda de 229 nm, usando una
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columna de separacion dCis en fase
reversa (4,6x150 mm; 5um) a una
temperatura de 28°C. Velocidad de flujo de
0,5 mL/min. Fase movil: agua MilliQ (A)
y acetonitrilo 100% (B). Tiempo de corrida
46 min mediante un sistema de gradiente:
gradiente lineal (98% A- 2% B) hasta una
composicion de 75% A-25% B. Los gluco-
sinolatos se expresaron en base a equi-
valentes de sinigrin (glucosinolato disponi-
ble comercialmente) con su respectiva
curva estandar. El contenido de cada
glucosinolato se expresé en pmol/g.

3. Resultados y discusion

Metodologia de superficie de respuesta
(MSR): EIl contenido de GTHM fue de
51,807 pmol/g (2,15% MS) y de los

Tabla 2

GTEHM en umol/g de harina obtenidos a
través del desarrollo de la secuencia expe-
rimental se observa en la Tabla 2. Ciska et
al. (2000) mencionan que el contenido de
glucosinolatos en vegetales cruciferos es
altamente variable, dependiendo de la edad
de la planta y factores ambientales que
causan el amplio rango de valores para
vegetales de la misma variedad. Mulabagal
y Tsay (2004) sefialan que un ndmero de
factores fisicos y quimicos como el com-
ponente del medio, pH, temperatura y
aireacion afectan la produccion de fito-
quimicos. Asimismo Kliebenstein et al.
(2005) indican que los perfiles de gluco-
sinolatos estan determinados principal-
mente por factores abi6ticos tales como el
suministro de nitrégeno, azufre o potasio.

Glucosinolatos totales en harina de maca (Y1) obtenidos por extraccidon con etanol utilizando el

Disefio Experimental Box-Behnken

Variables codificadas

Valores reales de las variables

Glucosinolatos totales
de extractos de harina

independientes independientes (umol/g de harina)
Tratamientos X1 X2 X3 X4 X1 X2 X3 X4 Y1
(°C) (%) (sol/mp)  (min)
1 -1 -1 0 0 30 50 15 60 11,71
2 1 -1 0 0 70 50 15 60 10,18
3 -1 1 0 0 30 100 15 60 4,06
4 1 1 0 0 70 100 15 60 5,28
5 -1 0 -1 0 30 75 10 60 10,01
6 1 0 -1 0 70 75 10 60 10,58
7 -1 0 1 0 30 75 20 60 10,19
8 1 0 1 0 70 75 20 60 10,74
9 -1 0 0 -1 30 75 15 30 14,41
10 1 0 0 -1 70 75 15 30 10,98
11 -1 0 0 1 30 75 15 90 9,87
12 1 0 0 1 70 75 15 90 9,41
13 0 -1 -1 0 50 50 10 60 10,67
14 0 1 -1 0 50 100 10 60 8,060
15 0 -1 1 0 50 50 20 60 9,59
16 0 1 1 0 50 100 20 60 5,01
17 0 -1 0 -1 50 50 15 30 10,49
18 0 1 0 -1 50 100 15 30 4,58
19 0 -1 0 1 50 50 15 90 9,84
20 0 1 0 1 50 100 15 90 5,28
21 0 0 -1 -1 50 75 10 30 10,29
22 0 0 1 -1 50 75 20 30 9,71
23 0 0 -1 1 50 75 10 90 21,03
24 0 0 1 1 50 75 20 90 10,50
25 0 0 0 0 50 75 15 60 9,75
26 0 0 0 0 50 75 15 60 9,75
27 0 0 0 0 50 75 15 60 9,75
28 0 0 0 0 50 75 15 60 9,75

x1: temperatura de extraccion (°C); x2: concentracion de etanol (solvente) (%); xa: relacién solvente/materia

prima; x4: tiempo de extraccion (min).
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De la evaluacion de la temperatura,
concentracion  de  etanol, relacion
solvente/harina de maca y tiempo de
extraccion de glucosinolatos de harina de
maca, utilizando un disefio experimental
Box-Behnken, se obtuvo un modelo de 2°
orden (ecuacion 2), con un R? = 0,74794 y
un R? ajustado = 0,47649, los cuales son
valores bajos, sin embargo un valor
elevado de R? no implica necesariamente
que el modelo de regresion sea adecuado.
De acuerdo Montgomery y Runger (2012)
los modelos que tienen valores elevados de
R? pueden producir predicciones pobres.

Y; = 4,580932 — 0,218101 * x, +

0,000288 x x; +0,515113 « x, —

0,004349 « x3 — 0,438458 « x3 +

0,049456 * x3 +0,003310 « x4 +

0,001376 = x2 + 0,001373 x xy x x, +

0,0012239 x xy * x4 — 0,003940 x x, x
X3+ 0,000450 % x5 * x4 — 0,016587 *

X3*X4 (2)

Dénde Yi: glucosinolatos totales de los
extractos de harina de maca (umol/g de harina
de maca); xi: temperatura (°C); x2: etanol (%);
X3: solvente/materia prima; Xa: tiempo (min).

En contraposiciéon un analisis de varianza
indic6 la consistencia del modelo (p =
1,88248E-10 << 0,05). Se tomaron en
cuenta todas las variables en su forma de
expresion lineal y cuadratica, asi como sus
interacciones, eliminandose por su baja
significancia el efecto de la interaccion
temperatura de extraccion * solvente /
materia prima (Figura 3).

Glucosinolatos totales

T e
byl ) osan4n
(3sonentermateria prima(L) [ )-2459.35
Tiempo (min)(Q) %%/‘/7///////////////% 1732.956

7
O Jsa0 2867
7 meana
7 ) seznst
77 cos 563

21byaL 77777 s85.4286
Temperatura (“C)(Q) 7/ 161.5205

LoysL 777 6.85714
p=05

Efecto estandarizado estimado (valor absoluto)

Figura 3. Efecto lineal, cuadratico y de las
iteraciones de las variables que influyen en la
extraccion de GTHM.

(2)Etanol (%)(L) | 4084

Etanol (%)(Q)

S

L

Solvente/materia prima(Q) 1730.594
(4)Tiempo (min)(L)

1LbydL

1Lby2L

2Lby3L

(1)Temperatura (*C)(L)

Utilizando el modelo de 2° orden se
obtuvieron los respectivos valores predi-
chos de GTEHM los que fueron compa-
rados con los valores experimentales
obtenidos, encontrandose un error absoluto
medio de 11%. La dispersién entre los
valores experimentales de los GTEHM
(umol/g de harina) (valores observados) y
los valores predichos, se observa en la
Figura 4.

Valores predichos
=]

2

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24
Valores cbservados

Figura 4. Glucosinolatos totales de los
extractos de harina de maca (valores
observados) en relacién con los valores
predichos empleando el modelo de segundo
orden.

Los gréaficos de contornos se muestran a
continuacion (Figuras 5, 6 y 7), obser-
vandose para las relaciones tiempo-
temperatura, tiempo-porcentaje de etanol,
tiempo- solvente/materia prima, que
existen dos zonas de region 6ptima.

g
=
2
£
z
3
3
8

5
20 20 49 £0 €0 70 20 20 100

Tiempa (min)

Figura 5. Superficie de contornos de los
GTEHM en funcién del tiempo y temperatura
de extraccion.
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Etanal (%)

20 30 40 50 (1] 70 80 20 100

Figura 6. Superficie de contornos de los
GTEHM en funcidn del tiempo y porcentaje de
etanol.

.

Sobvente/materia prima

12
20 30 40 50 en 70 80 90 100 = 1;

Figura 7. Superficie de contornos de los
GTEHM en funcion del tiempo y relacidn
solvente/materia prima.

Maximizacién de la funcién

EL modelo formal que representa los
glucosinolatos totales es la funcion:
f=UCR*-R B = f(n)

Dénde: v=[30; 70] x [50; 100] x [10; 20] x [30; 90]
En funcion a la ecuacion (2), los puntos
criticos de la funcion f, fueron:

o _ o AW _ o W) _ o 2708 _ (3)
Bxy R dxg dxy
De donde se obtuvo el siguiente sistema de
ecuaciones:

0218101 + 0,000576 z, + 0001373 x; + 0001239z,
0515113 + 0,001373 x, — 0,008698x; — 0,00394 x5 + 0,00045 x,
—0438458 — 0,00394 x,+ 0098912 z; — 0016587 z,
0,00331 + 0,001239 %, + 0,00045 x5 — 0,016587 x5 + 0,002752 x,

Siendo la solucidn en el punto critico de:

Yy = (69,4761; 65,2736; 19,0059; 71,398)
Utilizando la matriz Hessiana construida a
partir de f, para poder afirmar que el punto
critico encontrado Yo, tiene como imagen
un valor extremo de f, se utilizd el
siguiente criterio:

(=N — I — N — ]

a) Si todos los autovalores de H son posi-
tivos, f tiene un minimo relativo en Yo.
b) Si todos los autovalores de H son nega-
tivos, f tiene un méaximo relativo en Yo.
c¢) Si H tiene autovalores positivos y nega-
tivos, f tiene un punto de silla en Yo.
En el caso de la presente investigacion la
matriz Hessiana fue la siguiente:
arm)  8rw)  ar(w)
dxy8xy Oxy8m; dxy8xg
arw)  #rMw)  ar(n
i — | o= Omidm;  Bmsdns
| arew arow arow
dxyiix, dxgm; dxgduy
arm)  #rw)  ar(n
xafxy, Oxgdx; dxgdxs

aF(¥y)
dxydxy
aF(¥y)
dxgdzy
aFf(¥y)
dxgizy
af(¥y)

dxdx
0.000576  0.001373 0 0.001239
0,001373 -0.008698 —0.00394  0.00045

0 —0.00394 0.098912 —0.016587
0.00045 —0.016587 0.002752

0.001239

Obteniéndose los siguientes autovalores:
A1=0101835, A2 =-000904976, A3 = 0,00162102,
24 = —0,000864529

De acuerdo con el criterio: el punto Yo es
un punto silla (no es maximo y no es
minimo). Este criterio no descarta la
existencia de un punto maximo (minimo),
Unicamente afirma que Yoes un punto silla.

Algoritmos genéticos

Con algoritmos genéticos se obtuvo el
valor méximo para f de 17,0986 después de
2000 iteraciones. El valor maximo se
alcanzé en el punto:

(X1, X, X3, Xa) = (69,9783; 70,9540; 10,0488; 90,0000)

En la Figura 8, se observa la secuencia de
las iteraciones, la que después de 2000, el
valor méaximo de la funcion fue de 17,0986
umol de glucosinolatos totales/g de harina
de maca, el cual se alcanzé con 69,9783
°C, 70,9540 % de etanol, relacion
solvente/materia prima de 10,0488 en 90
min, lo que demuestra la importancia del
empleo de los AG. Al respecto Douglas et
al. (2006) sostienen que los AG son
técnicas de gran utilidad en la optimizacion
de funciones que son dificiles de tratar
haciendo uso de las técnicas de optimi-
zacion clasica. Se utilizé una poblacion de
30 individuos, con un nimero de genes por
cromosoma de 54, probabilidad de cruce
(crossover) de 0,25 y probabilidad de
mutacion de 0,01. Con dominios para Xi
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[30; 70], x2 [50; 100], xs [10; 20], xa [30;
90]; con sus correspondientes nlimero de
genes para x1=18, x,=15, x3=12, x4=9.
Ayambo (2006) obtuvo en un proceso
optimizado 4,7 mg de glucosinolatos/g de
maca. En la presente investigacion se
obtuvo 7,1 mg de glucosinolatos/g
(17,0986 pmol de glucosinolatos/g) un
valor superior en un 51%. Campos et al.
(2013) utilizaron un disefio Box Behnken
para evaluar el efecto de la temperatura,
relacién liquido sélido, tiempo y concen-
tracion de etanol, en la extraccion de
glucosinolatos.

i e

@

0

pmol de glucosinolatos totales/g de
harina de maca
o

0 100 1500 2m
Iteraciones

Figura 8. Secuencia de las iteraciones con
algoritmos genéticos para la optimizacion de la
extraccion de los GTHM.

La relacion entre la respuesta y las cuatro
variables seleccionadas fueron aproxi-
madas por una funcion polindbmica de
segundo orden, generando superficies de
respuesta. Obtuvieron un coeficiente de
determinaciéon (R?) de 0,88. Determinaron
las condiciones de extraccion Optima de
glucosinolatos de 16,1 pmol/g de masa
seca (harina de maca) los cuales fueron a
una temperatura de extraccion de 47 °C,
60% de etanol, relacion soélido liquido de
10 en 90 min. Asimismo por superposicion
de superficies de contorno de la concen-
tracion de etanol de 55% y de relacion
liquido sélido de 10:1, a una temperatura
de 65 °C y 90 min; obtuvieron un
rendimiento de 14,3 pumol/g de masa seca,
lo cual fue validado experimentalmente
habiendo obtenido un rendimiento de
17,34 pumol/g de masa seca.

4. Conclusiones

No fue posible obtener un valor dptimo de
los glucosinolatos totales de extractos de
harina de maca utilizando MSR con el
software Statistica ya que de la
observacion de los graficos de contornos y
de superficie de respuesta, se observo la
existencia de dos zonas de region optima y
del andlisis matematico de la funcion
obtenida por MSR se obtuvo solo un punto
de una silla, el cual no es el maximo ni el
minimo. Empleando AG programados en
el software Wolfram Mathematica, se
obtuvo después de 2000 iteraciones el
valor maximo de la funcién de 17,0986
umol de glucosinolatos totales/g de harina
de maca, el cual se alcanzé con 69,9783
°C; 70,9540% de etanol, relacion
solvente/materia prima de 10,0488 en 90
min, lo que demuestra la importancia del
empleo de los AG.
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