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RESUMO

A inulina é um carboidrato com propriedades bifidogénicas, imunol6gicas
e bioguimicas que promovem a saude, encontrada em diversas plantas como a
chicoria e alcachofra de Jerusalém, yacon, alho, etc.

Devido a grande quantidade de inulina encontrada, o yacon tem
propriedades como o combate a diabetes. A crescente producao no Brasil se
concentra principalmente em Sao Paulo e Santa Catarina.

Este trabalho teve como objetivo a avaliacao das condicées de operacao
para a extracao e purificacdo de inulina a partir de yacon. Foram testados dois
métodos de extracdo com agua: fria e quente. A extracao a frio foi feita pela
trituracdo dos tubérculos de yacon limpos e descascados, seguida de
pasteurizacdo a 95°C por 15 minutos, resfriamento até 60°C, filtragcdo e
congelamento. A extracdo a quente teve adicdo de agua num volume de cinco
vezes 0 peso do yacon. A mistura foi triturada e aquecida em banho-maria a
75°C por 1 hora e o extrato foi filtrado e congelado. A caracterizacao do extrato
foi feita através da quantificacdo dos teores de soélidos totais e soluveis,
acucares totais e redutores, proteinas, cinzas, frutose, glicose, sacarose e
inulina.

A purificacao do extrato obtido pela extracdo a quente foi feita em trés
etapas utilizando adsorgdo em resinas de troca i6nica. A primeira e segunda
etapas utilizaram as resinas C150 e A860S, grau alimenticio, Purolite e tiveram
0 objetivo de eliminar os minerais, pigmentos e proteinas do extrato de yacon.
As condicdes de operacéao utilizadas foram as recomendadas pelo fabricante.

Para determinar as condicbes de operagdo adequadas para a terceira
etapa, a separacao dos acucares, foi utilizada uma solu¢cdo modelo constituida
de 5,5% de inulina, 3,1% de acucares redutores em dois planejamentos

experimentais 23,°. Foram consideradas como varidveis o tipo de eluente

(agua e NaOH 0,5M), volume do pulso (0,5 e 0,9 mL), concentracao de
aclicares no extrato (10 e 20% p/v), vazdo (0,5 e 0,7 mL.min™") e forca iénica
(presenca ou nao de acetato de sodio 0,5M). A resposta do sistema foi a
resolucdo Rs obtida, calculada a partir das curvas de eluicdo. As variaveis
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significativas, encontradas através da magnitude dos efeitos principais foram
usadas em um segundo planejamento 22 com ponto central. O extrato de yacon
foi submetido, entdo a purificacdo utilizando as melhores condi¢cdes de
operacgao.

As extragcbes a quente e a frio mostraram ser significativamente
diferentes entre si, sendo a extracdo a quente o melhor procedimento, com um
teor de inulina extraida (5,28 g/100mL) cerca de cinco vezes maior que a
extracédo fria (0,93 g/100 mL).

Com relagao a purificagao, a primeira resina (C150) produziu extrato de
yacon livre de minerais até cerca de 430 volumes escoados, 0 que corresponde
a 0,312 mL/ g de resina em 17 horas de operacdo a vazao de 1,2 mL.min™". A
resina C150 também diminuiu em 51% o teor de proteinas em intervalo de
tempo semelhante. O processo com a segunda resina (A860S) resultou, a
partir do extrato original (L*=64,22, a*=-0,75, b*=37,97), em extrato de yacon
de aspecto transparente (L*=96,99, a*=-1,75, b*=2,11), com uma variagdo de
cor AE* de 48,59 e teor de proteina de 8,94 mg/100mL de extrato para cada
grama de resina.

Para a separacao dos acgucares, os resultados do primeiro planejamento
experimental mostraram que o melhor eluente é a agua, sem qualquer adicao
de sal e a uma vazdo de 0,5 mL min™. No segundo planejamento, concluiu-se
gue a concentracdo de acucares de 20% p/v e um pulso de 1,5mL conduzem a
melhor separagao de aglcares.

A separacao dos acucares presentes no extrato de yacon, inulina livre
de acucares foi obtida até 0,4 V/V,, a uma concentragdo média de 2,5 mg/mL.
A resolucéo foi de 0,436; com eficiéncia de 1,512; fator de capacidade de 1,892
e seletividade de 0,215. Os tempos de retencao da inulina, frutose, glicose e
sacarose foram de 7,1; 13,94; 18,45 e 20,67 minutos, respectivamente.
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ABSTRACT

Nowadays, people are even more concerned about healthy foods and
substances like inulin has shown up due to its functional characteristics. Chicory
and Jerusalem artichoke have been used as inulin sources, but many
vegetables such as yacon stock a great quantity of energy as inulin form.

This work aims to evaluate the operating conditions for the partial
purification of inulin from yacon using ion exchange resin, a non expensive
separation method. It was tested two kinds of extraction with water, hot and
cold. The cold extraction was done by grinding yacon cubes that were washed
and peeled. The extract was pasteurized at 95°C for 15 minutes then cooled to
60°C to be filtered and frozen. The hot extraction was processed with washed,
peeled yacon cubes. To the yacon, five times its weight of water was added,
this moisture was taken to water bath at 75°C for 1 hour, and then it was filtered
and frozen.

The yacon extract characterization was made by the quantification of the
total and soluble solids, total and reducing sugar, proteins, ashes, fructose,
glucose, sucrose and inulin amounts.

The extract purification was made by adsorption in ion exchange resins
in three stages. The hot extract was utilized because of its inulin content. The
first and second stages aimed to eliminate ashes, color bodies and proteins
contents. The operation conditions were those indicated by the manufacturer.

To determinate the best operation conditions for the third stage, an
agueous model solution was prepared with inulin, glucose and fructose,
simulating the juice extracted from yacon. The solution was passed through a
column of 30 cm in height x 0.5 cm in diameter, filled with ion exchange resin,
PCR 642Ca (Purolite do Brasil LTD).

Two initial experimental designs2},®, the principal fraction and the

complementary one, were performed, considering the variables: eluent type
(water and NaOH 0,5M), pulse volume (0.5 e 0.9mL), sugar concentration (10 e
20% w/v), flow (0.5 e 0.7 mL.min™") and ionic force. The response of the system

was the resolution, Rs, calculated from the elution curves. The significant
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variables, found by the magnitude of the principal effects, were used in another
experimental planning 2% with central point. Yacon extract was then passed
through the column with PCR 642Ca resin using the best conditions.

Hot and cold extraction had a significant statistical difference, being the
hot extraction the best processing because it showed an inulin extraction (5.28
g/100mL) five times greater than the cold extraction (0.93 g/100 mL).

At the purification process, the first resin (C150) produced an yacon
extract free of minerals until 430 drain volumes, which is 0.312 mL/g resin in
about 17 operation hours at flow of 1.2 mL.min". Resin C150 also reduced
about 51% of protein amount during this process. The second resin (A860S)
produced from the original extract (L*=64.22, a*=-0.75, b*=37.97) to a
transparent extract (L*=96.99, a*=-1.75, b*=2.11) with a color variation of 48.59
and a protein amount of 8.94 mg/100mL of extract for gram of resin.

For the sugar separation, the experimental design determined that the
best eluent is water with no addition of salt and flow of 0.5 mL min™. The
second experimental design shows that a sugar concentration of 20mL and a
pulse volume of 0.5 mL lead to a better separation.

The sugar separation of yacon extract was satisfactory, it was got pure
inulin until 0.4 V/V, and average concentration of 2.5 mg/mL. Resolution was of
0.413; efficiency of 1.512, capacity factor of 1.892 and selectivity of 0.215. The
retention times of inulin, fructose, glucose and sucrose were 7.1; 13.94; 18.45 e
20.67 minutes, respectively
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1.INTRODUCAO

A maioria dos vegetais tem o amido como carboidratos de reserva,
porém existem plantas que estocam energia em forma de frutanos. Estes séo
oligo e polissacarideos, sendo constituidos por uma molécula de sacarose a
que se unem residuos de frutose por ligagdes B (2—1) e B (2—6), (Quinteros,
2000), podendo ser lineares ou ramificadas. Smith (1993) divide os frutanos em
trés grupos: inulinas, levanos e graminanos.

Levanos e graminanos sao frutanos de bactérias; ja a inulina pode ser
obtida de bactérias ou encontrada em plantas. O que as diferencia é o grau de
polimerizacdo; nas inulinas das plantas, o grau de polimerizagdo (DP) € menor
que 200 e varia de acordo com as espécies. Ja as produzidas por bactérias
tém DP alto, variando de 10.000 a 100.000, e possui mais ramificagdes.

Inulina é um carboidrato contendo, principalmente, se nao
exclusivamente, ligacées B (2—1) de frutose, podendo haver uma molécula
inicial de glicose. A nomenclatura usada pode ser GF, e F,, onde n e m
correspondem ao numero de moléculas de frutose presentes na cadeia.

Depois do amido, os frutanos sdao o0s polissacarideos mais
abundantemente encontrados na natureza. A inulina pode ser encontrada em
plantas comuns da dieta humana: cebola, alcachofra de Jerusalém, chicoria,
alho, banana, centeio, cevada, yacon, etc.

Atualmente, devido ao dia-a-dia que torna cada vez mais dificil manter
uma alimentagédo adequada e saudavel, as industrias de alimentos voltam suas
atencbes para a producdo de alimentos que tragam maiores beneficios a
saude além da fungéo de alimentar e nutrir, ou seja, alimentos funcionais.

O aumento no consumo de gorduras e agucares conduz um maior
namero de pessoas a obesidade, infartos cardiacos, diabetes, etc. HEASMAN
e MELENTIN (1998) mostram que a mortalidade devido as doengas
cardiovasculares é cerca de 40% na Europa.

A inulina é um alimento prebibtico, uma vez que passa pelo estdbmago e
intestino delgado sem ser digerida. Nao havendo contribuigdo calérica e sendo
fermentada por bactérias do género Bifidus bacterium e Lactobacillus, auxiliam
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no aumento desta microflora, que esta relacionada com a melhoria da saude
do célon e influenciam o bem estar geral do corpo. Além disso, afeta os
parametros fisiologicos do sistema digestivo, como esvaziamento gastrico,
tempo de transito, pH e massa fecal, de forma similar as fibras dietéticas
(ROBERFROID et al., 1993).

Apesar de ser considerada como um alimento, a inulina ndo é
consumida diretamente, mas sim é utilizada como aditivo em produtos lacteos,
suplementos alimentares e adocantes. E bastante utilizada também, como
substituta da gordura (GORDON, 1996), como fibra alimentar ou agente
espessante. Além disso, ha uma grande especulacdo sobre o uso de inulina
por pessoas diabéticas, uma vez que esta tem capacidade de reduzir os niveis
de glicose no sangue (TAPER e ROBERFROID, 1999).

A inulina é extraida, comercialmente, a partir de alcachofra de Jerusalém
e chicoria, sendo utilizada na forma nativa, ou seja, contendo pequenas
quantidades de sacarose, frutose e glicose. Comercialmente, € encontrada na
forma de p6 para uso como aditivo alimentar, levando o nome de Beneo® GR
(inulina com grau de polimerizagao acima de 10) e Beneo® P95 (inulina com
grau de polimerizacdo abaixo de 10), fabricados pela Orafti. No Brasil, a
inulina € acrescentada a produtos como leite em pd da marca Nestlé, ou ainda
em barras de frutas, como é o caso das barras Supino.

Dentre as plantas ricas em inulina e que ainda sdo pouco estudadas,
encontra-se o yacon, um tubérculo de origem andina (ASAMI et al., 1991), com
aparéncia semelhante a de uma batata doce (FUKAI et al., 1995) e sabor
préximo ao de uma péra (OHYAMA et al., 1990; PARAJARA, 1999). Sua
comercializacdo no Brasil ainda é pequena por ser pouco conhecido pelos
consumidores, porém seu cultivo e producdo sdo bastante crescentes na
economia do pais, principalmente nas regidées Sul e Sudeste, com destaque
para Sao Paulo e Santa Catarina.

No que diz respeito as metodologias de purificacao de inulina, encontra-
se na literatura processos de filtracdo por membrana. A utilizacdo de
cromatografia de troca ibnica se destina apenas a analise de inulinas.

Os estudos sobre as propriedades fisico-quimicas e funcionais, extracéo
e purificacdo de inulina vém crescendo a cada dia, porém ainda sao

necessarias pesquisas e informacées sobre o0 assunto para o aumento e
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melhoria de sua produgcdo, uma vez que a inulina pode agregar valor aos
produtos alimenticios, devido a sua funcionalidade.

1.1. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral a extracao e purificacao da inulina
a partir de yacon. Como objetivos especificos, avaliou-se a) o efeito da
temperatura sobre a extracao, b) as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos
de yacon, c) a viabilidade de aplicacdo de um processo de purificacdo por
adsorcdo em resinas de troca ibnica, em relagdo a retirada de minerais,
pigmentos, proteinas e d) a separacdo dos demais acucares (sacarose, glicose
e frutose) contidos no extrato de yacon. Avaliou-se ainda o grau de pureza do
extrato contendo inulina de yacon ao final do processo.

1.2. Estrutura da dissertacao

A dissertagcao encontra-se dividida em 7 capitulos.

e (Capitulo 1 — Introducéo, objetivos e justificativa.

e Capitulo 2 — Reviséo Bibliografica incluindo informagdes sobre: o yacon,
seu histérico, producdo, caracteristicas fisico-quimicas; inulinas,
definicdo, propriedades funcionais, utilizacdo e obtencao; e o processo
de purificacdo da inulina por adsorcéo.

e (Capitulos 3 — Materiais e Métodos.

e (Capitulo 4 — Resultados e Discussao.

e (Capitulo 5 — Conclusoes.

e (Capitulo 6 — Sugestdes para trabalhos futuros.

e Capitulo 7 - Referéncias Bibliograficas.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Yacon

Yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma planta perene, herbacea,
pertencente a Familia Asteraceae. Originaria da regido andina da América do
Sul é encontrada desde o Equador até o noroeste da Argentina (ROBINSON,
1997).

Figura 2.1 — Tubérculos de yacon (Wikipédia)

Esta espécie também é conhecida por nomes tipicamente andinos. Na
Bolivia, recebe o nome de aricoma; no Equador pode ser encontrada como:
jicama, chicama, shicama, jiquima ou jiquimilla (TITTEL, 1986). Outros nomes,
de origem Quéchua, também sdo comuns: llagon, llacum, llacuma e yacumpi.
Neste idioma, yacu significa agua. Além de nomes andinos, o yacon também
recebe diferentes nomes em idiomas europeus: poire de terre, em francés e
yacon strawberry, em inglés (ZARDINI, 1991)

Originalmente, o yacon foi classificado como Polymnia, género
descoberto por Linnaeus em 1751. De CANDOLLE (1836), BLAKE (1917,
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1930) e WELLS (1967) (citados por ROBINSON, 1997) mantiveram a planta
dentro deste género. Porém, em 1978, ROBINSON adotou uma perspectiva
diferente e restabeleceu o yacon no género Smallanthus, proposto por
Mackenzie em 1933, pois se acredita que Smallanthus macroscyphus €
possivelmente seu progenitor (OLIVEIRA E NISHIMOTO, 2004)

Nos mercados locais dos Andes é classificado como fruta e vendido
junto com macas, abacates, abacaxis, etc. e ndo com as batatas, como é
esperado pelos visitantes. Em areas que se estendem do Peru a Argentina, o
yacon é consumido principalmente em feriados como “Corpus Cristi”; no
Equador consome-se os tubérculos no “Dia de Finados” e “Dia de Todos os
Santos” (ROBINSON, 1997).

2.1.1. Historico

Camponeses andinos encontraram yacon em propriedades de terra e
acreditavam ser uma erva daninha. Depois, mudaram seu status para planta
controlada e mais tarde para planta cultivada. Este fato aconteceu nas areas
umidas e inclinadas dos Andes, em regides do nordeste da Bolivia e centro do
Peru, onde se encontra a maior diversidade de variedades de yacon. No
Equador, acredita-se que a planta foi introduzida pelos Incas apenas algumas
décadas antes da invasdo espanhola.

O primeiro registro do yacon foi feito por Felipe Guaman Poma de Ayala
(1615), que listou 55 safras de cultivares nativos dos Andes. O padre Bernabé
Cobo (1653) (citado por ROBINSON, 1997) fez uma descricdo mais detalhada,
indicando o uso do yacon como fruta e sua capacidade de resistir varios dias
de transporte pelo mar (ROBINSON, 1997).

De acordo com Perez Arbelaez (1956), o yacon foi exibido pela primeira
vez na Europa no comeco do século XX, na Franca. Porém, o interesse
europeu nao foi muito significativo.

Com as mudancas culturais, o cultivo do yacon diminuiu nos paises nao
andinos durante a maior parte do século. Mas durante os anos 80, houve um
crescimento do interesse pela safra de yacon fora dos Andes, o que estimulou

novas pesquisas sobre a planta nos paises andinos.
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Nas ultimas trés décadas, o cultivo de yacon tem se estendido a outros
continentes, sendo encontrado nos EUA, mas com pouco atrativo comercial.

Na Nova Zelandia, existem pesquisas sobre o produto, que também é
comercializado em supermercados como vegetal especial. Da Nova Zelandia, o
yacon foi introduzido no Japao e, entao, trazido para o Brasil, onde é produzido
nas regides Sul e Sudeste, com destaque para os estados de Sao Paulo e
Santa Catarina.

2.1.2. Descricao da planta

O yacon é dotado de um sistema radicular que origina caules aéreos
pilosos esverdeados (QUNITEROS, 2000), de altura entre 1,5 a 3 m. O sistema
de raiz &€ composto de 4 a 20 tubérculos de armazenagem com peso entre 200
a 500g, podendo atingir 25 cm de comprimento e 10 cm de diametro e um
extenso sistema de raizes finas e fibrosas.

As raizes tuberosas sdo, na sua maioria, fusiformes, mas
frequentemente adquirem formatos irregulares devido ao contato com pedras
do solo e a pressdo de outras raizes (ROBINSON, 1997). As cores dos
tubérculos variam consideravelmente, podendo ser branca, creme, branca com
estrias roxas, roxas, rosas e amarelas. A casca € marrom, rosa, roxa, creme ou
branca.

Quando recém colhidas, as raizes sao insipidas e adquirem sabor doce
e refrescante ap6s 3-5 dias de exposicao ao sol devido a hidrélise parcial dos
oligofrutanos que se reduzem a moléculas de glicose, frutose e sacarose. O
National Research Council descreve o sabor do yacon como semelhante a
maca fresca picada e que lembra melancia (CNR, 1989; citado por ESTRELLA
& LaAZARTE, 1994). OHYAMA et al. (1990) e PARAJARA (1999) dizem que o

gosto do tubérculo é parecido com ao da péra.

2.1.3. Cultivo do yacon

Muitas espécies selvagens do género Smallanthus (S. glabratus, S.
riparius, S. siegesbeckius, S. macroscyphus e S. conntus) mostram uma

preferéncia por habitats perturbados, como: bancos de rios, desabamento de
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terra e beira de estradas. Plantacées em curva de nivel e agricultura de corte-
e-queima praticadas pela populacdo andina desde os tempos pré-histéricos
promovem um nicho ideal para essas espécies, que deram origem ao yacon,
tornando-o adaptavel a uma diversidade de solos. Tais plantas também
invadem campos abandonados e espaco entre terras cultivadas (ROBINSON,
1997). Além disso, a evolugcédo de adaptacao desses tubérculos se deve ao fato
de que existem épocas, que duram de 2 a 4 meses, de seca e baixas
temperaturas nas regides andinas, que normalmente sao chuvosas e quentes.

O cultivo do yacon é feito em regides préximas a florestas umidas e a
maioria dos cultivares completa seu ciclo produtivo em sete meses (REA,
1995). A temperatura ideal para seu plantio encontra-se na faixa de 18 a 25°C
e altitude entre 900 — 3500m. Devido a uma alta taxa de transpiragéo, o plantio
do yacon requer uma irrigacao regular.

A colheita é feita manualmente nos periodos de Julho a Janeiro nos
paises andinos e mecanicamente no Brasil, onde a safra vai de Marco a
Setembro (PARAJARA, 1999 e QUINTERQOS, 2000).

2.1.4. Producao do yacon

A producado agricola do yacon é encontrada na regido dos Andes,
principalmente na Bolivia, Colémbia, Equador, Peru e Venezuela; norte da
Argentina e sul e sudeste do Brasil. A Tabela 2.1 apresenta a maxima

produtividade do yacon em diferentes ambientes.

Tabela 2.1 — Maxima produtividade de yacon em diferentes ambientes.

Local Producéo (t/ha) Fonte
Ahuabamba, Peru 28 Lizarraga et al., 1997
Santa Catalina, Equador 74 Castillo et al., 1988
Cajamarca, Peru 95 Seminério, 1995
Capao Bonito, Brasil 100 Kakihara et al., 1996

Todas as fontes foram citadas por ROBINSON, 1997
Nos Estados Unidos, Europa, Japao e Nova Zelandia existem apenas

algumas plantagbes, onde sdo desenvolvidas pesquisas sobre o potencial do
tubérculo em relacéo as suas propriedades dietéticas.
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2.1.5. Composicao quimica e nutricional

As folhas e caule do yacon sdo ricos em proteinas. Ja as raizes
tuberosas apresentam teores significativos de potassio, fésforo e ferro (NIETO,
1991). Ao contrario da maioria das espécies vegetais, ndao estocam
carboidratos em forma de amido, mas sim frutanos. O suco de yacon é rico em
aminodcidos essenciais livres (KAPULER & GURUSIDIAH, 1994), sendo a
asparagina, glutamina, prolina e arginina 0s encontrados em maior
concentracdo (ASAMI et al., 1989). A composi¢ao quimica da raiz de yacon é
mostrada na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Composi¢ao quimica da raiz do yacon

Componentes (mg por  Lizarraga et al. (1997) * Nieto (1991)
1009 de raiz de yacon) (base umida)
Agua (9) 70 -93 84,8**
Proteinas (g) 0,4-2,0 3,7
Lipidios (g) 0,1-0,3 1,5
Carboidratos (g) - -
Fibras (Q) 0,3-1,7 3,4
Cinzas (g) 0,3-2,0 3,5
Célcio (mg) 23 80
Cobre (mQ) - 0,009
Ferro (mg) 0,3 0,096
Zinco (mg) - 0,390
Fosforo (mg) 21 120
Potassio (mg) - 2.200
Sodio (mg) - 10
Carotenos (mg) 0,08 -
Retinol (mg) 10 -
Tiamina (mgQ) 0,01 -
Riboflavina (mgQ) 0,10 -
_~Niacina (mg) 0,33 -
Acido ascérbico (mg) 13 -

* - Liz&rraga et al. (1997), citado por ROBINSON, 1997 ** - raiz tuberosa fresca

Varios carboidratos sdo estocados nas raizes de yacon: frutose, glicose,
sacarose, oligossacarideos de baixo grau de polimerizacao (DP de 3 a 10),
também conhecidos por frutooligossacarideos (FOS) e tracos de amido e
frutanos, que sao oligossacarideos com DP maior que 10 (ASAMI et al., 1989;
OHYAMA et al., 1990).
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ASAMI et al. (1991) constataram que os oligofrutanos de baixo DP
(média de 4,3) correspondem a 67% em base seca dos carboidratos do yacon
logo apds a colheita, sendo que os FOS entre GF, e GFs representam 70% dos
acucares totais, os frutanos 0,23% e o0 amido 0,04%.

A proporgdo de oligofrutanos e monossacarideos variam
significantemente durante o ciclo de crescimento da planta e depois da colheita
(ASAMI et al., 1991; FUKAI et al., 1995). OHYAMA et al. (1990) indicam que
apenas 20% dos carboidratos sdo frutanos. Isso se deve ao fato de que o
material usado ficou armazenado durante 96 dias antes do experimento, sendo
caracterizada a degradacdo enzimatica que ocorre durante o processo de

armazenagem, mesmo em condi¢cdes de baixas temperaturas.

Tabela 2.3 — Conteudo de carboidratos solUveis em raizes tuberosas de yacon,
96 dias apés da colheita, mantidas sob refrigeracdo (OHAYAMA et al., 1990).

Carboidrato Conteudo (mg/g peso seco)
Frutose 350
Glicose 158

Sacarose 74
GF» 60
GF; 47
GF4 34
GFs 21
GFs 16
GF- 13
GFs 10
GFy 7

Total GF2-9 201

GF, = glicose/frutose; n = grau de polimeriza¢do (DP)

Para ZARDINI (1991), o sabor doce do yacon sé comeca a aparecer
depois de 3-5 dias de exposicao ao sol ap6s a colheita, o que deixa claro que a
degradacao enzimatica dos oligossacarideos € responsavel pelo acréscimo de
docura no tubérculo, uma vez que os produtos da hidrolise sdo glicose e
frutose, cujo poder adocante € maior do que o do FOS e dos frutanos.

Outras fontes de frutanos também sao conhecidas: chicéria e alcachofra
de Jerusalém. Porém, cada vegetal apresenta diferentes graus de
polimerizacdo dos frutanos. Por exemplo, 60% dos oligossacarideos da
chicoria tém DP menor que 20. (VAN LOO et al., 1995).
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A tabela abaixo mostra os teores de frutanos em cada uma das

espécies.

Tabela 2.4 — Teor de frutanos em chicéria, alcachofra de Jerusalém e yacon.

Espécie Teor
Base Umida (%) Base Seca (%)
Chicoria 24 73,6
Alcachofra de 22 74
Jerusalém
Yacon >20 67

MODLER (1994)"", VORAGEN (1998) e ASAMI et al. (1991)%.
2.2. Frutanos

Os frutanos sé@o carboidratos de reserva que desempenham papel
semelhante ao do amido. Sao bastante encontrados nos vegetais, sendo que
de 10 — 12% sao plantas superiores.

As familias Polemoniaceae e Asteraceae sdo, economicamente, as mais
importantes fontes de frutanos (ZARDINI, 1991). As plantas acumulam os
frutanos nas raizes, talos e folhas (PREISS e Levi, 1980).

FUKAI et al. (1993) apresentam a tabela com o conteudo de frutanos e

outros carboidratos em diferentes partes do yacon.

Tabela 2.5 — Conteudo de frutanos e outros carboidratos solUveis em agua, em

diferentes partes do yacon.

Partes Teor (mg/g matéria seca)
G F GF GF. GF; GF,
Folhas 9 4 19 2 1 1
Talho superior 24 9 22 9 3 3
Talho inferior 54 32 39 45 29 17
Rizomas 32 29 33 74 65 47
Raiz Tuberosa 31 6 51 110 80 40
Raiz 27 4 36 74 49 28
G: glicose GF»: 1-kestose
F: frutose GF3: nistose
GF: Sacarose GF4: frutofuranosilnistose
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A partir da tabela 2.5., pode-se dizer que 0s rizomas e as raizes
tuberosas séo as partes do yacon que mais contém frutanos.

Os frutanos sao oligo e polissacarideos, constituidos por uma molécula
de sacarose a que se unem residuos de frutose por ligacoes B (2—1) e B
(2—6), (QUNITEROS, 2000), podendo ser lineares ou ramificadas. Para
FRANCK e LEENHEER (2005), frutanos sao, de modo geral, qualquer
composto cujas ligagcdes fructosil-frutose sdo a maioria.

SMITH (1993) divide os frutanos em trés grupos: inulinas, levanos e

graminanos.

2.2.1. Levanos

Sdo os frutanos de bactérias e sdo encontrados entre as
Pseudomonaceae, Enterobacteraceae, Streptococcaceae, Actinomycetes e
Bacillaceae. Estes frutanos sao produtos da excrecao das bactérias durante
seu crescimento (FRANCK e LEENHEER, 2005).

De acordo com POLLOCK (1986), a estrutura dos levanos tem como
base a 6-kestose, onde os residuos de frutosila se unem a de sacarose por
ligacdes B(2—6), apresentando a férmula geral:

G-1,2-F-6,2-F-6),-2-F

2.2.2. Graminanos
Nestes frutanos, o residuo de glicose se une diretamente aos residuos
de frutose, nas posicdes 1 e 6. Portanto, os graminanos sao moléculas com
ligacdes B(2—1) e B(2—6) (MARX et al., 1997; De ROOVER et al., 1999).
A férmula geral, sugerida por POLLOCK (1986), é:
F-2,1-F-2),-1-F-2,6-G-1,2-F-1,2-F-1)n—2-F

2.3. Inulina

Inulina é definida como um carboidrato que contém, principalmente, se

nao exclusivamente, ligacbes PB(2—1) de frutose (WATERHOUSE e
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CHATTERTON, 1993, citados por FRANCK e LEENHEER, 2005), podendo

haver uma molécula inicial de glicose.

HOCH, o, o
H
HOS Ch.0H
o OH H
CH: .o H
H
HOS Ch.0H
O OoH H
CH,OH h
WA O%n ooy
OH H N
HO ° HOS Chon
H OH OH H

Figura 2.2 — Estrutura da inulina

A nomenclatura usada pode ser GF, e Fr,, onde n e m correspondem ao
namero de moléculas de frutose presentes na cadeia.

O grau de polimerizagao (DP) da inulina, assim como as ramificagcdes do
polimero sdo importantes propriedades que influenciam a funcionalidade do
carboidrato.

A inulina pode ser originaria das plantas ou bactérias. O que as
diferencia é o grau de polimerizacao; nas inulinas das plantas, o DP é menor
que 200 e varia de acordo com as espécies, geralmente esta o DP das inulinas
das plantas varia de 2 a 60 (1ZZO e FRANCK, 1998). Ja as inulinas produzidas
por bactérias tem DP alto, variando de 10.000 a 100.000, e possui mais
ramificagoes.

FRANCK e LEENHEER (2005) dizem que a inulina nativa sempre
contém glicose, frutose, sacarose e pequenos oligossacarideos. O termo
“nativa” se refere a inulina que é extraida de raizes frescas e que antes de sua
analise, passa por processo de inativacdo da atividade enzimética da prépria
planta. A inulina comercial, proveniente da alcachofra de Jerusalém e chicoria,
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nao é considerada nativa, uma vez que esse produto raramente representa a

inulina tipica da planta da qual é extraida.

2.3.1. Ocorréncia

Depois do amido, os frutanos sdo o0s polissacarideos mais
abundantemente encontrados na natureza, estando presente numa grande
variedade de plantas e algumas bactérias.

A tabela abaixo mostra o conteudo de inulina nas plantas consumidas na

dieta humana.

Tabela 2.6 — Quantidade de inulina em plantas comumente consumidas na
nutricdo humana (FRANCK e LEENHEER, 2005).

Fonte % inulina
Cebola 2-6
Alcachofra de Jerusalém 14-19
Chicoéria 15-20
Alho poro 3-10
Alho 9-16
Alcachofra 3-10
Banana 0,3-0,7
Centeio 0,5-1
Cevada 0,5-1,5
Yacon 3-19

2.3.2. Propriedades fisicas e fisico-quimicas

Por serem carboidratos nao redutores, os frutanos nao sofrem reacao de
Maillard (DREVON e BORNET, 1992) e sdo apenas hidrolisados pela invertase
microbiana (ARCHBOLD, citado por POLLOCK, 1986).

A enzima hidrolitica presente nas plantas que contém inulina é a
inulinase, que é capaz de clivar as ligagdes B(2—1) dos frutanos, gerando
frutose e glicose. A inulinase é classificada em endo- e exo-inulinase
(QUINTERQOS, 2000).
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A exo-inulinase separa os residuos de frutose terminal, enquanto que a
endo-inulinase age nas ligacdes p(2—1) nao terminais (VAN DEN ENDE et al.,
1996).

Os frutanos sao bastante sollveis em etanol 80% a 0°C e pH 2 e em
agua (VAN LOO et al., 1998).

Os frutooligossacarideos (FOS), frutanos com DP entre 2 e 10, sao
bastante estaveis a pH maiores que 3 e temperaturas superiores a 140°C
(BORNET, 1994). As solucdes aquosas de FOS sao estaveis por meses
chegando mesmo a mais de um ano, quando mantidas sob refrigeracao (YUN,
1996).

2.3.3. Propriedades funcionais da inulina e FOS

Alimento funcional é aquele que contém um ou mais componentes que
afetam as fungdes no corpo e produzem efeitos celulares e fisiol6gicos
positivos (ROBERFROID, 1998). Dentre os alimentos funcionais estao em
destaque os probiédticos, prebidticos e simbiodticos, que sdo uma combinacao
dos dois primeiros (QUNITEROS, 2000).

Simbidticos sdo os alimentos que possuem as caracteristicas tantos de
probiéticos quanto de prébidticos. Os alimentos probidticos contém
suplementos microbianos vivos e promovem a saude, melhorando o balanco
microbiano do ser humano. Os microrganismos probiéticos sdo do género
Lactobacillus e Bifidobacterium (GOLDIN, 1998).

ROBERFROID (1998) diz que um prebidtico € um alimento nao
digerivel, que estimula o crescimento e a atividade da microbiota benéfica ao
trato gastro-intestinal.

Para ser classificado como prebiotico, o alimento deve:

e ter resisténcia a digestao, hidrélise e fermentacédo no estémago;

e ser seletivamente fermentada por um ou um numero limitado de
bactérias potencialmente benéficas ao colon;

e alterar a composicao da coldnia microbiana do intestino, levando a uma
mais saudavel.

A inulina ndo é digerida pelo estdmago e intestino delgado, pois é
resistente as enzimas da saliva e aparelho digestivo (ROBERFROID, 1993).

29



Portanto, ndo ha contribuicdo calérica neste processo. No coélon acontece a
fermentacdo da inulina por bactérias, e seus produtos sdo acidos graxos de
cadeia curta (short chain fatty acids, SCFA), como por exemplo o acido acético,
propribnico e o butirico; além de di6xido de carbono, metano e hidrogénio
(Wang e Gibson, 1993).

Os SCFA sao absorvidos pelo organismo, gerando energia e
consequentemente, uma contribuicdo calérica, que pode variar de 1 a 2,2
kcal/g (ROBERFROID et al., 1993b e MOLIS et al., 1996).

Por ser fermentada por bactérias do género Bifidus bacterium e
Lactobacillus, a inulina auxilia no aumento dessa microflora, que esta
relacionada com a melhoria da saude do colon, influenciando o bem estar geral
do corpo. Além disso, as bactérias benéficas, ao proliferarem no coélon,
diminuem significativamente o numero de bactérias patogénicas como E. coli e
Clostridia. Por esses motivos, a inulina pode ser considerada um prebidtico.

A inulina também afeta os parametros fisiol6gicos do sistema digestivo,
como esvaziamento gastrico, tempo de transito, pH e massa fecal, de forma
similar as fibras dietéticas (ROBERFROID et al., 1993).

2.3.4. Efeitos da inulina

Existem evidéncias de que a inulina auxilia na absor¢cdo de minerais,
principalmente o calcio. Através de estudos in vitro com jovens que receberam
15 g/dia de inulina, VAN DEN HEUVEL et al. (1998, 1999) observaram que
houve aumento na absor¢ao de calcio pelos jovens.

VAN LOO et al. (1998) dizem que a maior parte dos estudos indica que
o consumo dos frutanos tipo inulina aumenta a absorcdo de caélcio e
possivelmente de Mg*™* e Fe™.

A reducao dos triglicerideos plasmaticos, fosfolipidios e colesterol é
resultado do metabolismo dos lipidios modificados pelas fibras e FOS
(FIORDALISO et al.,, 1995). Os autores chegam a essa conclusao a partir de
estudos feitos em ratos que tiveram uma dieta contendo 10% de FOS e
demonstraram uma diminuicdo das lipoproteinas de muito baixa densidade. A

reducdo acontece pela absorcdo dos SCFA pelas membranas intestinais e
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posterior migracdo até o figado, onde atuariam como reguladores das vias
metabdlicas.

A inulina também esta relacionada com a inibicdo da carcinogénese do
colon. Em um estudo desenvolvido por REDDY et al. (1998) foram induzidas
lesbes pré-cancerosas em ratos, usando azoximetano. Foi administrada uma
dieta de 10% de FOS ou inulina e ap6s certo periodo foi observada uma
reducéao significativa das lesdes.

Os frutanos tém acéao redutora da glicose e da insulina. Dessa forma, as
células tumorais ndo se desenvolvem por aproveitarem pouco a glicose, além
da mudanca a sensibilidade a insulina, que faz parte do mecanismo de inibicao
do crescimento dos tumores (TAPER e ROBERFROID, 1999).

A inibicdo dos estagios iniciais do cancer de coélon é atribuida a
formagao dos &cidos de cadeia curta, mais especificamente, o acido butirico,
gue promove um acréscimo da apoptose (morte das células malignas) no célon
(QUINTEROS 2000). Para REDDY (1999), o efeito inibidor do cancer de célon,

deve-se a remocao dos carcindgenos pelas bificobactérias, via fezes.
2.3.5. Utilizacao da inulina

A inulina, apesar de ser considerada como um alimento € utilizada como
aditivo no meio de produtos lacteos, suplementos alimentares e adogantes.

E bastante utilizada também, como substituta da gordura, pois age da
mesma maneira em relacao a textura, (GORDON, 1996), como fibra alimentar
ou agente espessante.

Além disso, ha uma grande especulacdo sobre o uso de inulina por
pessoas diabéticas, considerando a capacidade da inulina em reduzir os niveis
de glicose no sangue (TAPER e ROBERFROID, 1999).

A inulina é extraida de alcachofra de Jerusalém e chicéria e utilizada na
forma nativa, ou seja, contendo pequenas quantidades de sacarose, frutose e
glicose. Comercialmente, é encontrada na forma de pd para uso como aditivo
alimentar, levando o nome de Beneo® GR (inulina com grau de polimerizacéao
acima de 10) e Beneo® P95 (inulina com grau de polimerizacao abaixo de 10),

fabricados pela Orafti. No Brasil, a inulina € acrescentada a produtos como
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leite em pd da marca Nestlé e em barras de frutas Supino da marca Banana

Brasil.
2.3.6. Poder adocante

O sabor global da inulina € menos intenso que o da sacarose, Os
frutanos com DP maior que 10 ndo sdo doces.

O poder adocante dos carboidratos do yacon esta apresentado abaixo.

Tabela 2.7 — Poder adogante dos acucares do yacon

Acucar Valor (%)
Sacarose 100
Glicose 70
Frutose 170
1-kestose (GF») 31
Nistose (GF3) 22
Frutofuranosilnistose (GF4) 16

Fonte: YUN (1996)

2.4. Obtencao de inulina

A extragdo da inulina para andlise €, normalmente, feita através da
imersao da matéria-prima em agua em ebulicdo. Glicose, frutose e sacarose
sao determinados por método enzimatico e a inulina é calculada pela diferenca
de concentracdo (PROSKY e HOEBREGS, 1999).

A separacdo e a purificacdo da inulina tém sido, por tempos, um
processo demorado e incompleto (PRAZNIK et al., 1984). O métodos mais
utilizados para a purificagdo de frutanos é a filtracdo por membranas
(GOULAS, et al., 2002 e LI, et al., 2004). A utilizacao de cromatografia gasosa,
liguida e de troca ibnica detém-se apenas a analise de inulinas e 0 processo de
adsorcao é descrito apenas para a desmineralizacdo de produtos da industria

de acucar.

32



2.5. Processos de purificacao por adsorcao

A troca i6nica é um método de separacdo que envolve uma fase
estacionaria e uma moével. Uma mistura de solutos é introduzida na fase mével
que carrega a solucao através da fase estacionaria carregada de ions.

O mecanismo de separacao acontece de acordo com a figura abaixo.

Condigies Adsorgao das Inicio da Fim da e
iniciais substancias da desorgio dessorgiio Regeneracio
amostra
A N A BSOS o oo
H i B OoO0O| @@ e 000
= F O o 0
S O | B—A | B—0 | e~ | 0o~F0
O 00| &4 A Al B EE|N®®S
= i A & @ @ &
C.gions da fase estacionaria . Substincias a serem separadas G Gradiente de ions

Figura 2.3 — Esquema do mecanismo de troca iénica

No esquema apresentado na Figura 2.2., ha no primeiro estagio um
equilibrio entre os trocadores i6nicos, normalmente sao utilizados anions e
cations simples como cloro e s6dio como contra-ions, ou seja, 0s ions
presentes na matriz.

O segundo estagio é a aplicacao e adsorcao da amostra, liberando ions
da fase estacionaria em quantidade equivalente a adsorvida. A diferenca é a
posicdo e origem do sitio de troca. Os sitios sdo um grupo ibnico capaz de
formar uma ponte eletrostatica com um ion de carga oposta. A facilidade da
troca depende da forca da ponte, que varia de maneira similar a dissociagao de
eletrdlitos fortes e fracos (KUNIN e MYERS, 1952).
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As substancias que ficaram na coluna sao removidas pela troca de
eluente no terceiro estagio. A dessorcédo pode ser acelerada com a introducao
de um gradiente crescente de concentracdo de um sal, forca ibnica.

As quarta e quinta etapas sao referentes a retirada de substancias nao
eluidas anteriormente sob as condicdes iniciais de operacdo e o re-equilibrio
dos trocadores, ou seja, a regeneragao da coluna.

A separagado das substancias acontece devido a diferenca de graus de
interacdo das mesmas com o trocador ibnico. Tais interacbes podem ser

controladas pela forga idnica, eluente, pH, etc.

2.5.1. Matriz

A matriz de um trocador é constituida de um material poroso, inerte,
insoluvel em agua e em solventes organicos, apresentando ligacdes covalentes
a grupos trocadores ibnicos que podem ser classificados em anibnico ou
catibnico.

Os trocadores anidnicos trocam anions e apresentam grupos ibnicos
positivos ligados a matriz. Inversamente, os trocadores catibnicos trocam

cations e apresentam grupos ibnicos negativos como mostra a Figura 2.4.

2

B -1
++E'+ =
4 =

o

Matriz com trocador aniénico Matriz com trocador catiénico

Figura 2.4 — Matriz com trocadores anidnico e catiénico.
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2.5.2. Parametros que afetam a separacao na adsorcao de troca idnica

O resultado de um procedimento de troca idnica é, geralmente, expresso

pela resolucdo entre os picos de interesse. Os parametros que afetam a

resposta do processo sdo a resolucdo, eficiéncia, fator de capacidade e

seletividade.

2.5.2.1. Resolucao (Rs)
A resolucéao é definida pela distancia entre os picos maximos obtidos na

separacao e pode ser usada para determinar a otimizacdo do procedimento,

guanto mais seu valor se aproxima de 1, melhor é a separacao.

A Figura 2.5 apresenta o0 esquema de

cromatografia de troca ibnica na separacao de dois componentes.

resultados obtidos por

Eluigdo dos solutos nio Eluigio dos solutos
Entrada de 2 ;
adsorvidos adsorvidos
soluto
o
5 tr2
o
0 tr1
k]
-U L]
=] tm t'r
W0 -
(5]
o
=
[=
11}
(5]
c
o
o
¥ L £
Tempo f-—-l L_.I
twl tw2

Figura 2.5 — Cromatograma obtido através da cromatografia de separacao de

dois componentes,

A partir dos dados obtidos em graficos como o da Figura 2.5, pode-se

obter o valor de Rs de acordo com a equacéo:

tr,—tr,

Rs =
2!

twi+tw)

(Eq. 2.1)
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Onde, try e tr, sdo os tempos de retencdo dos dois componentes; twy e
tw, sdo a larguras das bandas medidas; tm é o tempo de retencdo na coluna

de um soluto ndo adsorvido até sua saida.

2.5.2.2. Fator de capacidade (k)

E a medida da retengdo de cada componente e é calculada por cada
pico individual:
1
R-1

k= (Eq. 2.2.)

Onde R ¢ a razdo de tempo entre o tempo de reteng&o na coluna (tm) e
o tempo de retencéo do soluto (tr).
A capacidade sera alta se os grupos idnicos ativos localizados no interior

dos poros também contribuirem com a troca ibnica.

2.5.2.3. Eficiéncia (H)
Também expressada por HETP (altura equivalente de pratos teédricos), a
eficiéncia & o niumero de pratos teéricos por metro de coluna.

N
H= Eq. 2.3.
3 (Eq )

Onde N é o numero de pratos teéricos e L o comprimento da coluna.
Este parédmetro indica as condigbes da coluna, como por exemplo o

empacotamento da mesma.

2.5.2.4. Seletividade (a)
Define a capacidade do sistema em separar os picos (distancia entre
eles):

_k. Eq. 2.4.
o A (Eq )

Ki e ko sdo os fatores de capacidade do primeiro e segundo picos,

respectivamente.
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A seletividade é o fator mais importante para determinar a resolucao e
depende da natureza e do numero de grupos trocadores na matriz e das
condicdes de operacao.

Os efeitos da seletividade e a eficiéncia da resolucido sao apresentados

na Figura 2.6.
Boa seletividade Ma seletividade
A A
F r
alta eficiéncia alta eficiéncia
A
baixa eficiéncia baixa eficiéncia
ra "‘-. - , X e
- _=-_ - [
W W

Figura 2.6 — Efeito da seletividade e eficiéncia da resolucao.

2.6. Resinas de troca ionica

Na cromatografia de troca ibnica, as matrizes podem ser resinas
poliméricas de alto peso molecular, contendo grupos ibénicos como parte da
estrutura do polimero (KUNIN e MYERS, 1952).

O fato de a troca ibnica ser um processo reversivel torna o método
bastante vantajoso. Segundo HIESTER et al. (1963), as resinas podem ser
regeneradas com uma solucdo contendo o ion inicialmente presente no
polimero, que ira reverter a reagado de equilibrio, restaurando a resina a sua

condig&o original.
2.6.1. Tipos de resina
As primeiras resinas estudadas para troca i6nica eram formadas por

materiais inorganicos naturais e sintéticos, que foram substituidas por resinas

organicas e sintéticas. Porém, com a alta demanda de trocadores i6nicos na
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industria alimenticia, desenvolveram-se materiais para a fabricacao de resinas
especificas para seu uso e com propriedades especiais (DOFNER, 1991).

Os trocadores orgéanicos sintéticos podem ser classificados segundo os
grupos iénicos funcionais fixados a matriz, sendo eles:

e resinas anibnicas, forte e fraca;

e resinas catidnicas, forte e fraca;

A terminacao forte e fraca para a classificacdo das resinas é uma
referéncia a forca que o grupo idnico afixado em de se dissociar
completamente ou nao.

O grupo ativo das resinas catibnicas fortes sao, geralmente, grupos de
acidos sulfénicos; ja as resinas catibnicas fracas contém grupos carboxilicos e
fosforicos ligados a matriz. As resinas anidnicas fortes possuem grupos amino-
quaternarios e as fracas contém outros amino-grupos acoplados a matriz
(KUNIN e MYERS, 1952; HELFFERICH, 1962; HIESTER et al., 1963).

Além dos grupos i6nicos funcionais, a estrutura da matriz também
diferencia cada resina e pode ser:

e Gel: durante a polimerizacao, a rede obtida tem forma de gel;

e Macroporosa: producao a partir de monémeros, realizada na presenca
de solventes, gera uma estrutura porosa formada ao longo da
polimerizacao;

e |soporosa: tem estrutura com poros uniformes;

e Peliculares: formas alternativas, ndo sao granulares, mas tém forma de
filme, fibra, placa, etc.

As resinas sao utilizadas nas industrias para a purificacdo e
desmineralizacdo de agua. Na industria alimenticia sdo usadas em processos
de adsor¢cao como no caso do agucar refinado, no qual a resina é utilizada na
inversdo da sacarose, descalcificacdo, desmineralizacdo e descoloracdo do
acucar, além da separacao cromatografica de frutose e glicose (MIERS, 1995;
UTSUNOMIYA, 1995). As separacdoes cromatograficas por resina também
estdo sendo estudadas para a purificacdo e recuperacdo de acucares
(MAEDA, et. at., 2003; VIARD e LAMELOISE, 2003; GIACOBELLO, et al.,

2000). Em geral, as resinas sao utilizadas no refino e descoloragcado do agucar
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(CREN, 2002), porém nao foram encontrados registros da utilizagdo das

resinas para purificagéo de inulina.

2.7. Adsorcao

A adsorcdo é a transferéncia de um ou mais constituintes de uma fase
fluida para a superficie de uma fase sélida. Este processo pode ser classificado
como adsorgao fisica, quando envolve forcas de Van der Walls e interacdo
eletrostéatica; ou adsorgdo quimica, onde se formam ligagées quimicas entre
adsorvente e adsorbato. A utilizacdo de uma fase sélida do tipo estrutura ibnica
envolve tanto o processo de adsorcao fisica quanto o processo de troca idnica
em si, que também é considerado um processo de adsorcao de forma genérica
(CREN, 2002).

Uma técnica muito utilizada na industria é a adsorcdo em leito fixo, que
consiste na percolacdo de um leito empacotado em coluna vertical, por um
fluido contendo o soluto que se deseja adsorver. No inicio da operacao, todo o
soluto é adsorvido e a sua concentracdo na saida é nula. Com o tempo, inicia-
se a saturagao da resina, que comecga na extremidade da alimentagcéo e migra
em direcdo a saida do fluido. Devido a saturacao, a resina aproxima-se da sua
capacidade maxima de adsorcdo e a concentracdo de soluto na saida da
coluna comeca a aumentar até se tornar igual a concentracao de entrada.

Para a andlise do desempenho de uma coluna de adsor¢gdo com resina
de troca ibnica, utilizam-se curvas de ruptura. O ponto de ruptura da coluna
acontece quando a concentracao de saida atinge 10% da concentracao inicial;
ao alcancar 90% da concentracdo inicial, tem-se o ponto de exaustao
(BELTER, et al., 1988). A Figura 2.7 mostra a curva de ruptura e os pontos de

ruptura e exaustao.
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Figura 2.7 — Curva de ruptura e pontos de ruptura e exaustao.

Todas essas informagdes sdo importantes para entender o
comportamento do soluto na coluna de adsor¢cdo e da resina utilizada,
podendo-se identificar o inicio da saturacdo da resina até sua saturacao total,
além do tempo de operacao da coluna e quantidade de soluto adsorvido.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria-prima

Os tubérculos de yacon da variedade amarela com 7 dias de colheita,
produzidos em Sao Paulo, da safra de Setembro de 2005, foram obtidos no
estabelecimento “Direto do Campo” em Floriandpolis - SC.

3.2. Processamento do yacon e extracao de inulina

Dois métodos foram utilizados para a obtencdo do extrato de inulina a
partir de yacon: a quente e a frio.

Para a obtencao do extrato com aquecimento foi utilizado yacon lavado,
descascado e cortado em cubos de aproximadamente 2 cm de aresta. Ao
yacon picado foram adicionados 5 vezes a quantidade de agua e triturados
com mixer, marca Walita, modelo RI3123. A suspensao foi colocado em banho-
maria a 75°C por 1 hora e entao, o produto foi filtrado com papel filtro comum e
embalado em saco de polietileno e congelado a -18°C para posterior analise.
Este processamento segue a metodologia descrita por VAN LOO et al. (1995).

A obtengdo do extrato a frio foi conduzida com vyacon lavado,
descascado e cortado em cubos com aproximadamente 4 cm de aresta. Os
pedacos de yacon foram processados em centrifuga de uso doméstico marca
Walita, modelo Rl 6728. Em seguida o extrato foi pasteurizado a 95°C por 15
minutos e filtrado com papel filiro. O extrato foi embalado em sacos de
polietileno e congelado a -18° para posterior analise.

Os processamentos seguem os fluxogramas das Figuras 3.1 e 3.2.
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Figura 3.1 — Fluxograma da extracao quente de inulina (VAN LOO et al., 1995)
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Figura 3.2 — Fluxograma da extragao fria de inulina.

3.3. Caracterizacao fisico-quimica dos extratos de yacon

O extrato de yacon foi caracterizado fisico-quimicamente de acordo com

0s seguintes métodos:

3.3.1. Solidos Totais

Obtido por método gravimétrico. Cerca de 5 gramas de amostras foram
pesadas e estocadas em uma estufa a 55°C por 5 horas sob vacuo de 40mm
de Hg, até peso constante. Os recipientes contendo as amostras, placas de
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Petri, foram inseridos em um dessecador para esfriar por 30 minutos e
posteriormente pesados em uma balangca semi-analitica, com precisdo de
0,001g (AOAC 934.01, 1997).

3.3.2. Acucares Totais

Em um tubo de ensaio foram adicionados 500 uL de amostra, 500 uL de
solugdo de fenol 5 % e 2,5 mL de acido sulfurico. Em seguida o tubo foi
agitado, incubado a temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbéancia lida
em espectrofotébmetro a 490 nm. Esta leitura € comparada a uma curva padrao
de glicose 0,1 g-L™" 0,01 % p/v com concentragdes de 0; 0,025; 0,05; 0,075 e
0,1 g-.L™" (DUBOIS et al., 1956).

3.3.3. Acucares Redutores

Utilizou-se 0 método do acido 3,5 — dinitrosalicilico (3,5 — DNS). Este
método baseia-se na reacdo de oxidacdo do grupo aldeido presente nos
acucares redutores, mediante reducdo do &cido 3,5 — dinitrosalicilico em
condigdes alcalinas. Em um tubo de ensaio contendo 200 uL da amostra
previamente diluida, foi adicionado 200 uL do reativo DNS. A mistura foi
incubada em banho-maria a 100 °C por 15 minutos, sendo em seguida
resfriada em banho de gelo até a temperatura ambiente. Foi adicionado um
volume de 2 mL de agua destilada e, apés 15 minutos, a absorbancia foi lida
em espectrofotdmetro a 540 nm e comparada a uma curva padrao de glicose
em concentragdes na faixa de 0 a 3,0 gL (MILLER, G.L., 1959).

3.3.4. Acucares nao- redutores

Obtidos por diferencga entre carboidratos totais e redutores.
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3.3.5. Teor de solidos soluveis

A determinacao do teor de sélidos soluveis foi realizada através de um
refratbmetro optico manual transferindo-se de 1 a 2 gotas da amostra
homogeneizada e filtrada para o prisma do refratdmetro, calibrado previamente
com agua destilada, que fornece medidas diretas em graus Brix, com resolugéao
de 0,2, sem a necessidade de correcdo em funcdo da temperatura (AOAC,
método 37.1.15, 1997).

3.3.6. Cinzas

Pesou-se 5 gramas de amostra em capsula de porcelana previamente
aquecida em mufla a 550 , resfriada em dessecador até a temperatura
ambiente e pesada. Secou-se em estufa, carbonizou-se em temperatura baixa
e incinerou-se em mufla a 550 . Resfriou-se em dessecador até a temperatura
ambiente e pesou-se. Repetiram-se as operagdes de aquecimento e
resfriamento até peso constante. Para se achar o conteudo de cinzas utilizou-
se a seguinte formula (AOAC, método 31.1.04, 1997):

(100 * N )/P = Cinzas por cento p/p
Onde:
N = peso de cinzas em gramas

P = peso da amostra em gramas

3.3.7. Proteinas

Primeiramente, prepara-se o reagente para o ensaio, utilizando 1 volume
de reagente Dye stock e 4 volumes de agua destilada.

Em um tubo de ensaio colocam-se 40uL de amostra e 2mL de reagente
para ensaio. O tubo é coberto com para-filme e suavemente invertido varias
vezes para misturar. A seguir se faz a medida de absorbadncia a um
comprimento de onda 595 nm. A leitura é comparada a uma curva padrao de

45



BSA com concentragbes de 0, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 ug.mL
(BRADFORD, 1976).

3.3.8. Glicose
Teste enzimatico colorimétrico Bioliquid, Laborclin.

3.3.9. Frutose

Obtida pela diferenca de concentracao de acucares redutores e glicose.

3.3.10. Sacarose

A hidrélise da sacarose presente no extrato de yacon é feita utilizando
solucdo de invertase (LNF — Latino Americana) 2% e solugé&o de extrato de
yacon em uma solugdo tampao acetato de sédio 50 mM pH 4,5 na proporcao
1:2 a 55°C por 120 horas. Apés a hidrélise, repetiu-se a analise de acucares
redutores e por diferenca entre a segunda e a primeira determinacao, obteve-
se a concentracao de sacarose. A metodologia adotada foi adaptada de CRUZ
et al. (1998)

3.3.11. Inulina
Foi determinada pela diferenca de acglcares totais e demais acucares
(PROSKY e HOEBREGS, 1999).

3.3.12. Cor
Foi utilizado método tristimulus com leitura em espectrofotdmetro

Spectronic Unicam, modelo Genesys 10Vis, em comprimento de onda de 414
a 663nm (RAND et al., 1976).

Os valores de transmitdncia medidos foram transformados para o
sistema ClELab pelo programa CIE Color Calculator

(www.brucelindbloom.com), obtendo-se as dimensdes L* (luminosidade), a*

(verde a vermelho) e b* (amarelo a azul).
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3.4. Resinas utilizadas na purificacao do extrato de yacon

As resinas utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Purolite do
Brasil LTDA. Séo elas:

3.4.1. Resina C150

Segundo informacgdes do fabricante (Purolite do Brasil LTDA), a C150 é
uma resina macroporosa de troca catibnica de poli(estireno sulfonato)
resistente a choque térmico e osmotico. Sua estrutura se assemelha a uma
esponja e permite a alta taxa de difusdo da maioria dos cations, incluindo
aqueles de metais pesados, aminas e materiais organicos de alto peso
molecular. Os cétions sao facilmente removidos e a resina regenedara. Ela
apresenta ainda robustez fisica, boa regenerabilidade e boa cinética de troca
no tratamento de agucares e desmineralizacdo de solugcbes organicas

A Tabela 3.1 apresenta as caracteristicas da resina apresentadas pelo
fabricante.

Tabela 3.1 — Caracteristicas da resina C150

Resina C150
Estrutura do polimero Poliestireno macroporoso interligado
com divinilbenzeno
Aparéncia Pérolas esfericas
Grupo Funcional Acido sulfénico
Forma i6nica Sédio Na*
Temperatura limite de operacao 140°C
pH limite de operacao nenhum

3.4.2. Resina A860S

E uma resina macroporosa tipo | de troca anidnica, grau alimenticio, com
boa capacidade na remocao de pigmentos e compostos organicos em melado
de acucar. A adsorcao é altamente reversivel e sua eficiéncia € maior em ciclos

de adsorcdo com mais de 24 horas (Purolite do Brasil LTDA).
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As caracteristicas apresentadas pelo fabricante sdo mostradas na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Caracteristicas da resina A860S

Resina A860S

Estrutura do polimero Poliacrilico macroporoso
Aparéncia Pérolas esféricas
Grupo Funcional Amonio quaternario
Forma iénica Cloreto CI
Temperatura limite de operacao 80°C
pH limite de operacao 1-14

A resina A860S foi utilizada para a retirada de proteinas e pigmentos do

extrato de yacon ja livre de minerais.
3.4.3. Resina PCR 642Ca

Resina gel de troca i6nica forte com matriz de poliestireno que oferece a
separacao de compostos polares e apolares. Tem alta eficiéncia na velocidade
de separacdo para compostos de alto peso molecular. A resina é
especialmente pré-condicionada para sua aplicagdo em alimentos de acordo
com os regulamentos da Food and Drugs Association (FDA). E utilizada na
separacao de acucares, aminoacidos, acidos inorganicos e sais.

No presente trabalho, a resina foi utilizada na separacédo dos acucares
do extrato de yacon e as caracteristicas fornecidas pelo fabricante séo:

Tabela 3.3 — Caracteristicas da resina PCR 642Ca

PCR 642Ca
Estrutura do polimero Gel poliestireno interligado com
divinilbenzeno
Aparéncia Pérolas esféricas
Grupo Funcional Acido sulfénico
Forma i6nica Calcio Ca™

Temperatura limite de operacao 130°C
pH limite de operacao 0—-14

As colunas e as resinas utilizadas sdo mostradas na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Coluna recheada com: A — resina C150; B — resina A860S; C —
resina PCR 642Ca.

3.5. Preparacao das colunas para a purificacao do extrato de yacon por
adsorcao de troca i6nica

O sistema usado no processo de adsor¢cédo consiste em um reservatério
para eluente”, um bomba peristaltica®, uma coluna de vidro® e coletor e
amostra®. O equipamento é mostrado na Figura 3.4.

Figura 3.4 — Equipamento completo.
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As colunas de 0,5 cm de didmetro e 30 cm de altura foram recheadas
com as resinas C150, A860S e PCR 642Ca. No fundo e no topo de cada uma
delas foram colocadas esferas e 1a de vidro para melhorar a uniformidade do
fluxo e evitar a expansao do leito. A coluna presa a um suporte vertical foi
saturada por capilaridade com agua destilada, usando um frasco de Mariotte.
Este foi substituido pela bomba peristaltica apds a saturacdo da coluna. O
condicionamento das colunas contendo resinas C150 e PCR 642Ca foi feito
com HCI 5%, enquanto que a coluna contendo a resina A860S foi condicionada
com NaOH 4%, por 1 hora em ambos 0s casos.

Os leitos foram caracterizados de acordo com a Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Caracterizacao dos leitos para purificagao do extrato de yacon.

C150 A860S PCR 642Ca
Massa (Q) 3,9176 3,7398 3,0789
V1 (ml) 5,67 5,75 5,71
Vo (mL) 2,09 2,14 2,35
Porosidade 0,3559 0,3637 0,3997

Onde Vre Vy sao os volumes total e de liquido dentro das colunas.

As colunas C150 e PCR 642 Ca foram regeneradas com HCI 5%, e a
A 860S com NaOH 4%, todas por 1 hora.

3.6. Purificacao do Extrato de Yacon

O extrato de yacon obtido por extracao quente foi filtrado em papel filtro
comum para a retirada de sélidos em suspenséao e, entdo, bombeado para a
primeira coluna de adsorcdo, contendo a resina C150, para a retirada de sais.
Somente o extrato livre de cinzas foi utilizado para a segunda etapa da
purificacao.

O mesmo procedimento foi aplicado ao extrato eluido da coluna
recheada com a resina A860S, sendo analisado o teor de proteinas e
determinados os parametros de cor do extrato antes e apds a passagem deste
estagio. Procedeu-se as analises até o inicio da curva de eluigdo. O extrato
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limpo foi injetado na coluna recheada com PCR 642Ca para a separac¢ao dos

acucares em solucéo.
3.6.1. Planejamento Experimental

Para determinar as condi¢cdes de operacdo mais adequadas para a
separacao dos acucares do extrato de yacon por adsor¢cao, uma simulacao foi
realizada com solucdo aquosa de agucar contendo 5,5% de inulina (Clariant do
Brasil), 3,1% de acucares redutores, concentracdes estas similares ao do
extrato bruto obtido em um planejamento experimental.

O planejamento experimental € um conjunto de técnicas frequentemente
utiizadas em estudos de processos para investigagcdes qualitativas ou
quantitativas, servindo como ferramenta para avaliar os efeitos e relacées de
variaveis de entrada, ou fatores, sobre variaveis de saida, respostas.

No processo de separacao de acucares do extrato de yacon, foi avaliada
a influéncia de cinco fatores e suas possiveis interagdes para determinar as
condicoes Otimas de operacado da coluna contendo a resina PCR 642Ca. As

variaveis estudadas foram:

(A)
(B)
(C) - Concentragao de carboidratos da amostra;
(D) - Vazao;

(E)

Com cinco fatores, um planejamento completo exigiria 32 ensaios (2°).

Porém, optou-se por uma triagem de variaveis, utilizando um planejamento
saturado 22}2, que corresponde a V4 do planejamento 2° e produz um niimero

minimo de ensaios (2°) que podem ser realizados em relagdo ao nimero de
cinco variaveis. O planejamento completo fornece um modelo entre média e
efeitos, com 2° = 32 parametros. O uso de oito observagdes para a estimativa

destes parametros produzird a associacdo em cada efeito, de 32/8 = 4 efeitos.
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Cada efeito principal estara associado a trés outros efeitos (BARROS NETO et
al., 1995).

Esta escolha torna-se possivel, pois quando o numero de variaveis
aumenta, cresce consideravelmente o numero de efeitos de interacdes de
ordem elevada, assim como as chances de uma ou mais variaveis nao
afetarem a resposta de forma significativa (BARROS NETO et al., 1996).

Definido o planejamento a ser realizado, determinou-se o nivel de
variagao -1 e +1 para cada um dos cinco fatores em estudo. Na Tabela 3.5. sdo

mostradas as variaveis e seus respectivos niveis.

Tabela 3.5 — Fatores e niveis de variagdo estudados durante a triagem do

Planejamento Experimental.

Fatores Niveis de variacao dos fatores
-1 +1
Eluente Agua NaOH
Volume Injetado 0,5 mL 0,9 mL
Concentracao de 10% 20%
carboidratos
Vazao 0,5 mL.min™ 0,7 mL.min™
Forca ibnica Sem acréscimo Acetato de sédio 0,5M

Apo6s a triagem das variaveis, realizou-se a analise dos valores dos
efeitos de cada fator sobre a variavel resposta, neste caso, a resolugdo das
curvas obtidas. Para a obtencdo de respostas mais precisas dos efeitos
principais, um planejamento experimental espelho foi desenvolvido de modo a
separar os efeitos das interacdes. As geratrizes utilizadas para o primeiro
planejamento experimental foram | = 124 e | = 135 e para o complementar
foram|l=-124e | =-135.

Com os valores dos efeitos de cada fator principal, analisou-se a
significancia de cada fator em relagcao a variavel resposta desejada (Rs). Os
fatores nao significativos foram fixados nos valores mais convenientes e um
novo planejamento experimental 2° completo foi realizado com os fatores
significativos. Novamente uma analise dos valores dos efeitos foi feita para a
determinacao da importancia de cada fator no experimento.

Determinadas as condicdes de operacdo da coluna, procedeu-se o

experimento utilizando o extrato de yacon parcialmente purificado com as duas
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resinas anteriores. O extrato foi injetado, eluido e recolhido no coletor de
fracOes; a curva de eluicao foi obtida pela analise dos acgucares.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Avaliacao dos processos de extracao

A Tabela 4.1. mostra resultados da caracterizacao fisico-quimica dos
dois extratos de yacon obtidos pelos processamentos quente e frio.

Tabela 4.1 — Caracterizacao fisico-quimica dos dois extratos de yacon.

g/100mL Extracao a quente Extracao a frio
Solidos Totais (%) 11,39 +0,18" 7,43 +0,21°
°Brix 7,16 + 0,28" 6,40 + 0,178

Proteinas 0,042 +0,003" 0,092 + 0,007

Cinzas 0,372 + 0,034" 0,206 + 0,003
Acucares Totais 9,04 + 0,52% 7,28 +0,718
Acucares Redutores 3,14 + 0,05" 3,92+0,11°
Glicose 0,49 + 0,02" 0,13 +0,018
Frutose 266 +0,07" 3,79 + 0,065
Sacarose 0,62 + 0,02" 0,67 + 0,08"
Inulina / FOS 528 +0,11 A 0,93 +0,28 B

Letras diferentes indicam que ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos
resultados obtidos da caracterizagao fisico-quimica dos dois extratos de yacon, com nivel de
significancia de 5%.

De acordo com a Tabela 4.1, pode-se observar que existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre as extracdes, em relacdo a todos os
componentes analisados, exceto pela sacarose. Os teores dos sélidos totais e
soluveis, cinzas, acucares totais, glicose e inulina foram maiores na extracao
quente.

Os teores de soélidos totais em ambas as extragdes estdo dentro da faixa
de 7 a 30% encontrados por Lizarraga et al. (1997), citado por ROBINSON
(1997). Os teores de cinzas das extragdes a quente e a frio sdo da mesma
ordem de grandeza dos valores (0,1 a 0,3 g/100g) também encontrados por
Lizarraga et al. (1997), citado por ROBINSON (1997).

Os valores de inulina e FOS encontrados no extrato obtido a quente
estao dentro da faixa esperada de 3 a 19% (FRANCK E LEENHEER, 2005).
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Em relacdo aos acucares, individualmente analisados, tem-se que a
quantidade de inulina extraida a quente é maior do e a encontrada por
OHAYAMA et al. (1990), enquanto que a quantidade de frutose do extrato de
yacon é menor. Isso se deve ao fato de que quanto maior é o tempo de
armazenagem, menor o teor de inulina e maior o de frutose. As amostras do
autor acima citado foram analisadas 96 dias apds sua colheita, ja as amostras
utilizadas neste trabalho foram obtidas apdés 7 dias de colheita, tempo
relativamente pequeno para a formacao da inulina em frutose.

A diferenca entre os teores de inulina extraida a frio e a quente se deve
ao fato de que a inulina tem maior solubilidade em agua a temperaturas
elevadas (FONTANA et al., 1994).

4.2. Purificacao do extrato de yacon obtido pelo processo quente

A purificacdo do extrato de yacon foi realizada apenas no extrato obtido

com aquecimento, devido a maior quantidade de inulina extraida.

4.2.1. Purificacao do extrato para a eliminacao de minerais e proteinas

Nesta primeira etapa de purificacdo, o extrato passou pelo processo de
adsorcao utilizando as resinas C150 para a retirada de minerais. Segundo
RUTHVEN (1984), o processo de purificagdo envolve adsorcao fisica, pois as
forcas de Van der Walls estdo presentes. Além disso, as forcas eletrostaticas
sdo significativas, pois se trata de um processo com resinas que possuem
estrutura idnica.

A Figura 4.1 mostra que as cinzas, inicialmente a concentracdo de 0,372
g/100mL de extrato, foram completamente retidas nas 17 primeiras horas de
processo (430 V/Vy). Isso corresponde a 1,2 L para 3,9176 g de resina, ou seja,
foram obtidos 0,312 L de extrato livre de cinzas por grama de resina. Foram
retidas cerca de 1,7641 g de cinzas/g de resina no periodo do experimento
(1300 V/Vy). 1,1851 g de cinzas/g de resina foram retidas até 595 volumes
escoados, onde se tem extrato livre de minerais. A vaz&o de escoamento

utilizada foi de 1,2 mL.min™".
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E importante observar que a composicdo de cinzas corresponde a
quantidade de minerais presentes nos alimentos (CHAVES et al., 2004).
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Figura 4.1 — Curva de ruptura no processo de adsorcao de cinzas do extrato

de yacon, utilizando a resina C150.

As resinas C150 e A860S sao utilizadas para retirar minerais e
pigmentos, respectivamente, de produtos alimenticios, porém mostram
capacidade de retirar proteinas.

A resina C150 afetou o teor protéico. Foram retidas cerca de 51% do
teor de proteinas, inicialmente de 0,042 g/100mL de extrato, nas 16 primeiras
horas de processo ou 440 volume de poro, resultando em um extrato com
concentracdo de 20,8 mg/100mL de proteinas. A vazdo de escoamento
utilizada foi de 1,2 mL.min"".

Apés a adsorcéao pela resina C150, obteve-se um extrato, entao, livre de
cinzas e com o teor de proteinas de 20,8 mg/100mL. Nao foram detectadas
modificagcdes no teor de agucares totais.

A segunda etapa do processo, utilizando a resina A860S, reteve cerca
de 43% de proteinas em relacdo a quantidade de proteinas do extrato

previamente purificado com a resina C150, o que corresponde a um produto
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com 0,327 L de extrato contendo 8,94 mg/100mL de proteinas por grama de

resina. A vazao de escoamento foi de 1,2 mL.min"".

4.2.2. Purificacao do extrato para a eliminacao de pigmentos

Para a retirada de pigmentos da solucdo de yacon, analisou-se apenas a
coloragao inicial e final.

A cor é o resultado da interagdo entre fonte de iluminacao, objeto e
observador, ndo é uma caracteristica absoluta do objeto, mas sim uma

percepcao humana, uma sensacéo, como ilustrada na Figura 4.2.

Figura 4.2 — A: extrato bruto; B: extrato ap6s processo com resina A860S

Para que se possa definir a cor e atribuir-lhe um valor numérico, fatores
como iluminagéo e caracteristicas do objeto podem ser combinados através de
dados espectrais do objeto, caracterizando assim o sistema visual humano ao
identificar uma determinada cor (BILLMEYER & SALTZMAN, 1981).

A caracterizacdo da cor pode ser feita de acordo com diversos sistemas,
que reproduzem o espago espectral da cor para um sistema de coordenadas
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de dimensdes finitas (GOMES & VELHO, 1994). O sistema utilizado neste
trabalho foi o CIELab.

Tabela 4.2 — Caracterizacao da cor pelo sistema CIELab.

Extrato L* a* b* AE* Cor
Bruto 64,22 -0,75 37,97
Pés resina 74,57 -0,40 30,14 12,98
C150
Pds resina 96,99 -1,75 2,11 48,59
A860S

Sendo assim, a Tabela 4.2 mostra a caracterizacdo das solucbes de
yacon antes e depois do processo de adsorcdo pelas resinas C150 e A860S.
Além do aspecto da cor visivel na Figura 4.4, os indices de cor mostram que a
retirada de pigmentos foi efetiva. Os indices encontrados para o extrato
parcialmente purificado, pelas resinas C150 e A860S correspondem a uma cor

proxima a transparéncia.

4.3. Separacao dos acucares do extrato de yacon

A solucdo a ser tratada nesta etapa é o extrato de yacon obtido pela
extracdo quente e parcialmente purificado, ou seja, isenta de minerais e com
concentracdo de proteinas de 8,94 mg/100mL. O extrato é, entao,
basicamente, constituido pelos acucares: frutose, glicose, sacarose e inulina.

Como visto no capitulo anterior, as condicées de operacado da adsorcao

de troca ibnica foram definidas a partir de planejamento experimental.

4.3.1. Planejamento Experimental

Na Tabela 4.3 esta apresentada a matriz de planejamento fatorial parcial
25, % e as respostas obtidas para cada ensaio.
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Tabela 4.3 — Matriz do Planejamento fatorial 2‘;2 para separacao da inulina

dos demais agucares.

Ensaio Fatores Resposta
(A) (B) (C) (D) (E) Resolucao
Eluente Volume Concentracado Vazao Forca (Rs)
injetado de (mL.min" idénica
(mL)  carboidratos b}
(%)
1 -1 -1 -1 +1 +1 0,122
2 +1 -1 -1 -1 -1 0,138
3 -1 +1 -1 -1 +1 0,234
4 +1 +1 -1 +1 -1 0,105
5 1 -1 +1 +1 -1 0,253
6 +1 -1 +1 -1 +1 0,300
7 -1 +1 +1 -1 -1 0,449
8 +1 +1 +1 +1 +1 0,104

-1 e +1 sdo os niveis de variacao dos fatores descritos na tabela 4.1

O complementar da matriz de planejamento para obtencao dos efeitos

principais livres dos efeitos de segunda ordem é mostrado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Matriz complementar do planejamento fatorial 2;2 para

separacao da inulina dos demais acucares.

Ensaio Fatores Resposta
(A) (B) (C) (D) (E)

Eluente Volume Concentracado Vazao Forca Resolucao

injetado de (mL.min" id6nica (Rs)
(mL)  carboidratos )
(%)

1 -1 -1 -1 -1 -1 0,373
2 +1 -1 -1 +1 +1 0,042
3 -1 +1 -1 +1 -1 0,127
4 +1 +1 -1 -1 +1 0,212
5 -1 -1 +1 -1 +1 0,075
6 +1 -1 +1 +1 -1 0,229
7 -1 +1 +1 +1 +1 0,403
8 +1 +1 +1 -1 -1 0,081

Através dos resultados obtidos nas Tabelas 4.3 e 4.4, realizou-se uma
analise dos efeitos dos cinco fatores estudados em relacdo a resposta do

experimento (resolugéo Rs).
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Tabela 4.5 — Valores dos efeitos dos planejamentos fatorial e complementar.

Planejamento fatorial Planejamento espelho
Efeito Interacdes Efeito Efeito Interacoes Efeito
puro puro
La A+BD+CE -0,103 L'a A-BD-CE -0,103
Ls B+AD 0,020 L's B-AD 0,026
Lc C+AE 0,127 L'c C-AE 0,008
Lp D+AB -0,134 L'p D-AB 0,015
Le E+AC -0,046 L'e E-AC -0,019

Os efeitos encontrados referem-se aos fatores principais e as interacoes
indicadas, porém desejam-se os efeitos dos fatores principais nao associados.
Os efeitos principais podem ser obtidos a partir da média aritmética dos efeitos
de cada fator nos ensaios do planejamento principal e complementar ((L +
L’)/2). Os resultados sé@o apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Efeitos principais para separacao da inulina dos demais agucares.

Fatores Valor do efeito
(A) Eluente -0,103
(B) Volume injetado 0,023
(C) Concentracao de carboidratos 0,067
(D) Vazao -0,060
(E) Forga ibnica -0,033

De acordo com a Tabela 4.6, pode-se observar que a mudanca do
eluente, 4gua para hidroxido de sédio diminui em 0,1030 a resolugdo do
sistema. Os aumentos da vazdo e da forgca ibnica também diminuem a
resolucdo. Por outro lado, os aumentos do volume injetado e da concentracao
de carboidratos na solu¢gdo melhoram a resolugéo Rs.

Dessa forma, os fatores selecionados de modo a aumentar a resolucéo
foram &gua como eluente e vazdo de 0,5 mL.min". N&o sera utilizado acetato
de sbdio. Na préxima etapa estudar-se-a os efeitos dos fatores volume injetado
e concentragao de carboidratos como fatores significativos.

Para a determinagdo, entdo, das melhores condi¢gdes de operacao,
realizou-se um novo planejamento experimental 2° completo e com pontos

centrais. Os fatores e niveis de variacdo sdo apresentados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 — Fatores e niveis de variagdo do planejamento experimental 22.

Fatores Niveis de variacao
-1 0 +1
Volume injetado 0,9 1,2 1,5
(mL)
Concentragao de 20 30 40

carboidratos (%)

As respostas deste novo planejamento estdo apresentadas na Tabela
4.8.

Tabela 4.8 — Matriz do planejamento 22 e respostas separacdo da inulina dos

demais agucares.

Fatores Resposta
Ensaios Volume injetado Conc. carboidratos Resolucao (Rs)
1 -1 -1 0,373
2 +1 -1 0,150
3 -1 +1 0,009
4 +1 +1 0,491
5 0 0 0,084
6 0 0 0,096
7 0 0 0,048

As Tabelas 4.9 e 4.10 mostram a analise de variancia ANOVA referentes
ao volume injetado e concentracdo de carboidratos. Pelos resultados obtidos,
nenhuma das duas varidveis é significativa, e qualquer valor, na faixa

estudada, pode ser usado para o processo de separagao.

Tabela 4.9 — Andlise de varidncia ANOVA para o volume injetado do

planejamento experimental 2.

Efeitos Soma GL Média F P
quadratica quadratica
Média 0,2585 1 0,2585 8,2248 0,0456
Volume 0,0719 2 0,0359 1,1437 0,4047
injetado
Erro 0,1257 4 0,0314
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Tabela 4.10 - Andlise de variancia ANOVA para a concentracdo de
carboidratos do planejamento experimental 2.

Efeitos Soma GL Média F P
quadratica quadratica
Média 0,2585 1 0,2585 7,2686 0,0543
Concentracao 0,0554 2 0,0277 0,7782 0,5182
de
carboidratos
Erro 0,1422 4 0,0356

Assim as condi¢cdes de operacdo selecionadas para o processo de
cromatografia de troca idnica, utilizando a resina PCR 642Ca, na separacao
dos agucares do extrato de yacon foram:

Tabela 4.11 — Condicoes de operacdo para a separacdo dos acgucares do
extrato de yacon.

Fatores Condicoes
Eluente Agua
Volume injetado 1,5mL
Concentragao de carboidratos 20%
Vazao 0,5 mL.min™
Forca ibnica Nula

Foi utilizada a concentracdo de 20% de carboidratos, pois é uma
concentracao facil de ser obtida a partir do extrato bruto. Concentracées mais
altas exigiriam a adi¢cdo de uma etapa (concentracdo do extrato) ao processo.

Com as condicoes de operagdao determinadas, foram realizadas duas
corridas com o extrato de yacon e os resultados obtidos sado ilustrados na
Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Grafico de separacao dos acucares do extrato de yacon.
Para uma melhor analise da separacado dos acucares do extrato de
yacon, é necessario verificar os parametros que afetam o processo (Tabela

4.12).

Tabela 4.12 — Fatores que afetam a separacgao.

Fatores Respostas
Resolucao (Rs) 0,463 £ 0,017
Fator de capacidade (k) 1,892 + 0,297
Eficiéncia (H) 1,512 £ 0,018
Seletividade (a) 0,215 £ 0,094

Observando-se a Tabela 4.12, pode-se dizer que resolugédo (Rs) mostra
uma separacao parcial dos agucares. Isto pode ser observado na Figuras 4.3,
onde mais da metade do pico de eluicdo da frutose coincide com a parte
descendente final da curva de eluicdo da inulina. Esta mistura se inicia a cerca
de 7 minutos. Os demais agucares pouco influem na separacao, uma vez que a
glicose comeca a surgir quando a concentracao de inulina ja € muito pequena
(5,0.10° g/100mL a 17 minutos) e a sacarose, por sua vez, praticamente ndo
se sobrepdes a inulina. Uma separacao completa resultaria em resolugao igual
a 1. Este fato também pode ser notado pelos valores da seletividade, pois
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quanto mais a seletividade de aproxima de 1, menor é a resolucao e neste
caso tém-se seletividades de valores baixos (Purolite).

O valor de eficiéncia ou pratos teédricos indica a condicdo de
empacotamento da coluna e para ser boa deve ser de 2 a 3 vezes o diametro
da coluna (Amersham, 2003). A coluna em questao apresenta-se com 0,5cm
de diametro e sua eficiéncia, que é 3 vezes maior, indica que ocorreu um bom
empacotamento da coluna.

O fator de capacidade mede o poder de retencao de soluto pela resina,
seu valor deve variar de 1 a 5 (Purolite). A resina PCR 642Ca mostrou-se com
boa capacidade de reter os acucares da solucdo de yacon, pois k tem valor
dentro da faixa esperada.

Nenhum resultado semelhante foi encontrado na literatura para

comparacao.

4.3.2. Tempo de retencao

A Tabela 4.13 apresenta os tempos de retencao de cada acgucar no
processo de separacao por cromatografia de troca iénica.

Tabela 4.13 — Tempo de retencao dos agucares no processo de separacao.

Acucar Tempo de retencao (min)
Inulina 7,10 £1,20
Frutose 13,94 + 1,57
Glicose 18,45 + 1,35
Sacarose 20,67 £ 1,44

Na literatura sdo encontrados alguns dados sobre o tempo de retencéao
em separagdo para analise de acgUcares, porém tais informagdes diferem
quanto a ordem de saida e aos tempos de retencao. A Tabela 4.14 mostra os
dados de cada trabalho.
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Tabela 4.14 — Tempos de retencédo encontrados na literatura.

Autor Acucar Tempo de Forma de Tipo de coluna
retencao separacao
(min)
QUINTEROQOS, Frutose 7,29 HPLC Carbopac PA1
2000 Sacarose 9,82 (4 x 250 mm,
Glicose 12,47 P/N 35391, S/N
Inulinas 14,45 3963)
BRUGGINK, et Glicose 3,00 Cromatografia  Carbopac PA
al. 2005 (a, b) Fructose 3,50 de troca 200 (3 x 250
Sacarose 4,20 anionica mm) e Carbopac
Inulinas 6,50 PA 200 (250 x
0,381 mm)
CHATTERTON Glicose 3,00 Cromatografia  Fractogel (5 x
ETAL., 1993 Frutose 3,50 de troca 120 cm)
Sacarose 5,00 anionica
Inulinas 7,50
SMOUTER e Sacarose 2,00 HPLC Dextro-Pak C18
SIMPSON, Inulinas 2,50 (100 x 25 mm)
1993

A diferenca nos tempos de retencédo e na ordem de saida devem-se ao
fato de que cada autor utilizou uma metodologia diferente e no caso da troca
idnica, o tipo de resina e as condicoes de operacao também variam de acordo
com cada estudo e, consequentemente, os resultados se diferem. Neste
trabalho, utilizou-se a resina PCR 642Ca, forma i6nica Ca™ e nao foram

encontrados dados na literatura para comparacao.

4.3.3. Pureza da inulina

Nota-se que foi possivel obter inulina 100% pura, ou seja, sem a
presenca de qualquer outro acucar, nos primeiros 7 minutos de processo, ou
0,33 volumes de poro, 0 que corresponde a 57% da inulina injetada. Com o
desenvolvimento da separagéo, a pureza da inulina decresce e aos 15 minutos,
toda inulina foi dessorvida. A evolugdo da pureza da inulina obtida é
apresentada na figura 4.4. A frutose, por sua vez, nao é obtida pura em

nenhum momento do processo, pois se mistura aos demais agucares.
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Figura 4.4 — Evolucdo da pureza da inulina

Atualmente, a inulina comercial € encontrada na forma nativa, ou seja,
como mistura dos acUcares: frutose, glicose, sacarose e inulina. As inulinas
consideradas frutooligossacarieos (FOS), que contém DP menor que 10 séo
vendidas separadamente, como mistura de FOS e os demais agucares. De
acordo com a fabricante dos produtos Beneo® GR (nulina) e Beneo® P95
(FOS) a pureza dos produtos é de 95 e 98%, respectivamente. Porém as
purezas encontradas, através de analises realizadas neste trabalho, foram de
96,7% para Beneo® GR e de 95,62% para Beneo® P95.

Portanto, a inulina ndo é encontrada totalmente pura e seu preco gira
em torno de US$6,90/kg para a inulina (Beneo® GR) e US$9,80/kg para FOS
(Beneo® P95) (pregcos informados por Siba Ingredientes, distribuidora da
Clariant Brasil, revendedora dos produtos Orafti, fabricante de inulina). A
pureza dos produtos Beneo® GR e Beneo® P95.

No caso deste trabalho, obteve-se inulina de yacon, que contém em sua
maioria, inulinas de baixo grau de polimerizacao, ou seja, DP menos que 10
(ASAMI et al., 1991), ou seja, FOS e com total pureza, o que aumenta ainda
mais seu valor comercial. Estudos com outros métodos de andlise mais
precisos e de outros componentes ndo analisados no presente trabalho séo,

porém necessarios para determinar a pureza absoluta da inulina.
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5.CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que as
formas de extracdo da inulina a partir de yacon sao, significativamente,
diferentes em relacédo a quantidade de inulina extraida. O processo de extracao
a quente produziu mais de cinco vezes a quantidade de inulina obtida a frio.

O processo de purificagdo por troca i6nica aplicadas a purificacdo de
acucar mostrou-se eficaz na purificacdo do extrato de inulina, retirando
completamente a quantidade de minerais do extrato de yacon e reduzindo 78%
do teor de proteinas. O processo de retirada de pigmentos resultou em um
extrato translicido, com uma diferenca de cor de 48,59.

A resina PCR 642 Ca, usada para separacao cromatografica de
acucares, apresentou uma resolucdo proxima a 0,5. Do volume injetado,
recuperou-se praticamente 60% do extrato com inulina sem a mistura de outros
acucares, pelos métodos de analise utilizados, fato que aumenta o valor
comercial.

Assim, o método de troca ibnica € um processo adequado para os fins
propostos. A regeneracdo da resina reduz os custos e torna o processo

industrialmente viavel.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a pureza absoluta da inulina por métodos de andlise mais

precisos;

Fazer a secagem do extrato de yacon para obtencao de inulina em pé;

Analisar as propriedades fisicas como viscosidade, densidade da inulina

obtida e comparar com inulina comercial;
Avaliar as caracteristicas fiisico-quimicas do bagaco de yacon obtido
através da extracao a frio e propor novos produtos para aproveitamento

do residuo

Repetir os experimentos de separacdo dos acucares do extrato de

yacon em escala piloto.

68



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Amershan Biosciences. fon Exchange Chromatography. Principles and
Methods, 20083.

ASAMI, T.; KUBOTA, M.; MINAMISAWA, K.; TSUKIHASHI, T. Chemical
composition of yacon, a new root crop from the Andean highlands. Japanese
Journal of Soil Science and Plant Nutrition, v.66, n.2, p.122-126, 1989.

ASAMI, T.; MINAMISAWA, K.; TSUKIHASHI, T.; KANO, K.; HORI, I.; OHYAMA,
T.; KUBTOA, M.; TSUKIHASHI, T. Fluctuation of oligofructan contents in tubers
of yacon (Polymnia sonchifolia) during growth and storage. Japanese Journal
of Soil Science and Plant Nutrition, v.62, n.6, p.621-627, 1991.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY (AOAC). In
CUNNIFF, P. (Ed) Official Methods of AOAC International, 169 ed.,
Arlington, VA, 2v., 1997.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY (AOAC). In
CUNNIFF, P. (Ed) Official Methods of AOAC International, 16 ed.,
Arlington, VA, 2v., 1995.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, 1.S., BRUNS, R.E. Planejamento
Experimental e Otimizacdo de Experimentos, 2 ed., Campinas, Unicamp,
299p., 1996.

BELTER, P.A.; CUSSLER, E.L.; HU, W. Bioseparations: downs tream
processing for biotechnology. John Wiley & Sons, New York, 368p., 1998.

BILLMEYER, J.R.; SALTZMAN, M. Principles of Color Technology. John Wiley,
USA, 1981.

BORNET, F.R.J. Undigestible sugars in food products. American Journal of
Clinical Nutrition, v.59, p.7635-7695, 1994.

BRADFORD, MM. A rapid and sensitive for the quantitation of microgram
quantitites of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v.72, p. 248-254, 1976.

BRUGGINK, C.; MAUER, R.; HERRMAN, H.; CAVALLI, S.; HOEFLER, F.

Analysis of carbohydrates by anion exchange chromatography and mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 1085, p. 104-109, 2005a.

69



BRUGGINK, C.; WUHRER, M.; KOELEMAN, C.A.M.; BARRETO, V.; LIU, Y;
POHL, C.; INGENDOH, A.; HORKE, C.H.; DEELDER, A.M. Oligosaccharide
analysis by capillary-scale high-pH anion exchange chromatography with on-
line ion trap mass spectrometry. Journal of Chromatography B, 829, p. 136-
143, 2005b.

CHATTERTON, N.J.; HARRISON, P.Q.; THORNLEY, W.R.; BENETT, J.H.
Separation and quantification of fructan (inulin) oligomers by anio exchange
chromatography. Inulin and Inulin-cintaing crops. Amsterdam, 1993.

CHAVES, M.C.V.; GOUVEIA, J.P.G.; ALMEIDA, F.A.C.; LEITE, J.C.A.; SILVA,
F.L.H. Caracterizacao fisico-quimica do suco de acerola. Revista de Biologia
e Ciéncias da Terra, v.4, n. 2, 2004.

CREN, E.C. Recuperacao de acidos graxos livres em resina de troca ibnica.
Tese, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas. Campinas, 2002.

CRUZ, V. D., BELOTE, J.G., BELLINE, M. Z.. Produgao e mecanismo de acao
de inulinase de Aspergillus niger-245: hidrolise de inulinas de diferentes
origens. Rev. Microbiol.(onine), v. 29. 1998.

DE ROOVER, J.; VAN LAERE, A.; DE WINTER, M.; TIMMERMANS, J.W.; VAN
DEN ENDE, W. Purification and properties of second fructan exohydrolase from
the roots of Cichorium intybus. Physiologia Plantarum, v. 106, p.28-34, 1999.

DOFNER, K.; lon Exchangers. Walter de Gruyter. Berlin, 1495p., 1991.
DREVON, T.; BORNET, F. Les FOS: ACTILIGHT. In: MULTON, J.L. (Ed.) Le
sucre, les sucres, les edulcorants et les glucides de charges dans les IAA.
Paris: Tec & DOC, Lavoisier, 1992, p.313-338.

DUBOIS, M.; GILLES, K.A.., HAMILTON, J.K.., REBERS P.A., SMITH F.
Colorimetric Method for Determination of Sugar and Related Substances.
Analytical Chemistry, v.28, p. 350-356, issue 3/(289-428), 1956.

ESTRELLA, J.E.; LAZARTE, J.E. In vitro propagation of Jicama (Polymnia
sonchifolia Poepping and Endlicher): a neglected Andean crop. Hortscience,
v.29, n.4, p. 331, 1994,

FIORDALISO, M.; KOK, N.; DESAGER, J.P.; GOETHALS, F.; DEBOYSER, D.;
POBERFROID, M.; DELZENNE, N. Dietary oligofructose lower triglycerides
phospholipids and cholesterol in serum and very low density lipoproteins if rats.
Lipids, v. 30, n. 2, p. 163-167, 1995.

FONTANA, J.D.; FO, S.A.; ROGELIN, R.; KAISS, J.; HAULY, M.C.; FRANCO,
V.C., BARON, M. PCR protocol and inulin catabolism based differentiation of
inulinolytic soil bacteria. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 45/46,
p. 269-282, 1994.

70



FOUST, A.S.; WENZEL, L.A.; CLUMP, C.W.; MAUS, L.; ANDERSEN, L.B.
Principios das operagbes unitéarias. 2 ed., Rio de Janeiro: Guanabara Dois,
670p., 1982.

FRANCK, A.; LEENHEER, L.D., Inulin. Polysaccharides and Polyamides in
the Food Industry (livro). Technology & Indutrial Arts. Cap.8, Wiley — VCH,
2005.

FUKAI K.; OHNO, S.; GOTO, K. NANJO, F. Seasonal fluctuations in fructan
content and related enzyme activities in yacon (Polymnia sonchifolia). Soil
Science and Plant Nutrition, v.43, n.1, p. 171-177, 1997.

FUKAI K.; OHNO, S.; GOTO, K; HARA, Y. Seasonal growth and fluctuations of
sugar content in yacon (Polymnia sonchifolia) during growth and dormancy.
Japanese Journal of Soil Science and Plant Nutrition, v.66, p.233-237,
1995.

GIACOBELLO, S.; STORTI, G.; TOLA, G. Design of a simulated moving bed
unit for sucrose-betaine separation, Journal of Chromatography A, v. 872, p.
23-35, 2000.

GOLDIN, B.R., Health benefits of probiotics. British Journal of Nutrition, v.80,
sup.2, p. 5203-5207, 1998.

GOMES J.; VELHO, L. Computagdo Grafica: Imagem. IMPA & SBM, rio de
Janeiro, 1994.

GORDON, D.T.; BOCALETTI, W; ORELLANA, R. Fat substitutes, fat mimetics
and bulking agents. The rest of the story. Tecnologia de Alimentos (México),
v.30, n.5, p.22-29, 1996.

GOTO, K.; FUKAI K.; HIKIDA, J.; NANJO, F.; HARA, Y. Isolation and structural
analysis of oligosaccharides from yacon (Polymnia sonchifolia). Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, v. 59, n. 12, p. 2346-2347, 1995.

GOULAS, AK., KAPASAKALIDIS, P.G., SINCLAIR, H.R., RASTALL, R.A,,
GRANDISON, A.S. Purification of oligosaccharides by nanofiltration. Journal of
Membrane Science. 209, p. 321-335, 2002.

HARLAND, C.E. lon Exchange theory and practice. Royal society of chemistry
paperbacks, 2 ed., 285p., 1994.

HEASMAN, M.; MELLENTIN, J. Addressing the health issue. International
Food Ingredients, v.3, 0.22-24, 1998.

HELFFERICH, F. lon Exchange. McGraw Hill Book Company, Inc. New York,
624p., 1962.

71



HENDRY, G.A.F.; WALLACE, R.K. The origin, distribution and evolutionary
significance of fructans. In: SUZYKI, M.; CHATTERTON, J.N. (Eds.). Science
and technology of fructans. Boca Raton: CRC Press, 1993. p. 119-136.

HIESTER, N.K.; VERMEULEN, T.; KLEIN, G. Adsortion and ion Exchande. In
Chemical Engineer’'s Handbook, ed. Perry, J.H., 4 ed., McGraw Hill, New York,
Section 16, p. 1-40, 1963.

1ZZO M., FRANCK, A. Nutritional and health benefits of inulin and oligofructose.
Conference Report. Trends in Food Science and Technology, v. 9, p. 255-
257, 1998.

KAPULER, A.M.; GURUSIDDIAH, S. The twenty protein aminoacids free in the
juices of our common vegetables and herbs. Journal of Home & Consumer
Horticulture, v.1, n.1, p.3-18, 1994. Apud: Food Science and Technology
Abstracts, HU105, 1994.

KUNIN, R.; MYERS, R.J.; fon Exchange Resins. John Qiley & Sons, Inc. New
York, 212p., 1952.

LI, W., LI, J., CHEN, T., ZHAO, A., CHEN, C. Study on namofiltration fro
purifying fructo-oligosaccharides |l. Extended pore model. Journal of
Membrane Science, 258, p. 8-15, 2004.

MAEDA, A.; ADACHI, S.; MATSUMO, R. Chromatographic separation of 3-
ketoglucose and glucose or 3-ketocellobiose and cellobiose using a cation-
exchange resin in potassium form. Biochemical Engineering Journal., v. 13,
p. 15-20, 2003.

MARX, S.P.;: NOSBERGER, J.; FREHNER, M. Seasonal variation of frutan-B-
fructosidase (FEH) activity and characterization of a B (2—1)- Linkage specific
FEH from tubers of Jerusalém artichoke (Helianthus tuberosus). New
Phytologist, v.135, p.267-277, 1997.

MIERS, J.A.J. Regulation of ion exchange resins for food, water and beverage
industries. React. Polym, v. 24, p. 99-107, 1995.

MILLER, G.L. Use of Dinitrosalicylic Acid Regant fopr Determination od
Reducing Sugar. Analytical Chemistry, v. 31, p. 426-428, issue3/(323-468),
1959.

MODLER, H.W. Bifidogenic factors — Sources, metabolism and applications.
International Dairy Journal, v. 4, p. 383-407, 1994.

MOLIS, C.; FLOURIE, B.; OUARNE, F.; GAILING, M.F.; GUIBERT, A;
BORNET, F.; GALMICHE, J.P. Digestion excretion, and energy value of
fructooligosaccharides on healthy humans. American Hournal of Clinical
Nutrition, v.64, p. 324-328, 1996.

72



National Research Council, 1989. Lost Crops of the Incas: Little — known plants
of the Andes with promise for worldwide cultivation. National Academy Press,
Washington, DC.

NIETO, C. Estudios agronbémicos y bromatologicos en jicama (Polymnia
sonchifolia Poep. and Endl.). Archivos Latinoamericano de Nutricién, v. 41,
p.213-221, 1994,

OHYAMA, T.; ITO, O.; YASUYOSHI, S.; IKARASHI, T.; MINAMISAWA, K.;
KUBOTA, M.; TSUKIHASHI, T.; ASAMI, T. Composition of storage
carbohydrate in tubers of yacon (Polymnia sonchifolia). Soil Science and Plant
Nutrition, v.36, n.1, p.167-171, 1990.

OLIVERIA, M.A., NISHIMOTO, E.K. Avaliacdo do desenvolvimento de plantas
de yacon (Polymnia sonchifolia) e caracterizacdo dos carboidratos de reserva
em HPLC. Brazilian Journal of Foof Technology, v.7, n. 2, p. 215-220, 2004.

PARAJARA, F. Yacon, o primo da batata que ajuda a controlar o diabete.
Saude, Sao Paulo, n.194, novembro 1999, p.38-42.

POLLOCK, C.J. Fructans and the metabolism of sucrose in vascular plants.
New Phytologist, v.104, p.1-24, 1986.

PRAZNIK, W.; BECK, R.H.F.; NITSCH, E. Determination of fructan oligomers of
degree of polymerization 2-30 by high liquid chromatography. Journal of
Chromatography, v. 303, p. 417-421, 1984.

PREISS, J.; LEVI, C. Starch biosynthesis and degradation. In: PREISS, J. The
biochemistry of plants. Vol 3 Carbohydrates, structure and function. New
York: Academic Press, 1980, p.371-423.

PROSKY, L.; HOEBREGS, H. Methods to Determine Food Inulin and
Oligofructose. Nutritional and Health Benefits of Inulin and Oligofructose,
Journal of Nutrition, V.129, P. 1418S-1423S, 1999.

Purolite, lon Exchange Resins, Chromatographic Separation of Saccharides,
Organic Acids and Amino Acids.

QUINTEROS, E.T.T. Producdo com tratamento enzimatico e avaliagdo do suco
de yacon. Tese, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas. Campinas, 2000.

RAND, M.C., GREENBERG, A.E., TARAS, M. S. Standard Methods for the
Examination Water and Wastewater. Franson, M.A. Ed. American Public Health
Association, Washington, DC. 1976.

REA, J. Conservatéin y manejo in situ de recursos fitogenéticos agricolas em
Bolivia. Taller electronico sobre conservacion in situ. CIP-Lima, p.24, 1995a.

73



REA, J. Informe de avances em raices nativas in situ. Proyecto RTA. 1994-95.
La Paz.

REDDY, B.S. Possible mechanisms by which pro- and prebiotics influence
colon carcinogenesis and tumor growth. Journal of Nutrition, v.129, p. 1478s-
1482s, 1999.

REDDY, B.S. Prevention of colon cancer by pre- and probiotics: evidence from
laboratory studies. British Journal of Nutrition, v.80, supl.2, p. s219-s223,
1998.

ROBERFROID, M. Dietary fiber, inulin and oligofructose: a review comparing
their physiological effects. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
v.33, p.103-148, 1993.

ROBERFROID, M.; GIBSON, G.R.; DELZENNE, N. The biochemistry of
oligofructose, a nondigestible fiber: an approach to calculate caloric value.
Nutrition Reviews, v.51, p.137-146, 1993b.

ROBERFROID, M.B. Caloric value of inulin and oligofructose. Journal of
Nutrition, v.129, p.14365-14375, 1999.

ROBERFROID, M.B. Prebiotics and synbiotics: concepts and nutritional
properties. British Journal of Nutrition, v.80, supl.2, p.5197-5202, 1998.

ROBERFROID, M.B.; VAN LOO, J.A.E.; GIBSON, G.R. The bifidogenec nature
of chicory inulin and its hydrolysis products. Journal of Nutrition, v.128, p.11-
19, 1998.

ROBINSON, H. Yacon, Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endt). In:
HERMAN, M.; HELLER, J. Andean roots and tubers: ahipa, arracacha,
mada and yacon. Promoting the conservation and use of underutilized
and neglecter crops. Institute of Plant Genetics and Crop Plant Researsh,
Gatersleben / International Plant Genetic Resources Institute, Rome, ltaly, p.
202-242, 1997.

RUTHVEN, D.M., Principles of adsorption and adsorption processes. John
Wiley & Sons, New York, 1984.

SMITH, C.J. Carbohydrate chemistry. In: LEA, P.J.; LEE GOOD, R.C. (Eds.)
Plant biochemistry and molecular biology, Chichester: J. Wiley & Sons,
1993, Cap.4, p.74-111.

SMOUTER, H.; SIMPSON, R.J. Extraction and purification of preparative
amounts of 1-kestose, 6-kestose, neokestose, nystose and inulina-
pentasaccharide. Inulin and Inulin-cintaing crops. London, 1993.

SRIDHAR, P.; SATRI, N.V.S.; MODAK, J.M.; MUKHERJEE, A.K. Mathematical

simulation of bioseparation in an affinity packed column. Chemical
Engineering and Technology, v.17, n.6, p. 422-429, 1994.

74



TAPER, H.S.; ROBERFROID, M.B. Influence of inulin and oligofructase on
breast cancer and tumor growth. Journal of Nutrition, v.129, p.1488s, 1489s,
1999.

UTSUNOMIYA, Y. Government regulations on the use oh ion exchange resins
for the processing of potable water, food products and pharmaceutical in Japan.
React Polym, v.24, p. 121-132, 1995.

VAN DEN ENDE, W.; DE ROOVER, J.; VAN LAERE, A. In vitro synthesis of
fructofuranosyl only oligosaccharides from inulin and fructose by purified
chicory root fructan fructasyltransferase. Physiologia Plantarum, v.97, p.346-
352, 1996a.

VAN DEN ENDE, W.; VAN WONTERGHEM, D.; VERHAERT, P.; DEWIL E.;
VAN LAERE, A; Purification and characterization of fructan: fructan
fructasyltransferase from chicory (Cichorium intybus L.) roots. Planta, v.199,
p.493-502, 1996b.

VAN DEN HEUVEL, E.G.H.M.; MUYS, T.; VAN DOKKUM, W.; SCHAAFSMA,
G. Oligofructose stimulates calcium absorption in adolescents. American
Journal of Clinical Nutrition, v.69, p.544-548, 1999.

VAN DEN HEUVEL, E.G.H.M.; SCHAAFSMA, G.; MUYS, T.; VAN DOKKUM,
W. Nondigestible oligosaccharides do not interfere with calcium and
nonhemeiron absorption in young, health men. American Journal of Clinical
Nutrition, v.67, p.445-451, 1998.

VAN LOQO, J.; COUSSEMENT, P.; LEENHEER, L.D.; HOEBREGS, H.; SMITS,
G. On the presence of inulin and oligofructose as natural ingredients in the
western diet. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v.35, n.6,
p.525-552, 1995.

VAN LOOQO, J.; CUMMINGS, J.; DELZENNE, N.; ENGLYST, H.; FRANCK, A;
HOPKINS, M.; KOK, N.; Mc FARLANE, G.; NEWTON, D.; QUIGLEY, M.
ROBERFROID, M.; VAN VLIET, T.; VAN DEN HEUVEL, E. Functional food
properties of non-digestible oligosaccharides: a consensus report from the
ENDO project (DGXII AIRIl — CT94-1094). British Journal of Nutrition, v.81,
p.121-132, 1998.

VIARD, V.; LAMELOISE, M.L. Modeling glucose-frutose separation by
adsorption chromatography on ion exchange resins. Journal of Food
Engineering., v. 17, p. 29-48, 1992.

VORAGEN, A.G.J. Technological aspects of functional food-relates

carbohydrates. Trends in Food Science and Technology, v. 9, p. 328-335,
1998.

75



WANG, X.; GIBSON, G.R. Effects of the in vitro fermentation os oligofructose
and inulin by bacteria growing in the human large intestine. Journal of Applied
Bacteriology, v.75, p. 373-380, 1993.

YUN, J.W. Fructooligosaccharides — occurrence, preparation and application.
Enzyme and Microbial Technology, v.19, p. 107-117, 1996.

ZARDINI, E. Ethnobotanical notes on yacon, Polymnia sonchifolia
(Asteraceae). Economic Botany, v. 45, n.1, p.72-85, 1991.

76



