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ABSTRACT

Inulin extracted from Dahlia pinnata tubers was purified

by means of ethanol precipitation and ion-exchange on DEAE-
celulose to remove pigments and acidic contaminants.

The highly purified inulin was submitted to several
procedures of mild chemical derivatization in order to modify
the original chemical structure through the insertion of lipophylic
substituents.

Amongst the obtained derivatives, two revealed effi-
cient induction of inulinases production/secretion of yeast

(Kluyveromyces), mold (Aspergillus), and bacterium (a local

inulinolytic isolate), namely, caproyl-inulin and cholesteryl-
inulin. The respective chlorides were used as donnors of
lipophylic moieties and the catalysis was carried out in non-
aqueous/alkaline media. Derivatizations were monitored by "*C-
nmr (nuclear magnetic ressonance) and FTIR (Fourier transform-
infrared spestroscopy). Caproyl-inulin resulted in superior
inulinase I (fructose release) induction in yeasts with an increase
up to 8.3 times with respect to the control medium containing
underivatized inulin (single carbon source). This derivative also
positively affected the growth of the inulolytic soil bacterium
isolate as well as it shortened the respective onset for DFA III

(difructose anhydride) release in the culture medium by inulinase II.
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RESUMO

Inulina extuaida de raizes tuberosas de Dahlia pinnata, apos
submetida a um tratamento com DEAE celulose - CI, foi obtida com alto
grau de pureza para entido sofrer diversos processos de derivatizacao
quimica, com a finalidade de modificar estruturalmente a molécula
nativa, pela inser¢io de grupamentos lipofilicos, esperando-se com
isso incrementar a atividade de inulinase dos microorganismos-alvo
quando na presenca do substrato modificado. Os produtos de
derivatizagcao suave do polimero, que revelaram-se eficientes indutores
da producio / secreciao de inulinases por Aspergillus niger, e também
por duas cepas de Kluyveromyces marxianus var. marxianus
foram: Caproil-inulina e Colesteril-inulina. Para as sinteses quimicas
destes derivados de inulina, foram utilizados como reagentes os
cloretos de caproila e de colesterila, respectivamente, em meio basico.
As derivatizacoes foram monitoradas por espectroscopia de Ressonan-
cia Nuclear Magnética de *C e de Infra-vermelho com transformacao
de Fourier, respectivamente. Caproil-inulina mostrou-se superior
como indutor de inulinase de leveduras quando comparado ao
colesteril-derivado, chegando a aumentar a produg¢iao da enzima em até
8,3 vezes em relacio 2 quantidade obtida com inulina nativa como
unica fonte de carbono no meio de cultivo. A bioconversio bacteriana
de inulina em DFA III, um di-D-frutose dianidrido, bem como também
o crescimento celular, foram acelerados na presenca do derivado

lipofilico Caproil-inulina.
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INTRODUCAO

A enzima inulinase hidrolisa o polimero de plantas inulina
dando como produto final praticamente frutose pura. A inulina € um
polimero de reserva de varias plantas, obtida inicialmente de tbérculos
de alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.), ambém deno-
minada de Tupinambo por McDONALD (1946), sendo tzimbém obtida

de dente-de-leao (Taraxacum officinale Weber), chicéria (Cichorium

intybus L.) e ddlia (Dahlia pinnata Cav.), MUKHERJEE & SENGUPTA

(1989). A inulina é uma frutana e, segundo GOODWIN & MERCER
(1983), é um polimero de B-D-frutofuranoses mantidas por ligacoes
glicosidicas B-D-(2->1), apresentando um residuo de a-D-glucopiranose
unido por ligacao a-1-f-2 a unidade de frutofuranose, formando uma
unidade de sacarose numa das extremidades (figura 1). O comprimento
médio da cadeia de inulina varia conforme a planta e a estagao do ano,
esta propriedade resultando provavelmente da acao da inulinase da
propria planta. Teoricamente a inulina deve conter no minimo 30
unidades de acucar, ou seja, o grau de polimerizacao deve ser igual ou
maior que 30, que corresponde a um peso molecular de 4900 a 5500.
A inulina é insolivel em agua, e mesmo a 55°C € apenas parcialmente

soluvel (5%), VANDAMME & DERYCKE (1983).

LINDNER observou em 1900 que a levedura Saccharomyces
marxianus e algumas cepas nao identificadas eram capazes de utilizar
inulina. Tais observacodes foram também relatadas por GRAFE & VOUK
(1913) e por KLUYVER (1914). Em 1933 SACCHETTI provou que a

levedura Kluyveromyces fragilis crescia as custas de inulina. A primeira

inulinase fungica descrita foi a de Aspergillus niger em 1924 por
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Figura 1 - Estrutura da inulina.



PRINGSHEIM & KOHN. Até 1943, no entanto acreditava-se que uma
unica enzima - a B-frutofuranosidase - era responsavel pela hidrélise de
sacarose, inulina, rafinose, irisina, gentianose e estaquiose. ADAMS et
al.(1943) demonstraram a existéncia de uma inulinase verdadeira cuja
atividade era diferente daquela da invertase. Desde entao muitos
microorganismos produtores de inulinase tém sido descritos.

As enzimas que degradam inulina, denominadas inulinases ou
inulases, sio encontradas em plantas e em microorganismos, incluindo
fungos filamentosos, leveduras e bactérias. A maioria das inulinases,
segundo SNYDER & PHAFF (1962) e FUCHS et al. (1985), sao de fato
B-frutosidases nido-especificas que atuam sobre as ligacdes B-2,1 e
liberam moléculas de frutose a partir da extremidade nao-redutora da
inulina e de certos oligossacarideos, podendo ser designadas como 2,1-
B-D-frutana-frutanohidrolases (EC 3.2.1.7), diferentes das invertases
que hidrolisam especificamente sacarose em glucose e frutose, classi-
ficadas como B-D-frutofuranosideo-frutohidrolases (EC 3.2.1.20).
Apesar da atividade hidrolitica destes dois grupos de enzimas sobre
a sacarose ser equivalente, a inulinase se diferencia da invertase por
que esta ultima apresenta baixa atividade com substratos de alto peso
molecular como oligossacarideos e frutanas do tipo inulina, segundo
GROOTWASSINK & FLEMING (1980).

A razao S/I (razao das atividades relativas com sacarose e
inulina como substratos) foi introduzida por SNYDER & PHAFF(1962)
para discriminar invertase de inulinase. VANDAMME & DERYCKE(1983)
consideram que uma razao S/I baixa, menor do que 50 (alta atividade
com inulina), indica que a enzima é uma inulinase. A principio, a
classificacio das inulinases era baseada na ocorréncia de enzimas

especificas em bactérias, fungos e plantas, que raramente demonstra-



vam atividade com sacarose, mas quebravam frutanas do tipo inulina
agindo tanto como endo-enzimas como também como exo-enzimas,
produzindo uma série de oligofrutanas ou somente frutose, respecti-
vamente, EDELMAN & JEFFORD (1964) e SNYDER & PHAFF (1960).
Por outro lado, FUCHS et al. (1985) e MUKHERJEE & SENGUPTA (1989)
descobriram leveduras que produzem inulinases capazes de hidrolisar
frutanas do tipo inulina e levana agindo como exo-enzimas é também
capazes de hidrolisar sacarose. As diferencas nas razdées S/I e nas
constantes cinéticas foram consideradas insuficientes por alguns
autores para a distincao entre inulinase e invertase em- leveduras. Para
estes autores, como KOVALJOVA & YURKEVICH (1978), ARNOLD
(1987) e ROUWENHORST et al.(1988), a inulinase poderia ser um tipo
especial de invertase e deveria ser classificada como tal.

WHITE & KENNEDY (1988) incluiram as enzimas capazes de
atuar sobre inulina, levana e também sacarose, por remoc¢ao de grupos
B-D-frutofuranosil terminais, na classe das exo B-D-frutosidases (B-D-
frutana-frutanahidrolases (EC 3.2.1.80). No entanto, a diferenca entre
estas enzimas e as invertases (EC 3.2.1.26) nao estava clara para as
enzimas microbianas conforme discutido por ETTALIBI & BARATTI
(1987) e MUKHERJEE & SENGUPTA (1989).

Em 1990 ROUWENHORST et al., pesquisando uma cepa
de K. marxianus determinaram, através de parametros cin€ticos e
estruturais, que nas leveduras existiam duas B-frutosidases distintas:
invertase e inulinase. Esta diferenciaciao adquiriu contornos mais
precisos por estar baseada em base molecular, qual seja, a estrutura
(glico) proteica das entidades enzimaticas. A inulinase que € secretada
para o meio de cultura, tem uma massa molecular de aproximadamente

165 kDa, contém duas subunidades proteicas e 34% de carboidrato. A



inulinase associada a parede celular tem o mesmo conteido de
carboidrato, mas é um tetramero com massa de 350kDa. Em

Saccharomyces cerevisae a invertase que € secretada ao meio de cultivo

¢ um dimero com massa de 270kDa, enquanto que a enzima retida na
parede celular € um octamero de cerca de 800kDa. Ambas as formas
de invertase contém até 50% ‘de qaﬂ;oidrato, ESMON et al. (1987). Além
disso, pouca homologia foi encontrada nas sequéncias de aminoacidos
das extremidades amino- terminais de invertase e inulinase,
ROUWENHORST et al. (1990 a). As inulinases foram isoladas inicial-
mente de tubérculos de alcachofra de Jerusalém por EDELMAN &
JEFFORD (1964), de raizes de chicdria por FLOOD et al. (1967) e de
dente-de-leao por RUTHERFORD & DEACON (1972). As inulinases de
plantas, principalmente as oriundas das familias Compositae, Liliaceae
e Iridaceae, aparecem em niveis muito baixos e niao apresentam
atividade de invertase. Por outro lado, muitas inulinases microbianas
purificadas possuem uma notiavel atividade de invertase, VANDAMME
& DERYCKE (1983).

Os estudos fundamentais sobre as inulinases microbianas
foram realizados principalmente no Japao e Coréia do Sul por KIM
(1975) e ISHIBASHI et al. (1974), no Canadid por GROOTWASSINK &
FLEMING (1980) e DUVNJAK et al. (1981), e na Franca por DEMEULLE et
al. (1981) e GUIRAUD et al. (1982). Estudos sobre a produciao, purificacao
e caracterizacdo de inulinases de diversos microorganismos foram relata-
dos em detalhe ha cerca de apenas uma década.

As inulinases estdo presentes em fungos, principalmente em
Aspergillus niger pesquisado por NAKAMURA et al. (1978 a,b,c) e por
AZHARI et al. (1989), e em Penicillium sp. estudado por NAKAMURA &

NAKATSU em 1978. A enzima extra celular de A. _niger atua sobre



inulina liberando inulotriose, inulotetraose e inulopentaose. Nao hidrolisa
sacarose e rafinose, podendo entio ser classificada como endo-enzima. E
também denominada de inulinase III, NAKAMURA et al. (1978 b).

Entre as bactérias produtoras de inulinase citam-se Lactobacillus

plantarum pesquisado por TAKAHASI & SOUTOME (1975) e Arthrobacter

) urqz_ifacie_r}s des_crito por TANAKA et al. (1972) e por UCHIYAMA et al.

(1973). A inulinase de A. ureafaciens hidrolisa a inulina em di-D-
frutofuranose-1,2’:2.3’ dianidrido (DFA III) e pequena quantidade de
outros oligossacarideos. E especifica para compostos contendo liga-
¢oes do tipo B-(2->1) e tem sido denominada de inulinase II, TANAKA
et al. (1972). Segundo UCHIYAMA et al. (1973), esta enzima atua sobre
inulina liberando DFA III por uma reacdo de transfrutosilaciao
intramolecular. A estrutura do DFA III pode ser vista na figura 2.

As inulinases sio encontradas em leveduras, entre outras

destacam-se as de Kluyveromyces fragilis amplamente estudadas por

SNYDER & PHAFF (1960), BYUN & NAHM (1977), GROOTWASSINK
& FLEMING (1980), GROOTWASSINK & HEWITT (1983), HEWITT &
GROOTWASSINK (1984), WORKMAN & DAY (1983 e 1984), LAM &
GROOTWASSINK (1985), MANZONI & CAVAZZONI (1988) e NEGORO

(1978); de Kluyveromyces marxianus pesquisadas por PAREKH &

MARGARITIS (1985), ROUWENHORST & VAN DIJKEN

(1988,1990,1991); de Candida kefyr estudadas por NEGORO & KITO
(1973 a,b); e de Debaromyces canterellii descritas por BELUCHE et al.
(1980).

As inulinases de leveduras sio exo-inulinases do tipo I, as
quais produzem frutose livre, diferentemente das dos tipos III e II que

produzem respectivamente inulindéligossacarideos redutores e inulobiose
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Figura 2 - Estutura do DFA III.



desidratada, esta ultima nio-redutora.
Dentre os numerosos microorganismos produtores de inulinase
conhecidos, as leveduras parecem ser a melhor opc¢ao de escolha para uso

em processos comerciais, principalmente as do género Kluyveromyces.

Cepas de K. fragilis foram utilizadas por GROOTWASSINK & FLEMING
(1980) no desenvolvimento de um processo laboratorial para producgiao de
inulinase de elevada qualidade industrial. A vantagem desta espécie € que
seu uso em alimentos é aprovado pela FDA (Food and Drug Administration)
dos Estados Unidos, assim sendo, suas enzimas também devem ser aceitas
para aplicacao em sistemas de alimentos. ROUWENHORST et al. (1988)
estudaram a otimizacao da producio de inulinases por leveduras, e
verificaram que uma cepa de K. marxianus apresentou propriedades

superiores as observadas em outras cepas de Kluyveromyces. Além de

apresentar maior especificidade pelo substrato e maior produc¢io de
inulinase, esta cepa de K. marxianus é termotolerante, crescendo em
temperaturas de 40 a 45°C (maior produc¢ao da enzima entre 37 e 42°C),
propriedade esta muito vantajosa em processos de escala industrial.

As frutanas sao boas fontes de adocantes naturais de baixa
caloria, xaropes de alto teor de frutose e/ou di-D-frutose dianidridos
(DFA). GROOTWASSINK & FLEMING (1980) relataram dados de
tempos, rendimentos e outros que favorecem a hidrélise enzimatica da
inulina em relacio a acida para obtencio de frutose. Na hidrdlise acida,
segundo FEATHER (1977), ocorrem reacdes secunddrias indesejaveis,
como o excessivo escurecimento causado pela caramelizacio dos
acucares e reacao de Maillard com proteinas, provocando o
aparecimento de sabores e odores desagradiveis. Enuetanto, HAULY

& FONTANA (1992) obtiveram por termopressurizagao direta (3aum;



144°C) de inulina em acido ortofosférico aquoso (concenuagao < 0,1%),
xaropes de frutose levemente coloridos, isentos de sabores indesejaveis,
contendo cerca de 3% de DFA I1I (di-D-frutofuranose 1,2:2,3’ dianidrido)
é praticamente livres de hidroximetilfurfural. Verificaram porém, em
estudos de perfusao em figado de rato, que o DFA III induz alteracoes no
metabolismo de carboidratos.

A producao convencional de frutose a partir do amido necessita
de pelo menos urés passos enzimaticos, incluindo a acao de o—amilase,
amiloglucosidase e glucose isomerase, rendendo no maximo solucoes
com 45% de frutose. A partir de inulina, no entanto, basta uma unica reagcao
enzimatica (inulinase) e os rendimentos atingem ate 95% de frutose,
VANDAMME & DERYCKE (1983).

Para a aplicacdo industrial da hidrélise enzimatica, a enzima
requerida deve estar disponivel em grandes quantidades e com preco
competitivo para que o processo seja viavel. Tém sido pesquisadas
técnicas de imobilizacao da atividade enzimatica de inulinase através
tanto da imobilizacio de enzimas purificadas como também de células
microbianas. KIM & BYUN (1982) demonstraram a ocorréncia da

conversao de 90% de inulina (solucao a 7%) para frutose, utilizando-

se inulinase (EC 3.2.1.7) de Kluyveromyces fragilis imobilizadas em 2-
amino-etil-celulose.

WORKMAN (1984) obteve bons resultados na obtenciao de
xarope de frutose a partir de inulina, utilizando células de K. fragilis
imobilizadas pelo tratamento com glutaraldeido, as quais mostraram-
se resistentes 2 destruicio fisica e enzimdtica e portanto adequadas para
uso em reator. BAJPAI & MARGARITIS (1986) obtiveram xaropes de

frutose a partir de inulina de alcachofra de Jerusalém (15%), usando

altas concentracdes de células da levedura K. marxianus imobilizadas
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em alginato de calcio na concentracao de 1,4%.

O interesse na producio em escala industrial de xaropes de
frutose esta baseado no fato de a frutose ser provavelmente o agucar de
ocorréncia natural mais doce, HALLFRISCH (1990). Em relacao a sacarose,
o agucar comumente empregado, a frutose apresenta poder edulcorante
1,5 vezes maior; menor capacidade de cristalizacao; propriedades coligativas
que favorecem a redug¢iao do ponto de congelamento e o aumento da
pressao osmotica; poder redutor que em condicdes conuoladas permite
a participag¢do em reagoes de escurecimento, € poder de sinergismo com
outros adogantes; caracteristicas estas recomendadas para aplicacao na
industria de alimentos. Apresenta ainda a vantagem de ser encontrada em
abundancia na natureza, tanto na forma livre (em frutas, em vegetais, mel)
como combinada (frutanas), WHITE & PARKE (1989), PAREKH &
MARGARITIS (1986 b), JOHNSON et al. (1989) e ZITTAN (1981).

E importante ressaltar que na preparacio de xaropes ricos em
frutose destinados ao consumo humano, deve-se considerar, além dos
aspectos técnicos e econdmicos, as caracteristicas do produto final, que
deve apresentar aparéncia, sabor e odor agradaveis e estar isento de
substancias que possam apresentar toxicidade no organismo. A frutose,
em meio dcido e sob influéncia da temperatura, pode sofrer degradacao
e gerar compostos como o 5- (hidroximetilfurfural)-2-furaldeido e 2-(2-
hidroxiacetiD-furano. Segundo SHAW et al. (1967), estes produtos de
degradacao da frutose resultam principalmente de reacdes de enolizacao
e desidratacao.

O consumo de frutose nos Estados Unidos, na forma de xarope
com alto teor de frutose (HFCS), tem aumentado muito nos ultimos anos
e, proje¢cdes para o ano 2005 indicam este monossacarideo como o

principal adoc¢ante a ser consumido, seguido de adog¢antes sintéticos de
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alta intensidade (como aspartame, etc.) e, em ultimo lugar, a sacarose,
FUCHS (1987).

Além do seu uso em alimentos, a frutose encontura aplicacao
também na indudstria quimica para obtencao de compostos importantes
como manitol, glicerol, etanol e hidroximetilfurfural, o ulimo sendo
precursor de compostos com atividade antifungica, antibacteriana e
herbicida, FUCHS (1987). LUGT et al. (1991) estudaram a aplicacao de
HMF na industria de detergentes e cristais liquidos e DOUWSTRA
(1991) comunicou a possibilidade de sua aplicacao na sintese de cristais
liquidos e também como precursor de polimeros rigidos. A sintese de
5-(HidroximetiD-2- furaldeido (HMF) a partir de frutose em meio acido,
por reacoes de enolizacao e desidratagciao, segundo SHAW et al. (1967),
pode ser vista na figura 3.

A utilizacao industrial de inulina requer microorganismos que
tenham alta atividade de inulinase e que nao estejam sob controle
repressivo. Dos estudos de SNYDER & PHAFF (1960), NEGORO &
KITO (1973), BELUCHE et al. (1980) e GROOTWASSINK & HEWITT
(1983) sobre a regulacao da sintese de inulinase em leveduras,
concluiu-se que a enzima e indutivel e sujeita a repressao catabdlica.
Para que a expressao da enzima seja maxima, deve ocorrer o equilibrio
entre as dois mecanismos regulatérios, inducao e repressao catabdlica,
DEMAIN (1972) e REESE (1972).

JACOB & MONOD (1961) propuseram o modelo operon para
explicar a regulacao da sintese de proteinas, especificamente o lac-
operon, regulador da sintese de B-galactosidase, galactosideo permease

e tiogalactosideo transacetilase em Escherichia coli. Os elementos

genéticos do modelo siao um gen regulador, um sitio operador € uma

série de genes estruturais (figura 4). O gen regulador codifica uma proteina
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5-(Hidroximetil)-2-furaldeido

Figura 3 - Sintese de HMF a partir de frutose em meio acido.
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repressora capaz de interagir com o sitio operador, impedindo assim a
transcricao dos genes estruturais pela RNA polimerase. Normalmente a
producao de enzimas esta nesta situacao, reprimida, ou seja, os genes
estruturais que codificam a producao das enzimas estao inativos (figura 5
a). Esta situacao so € revertida na presenca de um indutor adequado, o
qual liga-se a proteina repressora Airwlgtivando-a. Desbloqueia-se assim o
siio operador, possibilitando a RNA polimerase transcrever os genes
estruturais que codificam as enzimas. O sistema esta induzido (figura 5 b).

Ouuo fator importante a considerar na producio de enzimas é
a ja citada repressao catabdlica também denominada como “efeito da
glucose”, MAGASANIK (1961). DE CROMBRUGGHE et al. (1969)
estudando a regulacao da sintese de enzimas indutiveis em Escherichia
coli, verificaram que o “efeito da glucose” era o de abaixar a
concentracao de AMP ciclico. Estudos bioquimicos e genéticos subse-
quentes revelaram que a presenca de AMP ciclico estimulava a iniciagcao
da transcricao de muitos operons indutiveis, ao ligar-se a uma proteina
ativadora, denominada CAP. O complexo CAP-AMPc liga-se ao DNA e
cria um sitio de interag¢io adicional para a RNA polimerase, favorecendo
assim a transcricao dos genes, DE CROMBRUGGHE et al. (1984).

A repressao catabdlica causada pela queda na concentracao de
AMP ciclico, pode ser evitada através da nio utlizagio de fontes de
carbono repressoras no meio de cultivo. Por exemplo, WELKER &
CAMPBELL (1963) verificaram que o crescimento de Bacillus
stearothermophilus em glicerol ao invés de frutose aumenta a producao
de o-amilase extracelular em 25 vezes. YAMANE et al. (1970) utilizaram
manose ao invés de galactose para producao de celulase por
Pseudomonas fluorescens var. cellulosa e obtiveram um rendimento

1500 vezes maior.
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Figura 4 - Esquema do Operon Lactose e seu gene regulador.
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Figura 5 - Esquema do Operon lactose nos estados (A) reprimido e

(B) induzido.



Um alto nivel de expressio de enzimas requer, portanto, a
presenca simultinea de AMP ciclico e de um indutor especifico.

Uma distin¢ao deve ser feita entre um indutor fisiologico € um
indutor molecular agindo ao nivel do gene. Um indutor fisiologico pode
ser o substrato de crescimento do microorganismo, ou um seu produto
de quebra enzimatica, como no caso dos substratos poliméricos. Um
indutor molecular é sempre um derivado metabdlico do indutor
fisiologico. Analogos sintéticos nao-metabolizaveis também podem ser
funcionais como indutores moleculares, REESE (1972).

Sdo muito poucos os casos em que os indutores moleculares
naturais foram identificados. O exemplo cldssico € a alolactose derivada

da lactose na indug¢ao de B-galactosidase em E. coli, BARKLEY et al.

(1975). STERNBERG & MANDELS (1979) verificaram que a induc¢ao de

celulase em Trichoderma reesei parece ser mediada pela soforose

obtida a partir da celobiose que, por sua vez, € um produto da hidrdlise
da celulose.
GROOTWASSINK & HEWITT (1983) estudaram a produc¢io de

inulinase por Kluyveromyces fragilis ATCC 12424 (levedura classificada

atualmente como K. marxianus var. marxianus, ROUWENHORST et al.
1988) em cultura continua com limitacio de fonte de carbono e
identificaram a frutose como o indutor fisiolégico primadrio da inulinase.

ROUWENHORST et al. (1988) verificaram porém, que os
melhores rendimentos foram obtidos utilizando-se inulina ou sacarose
como substratos limitantes, ao invés de frutose. Observaram também
que uma concentura¢ao mais elevada de sacarose no meio, resultou num
aumento na concentracio de acgucar residual, acompanhada de um
decréscimo na atividade de inulinase. Além disso, os autores relataram que

altas atividades enzimaticas ocorreram na presenc¢a de substratos nao
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acucarados. Estes dados indicam que a sintese de inulinase é regulada por
repressao catabdlica, em contradicao a natureza indutivel da enzima
sugerida por GROOTWASSINK & HEWITT (1983).

Quando o catabolismo do substrato é muito rapido, com
consequente acumulo de agucares residuais no meio, ocorre a repres-
sao catabodlica da produg¢iao de enzima . Nestes casos, a produgao de
enzima pode ser aumentada através da utilizacao de um substrato
analogo que seja lentamente metabolizado, DEMAIN (1972).

Segundo REESE (1972), a repressao nao € um problema da
concentracio de catabdlitos, mas da velocidade com que o substrato
é metabolizado. Segundo o autor, qualquer método que permita o lento
fornecimento do substrato ao microorganismo, reduz a repressao
catabdlica, resultando no aumento de producao da enzima. Através do
uso de ésteres do substrato, alguns autores tém obtido bons resultados
neste sentido.

REESE & MAGUIRE (1971 a) verificaram em Aureobasidium

pullulans, que o uso de sacarose monopalmitato ao invés de sacarose,
aumentou em 100 vezes a producio de invertase. REESE et al. (1969)
utilizaram dipalmitato de isomaltose e conseguiram aumentar a produ-
cao de dextranase tanto em relagao a obtida com isomaltose como com
dextrana, nos fungos testados.

Na tabela 1 encontram-se alguns registros do efeito de
substratos modificados na producio de celulase (EC 3.2.1.4), dextranase
(EC 3.2.1.11) e invertase (EC 3.2.1.26), REESE (1972).

Ao trabalharem com substratos modificados, REESE & MAGUIRE
(1969 e 1971 b) perceberam que nem sempre o aumento da producio
de enzima podia ser atribuido 2 lenta metabolizagao do substrato. Isto por

que compostos como a sacarose monopalmitato, por exemplo, aumenta-
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Tabela 1 - Efeito de indutores modificados no rendimento de

enzimas. (REESE, 1972)

Enzima Microorganismo Indutor Rendimento
| Celulase ‘Trichoderma viride Celulose 22,5
EC 3.2.1.4 celobiose 0,2*
celobiose
dipalmitato 4.8
Pestalotiopsis celulose 35,9
westerdijkii celobiose 0,2
celobiose
octaacetato 20,1*
Dextranase Penicillium dexturana 1.080,0*
EC 3.2.1.11 funiculosum isomaltose 2,0°
) isomaltose
dipalmitato 1.098,0°
Penicillium dextrana 46,9
lilacinum isomaltose
dipalmitato 102,5
Invertase Pullularia sacarose 1,3*
EC 3.2.1.26 pullulans sacarose
monopalmitato 108,0°

a - valores em Unidades Internacionais. Os outros valores foram

definidos pelos autores.
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ram a sintese de P-galactosidase. Os autores sugeriram entao, que um
segundo fator, o efeito de surfactante na parede celular, estava envolvido.
Surfactantes sao substincias que acumulam em interfaces. Sua incorpora-
cio a2 membrana celular altera a permeabilidade desta, podendo entao
facilitar a produciao ou a secreciao de enzimas microbianas, ou ambos, ja
‘que esta alteragao € refletida no metabolismo do microorganismo.

Com a alteracido do carater polar de substratos e/ou indutores de
natureza glicidica pela insercao de substituintes apolares, espera-se
beneficiar o seu transporte até o dominio de membrana e/ou melhorar
sua solubilidade a fim de afetar positivamente a produg¢ao e/ou

secrecao da enzima.
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Objetivos:

Incremento da atividade de inulinase de microorganismos
inuloliticos, modulado por modificacao esuutural, de ordem lipofilica.

do substrato nativo.

Especificos:

a) Extracdo e purificacao de inulina a partir de raizes tuberosas

de Dahlia pinnata.

b) Sintese de um caproil-derivado de inulina, ou seja, muoducio

de um dcido graxo de média cadeia (C6) na molécula nativa de mulina.

c) Sintese de um propionil-derivado de inulina pela inuvoducio

na molécula nativa do acido graxo de cadeia curta (C-3).

d) Sintese de estearil e oleil derivados de inulina, inutoduzindo-

se na molécula nativa os respectivos acidos graxos de cadeia longa (C-18).

e) Sintese de colesteril-derivado de inulina pela introducio na
molécula nativa da molécula apolar polinuclear de ciclopentano
peridrofenantreno (C-27).

f) Avaliacio do efeito dos derivados sintetizados na producio-

secrecao de inulinases de microorganismos.



MATERIAIS EMETODOS

1. FontedeInulina

Raizes tuberosas de espécies hibridas de Dahlia pinnata, também

denominadas genericamente como dalias.

2. Coletadasraizes tuberosas de espécies hibridas de

Dahlia pinnata

No final do més de marco de 1992, durante o outono, foram
coletadas as raizes tuberosas de dalias, de um canteiro mantido nas

adjacéncias do Departamento de Bioquimica da UFPr. desde 1988.

3. Extragao de Inulina de raizes tuberosas de espécies
hibridas de Dahlia pinnata

A inulina foi extraida segundo a técnica idealizada por
FONTANA e descrita por HAULY (1991), com pequenas modificacoes.

As raizes tuberosas foram lavadas, descascadas e cortadas em
pedacos de aproximadamente 1lcm’ e misturadas com uma solucio
tampiao de fosfato de sédio de pH 6,5, a temperatura de 70 a 80°C, na
proporcao 1:1 (p/v). A mistura foi homogeneizada em por¢des, no
liquidificador durante 2 minutos, € os homogenatos foram reunidos em
um copo de Becker grande, mantendo-se aquecidos. O homogenato foi
filrado a quente através de um tecido do tipo musselina. O filtrado foi

resfriado a 4°C por 24 horas, sendo entio centrifugado a 3.000 g por
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15 minutos para complementar a precipita¢cao da inulina. Ao sobrenadante
acrescentou-se 3 volumes de etanol absoluto p.a. para precipitar a inulina
restante. Os precipitados foram reunidos e lavados 3 vezes com 2 volumes
de eranol absoluto p.a., e 1 vez com 2 volumes de acetona, sendo a seguir

liofilizados.
4. Tratamento de inulinacom DEAE celulose-Cl

A inulina de dalia liofilizada foi diluida em agua destilada quente,
na concentragao de 5%, e esta solucao foi percolada em camada de DEAE
celulose - ClI" em operacao rapida. A soluc¢ao assim obtida foi mantida a
4°C por 24 horas e centrifugada a 3.000 g por 15 minutos para precipitacao
da inulina. O precipitado foi lavado 2 vezes com 2 volumes de etanol
absoluto p.a., e 1 vez com 2 volumes de acetona, sendo entiao liofilizado.

Estes tratamentos estao resumidos no esquema 1.

5. Sintesedos derivadosdeinulina
5.1. Reacao de inulina com cloreto de caproila

A propor¢ao empregada de cloreto de caproila (C.H, OCI,
P.M. = 134,6g) em relacdo a inulina, definida aqui quimicamente como
anidro frutose (CH, O,, PM. = 162g) foi de 1:1 (moD. A principio,
diluiu-se 6g (correspondente 2 37mM de anidro frutose) de inulina
liofilizada em 36ml de dimetilsulféxido (DMSQO), adicionando-se entao
64ml de piridina anidra. Esta soluciao a 6% de inulina foi mantida em

banho de gelo, acrescentou-se 1,1g de carbonato de sédio (Na,CO,) e
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|

| de sédio pH 6,5 aquecido a 75°C
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Esquema 1 - Extracio e purificaciao de inulina.



em seguida 5,1ml de cloreto de caproila (correspondente 2 37mM deste
reagente de densidade 0,9805). A reacio procedeu-se em balao de fundo
redondo, com bolinhas de vidro para melhorar a agitagciao, sob vacuo em
rotaevaporador, a temperatura de 5-8°C por 30 minutos.

O meio de reacao foi cenuifugado para remover o Na,CO, e o
NaCl resultante. Ao sobrenadante adicionou-se 2 volumes de etanol e 2
volumes de isopropanol para precipitar o produto, o qual foi lavado com
etanol e acetona, e seco sob vacuo (fraciao I ou Cp- In). O sobrenadante
da fracio I foi mantido a 4°C por 24 horas, e o precipitado obtido foi
ressuspenso em agua destilada moma e entiao reprecipitado pela adig¢ao
de 3 volumes de acetona e 3 volumes de éter apds 4 dias a temperatura
de 4°C (fracao ID.

O esquema 2 representa a obtenciao dos derivados de inulina a

partir do reagente cloreto de caproila.

5.2. Reacgao de inulina com anidrido estearico e com anidrido

propidénico

A reacao foi procedida no solvente dimetilformamida (DMF),
catalisada por acetato de sédio. Em 10ml de DMF diluiu-se 1,62g de
inulina (equivalente a 10mMol de anidro frutose), adicionou-se 1,65g
(3mMol) de anidrido estearico; ou 1,95g (15mMol) de anidrido
propidnico. Acrescentou-se também 50mg do catalisador acetato de
sédio. As reagdes foram realizadas a temperatura ambiente, sob
agitacio com barras magnéticas, durante aproximadamente 60 horas.

Ao meio de reacio de inulina com anidrido estearico, adicio-
nou-se cerca de 2 volumes de 2-butanol, afim de remover-se por

precipitacio a inulina que nao reagiu. O sobrenadante contendo o
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6g de inulina anidra

+ 36ml de DMSO + 64ml de piridina
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Esquema 2 - Sintese de caproil-inulina (Cp-In).
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produto da reacao, foi evaporado ate secura na centrifuga a vacuo Savant,
marca Sorval, sem aplicacao de aquecimento.

O meio de reacao de inulina com anidrido propidénico foi vertido
sobre 2 volumes de 2-butanol e misturado. Adicionou-se 2 volumes de uma
solucao aquosa de cloreto de so6dio (NaCl) a 10% e misturou-se por 8
inversoes do tubo de ensaio. ApOs repouso, separam-se as fases butandlica
(superior) e salina (inferior). Na fase butandlica fica o produto da reacao,
na fase salina ficam a inulina que nao reagira, a DMF e o acetato de sodio.
A fase buutandlica foi evaporada até secura em cenuifuga a vicuo.
Adicionou-se cloroférmio ao precipitado obtido afim de remover-se
eventuais racos de NaCl por precipitacao. O sobrenadante cloroférmico
contendo o produto da reac¢iao de inulina com anidrido propidnico, foi
separado e evaporado até secura.

No esquema 3 estdo resumidos os passos de obtencao dos

derivados de inulina com anidrido estearico (S-In) e propidnico (P-1n).

5.3. Reac¢dao de inulina com cloreto de oleila (C H, CD

A reacao foi realizada auavés de dois sistemas diferentes: 1-
em DMF com acetato de sédio como catalisador; 2- em piridina com
carbonato de sédio como catalisador.

No primeiro sistema, acrescentou-se a2 1ml de DMF, 162mg de
inulina (equivalente 2 1ImMol de anidro frutose), 5mg de acetato de sodio
e 143,5mg (0,5mMol) de cloreto de oleila, em banho de gelo. Ap6s 24 horas
sob agitacio constante a temperatura ambiente, o meio de reacgio foi
adicionado a 2 volumes de 2-butanol e misturado. Adicionou-se 2 volumes

de NaCl 10%, misturou-se por inversoes do tubo de ensaio e deixou-se em
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Esquema 3 - Sintese de estearil-inulina (S-In) e de propionil-inulina (P-In).



repouso até a separaciao das fases butandlica e salina. A fase butandlica
contendo o produto da reacao (1-O-In) foi evaporada no Speed-vac até
secura.

No segundo sistema, preparou-se 2,5ml de uma solug¢iao a 6%
(equivalente a 0,92mM de anidro frutose) de inulina em piridina anidra.
Acrescentou-se 28mg de Na CO, e 132mg de cloreto de oleila (equivalente
a 0,46mM) em banho de gelo. A reaciao foi realizada a temperatura
ambiente, sob agitacao por 24 horas. O meio de reacao foi centrifugado
afim de separar o Na,CO, insoluvel, e o sobrenadante foi adicionado a
100ml de agua destilada, centrifugado a 17.000rpm por 15 minutos a 4°C,
e o precipitado lavado com agua por mais 20 minutos. O precipitado
contendo o produto da reacao (2-O-In) foi seco na centrifuga a vacuo
Savant

O esquema 4 mostra os procedimentos realizados na obtencao

dos derivados de inulina pelas reacdes com cloreto de oleila.

5.4. Reacao de inulina com cloreto de colesterila (C,.H,CD

Em 15ml de piridina anidra dissolveu-se 0,9g de inulina
(correspondente a 5,55mMol de anidro frutose), adicionou-se 157,5mg de
Na,CO, e 675mg (correspondente a 1,67mMol) de cloreto de  colesterila,
em banho de gelo. Ap6s 24 horas, sob agitacao constante a temperatura
ambiente, o meio de reacio foi filorado por 1a de vidro, adicionado a 600ml
de agua destilada, centrifugado e o precipitado lavado com agua 2
10.000rpm por 15 minutos 2a 4°C. O precipitado contendo o produto da

reacao (Cl-In) foi seco na centrifuga a vicuo refrigerada.
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O esquema 5 resume os procedimentos para obten¢do do

derivado de inulina com cloreto de colesterila.
6. Sintese do derivado de sacarose

A reagao foi realizada em piridina anidra, com Na,CO, como
catalisador e cloreto de caproila como rea;gente, mantendo-se uma
proporc¢io de 2 moles do reagente por mol de anidro sacarose . A 5g
de sacarose acrescentou-se 100ml de piridina anidra e deixou- se
agitando a 50°C por 72 horas ate solubilizacao total da sacarose.
Adicionou-se entdo 0,95g de Na,CO, e 4,25ml de cloreto de caproila,
em banho de gelo. A reacao foi conduzida em balio de fundo redondo,
sob vacuo em rotaevaporador, a temperatura de 6-8°C por 30 minutos.
Apos centrifugaciao breve, o sobrenadante do meio de reacao foi adicio-
nado lentamente a 5 liros de agua destilada, centrifugado a 10.000rpm por
15 minutos a 4°C, para precipitacao do produto da reaciao (dS), que foi
lavado 2 vezes com agua e a seguir liofilizado.

No esquema 6 sdo apresentadas resumidamente os passos para

obtencio deste derivado de sacarose.

7. Caracterizacao de inulina e seus derivados através de

hidrolise acida.

Inulina e seus derivados Cp-In e Cl-In, obtidos respectivamen-
te conforme os esquemas 1, 2 e 5, foram hidrolisados com dcido
trifluoroacético (TFA), descrito por ALBERSHEIM et al. (1967).

Aliquotas de 20mg foram adicionadas a 500ul de uma solug¢ao

1:1000 de TFA pH 2,0 em tubos com tampa de rosca, e mantidos a 65°C
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Esquema 6 - Sintese de caproil-sacarose (dS)



por até 20 minutos. Aliquotas de 50ul dos hidrolisados foram coletadas nos
tempos 5, 10 e 20 minutos e resfriadas imediatamente em banho de gelo,
e o TFA evaporado ate secura na centrifuga a vicuo Savant. Os hidrolisados
dcidos foram ressuspensos em 50ul de metanol e analisados por

cromatografia em camada delgada.
8. Microorganismos

Os microorganismos abaixo relacionados, denominados atu-
almente como Kluyveromyces marxianus var. marxianus, foram gen-
tilmente cedidos pelo Depto. de Ciéncia e Tecnologia da ESALQ USP

- Piracicaba.

Saccharomyces marxianus (IZ 619)

Saccharomyces marxianus (IZ 1821)

Zygosaccharomyces marxianus (IZ 148)

Saccharomyces fragilis (IZ 275)

Saccharomyces fragilis (IZ 429)
Saccharomyces fragilis (IZ 610)

Saccharomyces muciparus (IZ 426)

Saccharomyces acidifaciens (I1Z 1294)

Os demais microorganismos utilizados estavam disponiveis no
LOBB, e haviam sido isolados de raizes wtuberosas de dalias em

decomposicao por HAULY & FONTANA(1992).

Aspergillus niger Van Tieghen
Bacteria sp. (YLW)
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o. Cultivo liquido dos microorganismos

Os microorganismos foram mantidos no meio solido constituido (em

g%) por: frutose 1,0; extrato de levedura 0,2 e agar 1,7.

O culdvo das leveduras Kluyveromyces marxianus var. marxianus,

desenvolveu-se na presenca de inulina ou dos diferentes derivados obtidos
deste polissacarideo, como tnicas fontes de carbono, na concentragcio de
0,5g%, ou na auséncia de qualquer fonte de carbono no meio de conuole.
O meio basico continha 0,2g% de extrato de levedura, suplementado ou nao
com fosfato de amoénio monobasico 0,1g%. Em frascos Erlenmeyer de SOml,
contendo Sml de meio, desenvolveram-se os cultivos em batelada (“batch
culwre”), a temperatura de 28°C, sob agitacao de 110rpm por periodos de
ate 70 horas.

O fungo Aspergillus niger foi culivado no meio sugerido por
NAKAMURA et al. (1978 a) contendo (em g%): peptona 0,5; extrato de
levedura 1,0; fosfato de aménio monobasico 1,2; cloreto de potassio 0,07;
sulfato de magnésio heptahidratado 0,05; sulfato de ferro heptahidratado
0,001; inulina ou seus derivados como fonte de carbono na concentracio
de 0,5g%. Os cultivos em batelada (“batch”), foram realizados em wbos com
tampa de rosca, com 5ml de meio de NAKAMURA, a temperatura de 28°C,
sobagitacao a 110rpm por ate 120 horas, em agitador rotatério da Bodin (EUA),
inclinado em 45°.

A bactéria YLW isolada de raizes tuberosas de dilias em decompaosicao,
foi cultivada no meio composto de: extrato de levedura 0,2g%; inulina ou seus
derivados como unica fonte de carbono na concentracio de 1g%. O processo
desenvolveu-se em frascos Erdenmeyer de 25ml contendo 5ml de meio, a
temperatura de 28°C, sob agjtacio a 110rpm, por ate 48 horas.

O crescimento celular foi medido por absorbancia a 650nm.
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10. Determinacaodaatividade deinulinase EC 3.2.1.7
(2,1-f-D-frutana-frutanahidrolase)

Para determinacio de atividade de inulinase, o sistema de reagao
foi constituido de 100ul de enzima, ou do sobrenadante livre de células dos
cultivos do fungo e leveduras; 400ul de inulina 2% (P/V) recém-aquecida
e solubilizada em tampao acetato 100mM de pH 5,0 e incubado a 50°C por
3 horas.

A geracao de agucares redutores totais no meio de reagio foi
analisado pelo método de DNS (dinitrosalicilato), segundo SUMMER
(1929).

Uma unidade de atividade enzimatica (U/ml) foi definida
como a quantidade de frutose liberada em micromoles por hora, por

ml de enzima, nas condi¢des do ensaio.

11. Métodos Gerais

As sinteses dos derivados de sacarose e inulina com o reagente
cloreto de caproila foram realizadas em evaporador rotatério Buchi, modelo
RE 120, a vacuo e em banho com temperatura externa de 5-8°C.

As determinacdes de pH foram efetuadas em potencidmetro
marca Micronal B-247, a temperatura ambiente.

As centrifugacdes foram realizadas em centrifuga marca
Fanem, modelo 204-SR, ou em centrifuga refrigerada marca Sorval,
modelo RC-5, ou ainda centrifuga Beckman J-21B.

A secagem dos produtos obtidos foi realizada em Centrifuga
a vicuo SAVANT da SORVAL ou em liofilizador.

As esterilizacdes dos meios de cultivo foram feitas em
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autoclave marca Fanem, modelo 103, durante 45 minutos sob vapor
fluente, ou a 1 atmosfera durante 15 minutos.

Os cultivos foram conduzidos em agitador-incubador, de
movimento rotatério New-Brunswick a 28°C e 110 rpm, ou altermativa-
mente, sob as mesmas condi¢des de agitagio e temperatura, no agitador

_compacto Bodin. _
As hidrélises acidas e enzimaticas foram realizadz;s em banho-

maria, respectivamente a temperatura de 65°C e 50°C.

12. Métodos analiticos
12.1. Carboidratos totais

O método do fenol-sulfurico descrito por DUBOIS et al. (1956)
foi empregado na determinac¢ao do perfil de eluicao de inulina e seus

derivados quando aplicados em coluna de Biogel-P6.
12.2. = Carboidratos redutores

A determinagiao de carboidratos redutores foi feita pelo
método do DNS, descrito por SUMMER (1929), e a curva padrao foi
construida utilizando-se D-glucose na faixa de 0,25 a 2,0mg, com
volume final de 5ml. As leituras foram feitas a 540nm.

12.3. Determinacio de proteinas

A dosagem de proteinas nos cultivos livres de células foi

realizada pelo método de PETERSON (1977), com o reagente de Folin-
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Ciocalteu. Um padriao de soroalbumina bovina foi utilizado na
faixa de 5 a2 SOug na construcio da curva padrao. As leituras foram

feitas a2 750nm.

12.4. Analises cromatograficas

12.4.1. Cromatografia em camada delgada

O método empregado de cromatografia em camada delgada
(t.l.c.), foi desenvolvido em placas de silica-gel G-60 sobre aluminio,
da MERCK.

Os sistemas de solventes empregados foram:

- isopropanol : nirometano : acetato de etila :

etilmetilcetona : dagua (50 : 45 : 50 : 25 : 30)

- butanol : isopropanol : dgua : acetato de etila

G:12:4:2)

- acetato de etila : metanol : agua (10 : 10 : 1)

- isopropanol : nitrometano : acetato de etila : acido acético :

dgua (20:8:4:8:1)

- cloroférmio : dcido acético : 4gua : isopropanol (6 : 5 : 2 :2)

A visualizacio dos compostos foi feita por revelacio
com os reagentes : orcinol-sulfirico com aquecimento a 80-
100°C por 10 minutos conforme LEWIS & SMITH (1969); rodamina
B com visualizacio em cimara de U.V. para deteccio de acidos
graxos; e vapor de iodo para detecg¢io de acidos graxos

insaturados, DAWSON et al (1991).
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12.4.2. Cromatografia em coluna de Biogel P-6

Inulina e seus derivados obtidos por reacao com cloreto de
caproila e cloreto de colesterila, foram eluidos numa concentragio de
10mg/ml com o solvente dimetilsulféxido, em coluna de Biogel P-6, pré-
equilibrada com DMSO. O fluxo maximo da coluna conseguido foide 2ml/
hora e fracdes de 0,5ml foram coletadas e analisadas quanto a presenca

de acucares totais pelo método de fenol-sulfurico, DUBOIS et al. (1956).
12.4.3. Cromatografia liquida de alta resoluciao (H.P.L.C.)

Esta analisefoi conduzida em aparelho da Waters constituido por
uma bomba isocratica/gradiente (SC 600 E), injetor automatico (Wisp 712),
forno de coluna e detector de indice de refracao (410 DR). A coluna
utilizada foi a CAC (Waters) e o solvente empregado constituido de
acetonitrilo:metanol:agua (7:2:1), 2 temperatura de 65°C, e fluxo de 2ml/

min.=282psi.
12.5. Espectroscopia de infra-vermelho

Espectros no infra-vermelho de inulina e de seu derivado

obtido por reacao com cloreto de colesterila foram feitos pelo método
[

com transformacio de Fourier, em um aparelho de FTIR (“Fourier

transform infrared-spectroscopy”) marca Perkin-Elmer, modelo 1600.
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12.6. Espectroscopia de ressonincia nuclear magnética de ®C

Os espectros das amostras de inulina e do seu derivado obtido
por reaciao com cloreto de caproila foram feitos em um especurdmeto
com transformacio de Fourier, da marca Bruker, modelo AC-300-P. As
amostras foram diluidas em dimetilsulféxido deuterado. O espectro da
inulina foi obtido a temperatura de 70 C e o do derivado caproilado a

temperatura ambiente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Raizes tuberosas de Dahlia pinnatacomo fonte de inulina

As plantas denominadas dalias estao incluidas na familia das
Compositae e no género Dahlia, descrito por DAMP (1981). A Dahlia
pinnata é uma planta perene, cultivada facilmente em quase todo
territério brasileiro, com finalidade omamental. Do ponto de vista
biotecnolégico, no entanto, estas plantas sio de grande interesse
devido ao acumulo, em suas raizes tuberosas, de inulina como
carboidrato de reserva. Cada planta desenvolve grandes e numerosas
raizes, como pode ser visto nas figuras 6 e 7.

Neste trabalho, as raizes tuberosas de espécies hibridas de
Dahlia pinnata foram obtidas a partir das plantas mantidas no canteiro
experimental do Departamento de Bioquimica da UFPr em Curitiba. As
raizes foram coletadas no inicio do outono, em marco de 1992.

" A composiciao bisica das raizes tuberosas descascadas de
dilias, segundo determinacido feita por HAULY (1991), € de cerca de
75% de umidade; 0,36% de cinzas; 4,20% de fibras; 4% de proteinas;
4,20% de lipideos e 12,5% de carboidratos totais; sendo que, destes
dltimos, a maior parte € de natureza polimérica. Estes resultados
demonstraram que as raizes tuberosas de dilias representam uma boa
fonte para extracio de inulina, quando comparada aos tubérculos de
alcachofra de Jerusalém, que segundo KOSARIC et al. (1985) possuem de
15 a2 20% de carboidratos (peso umido), sendo a fonte mais amplamente

empregada com esta finalidade.
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Figura 6 - Exemplares de espécies hibridas de Dahlia pinnata.

Figura 7 - Raizes tuberosas de espécies hibridas de Dahlia pinnata.
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2. Extracao deinulinaderaizes tuberosas dedalia

Para obtenc¢ido de inulina foram empregados os procedimentos
idealizados por FONTANA e utilizados por HAULY (1991) com algumas
modificacoes, a fim de se reduzir a presenga de acucares redutores no
produto final, devido a alguma hidrélise do polimero durante o processo
descrito.

As cascas das raizes tuberosas de dalias foram removidas
porque contém maior concentragcao de celulose, hemicelulose e
pigmentos indesejaveis, que interfeririam nos experimentos a serem
realizados com a inulina. Além disso, na casca e adjacéncias, ocorrem
reacoes mais intensas de escurecimento (“browning”) provavelmente
devido 2 acao de fenol oxidases.

Os pequenos pedacgos de polpa foram mantidos em solugiao
tampio de fosfato de sédio 0,1M pH 6,5, a temperatura de 70°C, e aos
poucos foram sendo homogeneizadas em liquidificador, a fim de
solubilizar a inulina, procedimento este eficaz também para inativar
enzimas capazes de degradar o polimero, que segundo EDELMAN &
BACON (1951), podem estar presentes nos extratos vegetais.

Ap6s filracao a quente deste material, a maior parte da inulina
foi precipitada por resfriamento a 4°C. O rendimento deste precipitado,
com base em peso seco, foi em torno de 50% de inulina, isenta de poder
redutor, conforme determinacgio feita pelo método de DNS, o que torna
este procedimento vantajoso em relagio ao empregado previamente,
no qual a inulina era obtida por aquecimento e concentragao previa do
filrado.

Comparativamente aos rendimentos descritos por KOSARIC et

al. (1985) para tubérculos de alcachofra de Jerusalém, que contém 75%
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de inulina em peso seco, a partir de 15 a 20% de carboidratos (em peso
umido), pode-se considerar aceitavel o resultado obtido com as raizes

tuberosas de dalias.

3. Purificacaodeinulina

Através da extragio descrita, a inulina obtida apresentou uma
coloracio amarelada, indicativa da presenca de substincias
contaminantes, que foram eficazmente eliminadas com o emprego de
DEAE celulose-Cl, em fun¢ao de seu comportamento anidnico. O grau
de clareamento foi ainda maior do que o obtido pelo tratamento com
carvao ativo empregado por HAULY (1991), como mostrado na figura 8.

A inulina assim purificada, apds devidamente liofilizada, foi

utilizada em todos os experimentos descritos adiante.

4, Sintese dos derivados de inulina
4.1. Caproil-derivado

A escolha do cloreto do acido capréico, ao invés do proprio
iacido, como reagente na obtencio deste derivado de inulina, foi devida
a duas razdes essenciais. Primeiro porque é mais comodo recorrer ao
cloreto do dcido do que utilizar diretamente o acido, pois a reacao além
de ser mais ripida e também irreversivel. Segundo porque a inulina é
um composto facilmente hidrolisivel em meio acido, tornando-se
portanto indesejavel o uso de qualquer dacido como reagente.

Outra possivel alternativa ao emprego do cloreto de
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Figura 8 - Inulina de Dahlia antes e apds purificacio em camada

de DEAE celulose-ClI.
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caproila, seria a utilizagao do anidrido deste acido carboxilico,o0 qual
apresentaria a2 mesma reagio do cloreto do acido, embora um pouco
menos ativa, com a vantagem de nao formar acido cloridrico de agao
corrosiva, toxica e hidrolitica. Na falta deste reagente, optou-se pelo uso
do cloreto de caproila, disponivel no LOBB.

A fim de se evitar o inconveniente do HCl co-gerado, a adicao de
cloreto de caproila a solu¢io de inulina em DMSO e piridina anidra foi feita
lentamente, em banho de gelo, e a reacio foi conduzida a baixas
temperaturas (5-8°C), sob vicuo, na presenca de Na,CO, anidro como
agente neutralizador do HCI gerado, conforme demonstrado no esquema
2.

O emprego de DMSO visou facilitar a dissolucio do polimero
(insoluvel em agua fria), e também por ser um solvente polar aprético,
o qual niao promove a solvatagio por pontes de hidrogénio que
desativaria o nucledfilo. Segundo SYKES (1985), o efeito deste tipo de
solvente é o de aumentar enormemente a efetividade do nucledfilo no
sistema, comparativamente ao uso de solvente polar prético.

A piridina é um composto aromatico que possui um par de
elétrons disponivel no orbital sp? do nirogénio, configuracio eletréni-
ca esta que transmite 2 piridina o carater basico (K, =2,3.10”), MORRISON
& BOYD (1973). BONNER & HILLIER (1973) verificaram que na
acilagio de fendis com anidridos carboxilicos, a piridina funcionou
como catalisador bisico. Conforme exemplificado na figura 9, a
formag¢iao do complexo piridina-fenol (por ponte de hidrogénio) torna
o ion fenolato altamente reativo neste estado de transicao. Portanto,
um mecanismo semelhante a este deve ocorrer também na caproilaciao
da inulina nativa em seus pontos de insercao preferenciais, ou seja, nos

grupos -OH primarios da unidade de frutose terminal.



Figura 9 - Configuracio possivel no estado de transicao da
acilagdo de fendis por anidrido acético, catalisada

por piridina. BONNER & HILLIER (1973).
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Na fase de recuperac¢io do produto do meio de reacio, foram
obtidas duas fracdes, denominadas Cp-In (ou Fracao I) de 7,250g, e Fragcao
II de 0,350g (pesos dos produtos secos liofilizados). Estas quantidades
foram obtidas a partir de 6g de inulina. Ambas as fragées apresentaram-

se como pos amarelados, soliveis em agua.

4.2. Propionil e Estearil-derivados

A obtencio destes derivados foi conduzida no solvente
dimetilformamida (DMF) adicionado de acetato de sédio como
catalisador. Nestes dois casos os doadores acila foram os anidridos dos
acidos propidnico e estedrico (esquema 3). Este foi o sistema de reacao de
escolha entre os demais testados, pois foi o inico no qual a presenca de
produto derivatizado foi detectada através de cromatografia em camada
delgada (solvente cloroférmio : acido acético : dgua : isopropanol nas
proporgoes de 3 : 2,5 :1: 1) apds revelagcao com rodamina (visualizagio
ao U.V.), seguida de orcinol sulfiirico, onde as manchas dos produtos
tiveram maior migragiao do que o padriao de frutose, aparecendo pratica-
mente junto ao front (fig.10a). Os outros sistemas testados sem sucesso
foram realizados em: piridina; tetracloreto de carbono com piridina; e

dimetilformamida com carbonato de sédio.

4.3. Oleil-derivados

Neste caso foi escolhido o cloreto de oleila como doador acila
na sintese do derivado de inulina. O esquema 4 resume os dois sistemas
empregados em que houve a detec¢io de produtos por cromatografia em

camada delgada (solvente acetato de etila : metanol : 4gua na propor¢ao
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de 10 : 10 : 1), apds revelagcio com vapor de iodo, seguido de orcinol
sulfirico, onde as manchas dos produtos apareceram junto ao front, acima

do padrio de frutose (fig.10b).

4.4. Colesteril-derivado

A obtencio deste derivado de inulina foi realizada em condi¢coes
semelhantes as empregadas na sintese do caproil-derivado (Cp-In). O
solvente empregado foi a piridina anidra adicionada de carbonato de
sédio, que nao s6 neutraliza o HCl que de outra forma interferiria
hidroliticamente, como ainda catalisa a reacio. A propor¢ao milimolar de
anidrofrutose e cloreto de colesterila foide 10 : 3 respectivamente. Devido
a baixa reatividade do reagente o periodo de reac¢iao foi maior, cerca de 24
horas, e a incubaciao foi a temperatura ambiente. A recuperagio do
produto (Cl-In) foi feita através de precipitacao em agua gelada, e o
material devidamente lavado para remocio total de solvente residual,
resultou ap6s liofilizagdo, em 0.750g de um p6é amarelado, pouco solavel

em 4agua, obtido a partir de 0,9g de inulina.

5. Sintese do derivadode sacarose

O reagente empregado nesta derivatizacao da sacarose foi o
cloreto de caproila, e o método foi semelhante ao utilizado na sintese
de caproil-inulina. A recuperagio do produto (dS) foi por precipitacao
em agua, e apods liofilizacao apresentou-se como um xarope amarelado.
Através de analise por cromatografia em camada delgada (fig.100),
observou-se que praticamente toda a sacarose foi derivatizada, sendo

visualizada ao U.V. apds revelacio com rodamina, bem acima do padrao
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Figura 10 - Cromatografia em camada delgada de:

a)P-In =propionil-inulina revelado com rodamina B (- -) e depois

com orcinol sulfurico (...).

S-In =estearil-inulina revelado com rodamina B (- -) e com orcinol

sulfarico (...).

b)1-O-In =oleil-inulina obtida pelo sistema 1, revelado com vapor de

iodo (++) e com orcinol sulfarico (..).

2-O-In =oleil-inulina obtida pelo sistema 2, revelado com vapor de

iodo (++) e com orcinol sulfurico (.".).

odSs =caproil-sacarose revelada com rodamina B e com orcinol

sulfurico.

F =padrao de frutose
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de frutose, quase junto ao front. O solvente empregado neste caso foi
isopropanol: nitrometano: acetato de etila: etilmetilcetona: agua na

proporc¢ao de 50:45:50:25:30.

6. Caracterizac¢ao deInulina, Cp-In e Cl-In por

Hidroélise Acida

A analise por cromatografia em camada delgada dos hidrolisados
acidos obtidos conforme descricao em materiais e métodos, permite
observar os produtos destas hidrélises como sendo principalmente
frutose e oligossacarideos de inulina, e nos derivados de inulina Cp-
In e Cl- In, também nota-se a ocorréncia de cerca de dois outros
componentes diferentes, os quais apresentaram maior migracao do que
a frutose e foram revelados com rodamina B, a qual detecta a presenca
de acidos graxos (fig.11). Devido ao carater lipofilico dos substituintes
graxos nos derivados, estes apresentaram maior afinidade pelo solven-
te utilizado (50:45:50:25:30), (isopropanol: nitrometano: acetato de etila:
etilmetilcetona: dagua), desenvolvendo portanto o padrao de migracao

observado.

7. Cultivo de Microorganismos Inuloliticos em inulina

nativa e nos substratos derivatizados.

Os ensaios preliminares na avaliagiao dos efeitos dos diferentes
substratos na producio/secrecio de enzima inulolitica foram realizados
com o fungo Aspergillus niger isolado de tubérculos de dailias em
decomposiciao, por Hauly (1991).
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Figura 11 - Cromatografia em camada delgada dos hidrolisados acidos
de inulina, Cp-In e Cl-In obtidos a 65°C em TFA pH 2,0.

- - =revelados com rodamina B, visualizados ao U.V.

= revelados com orcinol sulftirico, por aquecimento.

F = padrao de frutose

In -5, 10 e 200 = inulina apdés 5, 10 e 20 minutos de hidrdlise.
Cp -5, 10 e 200 = Cp-In apds 5, 10 e 20 minutos de hidrdlise.
Cl-5,10 e 200 = CIl-In apds 5, 10 e 20 minutos de hidrdlise.
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7.1. Inducgdo de inulinase em Aspergillus niger

A Tabela 2 mostra-os resultados obtidos em ate 96 horas de
cultivo, das atividades de» inuljnase_:_ e;ncp_ntradas nos sobrenadantes livres
de células dos cultivos de A. niger em 9 diferentes substratos € no meio
controle isento de fonte de carbono, tendo como meio basico o meio de
Nakamura.

Observa-se que em relac¢io as atividades obtidas nos cultivos do
meio de controle, nenhum dos substratos apresentou efeito inibitorio da
produgio constitutiva de inulinase. Uns apresentaram efeito estimulatorio
mais acentuado, outros menos. Interessante notar que em relacao a
atividade obtida em sacarose, a obtida com o caproil-derivado de sacarose
(dS), foi cerca de 6,3 vezes maior apds 96h de cultivo. Comparativamente
as atividades observadas com inulina nativa como fonte de carbono,
sobressairam-se as obtidas com os substratos dS, Cp-In e Cl-In, onde houve
um aumento de cerca de 1,3, 1,3 e 2,3 vezes respectivamente na atividade
de inulinase apds 96h de cultivo.

Com base nestes resultados preliminares, decidiu-se explorar
o efeito dos derivados de inulina Cp-In e Cl-In na producao/secrecio de

inulinase por leveduras inuloliticas selecionadas entre as do género

Kluyveromyces.



Tabela 2 - Efeito de substratos modificados quimicamente no

rendimento de inulinase de Aspergillus niger.

Substrato Atividade de inulinase’
- 24h 42h 66h 96h
C 0,35 0,44 0,55 0,67
Sac 1,17 1,72 1,22 1,33
In 1,00 2,28 3,89 6,39
ds 0,78 1,28 3,22 8,44
Cp-In 0,89 1,83 2,33 8,50
1-O-In 0,55 0,83 1,00 1,33
2-O-In 0,72 0,83 1,11 1,22
Cl-In 0,72 2,44 5,72 14,50
P-In 0,67 0,72 0,83 1,22
S-In 0,67 0,83 1,78 4,00
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(™ em micromoles de frutose liberados por hora por ml de

meio de cultivo livre de células.

™*):C
Sac
In
ds
Cp-In
1-O-In
2-O-In
Cl-In
P-In
S-In

meio
meio
meio
meio
meio
meio
meio
meio
meio

meio

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

Nakamura sem fonte de carbono.

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

Nakamura +

sacarose

inulina
caproil-sacarose
caproil-inulina
oleil-inulina 1
oleil-inulina 2
colesteril-inulina
propionil-inulina

estearil-inulina
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7.2. Inducio de inulinase em Kluyveromyces marxianus

Dentre as 8 espécies de Kluyveromyces marxianus var. narxianus

testadas, 6 apresentaram crescimento em meio de cultivo contendo inulina
como fonte de carbono, extrato de levedura e fosfato de amodnio
monobidsico. As cepas IZ 610 e 1Z 1294 ndo cresceram mesmo apos 60h
de cultivo, sendo portanto descartadas. Entre as demais , duas pareceram
particularmente interessantes de serem estudadas, devido ao comporta-
mento distinto que apresentaram neste teste preliminar. A cepa IZ 619 foi
a dnica que apresentou crescimento igualmente abundante, tanto no meio
suplementado com fosfato de aménio monobasico como no nio
suplementado, apds 60h de cultivo. A cepa IZ 275 foi a Gnica que cresceu
moderadamente no meio suplementado, mas que praticamente nao
cresceu no meio nao suplementado, sendo aparentemente condicionada
a presenca do fosfato de aménio.

Foram escolhidas portanto as cepas 1Z 619 e IZ 275 de
Kluyveromyces marxianus como os microorganismos inuloliticos alvo
na avaliacio dos efeitos dos derivados de inulina Cp-In e CI-In, na
producao/secrec¢ao de inulinase.

Na tabela 3 e figuras 12a e b estao registrados os resultados das
atividades de inulinase em unidades de enzima / ml de meio de cultivo
livre de células. Nos cultivos, além de variarem-se as fontes de carbono,
foi também explorado o efeito da presen¢a ou auséncia de NH H,PO, no
meio basico.

Pode-se observar nitidamente em todos os casos, que o derivado
caproilado de inulina mostrou-se o melhor indutor da produgao de

inulinase.
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Tabela 3 - Efeito de inulinas modificadas quimicamente no

rendimento de inulinase nos cultivos das leveduras selecionadas.

1Z 275 Atividade de inulinase* |IZ 619 Atividade de inulinase
Fonte de | N-P° |Tempo de cultivo Tempo de cultivo
carbono | supl. 24h 70h 24h 46h 70h
C - 0,18 0,70 0,18 0,21 0,38
In - 0,24 0,89 0,59 1,61 2,98
Cp-In - 1,53 6,04 1,80 3,46 5,40
Cl-In - 0,23 0,86 0,73 1,61 3,41
C + 0,21 0,83 0,44 0,51 0,89
In + 0,25 1,08 0,46 0,62 1,20
Cp-In + 1,05 5,27 3,43 5,16 5,85
Cl-In + 0,25 0,83 1,24 2,89 4,93

(#) Atividade de

liberados por

inulinase expressa em mg de acucares redutores

hora por ml de meio de cultivo livre de células

(® Suplementaciao com 0,1g% de fosfato de amodénio monobasico.

™**):C =

In =

Cp-In

Cl-In

meio bisico contendo 0,2g% de extrato de levedura

meio basico
meio basico

meio basico

+ inulina nativa

+ caproil-inulina

+ colesteril-inulina
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Figura 12 (a) - Perfilde inducao de inulinase na cepa [Z-275 de

Kluyveromvyces marxianus.

1. sem suplementacao de fosfato de amoénio monobasico no
meio de cultivo.

2. com suplementacio de fosfato de amdnio monobasico no
meio.

Os dados da tabela 3 foram convertidos em unidades de
inulinase/ml, i.e., micromoles de frutose livre liberados por hora por ml

de meio de cultivo livre de células.
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Figura 12 (b) - Perfil de inducido de inulinase na cepa [Z-619

de
Kluyveromyces marxianus.
1. sem adicao de fosfato de amdnio monobasico ao meio de
cultivo
2. com suplementaciao de fosfato de amdnio monobasico ao
meio.

Atividade de inulinase expressa em unidades de inulinase/ml

conforme figura 12 (a).
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A atividade enzimatica no meio de cultivo contendo Cp-In da
cepa 1Z 275 ap6s 70h, foi de 4,9 a 6,8 vezes maior do que a observada no
meio contendo inulina nativa como fonte de carbono. Com esta levedura
em particular, o derivado CI-In nao induziu a produg¢ao de inulinase visto
que os niveis obtidos foram muito préximos aos niveis basais, dos meios
de conuole. )

A cepa 1Z 619 chegou a produzir com Cp-In como fonte de
carbono, ate 8,3 vezes mais inulinase quando comparada a quantidade
obtida com inulina nativa no meio suplementado com NH H,PO, apds
46h de cultivo. O nivel basal baixo de inulinase (constitutiva) foi
aumentado significativamente na presenc¢a de inulina nativa, de 3,3 a
7,8 vezes entre 24h e 70h de cultivo, no meio nao suplementado. Com
o derivado Cp-In, o aumento observado na atividade de inulinase foi
ainda maior, de cerca de 1,8 vezes em relacio a obtida com inulina
nativa é de 14,2 vezes quando comparado ao controle, do meio nao
suplementado apés 70h de cultivo. O derivado Cl-In, que para a cepa
IZ 275 nao foi um bom indutor de inulinase, apresentou um bom efeito
estimulatério, tanto em valores absolutos como também em valores
relativos aos meios referenciais com ou sem inulina nativa, para a cepa
I1Z 619.

De acordo com VANDAMME & DERYCKE (1983), a adic¢ao de
inulina como fonte de carbono é um pré-requisito para a sintese /
secrecao de inulinase pelos microorganismos. A adiciao ao meio de
cultura de um substrato / indutor, ou de um seu derivado estrutural,
pode estimular um aumento na sintese da enzima pelos microorganismos.
Também os produtos da ac¢io enzimitica, particularmente no caso do

processamento de polissacarideos por hidrolases, podem agir como
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indutores de enzimas. A razio para isto € que, a habilidade indutora real
de um substrato polimérico resulta da sua transforma¢io em moléculas
mais versateis, como por exemplo, os dissacarideos. Neste caso, s€ O
dimero nao se acumula no meio de cultura a ponto de causar repressao
catabdlica, ocorrera o aumento do nivel de enzima, REESE (1972).

Uma das maneiras de se evitar este acimulo, ou seja, impedir que
o catabolismo rapido de um indutor venha a causar repressao catabdlica,
é lancar mio do uso de um derivado do indutor que seja lentamente
metabolizado, a fim de fornecer o substrato indutor aos poucos, por um
periodo de tempo mais prolongado. Portanto, o fornecimento continuo de
concentracdes bem baixas do indutor, pode aumentar bastante o rendi-
mento de enzima.

No entanto, o formecimento continuo de quantidades limitadas
do indutor verdadeiro, pode ndo ser a razio unica ou dominante para
o aumento da produc¢io de enzima, neste caso. Um segundo fator, o
efeito surfactante do indutor modificado, deve ser considerado, REESE
& MAGUIRE (1969). Os surfactantes podem acumular mais facilmente
junto a parede celular dos microorganismos, e alterando sua
permeabilidade, podem facilitar o acesso da mensagem de inducio,
resultando num efeito positivo no processo de inducgio.

Ambas as consideracdes poderiam explicar os resultados positi-
vos de induc¢io de inulinase, usando inulina previamente modificada por
acoplamento covalente de substituinte acila de médio porte (C-6; caproil);
ou de substituinte apolar polinuclear de grande porte (C-27; ciclopentano
peridrofenantreno). Ambos os substituintes poderiam facilitar o
ancoramento da molécula polimérica de polifrutose ao dominio de
membrana lipoproteica, desde que a arquitetura restante da parede

celular ndo ofereca barreira para tal ligacao. A travessia da membrana
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plasmaitica seria o préximo e decisivo passo para o aumento da indugao,
o que poderia ser realizado por toda a molécula de inulina ou por seus
fragmentos hidroliticos. Uma base mais satisfatéria para esta hipotese
poderia ser obtida pelo uso de frutooligossacarideos de baixo peso
molecular caproilados ou colesterilados. Estas informacdes adicionais ou
conclusivas serdo ainda <_estudadas.

Uma propriedade vantajosa do derivado caproﬂado em relacao
ao polimero nativo, € sua solubilidade em dagua a temperatura ambiente,
visto que este ultimo necessita de leve aquecimento para completa
solubilizacao. Portanto, a inulina caproilada pode agir tanto como um
indutor mais produtivo, como também como um surfactante devido as
suas cadeias alifiaticas. O quanto estas vantagens poderiam ser
implementadas pela alteragcio da quantidade awal de residuos caproil
ligados (muito poucos considerando a magnitude dos sinais do espectro
de C-R.N.M.) sera objeto de estudos posteriores.

Um experimento realizado para se verificar o efeito da
combinac¢do de inulina com 4acido capréico livre, na formulagio do
meio de cultivo para as leveduras estudadas, resultou, de fato, em um
efeito inibitério do crescimento, o que pode ser atribuido a presenca
do acido capréico como acido livre. Esta € uma indicaciao adicional de
que o efeito positivo de induc¢io obtido com o derivado de inulina, €
devido a previa esterificacao de grupos alcodlicos da inulina.

O uso de inulinas derivatizadas teve sucesso considerando- se
o aumento da atividade inulolitica dos microorganismos testados. Este
primeiro resultado experimental, mostrou que a predicio de um
indutor de inulinase ideal para um microorganismo em particular, €
uma tarefa dificil, visto que organismos diferentes respondem diferente-

mente aos varios compostos modificados.
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7.3. Inducio de inulinase em bactéria sp.

O derivado caproilado de inulina, por ter apresentado conside-
ravel eficiéncia no processo de induciao/secrecio de inulinase, tanto no
fungo filamentoso A. niger como nas levedurag K. max_'iniar}qs testadas, foi
entdao aplicado emum experimento preliminar com um modelo procarionte,
para compara-lo com os ja testados eucariontes. Uma bactéria isolada por
FONTANA e col. no LQBB (HAULY et al, 1992) de tubérculos de dilias
em decomposicao, capaz de produzir DFA II, um dos conhecidos
dianidridos de frutose, denominada de YLW devido a pigmentacao
amarela que desenvolve em meio de cultura solido, foi utilizada neste
experimento. A produgiao de DFA III “in vitro” foi significativamente
acelerada quando o derivado Cp-In foi utilizado em substitui¢cao a inulina
nativa como fonte de carbono. Repetido este estudo comparativo,
mantendo-se extrato de levedura como unico suplemento e variando-se
a fonte de carbono entre 2% de inulina nativa (In), a mesma a 1% + 1% de
caproil-inulina (In + Cp-In) e 2% de caproil-inulina (Cp-In), o resultado no
crescimento bacteriano foi notivel. A absorbiancia dos cultivos de 24h a
28°C e 100rpm foi respectivamente de 0,240, 1,900 e 2,600.

A produciao de DFA III, iniciada as 32h no controle (In) foi
antecipada para cerca de 12h nos meios com substrato lipofilico, e com
concentracio de 1,2 e 4,3 mg/ml, respectivamente para [+Cp-In e

Cp-In, conforme determinado por HPLC em coluna CAC-Waters.
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8. Cromatografia em coluna de Biogel P-6 de inulina,
caproil-inulinaecolesteril-inulina.

Este experimento foi realizado com a finalidade de determinar-
se ao menos aproximadamente os pesos moleculares da inulina nativa e
de seus derivados, a fim de verificar se houve alguma redug¢iao no peso
molecular no processo de sintese dos derivados, devido a extrema
labilidade das ligagdes B-1,2 do polimero de frutose.

O solvente de escolha para perfeita dissolu¢ao dos trés
produtos foi o dimetilsulfé6xido. Foram aplicados 0,5ml de cada soluciao a
10mg/ml, a coluna de 9ml de Biogel P-6 pré-equilibrada com DMSO. Os
perfis de elui¢ao de cada produto foram acompanhados pela determina-
cao de agucares totais nas fracdes coletadas pelo método de fenol-
sulftirico.

A inulina nativa teve seu pico dominante de eluicao determi-
nado aos 5ml. Ambos os derivados, Cp-In e Cl-In tiveram picos de
eluicio aos 4,5ml. O padrio de amilose (polimero de elevado P.M.) foi
eluido aos 4ml. Como utilizou-se uma peneira molecular invertida,
pode-se concluir que a inulina, apés sofrer o processo de derivatizacgao,
teve seu peso molecular aumentado em ambos os casos, ndo devendo,
portanto ter sofrido degradacao significativa durante estes processos de

sintese.
o. Espectroscopia de Infra-vermelho
A fim de se comprovar a derivatizacio da inulina nativa com

o grupo colesteril, foram desenvolvidos os espectros de absor¢ao no

infra-vermelho, com transformacao de Fourier, para comparagao entre
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inulina e seu derivado Cl-In.

A fig. 13a mostra as frequéncias de absor¢ao no infra-vermelho
dos grupos quimicos da inulina nativa: a banda larga em 3200-3500 cm™ da
distensio O-H; a banda de distensao C-H em 2923cm’; -CH, em 1430cm’
1. distensao C-O em 1080-1300; e deformacao fora do plano de O-H na
faixa de 915-955cm™.

O espectro de colesteril-inulina na fig. 13b mostra outras bandas
de absorciao, além daquelas caracteristicas da inulina nativa: na faixa de
1377-1383cm™ a banda caracteristica de grupo metil ligado a carbono nao
ligado a nenhum outro grupo metil; frequéncias caracteristicas de defor-
macoes fora do plano de C-H pertencentes a anel aromatico na faixa de
650-900cm?; FLETT (1963).

Esta analise, portanto, forneceu dados que tornaram possivel

comprovar a derivatizacio da inulina com o grupo colesteril.

10. Espectroscopia deressoniancia nuclear magnéticade 3C

No espectro de BC-R.N.M. da inulina de Dahlia nativa (fig. 14a),

pode-se observar que os sinais de ressonancia indicam que o polissacarideo
foi obtido em condi¢des de consideravel pureza. Os desvios quimicos 8 em
ppm, dos carbonos das unidades de frutose, foram registrados nas regioes
esperadas, GORIN(1981): C-1 / 61,6; C-2 / 103,1; C-3 / 77,6; C-4 / 75,0; C-
5/82,0;e C-6/61,9ppm. Um grupo de sinais de baixa intensidade pode
ser notado também, os quais sao derivados da glucose da unica unidade
de sacarose existente numa das extremidades nao redutoras da inulina: C-

1/92,2;C-2/71,8;,C-3/73,2; C-4/70,3; C5/72,8;e C-6/ 61,6 ppm. A
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Figura 13 (@) - Espectro de infra-vermelho com transformagao de

Fourier (FTIR) de inulina nativa purificada,

obtida de tubérculos de Dahlia.

Os asteriscos indicam as bandas tipicas de absor¢io do
polissacarideo nativo.
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Figura 13 (b) - Espectro de infra-vermelho com transformacgao de

Fourier (FTIR) de Colesteril-inulina (Cl-In).
1

Os asteriscos indicam as novas bandas de absor¢ao derivadas
do substituinte lipofilico inserido covalentemente no polissacarideo

nativo.
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Figura 14 (a) - Espectro de »C-R.N.M. de inulina nativa

purificada, extraida de tubérculos de Dahlia

C-1 a C-6 indicam os nimeros dos carbonos das unidades de
anidrofrutofuranose do polimero, sendo as fontes dos principais sinais

do espectro. O pico maior 2 S =40ppm refere-se ao DMSO-d,.
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C=0O, CH,, e CH, indicam os sinais secundirios do espectuo,

originarios dos grupos quimicos do substituinte caproil.
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presenca destes sinais nos indicam como a integridade da molécula de
inulina foi mantida, nos processos de extracao e purificacio. Importante
notar os sinais 2 6=103,1 e 92,2ppm, os quais sao caracteristicos do
espectro de inulina, correspondendo respectivamente ao C-2-f-
frutofuranose e ao C-1- o-glucopiranose.

A andlise do espectro de “C-R.N.M. do caproil-derivado de
inulina (fig. 14b), nos permite observar sinais distintos nitidos em campo
mais alto (a 6= 13,7 a 33,1ppm) correspondentes aos grupos -CH, e -CH,
do residuo de caproil; e também um sinal adicional em campo mais baixo
(a 6= 172,9ppm) tipico de grupo carbonila da ligaciao éster estabelecida.
Outra caracteristica a ser notada, € que o forte emparelhamento dos sinais
de C-1 e C-6 (61,6 e 61,9ppm) no espectro da inulina, aparece no espectro
do derivado caproilado como um unico sinal. A propdsito, o ponto
preferencial de inser¢iao do residuo caproil na molécula de inulina nativa,
é esperado de ocorrer num dos grupos de dlcool primarios, ou seja, -
CH,OH do C-1 ou do C-6. Esta conclusio é também fortalecida pela
mudanga drastica na solubilidade em agua e em solventes organicos
apresentada pelo derivado, o qual tornou-se vantajosamente solivel em

agua a temperatura ambiente.
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CONCLUSOES

1) Inulina de alto grau de pureza foi preparada a partir de raizes
tuberosas de Dahlia pinnata. O mais convincente r_ip»c!icio de uma
molecularidade nativa preservada foram os sinais secundirios do Unico
residuo glucopiranosil, diluidos nos sinais espectroscépicos dominantes

da cadeia B-2,1-polifrutose como comprovado por »C-R.N.M.

2) A derivatizagao suave do polimero nativo foi levada a cabo
com cloretos de caproila e de colesterila, em sinteses quimicas de ,

respectivamente, esterificacao e eterificagcio catalisadas em meio basico.

3) Dentre os produtos visados, caproil-inulina e colesteril-
inulina foram caracterizados espectroscopicamente por “C-R.IN.M. e

F.T.I.R. respectivamente.

4) Estes dois produtos revelaram-se eficientes indutores para

a sintese/secrecao de inulinases fungicas e de leveduras.

S) O crescimento de uma bactéria inulolitica também foi
acelerado pelo derivado lipofilico Caproil-inulina bem como a produ-

c¢io de DFA III acelerada.
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