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ABSTRACT

In u lin  e x tr a c te d  fro m  D a h lia  p in n a ta  tu b e r s  w a s  p u rifie d  

b y  m e a n s  o f  e th a n o l p r e c ip ita t io n  a n d  io n - e x c h a n g e  o n  D EA E - 

c e lu lo s e  to  r e m o v e  p ig m e n ts  a n d  a c id ic  c o n ta m in a n ts .

T h e  h ig h ly  p u r if ie d  in u lin  w a s s u b m itte d  to  s e v e ra l

p r o c e d u r e s  o f  m ild  c h e m ic a l  d e r iv a tiz a tio n  in  o rd e r  to  m o d ify

th e  o r ig in a l c h e m ic a l  s tru c tu re  th ro u g h  th e  in s e r t io n  o f  l ip o p h y lic

s u b s t i tu e n ts .

A m o n g st th e  o b ta in e d  d e r iv a tiv e s , tw o  r e v e a le d  e f f i ­

c ie n t  in d u c t io n  o f  in u l in a s e s  p r o d u c t io n / s e c r e t io n  o f  y e a s t  

( K lu w e r o m v c e s ) . m o ld  ( A s p e r g il lu s ) , a n d  b a c te r iu m  (a  lo c a l 

in u l in o ly t ic  i s o la t e ) ,  n a m e ly , c a p r o y l- in u lin  a n d  c h o le s te r y l -  

in u lin . T h e  r e s p e c t iv e  c h lo r id e s  w e r e  u s e d  a s  d o n n o r s  o f  

l ip o p h y lic  m o ie t ie s  a n d  th e  c a ta ly s is  w a s  c a r r ie d  o u t in n o n - 

a q u e o u s / a lk a lin e  m e d ia . D e r iv a tiz a tio n s  w e re  m o n ito r e d  b y  13C- 

n m r (n u c le a r  m a g n e tic  r e s s o n a n c e )  a n d  F T IR  (F o u r ie r  tra n sfo rm - 

in fr a r e d  s p e s t r o s c o p y ) .  C a p r o y l- in u lin  r e s u l t e d  in  s u p e r io r  

in u lin a s e  I ( f r u c to s e  r e le a s e )  in d u c tio n  in  y e a s ts  w ith  a n  in c r e a s e  

u p  to  8 .3  t im e s  w ith  r e s p e c t  to  th e  c o n tr o l  m e d iu m  c o n ta in in g  

u n d e r iv a t iz e d  in u lin  (s in g le  c a r b o n  s o u r c e ) .  T h is  d e r iv a tiv e  a lso  

p o s it iv e ly  a f fe c te d  th e  g ro w th  o f  th e  in u lo ly t ic  so il b a c te r iu m  

is o la te  as w e ll as it s h o r te n e d  th e  r e s p e c t iv e  o n s e t  fo r  DFA III 

(d ifru ctose anhydride) re lease  in the culture m ed iu m  by  inulinase II.



RESUMO

Inulina extraída de raízes tu berosas de D ahlia pinnata, após 

su bm etida a um  tratam ento co m  DEAE celu lo se  - Cl', foi obtida co m  alto 

grau d e pureza para então sofrer diversos p ro cesso s de derivatização 

qu ím ica, co m  a finalidade de m odificar estruturalm ente a m olécu la  

nativa, p ela  in serção  de grupam entos lipofflicos, esp eran d o -se  com  

isso in crem en tar a atividade de inulinase dos m icroorganism os-alvo  

q u a n d o  n a  p re se n ç a  do su b stra to  m o d ifica d o . O s p ro d u to s de 

derivatização  suave do polím ero, qu e revelaram -se eficien tes indutores 

da p ro d u ção  / secreçã o  de inulinases por A s p e r g i l lu s  n ig e r ,  e tam bém  

p o r duas ce p a s  de K lu y v e r o m y c e s  m a r x i a n u s  var. m a r x i a n u s  

foram : C aproil-inulina e Colesteril-inulina. Para as sín teses qu ím icas 

d estes  d eriv ad os de inulina, foram  utilizados co m o  reag en tes os 

clo re to s d e caproíla e de colesterila , resp ectivam en te, em  m eio  básico . 

As d eriv atizações foram  m onitoradas por esp ectro sco p ia  de R esso n ân ­

cia N uclear M agnética de 13C e de Infra-verm elho co m  transform ação 

de Fourier, resp ectiv am en te . C aproil-in u lina m o stro u -se  su p erio r 

c o m o  in d u to r de in u lin ase d e lev ed u ras q u a n d o  co m p a ra d o  ao 

co lesteril-d erivad o, ch egan d o  a aum entar a p ro d u ção  da enzim a em  até 

8 ,3  v ezes em  relação  à quantidade obtida co m  inulina nativa co m o  

ú nica fon te  de carb o n o  no m eio  de cultivo. A b io co n v ersã o  bacteriana 

de inulina em  DFA III, um  di-D -frutose dianidrido, b em  co m o  tam bém  

o  cresc im en to  celular, foram  acelerad o s na p resen ça  do derivado 

lip o filico  C aproil-inulina.



INTRODUÇÃO

A en zim a inulinase hidrolisa o  p o lím ero  de plantas inulina 

d and o c o m o  produto  final praticam ente fru tose pura. A inulina é um 

polím ero  d e  reserva de várias plantas, obtida in icia lm en te de tu bércu los 

de a lca ch o fra  d e Jeru salém  (H elianthus tu bero su s L.), tam bém  d e n o ­

m inada d e T u p in am b o  por M cDONALD (1 9 4 6 ), sen d o  tam bém  obtida 

de d e n te -d e -le ã o  (Taraxacum  officinale W eber), ch icória  (C ichorium  

intvbus L.) e  dália (D ahlia pinnata C av.), M UKH ERJEE & SENGUPTA 

(1 9 8 9 ). A inulina é um a frutana e, seg u n d o  G O O D W IN  &  MERCER 

(1 9 8 3 ), é um  polím ero  de [3-D-frutofuranoses m antidas por ligações 

g licosíd icas 3 -D -(2 -> l) , apresentando um  resíd u o de a-D -g lu cop iran o se  

unido por lig ação  oc-l-fl-2 à unidade de fru tofu ran ose, form ando um a 

unid ade d e sa ca ro se  num a das extrem idad es (figura 1). O  com p rim en to  

m éd io  da cad eia  de inulina varia co n fo rm e a planta e a estação  do ano, 

esta p ro p ried ad e resultando provavelm ente da a çã o  da inulinase da 

própriá p lanta. Teoricam ente a inulina d eve co n ter n o  m ínim o 30 

u nid ades d e  açú car, ou seja, o grau de p o lim erização  deve ser igual ou 

m aior q u e 30, q u e corresp on d e a um  p eso  m o lecu lar de 4900  à 5500. 

A inulina é  insolúvel em  água, e m esm o  à 55°C é ap en as parcialm ente 

so lúvel (5% ), VANDAMME & DERYCKE (1 9 8 3 ).

LINDNER observou  em  1900 q u e a levedura Sacch arom y ces 

m arxianus e  algum as cep as não  identificadas eram  cap azes de utilizar 

inulina. Tais o b serv a çõ es foram  tam bém  relatadas por GRAFE 8c VOUK 

(1 9 1 3 ) e p or KLUYVER (1914). Em  1933 SACCHETTI provou q u e a 

levedura K lu yverom vces fragilis crescia  às cu stas de inulina. A prim eira 

inulinase fú n gica  descrita foi a de A spergillus niger em  1924 por



HOH.C o ,
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Figura 1 - Estrutura da inulina.



PRIN GSH EIM  &  KOHN. Até 1943, n o  entanto acred itava-se q u e um a 

ú n ica  enzim a - a (3-frutofuranosidase - era resp on sáv el p ela  h idrólise de 

saca ro se , inulina, rafinose, irisina, g en tian ose e estaq u io se . ADAMS et 

a l.(1 9 4 3 ) dem onstraram  a ex istên cia  de um a inulinase verdad eira cuja 

ativ idade era d iferen te d aq u ela  da invertase. D esd e  en tão  m uitos 

m icroo rg an ism o s produtores d e inulinase têm  sido descritos.

As en zim as q u e degradam  inulina, d en om in ad as inu linases ou 

inulases, são  en con trad as em  plantas e em  m icroorgan ism os, inclu indo 

fu n gos filam entosos, leveduras e bactérias. A m aioria das inulinases, 

seg u n d o  SN YD ER & PHAFF (1 9 6 2 ) e FUCHS et al. (1 9 8 5 ), são  d e fato 

(5-frutosidases n ã o -esp ecíficas q u e atuam  so b re  as lig açõ es (3-2,1 e 

liberam  m o lécu las de frutose a partir da extrem idad e n ão-red u tora  da 

inulina e de certos o ligossacaríd eos, p o d en d o  ser d esign ad as co m o  2,1- 

(3-D -frutana-frutanohidrolases (EC 3 .2 .1 .7 ), d iferen tes das invertases 

q u e  h idrolisam  esp ecificam en te  sacaro se  em  g lu co se  e frutose, classi­

fica d a s  c o m o  P -D -fru to fu ra n o síd eo -fru to h id ro la ses (EC  3 -2 .1 .2 6 ). 

A pesar da atividade hidrolítica destes dois gru p os d e en zim as sobre 

a sa ca ro se  ser equ ivalente, a inulinase se  d iferencia  da invertase por 

q u e  esta últim a apresenta baixa  atividade co m  su bstratos de alto p eso  

m o lecu lar co m o  o lig o ssacaríd eo s e frutanas do tipo inulina, segund o 

G RO O TW A SSIN K & FLEMING (1980).

A razão S / l  (razão  das atividades relativas co m  sacaro se  e 

inulina co m o  su bstratos) fo i introduzida por SN YD ER & P H A FFQ 962) 

para discrim inar invertase d e inulinase. VANDAMME &  D ER Y C K E(1983) 

co n sid eram  q u e um a razão S/I baixa, m en o r do q u e  50 (alta atividade 

co m  inulina), indica q u e a enzim a é um a inulinase. A princíp io , a 

c lassificação  das inulinases era basead a na o co rrên cia  de enzim as 

esp ecifica s em  bactérias, fu n g os e plantas, q u e raram en te dem onstra­



vam  atividade co m  sacarose , m as qu ebravam  frutanas d o  tipo inulina 

ag in d o  tanto co m o  en d o-en zim as co m o  tam bém  co m o  exo-en zim as, 

p rod u zin d o um a série de oligofrutanas ou som en te frutose, resp ecti­

v am en te , EDELMAN & JE FFO R D  (1 9 6 4 ) e SNYDER & PHAFF (1960). 

P or outro  lado, FUCHS et al. (1 9 8 5 ) e M UKHERJEE & SENGUPTA (1 9 8 9 ) 

d esco b riram  leveduras q u e p rodu zem  inulinases cap azes d e hidrolisar 

frutanas d o  tipo inulina e levana agindo co m o  ex o -en z im as é tam bém  

ca p a z es de hidrolisar sacarose . As d iferen ças nas razões S/I e nas 

c o n sta n te s  c in é tica s  foram  co n sid e ra d a s  in su fic ien tes  p o r algu ns 

au tores para a distinção entre inulinase e  invertase em- leveduras. Para 

estes au tores, co m o  KOVALJOVA & YUJRKEVICH (1 9 7 8 ), ARNOLD 

(1 9 8 7 )  e ROU W EN H O RST et a l.(1 9 8 8 ), a inulinase poderia  ser um  tipo 

esp ecia l d e invertase e deveria ser classificada co m o  tal.

W H ITE &  KENNEDY (1 9 8 8 ) incluíram  as en zim as cap azes de 

atuar so b re  inulina, levana e tam bém  sacarose , por re m o çã o  d e grupos 

P-D -frutofuranosil term inais, na classe  das ex o  P-D -frutosidases ((3-D- 

frutana-frutanahidrolases (EC 3 .2 .1 .8 0 ). No entanto, a d iferen ça  entre 

estas en zim as e  as invertases (EC 3-2 .1 .26 ) n ão  estava clara para as 

en zim as m icrobian as co n fo rm e discutido por ETTALIBI &  BARAI" 1'1 

(1 9 8 7 ) e M UKHERJEE & SENGUPTA (1 9 8 9 ).

Em 1990 ROU W EN H O RST et al., p esq u isan d o  um a cep a 

de K. m arxianus determ inaram , através de parâm etros c in ético s e 

estruturais, q u e  nas leveduras existiam  duas P-frutosidases distintas: 

in v ertase  e inulinase. Esta d ife ren c ia çã o  adquiriu  co n to rn o s  m ais 

p reciso s p or estar baseada em  b a se  m olecular, qual se ja , a estrutura 

(g lico ) p ro teica  das entidades enzim áticas. A inulinase q u e é secretada 

para o  m eio  de cultura, tem  um a m assa m olecu lar de ap roxim ad am en te 

165 kD a, co n tém  duas su bu nidad es p roteicas e 34%  d e carboidrato . A



in u lin ase  asso ciad a  à p ared e ce lu lar  tem  o m esm o  co n te ú d o  de 

c a r b o id r a to , m as é um  te trâ m e ro  c o m  m a ssa  d e 3 5 0 k D a . Em  

S a cch a ro m v ces cerevisae a invertase q u e  é  secretad a ao  m eio  de cultivo 

é  um  d ím ero  co m  m assa de 270k D a, en q u an to  q u e a enzim a retida na 

p ared e ce lu lar é um  octâm ero  de cerca  de 8 0 0 kD a. A m bas as form as 

de in vertase co n têm  até 50%  de carboid rato , ESMON et al. (1 9 8 7 ). Além  

d isso , p o u ca  hom ologia foi en co n trad a nas seq u ên cias de am in oácid os 

d a s  e x tr e m id a d e s  a m in o - te r m in a is  d e  in v e r ta s e  e in u lin a s e , 

R O U W EN H O R ST et al. (1 990  a). As inulinases foram  isoladas in icial­

m en te  de tu bércu los de a lcach o fra  d e Jeru sa lém  por EDELMAN &  

JE F F O R D  (1 9 6 4 ), de raízes d e ch icó ria  p or FLO O D  et al. (1 9 6 7 ) e de 

d en te -d e -leã o  por RUTHERFORD &  DEACON (1 972). As inu linases de 

plantas, p rincipalm ente as oriundas das fam ílias C om positae, Liliaceae 

e Irid aceae , ap arecem  em  n íveis m uito b a ixo s e n ão  ap resen tam  

ativ idade d e invertase. Por ou tro  lado, m uitas inulinases m icrob ian as 

pu rificad as p ossu em  uma notável atividade de invertase, VANDAMME 

& D ERYCKE (1983).

O s estud os fund am entais so b re  as inu linases m icro b ian as 

foram  realizad os principalm ente n o  Ja p ã o  e Coréia do Sul por KIM 

(1 9 7 5 ) e ISH IBASH I et al. (1 9 7 4 ), n o  Canadá por G RO O TW A SSIN K & 

FLEMING (1 9 8 0 ) e DUVNJAK et al. (1 9 8 1 ), e na França p or DEMEULLE et 

al. (1 9 8 1 )  e GUIRAUD et al. (1 9 8 2 ). Estudos so b re  a p rod u ção , pu rificação  

e  caracterização  de inulinases de d iversos m icroorgan ism os ío ram  relata­

d os em  d eta lh e há cerca de a p en a s um a década.

As inulinases estão  p resen tes em  fungos, p rin cip alm en te em  

A spergillus n iger pesquisado p o r NAKAMURA et al. (1 9 7 8  a ,b ,c )  e por 

AZHAJRI e t al. (1 9 8 9 ), e em  P enicillium  sp. estud ado por NAKAMURA & 

NAKATSU em  1978. A enzim a extra celu lar de A. n iger atua sobre



inulina lib eran d o  inulotriose, inu lotetraose e in u lo p en tao se . Não hidrolisa 

sa caro se  e  ra fin o se , p od en d o  então  ser classificada co m o  en d o-en zim a. É 

tam bém  d en om in ad a  de inulinase III, NAKAMURA et al. (1 9 7 8  b).

Entre as bactérias produtoras d e inulinase citam -se Lactobacillus 

planta rum  p esq u isad o  porTAKAHASI & SO U TO M E (1 9 7 5 ) e A rthrobacter 

u rea facien s d escrito  por TANAKA et al. (1 9 7 2 ) e p or UCHIYAMA et al. 

(1 9 7 3 ). A inulinase de A. u reafaciens hidrolisa a inulina em  di-D- 

fru to fu ra n o se -l,2 ’:2 .3 ’ dianidrido (DFA III) e p eq u en a  qu antid ade de 

outros o lig o ssacaríd eo s. É esp ecifica  para co m p o sto s co n ten d o  liga­

çõ e s  d o  tipo P -(2 -> l)  e tem  sido den om in ad a de inulinase II, TANAKA 

et al. (1 9 7 2 ). Segu nd o UCHIYAMA et al. (1 9 7 3 ), esta enzim a atua so b re  

in u lin a  lib e ra n d o  DFA III p o r um a re a ç ã o  d e tra n sfru to s ila çã o  

intram olecular. A estrutura do DFA III p o d e ser vista na figura 2.

As inulinases são en con trad as em  leved uras, en tre  outras 

d estacam -se  as d e K lu w ero m v ces fragilis am p lam en te estudadas por 

SN YD ER & PHAFF (I9 6 0 ) , BYU N  & NAHM (1 9 7 7 ), GROOTW ASSIN K 

& FLEMING (1 9 8 0 ), GROOTW ASSINK & H EW ITT (1 9 8 3 ), H EW ITT & 

G RO O TW A SSIN K (1 9 8 4 ), WORKMAN & DAY (1 9 8 3  e 1984), LAM & 

G RO O TW A SSIN K (1 985), MANZONI & CAVAZZONI (1 9 8 8 ) e N EGO RO  

(1 9 7 8 ); de K lu w e ro m v ce s m arxianus p esq u isad as p or PAREKH & 

M A R G  A R IT IS  ( 1 9 8 5 ) ,  R O U W E N H O R S T  & VAN D IJK E N  

(1 9 8 8 ,1 9 9 0 ,1 9 9 1 ); de Candida kefvr estudadas p or N EG O RO  &  KITO  

(1 9 7 3  a ,b ); e  de D ebarom v ces canterellii descritas por BELUCHE et al. 

(1980).

As inulinases de leveduras são  exo-in u lin ases do  tipo I, as 

q u a is  p rod u zem  frutose livre, d iferen tem en te das d os tipos III e II qu e 

p rod u zem  resp ectivam en te in u lin óligossacaríd eos red utores e in u lob iose



H

Figura 2 - Estrutura do DFA III.



desidratada, esta última n ão-red utora .

D entre os n u m erosos m icroorganism os prod u tores de inulinase 

co n h e c id o s , as leveduras p a recem  ser a m elhor o p çã o  d e esco lh a  para uso 

em  p ro cesso s com erciais, prin cip alm en te as do g ên ero  K Ju w e ro m v ce s . 

C ep as d e K. frapilis foram  utilizadas por GROOTW ASSIN K &  FLEMING 

(1 9 8 0 )  n o  d esenvolvim ento  d e um  p ro cesso  laboratorial para p ro d u ção  de 

in u lin ase  de elevada qu alid ade industrial. A vantagem  desta e sp é c ie  é  qu e 

seu  u so  em  alim entos é aprovado pela FDA (Food  and D rug A dm inistration) 

d os Estados U nidos, assim  sen d o , suas enzim as tam bém  d ev em  ser aceitas 

para a p lica çã o  em  sistem as d e  alim entos. RO U W EN H O RST et al. (1 9 8 8 ) 

estud aram  a otim ização  da p rod u ção  de inulinases p or leveduras, e 

verificaram  qu e um a cep a  de K. m arxianus ap resen tou  propriedad es 

su p erio res às observad as em  outras cep as de K lu w e ro m v ce s . A lém  de 

ap resen tar m aior esp ecific id ad e p elo  substrato e m aior p ro d u ção  de 

inulinase, esta cep a d e K. m arxianus é term otolerante, c resce n d o  em  

tem peraturas de 40  a 45°C (m aior p rod u ção  da enzim a entre 37  e 42°C), 

p rop ried ad e esta m uito van ta josa  em  p ro cessos d e esca la  industrial.

As frutanas são  b o a s  fon tes de ad oçan tes naturais de baixa 

caloria , x aro p es de alto teor de frutose e/ou d i-D -frutose dianidridos 

(D FA ). G RO O TW A SSIN K  & FLEMING (1 9 8 0 )  re la taram  d ad o s de 

tem p o s, rendim entos e outros q u e favorecem  a hidrólise enzim ática da 

inulina em  relação  à ácid a para o b ten çã o  de frutose. Na h idrólise acida, 

seg u n d o  FEATHER (1 9 7 7 ), o co rrem  reaçõ es secu n d arias in d esejáveis, 

co m o  o  excessiv o  escu rec im en to  cau sad o pela caram elização  dos 

a çú ca res  e reação  de M aillard co m  proteínas, p ro v o can d o  o 

ap arecim en to  de sab ores e  o d o res desagradáveis. Entretanto , HAULY 

&  FONTANA (1 9 9 2 ) obtiveram  por term op ressu rização  direta (3atm ;



144°C) de inulina em  ácid o orto fosfórico  aq u o so  (co n ce n tra çã o  < 0,1% ), 

x a ro p e s d e frutose levem en te co lorid os, isentos de sa b o res  indesejáveis, 

co n ten d o  cerca  de 3%  de DFA III (d i-D -frutofuranose 1 ,2 ’:2 ,3 ’ dianidrido) 

é p raticam en te livres de hidroxim etilfurfural. V erificaram  p orem , em  

estu d os de p erfu são  em  fígado d e rato, q u e o  DFA III induz a lteraçõ es no 

m etab o lism o  de carboidratos.

A p ro d u ção  co n v en cion al de frutose a partir do  am id o  necessita  

de p e lo  m en o s três passos enzim áticos, inclu indo a a çã o  de a —am ilase, 

am ilog lu cosid ase  e g lu cose isom erase, ren d en d o  n o  m áxim o  so lu ções 

co m  45%  de frutose. A partir d e inulina, n o  entanto , basta um a ú nica reação  

enzim ática (inu lin ase) e os rendim entos atingem  a té  95%  d e frutose, 

VANDAMME & DERYCKE (1 9 8 3 ).

Para a ap licação  industrial da hidrólise en zim ática , a enzim a 

requ erid a d eve estar d isponível em  grandes qu antid ad es e co m  p reço  

com p etitivo  para qu e o  p ro cesso  seja viável. T êm  sido pesquisadas 

técn ica s d e im obilização  da atividade enzim ática de inulinase através 

tanto da im obilização  de en zim as purificadas co m o  tam b ém  de célu las 

m icrob ian as. KIM & BYU N  (1 9 8 2 ) dem onstraram  a o co rrên cia  da 

co n v ersão  de 90%  de inulina (so lu ção  a 7% ) para frutose, utilizando- 

se  inu linase (EC 3-2 .1 .7 ) de K lu w ero m v ces fragilis im obilizad as em  2- 

a m in o -e til-ce lu lo se .

W ORKMAN (1 9 8 4 ) obtev e b o n s resultad os na o b ten çã o  de 

x a ro p e  de frutose a partir de inulina, utilizando cé lu las de K. fragilis 

im obilizadas p e lo  tratam ento co m  glutaraldeído, as qu ais m ostraram - 

se  resisten tes à destru ição física e enzim ática e p ortan to  ad equ ad as para 

uso  em  reator. BAJPAI & MARGARITIS (1 9 8 6 ) obtiveram  xaro p es de 

fru tose a partir de inulina d e alcachofra de Je ru sa lé m  (15% ), usando 

altas co n cen tra çõ e s  de célu las da levedura K. m arxianu s im obilizadas



em  alg in ato  d e cá lc io  na co n cen tração  de 1,4% .

O  in teresse  na produção em  esca la  industrial de xarop es de 

frutose esta b a sea d o  n o  fato de a frutose ser p rovavelm ente o  açú car de 

o co rrên cia  natural m ais d oce, HALLFRISCH (1 9 9 0 ). Em  relação  à sacarose , 

o açú car co m u m en te  em pregado, a fru tose ap resen ta  poder ed u lcoran te 

1,5 v ezes m aior; m en or capacidade de cristalização; propriedades coligativas 

q u e fa v o recem  a red u ção  do p on to  de co n g e la m en to  e o au m ento  da 

p ressão  o sm ó tica ; p od er redutor qu e em  co n d içõ e s  controladas perm ite 

a p articip ação  em  rea çõ es de escu recim en to , e  p o d er de sinergism o com  

outros a d o ça n tes ; características estas reco m en d ad as para ap licação  na 

indústria d e alim entos. A presenta ainda a van tag em  de ser en con trad a em  

ab u n d ân cia  na natureza, tanto na form a livre (em  frutas, em  vegetais, m el) 

co m o  co m b in a d a  (frutanas), W H ITE & PARKE (1 9 8 9 ), PAREKH &  

M ARGARITIS (1 9 8 6  b ), JOH N SON  et al. (1 9 8 9 )  e ZITTAN (1981).

É im portante ressaltar q u e na p rep aração  de xarop es ricos em  

frutose d estin ad os ao  consu m o h u m ano, d ev e-se  considerar, além  dos 

a sp ecto s té cn ico s  e eco n ôm ico s, as características do produto final, qu e 

d eve ap resen tar aparência, sab or e  o d o r agradáveis e estar isento  de 

su bstân cias q u e  possam  apresentar to xicid ad e n o  organism o. A frutose, 

em  m eio  ácid o  e so b  influência da tem peratura, p o d e sofrer d egrad ação 

e gerar co m p o sto s co m o  o 5- (h id roxim etilfúrfural)-2-furaldeido e  2-(2- 

hidroxiacetiD -furano. Segundo SHAW et al. (1 9 6 7 ), estes produtos de 

d eg rad ação  da frutose resultam  p rin cip alm en te de rea çõ es de en o lização  

e d esid ratação .

O  co n su m o  de frutose n os Estados U nidos, na form a de xarop e 

co m  alto teor de frutose (HFCS), tem  au m en tad o  m uito nos últim os anos 

e, p ro je çõ e s  para o  ano  2005 indicam  este  m o n o ssacaríd eo  co m o  o 

principal a d o ça n te  a ser consum ido, seg u id o  d e ad o çan tes sin téticos de



alta in ten sid ad e (co m o  aspartam e, e tc .) e, em  últim o lugar, a sacarose , 

FUCHS (1 9 8 7 ).

A lém  d o  seu  uso em  alim entos, a fru tose en co n tra  ap licação  

tam bém  n a indústria quím ica para o b te n çã o  d e co m p o sto s  im portantes 

co m o  m an ito l, g licerol, etanol e  hidroxim etilfurfural, o  últim o sen d o  

p recu rsor d e co m p o sto s co m  atividade antifúngica, an tibacteriana e 

h erbicid a, FUCHS (1 987). LUGT et al. (1 9 9 1 ) estudaram  a ap licação  de 

HMF na indústria de detergentes e cristais líqu id os e DOUW STRA 

(1 9 9 1 ) co m u n ico u  a possibilidad e de sua a p lica çã o  na sín tese  de cristais 

líquid os e  tam bém  co m o  p recu rsor de p o lím eros rígidos. A síntese de 

5 -(H id roxim etil)-2- furaldeído (H M F) a partir d e fru tose em  m eio  ácido, 

p or re a çõ es  de en o lização  e desidratação, seg u n d o  SHAW et al. (1 9 6 7 ), 

p o d e ser vista na figura 3-

A utilização  industrial de inulina req u er m icroorg an ism os qu e 

ten h am  alta atividade de inulinase e q u e n ão  este jam  so b  con tro le  

repressivo . D o s estudos de SN YDER & PFLAFF (1 9 6 0 ), N EGO RO  & 

K ITO  (1 9 7 3 ), BELUCHE et al. (1 9 8 0 ) e GRO O TW A SSIN K & H EW ITT 

(1 9 8 3 )  so b re  a reg u la çã o  da sín tese  d e in u lin ase  em  leved uras, 

co n clu iu -se  q u e a enzim a e indutível e sujeita à rep ressão  catabólica . 

Para q u e a ex p ressão  da enzim a seja m áxim a, d eve o co rrer  o  equilíbrio  

entre as dois m ecan ism os regulatórios, in d u ção  e rep ressão  catabólica , 

DEMAJN (1 9 7 2 )  e REESE (1972).

JA C O B  & M ON O D  (1 9 6 1 ) p ropu seram  o m o d elo  o p ero n  para 

exp licar a reg u lação  da síntese de proteínas, esp ecificam en te  o lac- 

o p ero n , regu lad or da síntese de B -galactosid ase, g a lacto síd eo  perm ease 

e tio g alacto síd eo  transacetilase em  E sch erich ia  c o li . O s e lem en to s 

g en ético s do m o d elo  são  um  gen  regulador, um  sítio o p erad o r e uma 

série  de g e n es  estruturais (figura 4). O  g en  regu lad or co d ifica  um a proteína
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repressora cap az  d e interagir co m  o sítio operador, im ped in d o assim  a 

transcrição  d os g en es estruturais p ela  RNA polim erase. N orm alm ente a 

p ro d u ção  d e en zim as está nesta situ ação , reprim ida, ou se ja , os g en es 

estruturais q u e  co d ificam  a p rod u ção  das enzim as estão  inativos (figura 5

a). Esta situ ação  só  é  revertida na p resen ça  de um  indutor ad equ ad o, o 

qual liga-se à proteína repressora in ativan d o-a. D esb lo q u eia -se  assim  o 

sítio op erad or, possibilitando à RNA polim erase transcrever os g en es 

estruturais q u e  cod ificam  as enzim as. O  sistem a esta induzido (figura 5 b).

O u tro  fator im portante a con sid erar na p ro d u ção  de enzim as é 

a já citada rep ressão  catab ó lica  tam bém  d en om in ad a co m o  “efeito  da 

g lu c o s e ”, M AGASANIK (1 9 6 1 ). DE C R O M BRU G G H E et al. (1 9 6 9 ) 

estu d an d o a reg u lação  da síntese de enzim as indutíveis em  Escherichia 

c o li . v erifica ra m  q u e  o  “e fe ito  da g lu c o s e ” era o  de a b a ix ar a 

co n ce n tra çã o  d e AMP cíclico . Estudos b io q u ím ico s e g en ético s su b se­

q ü en tes revelaram  q u e a p resen ça  de AMP c íc lico  estim ulava a in iciação  

da tran scrição  d e m uitos o p ero n s indutíveis, ao  ligar-se a uma proteína 

ativadora, d en om in ad a CAP. O  co m p lex o  CAP-AM Pc liga-se ao  DNA e 

cria um  sítio d e in teração  ad icional para a RNA p olim erase, fav orecen d o  

assim  a tran scrição  dos g en es, DE CRO M BRU G G H E et al. (1984).

A rep ressão  catabólica  cau sad a pela qu ed a na co n cen tra çã o  de 

AMP cíc lico , p o d e  ser evitada através da n ão  u tilização  de fon tes de 

ca rb o n o  rep ressoras no  m eio  de cultivo. Por ex em p lo , W ELKER &  

C A M PBELL ( 1 9 6 3 )  v e r ific a ra m  q u e  o  c r e s c im e n to  d e  B a c illu s  

stearoth erm op h ilu s em  glicerol ao  invés de frutose aum enta a p rod u ção  

de a -am ilase  extracelu lar em  23 vezes. YAMANE et al. (1 9 7 0 ) utilizaram 

m a n o s e  a o  in v és de g a la c to se  p ara  p ro d u ç ã o  d e c e lu la se  p o r 

P seu d om o n as flu orescen s var. cellu losa  e obtiveram  um  rendim ento 

1500 v ezes m aior.



G e n e  Sítios

R egulador C ontrole G en es estruturais

i p o z y a

O p ero n  Lactose

Figura 4  - Esqu em a do O p eron  Lactose e seu  g e n e  regulador.

A

i P /  \ z y a

i RN Am

R e p re sso r

R epressor liga-se ao  o p erad o r im ped indo a 

transcrição de z, y, e  a.

B

i P o z y a

i RN Am 

1 lac RN Am

I B -galactosid ase p erm ease  transacetilase

C o m p lexo  indutor-repressor 

Figura 5 - Esqu em a do O p eron  lactose n o s estad os (A) reprim ido e 

(B )  induzido.



Um  alto  nível de exp ressão  de en zim as requer, portanto, a 

p resen ça sim u ltân ea de AMP cíclico  e de um  indutor esp ecifico .

U m a d istin ção  deve ser feita entre um  in d u tor fisio lógico  e um 

indutor m o lecu la r ag indo ao  nível do g en e. Um  indu tor fisio lógico  pod e 

ser o su bstrato  d e crescim en to  do m icroo rg an ism o , ou um seu produto 

de qu ebra en zim ática , co m o  n o  caso  dos su bstratos polim éricos. Um 

indutor m o lecu lar é sem pre um  derivado m e ta b ó lico  do indutor 

fisio lógico. A n álog os sintéticos n ão-m etab o lizáv eis tam bém  podem  ser 

fu ncionais c o m o  indutores m oleculares, REESE (1 9 7 2 ).

São  m u ito  p o u co s os casos em  q u e  o s indu tores m olecu lares 

naturais foram  identificados. O  exem p lo  c lá ss ico  é  a a lo lactose  derivada 

da lactose  na in d u ção  de B -galactosid ase em  E. c o li . BARKLEY et al. 

(1975). STERN BERG  & MANDELS (1 9 7 9 ) verificaram  q u e a indução de 

celu lase em  T richod erm a reesei p arece  ser m ed iad a pela so foro se  

obtida a partir da ce lo b io se  que, por sua vez, é  um  produto da hidrólise 

da ce lu lo se .

G RO O TW A SSIN K & HEW ITT (1 9 8 3 ) estud aram  a p rod u ção  de 

inulinase p o r K lu w e ro m v ces frágil is ATCC 1 2 4 2 4  (levedura classificada 

atualm ente c o m o  K. m arxianus var. m arx ian u s. RO U W EN H O RST et al. 

1988) em  cultura contínua com  lim itação d e fon te de carb o n o  e 

identificaram  a fru tose co m o  o indutor fis io ló g ico  prim ário da inulinase.

R O U W EN H O RST et al. (1 9 8 8 ) v erificaram  porém , q u e os 

m elh ores ren d im en to s foram  obtidos u tilizand o-se inulina ou sacaro se  

co m o  su bstratos lim itantes, ao  invés de fru tose. O bservaram  tam bém  

qu e um a co n cen tra çã o  m ais elevada de sa ca ro se  n o  m eio , resultou num  

au m ento  na co n ce n tra çã o  de açú car residual, acom p an h ad a de um 

d ecréscim o  n a  atividade de inulinase. A lém  d isso , o s au tores relataram  qu e 

altas atividades enzim áticas ocorreram  na p resen ça  d e substratos n ão



açu carad os. Estes d ad os indicam  q u e a sín tese d e  inulinase é regulada por 

rep ressão  ca ta b ó lica , em  contrad ição  à natureza indutível da enzim a 

sugerida p or G RO O TW A SSIN K & H EW ITT (1 9 8 3 ).

Q u an d o  o  catabolism o do substrato é  m uito rápido, com  

co n seq ü en te  acú m u lo  de açú cares residuais n o  m eio , o corre  a rep res­

são  catab ó lica  da p rod u ção  de enzim a . N estes casos, a p rod u ção  de 

enzim a p o d e  ser aum entada através da u tilização  d e um substrato 

an álog o  q u e se ja  len tam en te m etabolizado, DEMAIN (1972).

Seg u n d o  REESE (1972), a rep ressão  n ã o  é um  problem a da 

co n cen tra çã o  d e  catabólitos, m as da v elo cid ad e co m  q u e o  substrato 

é m etabo lizad o . Seg u n d o  o  autor, qu alqu er m éto d o  q u e perm ita o  lento 

fo rn ecim en to  d o  su bstrato  ao  m icroo rg an ism o , red uz a rep ressão  

catabó lica , resu ltan d o n o  aum ento de p ro d u ção  da enzim a. Através do 

uso de ésteres d o  substrato, alguns autores têm  o btid o  b o n s resultados 

neste  sentido.

REESE & MAGUIRE (1971 a) verificaram  em  A ureobasidium  

pullu lans. q u e  o  u so  de sacaro se  m onopalm itato  a o  invés de sacarose, 

au m entou  em  100 v ezes a prod u ção  de invertase. REESE et al. (1969) 

utilizaram  dipalm itato  de isom altose e co n seg u iram  aum entar a produ­

çã o  de d extran ase tanto em  relação  à obtida co m  isom altose co m o  com  

dextrana, n o s fu n gos testados.

Na ta b e la  1 en co n tra m -se  a lg u n s reg istro s do e fe ito  de 

substratos m o d ificad o s na produ ção de ce lu lase  (EC  3-2 .1 .4 ), dextranase 

(EC 3 .2 .1 .1 1 )  e invertase (EC 3-2 .1 .26), REESE (1 9 7 2 ).

Ao trabalh arem  co m  substratos m od ificad os, REESE &  MAGUIRE 

(1 9 6 9  e 1971 b )  p erceb eram  qu e nem  sem p re o  au m en to  da produção 

de enzim a p odia ser atribuído à lenta m eta b o liz a çã o  do substrato. Isto por 

q u e co m p o sto s co m o  a sacarose  m onop alm itato , p or ex em p lo , aum enta-



T ab ela  1 - Efeito  de indutores m od ificad os no  ren d im en to  de 

enzim as. (REESE, 1972)

E n zim a M icro o rg a n ism o Ind u tor R e n d im en to

C e lu la se Trichoderm a viride C elu lo se 2 2 ,5 a

EC 3 .2 .1 .4 c e lo b io s e 0 ,2 a

c e lo b io s e

d ip alm itato 4 ,8 a

P esta lo tio p sis c e lu lo s e 3 5 ,9 a

w esterd iik ii c e lo b io s e 0 ,2 a

c e lo b io s e

o c ta a c e ta to 2 0 ,1 a

D e x tra n a se P én icilliu m d extran a 1 .0 8 0 ,0 a

EC 3 .2 .1 .1 1 fu n icu lo su m iso m a lto se 2 ,0 a

-
iso m a lto se

d ip alm itato 1 .0 9 8 ,0 a

P én icilliu m d extran a 4 6 ,9

lilacin u m iso m a lto se

d ip alm itato 1 0 2 ,5

In v e rta se Pullularia sa c a ro se 1 ,3 a

EC 3 .2 .1 .2 6 p u llu lan s sa c a ro se

monopalmitato 1 0 8 ,0 a

a - valores em  U nidades In ternacionais. O s outros v alores foram  

d efin idos pelos autores.



ram  a sín tese  de (3-galactosidase. O s autores sugeriram  en tão , qu e um 

seg u n d o  fator, o  efeito  de surfactante na pared e celular, estava envolvido. 

Surfactantes são  substâncias q u e  acum ulam  em  in terfaces. Sua in corp ora­

ç ã o  à m em b ran a celu lar altera a perm eabilidad e desta, p o d en d o  então 

facilitar a p ro d u ção  ou a se cre çã o  de enzim as m icrob ian as, ou am bos, já 

q u e  esta a lteração  é refletida n o  m etabolism o do m icroorgan ism o.

C om  a alteração  do caráter polar de substratos e/ou indutores de 

natureza glicíd ica pela in serção  de substituintes ap o iares, espera-se 

b en efic ia r  o  seu transporte até o  dom ínio  de m em bran a e/ou m elhorai 

su a so lu b ilid ad e a fim de a fetar p o sitivam en te a p ro d u çã o  e/ou 

se cre çã o  da enzim a.



Objetivos: 

Gerab

In crem en to  da atividade de inulinase d e m icroorganism os 

inulolíticos, m od u lad o  por m od ificação  estrutural, de ord em  lipofüica. 

do substrato  nativo.

Específicos:

a) E xtração  e purificação de inulina a partir d e raízes tuberosas 

de Dahlia p in n ata .

b ) S ín tese  de um caproil-d envad o de inulina, ou se ja , introdução 

de um  ácid o  g raxo  de m édia cadeia (C 6) na m o lécu la  nativa de inulina.

c )  S ín tese  d e um  propionil-derivado d e  inulina pela introdução 

na m o lécu la  nativa do ácid o  graxo de cad eia  curta (C -3).

d) S ín tese  d e estearil e oleil derivados de inulina, introduzindo- 

se  na m o lécu la  nativa os respectivos ácid os graxo s d e cad eia  longa (C -l 8).

e )  S ín tese  de colesteril-derivado de inulina pela in trodução na 

m o lécu la  nativa da m o lécu la  ap oiar p o lin u clea r  d e  c ic lo p e n ta n o  

p erid rofen an tren o  CC-27).

f) A valiação do efeito  dos derivados sin tetizad os na prod u ção  

se creçã o  d e inulinases de m icroorganism os.



MATERIAIS E M ÉTODOS

1. Fonte de Inulina

R aízes tu berosas de esp écies  híbridas de D ahlia p in n ata , tam bém  

d en om in ad as g en ericam en te  co m o  dálias.

2. Coleta das raízes tuberosas de espécies híbridas de 

Pahlia pinnata

No final d o  m ês de m arço  de 1992, du rante o  ou ton o, foram  

co letad as as raízes tu berosas de dálias, de u m  can teiro  m antido nas 

ad jacên cias d o  D epartam ento  de B ioqu ím ica da UFPr. desd e 1988.

3- Extração de Inulina de raízes tuberosas de espécies

híbridas de Pahlia pinnata

A in u lin a  foi extraída seg u n d o  a té c n ic a  id ealizad a p or 

FONTANA e  descrita por HAULY (1 991), co m  p eq u en as m od ificações.

As raízes tu berosas foram  lavadas, d escascad as e cortadas em  

p ed aço s de aproxim ad am en te lc m 3 e m isturadas co m  uma so lu ção  

tam pão d e fosfa to  de sód io  de pH 6,5, à tem peratura de 70 a 80°C, na 

p ro p orção  1:1 (p/v). A m istura foi h o m o g en eizad a  em  p o rções, no 

liqüid ificador durante 2 m inutos, e os h o m o g en ato s foram  reunidos em  

um  co p o  d e B e c k e r  grande, m an ten d o-se aq u ecid o s. O  h om ogen ato  foi 

filtrado à q u en te  através de um  tecid o  do tipo m usselina. O  filtrado foi 

resfriado à 4°C p or 24  horas, sen d o  en tão  cen trifu gad o à 3-000 g por



15 m in u tos para com p lem en tar a p recip itação  da inulina. A o so b ren ad an te  

a cresce n to u -se  3 volum es de etan o l absolu to  p .a. para precip itar a inulina 

restante. O s precip itad os foram  reu nidos e lavados 3 v ezes co m  2 volum es 

de etan o l absolu to  p .a., e  1 vez co m  2 volum es de aceto n a , sen d o  a seguir 

liofilizados.

4. Tratamento de inulina com DEAE celulose - Cl

A inulina de dália liofilizada foi diluída em  água destilada qu en te, 

na co n ce n tra çã o  de 5%, e esta so lu ção  foi p erco lad a em  cam ad a d e DEAE 

ce lu lo se  - Cl' em  o p eração  rápida. A so lu ção  assim  obtida foi m antida à 

4°C p or 24  horas e centrifugada à 3-000 g  por 15 m inutos para p recip itação  

da inulina. O  precip itado foi lavado 2 vezes co m  2 v o lu m es d e etanol 

ab so lu to  p .a., e  1 vez co m  2 volu m es de aceto n a, sen d o  en tão  liofilizado. 

Estes tratam entos estão  resum idos n o  esq u em a 1.

5. Síntese dos derivados de inulina

5.1. R eação  de inulina co m  clo reto  de caproOa

A p ro p orção  em p regad a de cloreto  d e cap ro íla  (C 6H nOCl, 

P.M. = 134 ,6g ) em  re lação  à inulina, definida aqui q u im icam en te  com o 

anidro  fru tose (C6H n0 5, P.M. = l6 2 g )  foi de 1:1 (m ol). A princípio, 

d ilu iu-se 6g  (co rresp o n d en te  à 37m M  de anidro fru to se) de inulina 

liofilizada em  36m l de dim etilsu lfóxido (D M SO ), a d ic io n a n d o -se  então 

64m l d e piridina anidra. Esta so lu ção  à 6%  de inulina fo i m antida em  

b a n h o  de gelo , acrescen to u -se  l , l g  de carbon ato  d e só d io  (N a,C O ?) e



R aízes tu b e ro sa s  d e  D ah lia  p in n ata  

la v ad as, d e co rticad as e  co rta d a s e m  p e q u e n o s  p e d a ç o s

+ so lu ç ã o  ta m p ã o  d e  fo s fa to  

d e  só d io  pH  6 ,5  a q u e c id o  à 75°C  

n a  p ro p o rçã o  p/v = 1 : 1  

H o m o g e n e iz a çã o  e m  liq ü id ificad o r / 2 m in u tos

F iltração  à q u e n te  / m u sse lin a  

R esfriam en to  à 4°C / 24  h oras
í

j ce n tr ifu g a çã o  à 3 0 0 0 x g  / 15 m in

S o b re n a d a n te
í

P recip ita d o

e ta n o l (3 V )

P recip itad o

+ e ta n o l a b so lu to  (2 V ) 

3 la v a g en s 

+ a c e to n a  (2 V )

Liofilização d o  precip itado = Imilina impura

+ água destilada qu ente 

p/ so lu ção  à 5 %

C o lu n a  d eD E A E  c e lu lo s e -C f

f
R esfria m en to  à 4°C / 2 4 h

C en trifu g a çã o  à 3 0 0 0 x g  / 15m in

I + 2 lavagens co m  etanol
i
j + 1 lavagem  co m  acetona 
!

T ir'>filÍ7cir'3r'» Ho r>n=YSoitíiHo = 11VITTJWA mírifipíiHa

E sq u em a 1 - E x tra çã o  e  p u rifica çã o  d e  in ulin a.



em  seguid a 5,1 m l d e cloreto  d e caprofla (co rresp o n d en te  à 37m M  deste 

reag en te  d e d en sid ad e 0 ,9805). A re a çã o  p ro ced eu -se  em  b a lão  d e fundo 

red on d o , co m  b o lin h a s de vidro para m elh o rar a ag itação , so b  v ácu o  em  

rotaevaporad or, à tem peratura d e  5-8°C p or 30  m inutos.

O  m eio  d e rea çã o  foi centrifugado para rem o v er o  Na,CC>3 e o 

NaCl resultante. A o so bren ad an te  ad ic io n o u -se  2 v o lu m es d e etan ol e 2 

v o lu m es de iso p ro p an o l para precip itar o  produto, o  qu al foi lavado com  

etan ol e a ce to n a , e  se co  so b  v ácu o  (fração  I ou Cp- In). O  sobren ad an te  

da fração  I fo i m antido à 4°C p or 24 horas, e o  p recip itad o  obtid o  foi 

ressu sp en so  em  água destilada m orna e en tão  rep recip itad o  p ela  ad ição  

de 3 volu m es d e  a ceto n a  e  3 volu m es d e éter ap ó s 4  dias à tem peratura 

de 4°C (fração  II).

O  esq u em a 2 representa a o b te n çã o  d os derivad os de inulina a 

partir d o  reag en te  cloreto  de caproüa.

5.2. R eação  d e inulina co m  anidrido esteárico  e  co m  anidrido 

p ro p iô n ico

A rea çã o  foi p rocedid a n o  so lv en te  dim etilform am ida (D M F), 

catalisada p or aceta to  de sód io . Em  lOml de DM F diluiu-se l ,6 2 g  de 

inulina (eq u iv alen te  a lOmMol d e anidro fru tose), ad ic io n o u -se  l ,6 5 g  

(3 m M o l) d e  an id rid o  e s te á r ico ; ou  l ,9 5 g  (1 5 m M o l) d e an id rid o  

p ro p iôn ico . A crescen tou -se  tam bém  50m g do catalisad or acetato  de 

só d io . As re a ç õ e s  foram  realizad as à tem p eratu ra  am b ien te , sob  

ag itação  co m  barras m agnéticas, durante ap ro xim ad am en te  6 0  horas.

A o m eio  de re a çã o  de inulina co m  anidrido esteárico , ad icio ­

n o u -se  cerca  de 2 volum es d e 2-bu tanol, afim  d e rem o v er-se  por 

p recip itação  a inulina q u e n ã o  reagiu. O  so b ren ad an te  co n ten d o  o



6g  d e inulina an id ra  

+ 36m l d e D M SO  + 6 4 m l d e  p irid in a  

e m  b a n h o  d e  g e lo

+ l , l g  d e  N a ,C 0 3 

+ 5 ,1  m l d e  c lo re to  d e  cap ro íla  

v so b  a g ita ç ã o  

a g ita ç ã o  e m  rotaevaporad or/  3 0 m in  à 5-8°C

cen trifu g a çã o

p recip itad o  

c o n te n d o  N a,C O ,

so b re n a d a n te

-t- e ta n o l (2 V )

+■ iso p ro p a n o l (2 V )

p rec ip ita d o

lav ad o  co m  e ta n o l 

e  a ce to n a  j

so b re n a d a n te
I 2 4 h  à 4°C

t
so b re n a d a n te . p recip ita d o

i  !I !
! f

p ó  branco am arelado se c o  ressu sp en so  em  H ,0

e m  cen trífu g a refrig erad a  à v á c u o  

= F ração  I ou  C p - In

+ a ce to n a  (3 V ) 

+- é te r  (3 V )

4 dias à 4°C

p re c ip ita d o  b ra n co  

a m a re la d o  = F ra çã o  II 

E sq u e m a  2 - S ín tese  d e  ca p ro il-in u lin a  (C p -In ) .



produto  da reação , fo i evap orad o ate secura na centrífuga à v ácu o  Savant, 

m arca Sorvai, sem  ap licação  d e aq u ecim en to .

O  m eio  d e reação  d e inulina co m  anidrido p ro p iô n ico  foi vertido 

so b re  2 volum es de 2-butanol e  m isturado. A d icionou -se 2 volu m es de uma 

so lu çã o  aq u osa  de cloreto  de só d io  (NaCl) à 10%  e m istu rou-se por 8 

in v ersões do tubo de ensaio . A pós rep o u so , sep aram -se as fases butanólica 

(su p erior) e salina (inferior). Na fase bu tanólica  fica  o  prod u to  da reação , 

na fase  salina ficam  a inulina q u e n ão  reagira, a DM F e o  a ceta to  de sódio. 

A fase bu tan ólica  foi evaporada até secura em  centrífuga à vácuo. 

A d icio n ou -se  clorofórm io  ao  precip itado o btid o  afim  de rem over-se 

eventu ais traços de NaCl por p recip itação . O  so b ren ad an te  cloro fórm ico  

co n ten d o  o  produto da reação  de inulina co m  anidrido p ro p iôn ico , foi 

sep arad o  e evap orad o até secura.

No esqu em a 3 estão  resum id os os p asso s d e o b ten çã o  dos 

derivad os de inulina com  anidrido esteárico  (S -In ) e p ro p iô n ico  (P -ln ).

5-3 . R eação  de inulina co m  cloreto  de oleíla  (C ,8H„C1)

A reação  foi realizada através de dois sistem as diferentes: 1- 

em  DM F co m  acetato  de sód io  co m o  catalisador; 2- em  piridina com  

carb o n ato  de sód io  co m o  catalisador.

No prim eiro sistem a, acrescen to u -se  à lm l de DMF, l6 2 m g  de 

inulina (eq u iv alen te  à lm M ol de anidro frutose), 5m g d e aceta to  de sódio 

e 1 4 3 ,5m g (0 ,5m M ol) de cloreto  d e oleíla, em  b an h o  de gelo . A pós 24 horas 

so b  agitação  con stan te à tem peratura am bien te, o  m eio  de reação  íoi 

ad icio n ad o  a 2 volum es de 2-bu tano l e m isturado. A d icio n ou -se  2 volum es 

de NaCl 10%, m isturou-se por in v ersões do tubo de en sa io  e d e ixo u -se  em



Esquema

1 ,6 2 g  d e inulina an id ra  

+ 10m l de DM FA

-I- 5 0 m g  d e

a c e ta to  d e só d io  

+ 1 ,6 5 g  d e  an id rid o  

e s te á r ico

l ,6 2 g  d e  in u lin a an id ra 

+ 10m l d e  DM FA

+ 5 0 m g  d e  

a c e ta to  d e  só d io  

| + l ,9 5 g d e  

í  anidrido p rop iôn ico
í
!

ag itação / 60h  à ag itação / 60h  à

tem p era tu ra  a m b ie n te  tem p eratu ra  a m b ie n te
I !!
I »

a d iç ã o  de 2 -b u ta n o l (2 V ) a d iç ã o  d e  2 -b u ta n o l (2 V )

NaCl à 10%  (2 V )
|

í  | j re p o u so
! » !!

p rec ip ita d o . so b re n a d a n te

t
i

fa se  salin a 

ev a p o ra d o  a té  secu ra  

e m  cen trífu g a  re frig erad a  

à v á cu o

fa se  b u ta n ó lica

resíd u o  = S - I n

evaporada ate secura 

e m  cen trífu g a  refrig erad a

à v á cu o
!
í

res íd u o

clorofórmio

’ i
p re c ip ita d o  sobrenadante

resíduo de ev ap o ração  = P-In  

3 - Síntese de estearil-inulina (S-In) e de propionil-inulina (P-In).



rep o u so  até a sep aração  das fases bu tan ólica  e salina. A fase  bu tanólica 

co n ten d o  o  produto da reação  (1 -O -In ) fo i evaporad a n o  S p eed -v ac até 

secu ra .

No segu n d o sistem a, p rep arou -se 2,5m l de um a so lu çã o  à 6% 

(eq u iv a len te  à 0,92m M  de anidro fru tose) de inulina em  piridina anidra. 

A crescen to u -se  28m g de N a ,C 0 3 e 132m g de clo reto  de olefla (eq u iv alen te  

à 0 ,46m M ) em  b an h o  de gelo . A rea çã o  foi realizada à tem peratura 

am b ien te , so b  agitação por 24 horas. O  m eio  de re a çã o  foi centrifugad o 

afim  d e  sep arar o Na2C 0 3 insolúvel, e  o  so b ren ad an te  foi ad ic io n ad o  a 

lOOml de água destilada, centrifugad o à 17 .000rp m  p or 15 m inu tos à 4°C, 

e  o  p recip itad o  lavado co m  água por m ais 20 m inutos. O  precip itad o 

co n ten d o  o  produto da rea çã o  (2 -O -In ) foi se co  na centrífuga à vacu o 

Savant.

O  esqu em a 4 m ostra os p ro ced im en to s realizados na o b ten çã o  

d os d erivad os de inulina pelas re a çõ es  co m  clo reto  de oleíla .

5 .4 . R eação  de inulina co m  cloreto  de co lesterila  (C,_H^C1)

Em  15m l de piridina anidra d isso lv eu -se  0 ,9 g  d e  inulina 

(co rresp o n d en te  à 5,55m M ol de anidro frutose), a d ic io n o u -se  157 ,5m g  de 

N a ,C 0 3 e  6 7 5 m g (co rresp o n d en te  à l,6 7 m M o l) de clo re to  de co lesterila , 

em  b a n h o  d e gelo. A pós 24 horas, so b  agitação  co n stan te  à tem peratura 

am b ien te , o  m eio  de reação  foi filtrado p or lã de vidro, ad ic io n ad o  a 600m l 

d e água destilada, centrifugado e o  p recip itad o lavado co m  água à 

lO.OOOrpm por 15 m inutos à 4°C. O  precip itad o co n ten d o  o  p rodu to  da 

re a çã o  (C l-In) foi seco  na centrífuga à vácu o  refrigerada.



SISTEM A  1 SISTEM A  2

ló 2 m g  d e in u lin a an idra 1 5 0 m g  d e  in u lin a  an id ra 

+ lm l  d e  DM FA + 2 ,5 m l d e  p irid in a

e m  b a n h o  d e  g e lo  e m  b a n h o  d e  g e lo

|+ 5m g  d e a c e ta to  J  + 2 8 m g  d e Na^CO,

d e só d io  ; + 1 3 2 m g  d e

+ l4 3 ,5 m g  de j c lo re to  d e  o le íla

i c lo re to  d e o le íla  f

a g ita çã o / 2 4 h  à tem p eratu ra  ag itaçào / 24h  à tem p e ra tu ra  

a m b ie n te  a m b ie n te

!
m istu rad o  c o m  2-b u ta n o l filtração  p o r  lã d e  v id ro

+ NaCl à 10%

re p o u so  y y

  re te n çã o  d e  filtrad o

í j N a ,C O , t

fa se  fa se  p re c ip ita ç ã o  c o m

salin a b u ta n ó lica  ág u a  g e la d a

Í f
ev a p o ra d a  e m  cen trífu g a  ce n tr ifu g a ç ã o

refrigerad a à v á cu o  ^

' s e c a g e m  d o  p rec ip ita d o

resíd u o  = 1 -O -In  = 2 -O - In

E sq u em a  4  - S ín tese  d o s o le il d eriv a d o s d e  inulina 

(1 -O -In  e 2 -O -In l.



O  esq u em a  5 resum e os p ro ced im en to s para o b ten çã o  do 

derivado de inulina co m  cloreto  de colesterila.

6. Síntese do derivado de sacarose

A rea çã o  foi realizada em  piridina anidra, co m  Na,CO co m o  

catalisad or e  c lo re to  d e caproíla co m o  reag en te , m an ten d o -se  uma 

p ro p orção  de 2 m o les do reagente por m ol d e an idro  sacaro se  . Á 5g 

de sacaro se  a crescen to u -se  lOOml de piridina anidra e deixou - se 

agitando à 50°C p o r 72 horas ate so lu b ilização  total da sacarose. 

A d icion ou -se en tão  0 ,9 5 g  de N a ,C 0 3 e 4 ,25m l d e clo re to  de caproíla, 

em  b an h o  d e gelo . A re a çã o  foi conduzida em  b a lã o  d e fundo redondo, 

so b  v ácu o  em  ro tae  vapora dor, à tem peratura d e  6-8°C por 30  m inutos. 

A pós cen trifu g ação  brev e, o  sobren ad an te do m eio  d e  rea çã o  foi ad icio ­

n ad o  len tam en te  à 5 litros de água destilada, cen trifu g ad o  à lO.OOOrpm por 

15 m inutos à 4°C, para precip itação  do produto da re a çã o  (dS), qu e foi 

lavado 2 v ezes co m  água e a seguir liofilizado.

No esq u em a 6 são  apresentadas resu m id am en te  os passos para 

o b ten çã o  d este  derivad o de sacarose.

7. Caracterização de inulina e seus derivados através de 

hidrólise acida.

Inulina e seu s derivados Cp-In e Cl-In, o b tid o s resp ectiv am en ­

te co n fo rm e os esq u em as 1, 2 e 5, foram  h id ro lisad os co m  ácido 

triflu oroacético  (TFA ), descrito  por ALBERSHEIM  et al. (1 9 6 7 ).

A líquotas de 20m g foram  ad icionad as à 500u l de um a so lu ção  

1 :1000  de TFA pH  2 ,0  em  tubos com  tam pa d e ro sca , e  m antidos à 65°C



9 0 0 m g  d e in u lin a an id ra  

+ 15m l d e  p irid ina an id ra

B a n h o  d e  g e lo

+ 1 5 7 ,5 m g  d e  N a ,C 0 3 

+ 6 7 5 m g  d e  c lo re to  d e  co lesterila  

so b  a g ita çã o  

2 4 h  à tem p era tu ra  a m b ie n te  so b  a g ita ç ã o

filtração  p o r  lã d e  v id ro

re te n ç ã o  d e  filtrad o

Na2C 0 3 |

precip itação  co m  4 0  vo lu m es 

d e  ág u a  g e la d a

!
ce n trifu g a çã o  à 1 0 .0 0 0 rp m / 1 5 m in  à 4°C 

+ 2 la v a g en s c o m  á g u a
i

I
se c a g e m  d o  p re c ip ita d o  e m  cen trífu g a  

refrig erad a  à v á c u o

p ó  b ra n co  a m a re la d o  = Cl-In

E sq u e m a  5 - S ín tese  d e  co leste ril- in u lin a  (Cl-In)



5 g  d e  sa ca ro se

+ lOOml d e p irid in a  anidra

!
3 d ias so b  a g ita çã o  à 50°C  

I
B a n h o  d e g e lo

! + 9 5 0 m g  d e  N a ,C 0 3 

+ 4 ,2 5 m l d e  c lo re to  d e  cap ro íla  

js o b  a g ita çã o  

R o ta ev a p o ra d o r so b  a g ita çã o  à ó-8°C

I 30  m in u tos

!
c e  ntrifugado/5 m in

f
p rec ip ita d o  so b ren a d a n te

c o n te n d o  N a ,C 0 3 ^

a c re sc e n ta d o  à c e rc a  d e  5 0  v o lu m es 

d e  águ a d estilad a g e la d a .

f
cen trifu g a d o  à 1 0 .0 0 0 rp m / 1 5 m in  à 4°C

I
l
!

p rec ip ita d o  lav ad o  2 x  c o m  ág u a g e lad a

lio filizad o

T
x a ro p e  a m a re la d o  = dS

E sq u em a  6  - S ín tese  d e c a p ro il-sa c a ro se  (dS)



p or até 20  m inu tos. A líquotas d e 50ul d os h idrolisad os foram  co letad as n os 

tem p os 5, 10 e 20  m inutos e resfriadas im ed iatam ente em  b a n h o  de gelo , 

e  o  TFA ev ap o rad o  ate secura na centrífuga ã v ácu o  Savant. O s hidrolisados 

ácid os foram  ressu sp en so s em  50ul de m etan o l e  an alisad os por 

crom atografia  em  cam ad a delgada.

8. Microorganismos

O s m icroorgan ism os abaixo  re lacio n ad o s, d en om in ad o s atu­

alm en te  co m o  K lu w ero m v ces m arxianus var. m arx ian u s. foram  g en ­

tilm ente ced id o s p elo  D epto. d e  C iência e  T ecn o lo g ia  da ESALQ USP 

- P iracicaba.

S acch aro m y ces m arxianus (IZ  6 1 9 )

S acch aro m y ces m arxianus (IZ  1821)

Z v g osacch arom v ces m arxianus (IZ  148)

S acch aro m y ces fragil is (IZ  275)

S acch aro m v ces fragilis (IZ  4 2 9 )

S acch aro m y ces fragilis (IZ  6 1 0 )

Sacch arom y ces m uciparus (IZ  4 2 6 )

S acch aro m y ces acid ifacien s (IZ 1294)

O s dem ais m icroorganism os utilizados estavam  disponíveis no 

L Q B B , e haviam  sido iso lad os de raízes tu b ero sa s de dálias em  

d e co m p o siçã o  por HAULY &  FO N T A N A 0992).

A spergillus n iger Van T ieg h en  

B actéria  sp. (YLW )



9. Cultivo líquido dos microorganismos

O s m icroorganism os foram mantidos n o  m eio  solido constituído (em  

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

O  cultivo das leveduras K luw erom vces m arxianus var. m arxianus. 

desenvolveu-se na presença de inulina ou dos diferentes derivados obtidos 

deste polissacarídeo, com o únicas fontes de carbono, na concentração de 

0,5g%, ou na ausência de qualquer fonte de carbon o no m eio de controle. 

O  m eio básico  continha 0,2g% de extrato de levedura, suplem entado ou não 

com  fosfato de am ónio m onobásico 0,1 g%. Em  frascos Erlenmeyer de 50ml, 

contendo 5m l de m eio, desenvolveram-se os cultivos em  batelada ( “batch 

culture”), à temperatura de 28°C, sob agitação de llO rpm  por períodos de 

ate 70 horas.

O  fungo Asperpillus niger foi cultivado n o  m eio sugerido por 

NAKAMURA et al. (1978 a) contendo (em  g%): peptona 0,5; extrato de 

levedura 1,0; fosfato de am ónio m onobásico 1,2; cloreto de potássio 0,07; 

sulfato de m agnésio heptahidratado 0,05; sulfato de ferro heptahidratado 

0,001; inulina ou  seus derivados com o fonte de carbon o na concentração 

de 0,5g%. O s cultivos em  batelada (“batch”), foram  realizados em  tubos com  

tampa de rosca, com  5ml de m eio de NAKAMURA, à temperatura de 28°C, 

sob  agitação à 1 lOrpm por ate 120 horas, em  agitador rotatório da Bodin (EUA), 

inclinado em  45°.

A bactéria YLW isolada de raízes tuberosas de dálias em  decomposição, 

foi cultivada no  meio composto de.- extrato de levedura 0,2g?/o; inulina ou seus 

derivados com o única fonte de carbono na concentração de lg%. O processo 

desenvolveu-se em  fiascos Eiienmeyer de 25ml contendo 5ml de meio, à 

temperatura de 28°C, sob agitação à llOrpm, por ate 48 horas.

O  crescim en to  celu lar fo i m ed id o  p o r ab so rb ân cia  à 650nm .



10. Deterirtiiração da atividade de iirulinase EC 3-2.1.7

(2,1 - ̂ -D-frutana-frutan ah i drolase)

Para d eterm in ação  d e atividade d e in u linase, o  sistem a de reação  

fo i constitu ído de lOOul d e  enzim a, ou do so b ren ad an te  livre de célu las dos 

cultivos d o  fu n go e  leveduras; 400u l de inulina 2%  (P/V) recém -aq u ecid a  

e  solubilizada em  tam p ão acetato  lOOmM de pH  5 ,0  e  in cu b ad o  à 50°C por 

3 horas.

A g era çã o  d e açú cares redutores totais n o  m eio  d e reação  foi 

analisad o p e lo  m éto d o  d e DNS (dinitrosalicilato), seg u n d o  SUMMER 

(1 9 2 9 ) .

Um a unid ade d e atividade enzim ática (U/m l) foi definida 

co m o  a qu antid ade d e fru tose liberada em  m icro m o les p or hora, por 

ml d e enzim a, nas co n d içõ e s  do ensaio .

11. Métodos Gerais

As sínteses dos derivados de sacarose e  inulina com  o reagente 

cloreto de caproíla foram  realizadas em  evaporador rotatório Buchi, m odelo 

RE 120, à vácuo e  em  banho com  temperatura externa de 5-8°C.

As d eterm in açõ es d e pH foram  efetu ad as em  poten ciôm etro  

m arca M icronal B -2 4 7 , à tem peratura am bien te.

As ce n tr ifu g a çõ e s  foram  rea lizad as em  cen trífu g a  m arca 

Fanem , m o d elo  204-SR , ou  em  centrífuga refrigerad a m arca Sorvai, 

m o d elo  RC-5, ou  ainda centrífuga B eck m an  J-2 1 B .

A se ca g em  d os produtos obtidos foi realizada em  Centrífuga 

à v ácu o  SAVANT da SORVAL ou em  liofilizador.

As e s te r iliz a ç õ e s  d o s m e io s  d e  cu ltiv o  fo ra m  feitas em



au toclav e  m arca  Fanem , m o d elo  103, durante 45  m in u tos so b  vapor 

fluente, ou  à 1 atm osfera durante 15 m inutos.

O s cu ltivos foram  co n d u zid o s em  ag itad o r-in cu b ad o r, de 

m o v im en to  rotatório  N ew -Brunsw ick à 28°C e 110 rpm , ou  alternativa­

m en te, so b  as m esm as co n d içõ es  d e ag itação  e  tem peratura, n o  agitador 

co m p a cto  B o d in .

As hidrólises ácid as e enzim áticas foram  realizadas em  b an h o - 

m aria, resp ectiv am en te  à tem peratura de 65°C e 50°C.

12. Métodos analíticos

1 2 .1 . C arboidratos totais

O  m éto d o  do fenol-su lfú rico  descrito  p o r D U B O IS et al. (1 9 5 6 ) 

foi em p reg ad o  na determ in ação  d o  perfil d e e lu ição  d e  inulina e  seus 

d erivados q u an d o  ap licad os em  co lu n a d e B io g el-P 6 .

1 2 .2 . C arboidratos red utores

A d e term in a çã o  de carb o id ra to s red u to res  foi feita  p elo

m éto d o  d o  DNS, descrito  por SUMMER (1 9 2 9 ), e  a curva pad rão  foi

constru ída u tilizando-se D -glu cose na faixa de 0 ,2 5  à 2 ,0m g, com  

v olu m e final d e 5ml. As leituras foram  feitas à 540nm .

1 2 .3 . D eterm in ação  de proteínas

A d o sagem  de proteínas n o s cu ltivos livres d e  célu las foi 

realizada p e lo  m éto d o  d e PETERSON  (1 9 7 7 ), co m  o  reag en te  d e Folin-



C io c a lte u . U m  p a d rã o  d e  s o r o a lb u m in a  b o v in a  fo i u tiliz a d o  na 

fa ix a  d e  5 à 5 0 u g  n a  c o n s tr u ç ã o  d a cu rv a  p a d rã o . As le itu ra s  fo ra m  

fe ita s  à 7 5 0 n m .

12.4. A nalises crom atográficas

1 2 .4 .1 . C rom atografia em  cam ad a delgada

O  m éto d o  em p regad o d e crom atografia em  cam ad a delgada 

(t.l.c .), foi d esenvolv id o  em  p lacas de sü ica-gel G -60  so b re  alum ínio, 

da MERCK.

O s sistem as de so lv en tes em p regad os foram :

- isop rop an ol : n itrom etano  : acetato  de etila :

etilm etilcetona : água (5 0  : 45 : 50 : 25 : 3 0 )

- bu tan ol : isop rop an ol : água : aceta to  d e etila 

(3 : 12 : 4  : 2)

- aceta to  de etila : m etan ol : água (1 0  : 10 : 1)

- isop rop an ol : n itrom etano : aceta to  d e etila : ác id o  acético  :

água (2 0  : 8 : 4 : 8 : 1)

- c loro fórm io  : ácid o  a cé tico  : água : isop rop an ol (6  : 5 : 2 : 2)

A v is u a liz a ç ã o  d o s  c o m p o s to s  fo i fe ita  p o r  r e v e la ç ã o  

c o m  o s r e a g e n te s  : o r c in o l-s u lfú r ic o  c o m  a q u e c im e n to  à 8 0 - 

100°C  p o r  10  m in u to s  c o n fo r m e  L E W IS & SM IT H  ( 1 9 6 9 ) ;  ro d a m in a  

B  c o m  v is u a liz a ç ã o  em  c â m a ra  d e U .V . p a ra  d e te c ç ã o  d e  á c id o s  

g r a x o s ;  e  v a p o r  d e  io d o  p a ra  d e t e c ç ã o  d e  á c id o s  g r a x o s  

in s a tu r a d o s , D A W SO N  e t al ( 1 9 9 1 ) .



12.4 .2 . C rom atografia  em  coluna d e B io g e l P -6

In u lin a  e  seu s derivados ob tid os p o r re a çã o  co m  clo reto  de 

caprofla e  c lo re to  d e  colesterila, foram  elu íd os nu m a co n cen tra çã o  de 

10mg/ml c o m  o  so lv en te  dim etilsulfóxido, em  co lu n a  d e  B io g el P-6, pré- 

equilibrada c o m  D M SO . O  fluxo m áxim o da co lu n a  co n seg u id o  foi de 2ml/ 

hora e  fra ç õ e s  d e  0 ,5m l foram  co letad as e  an alisad as qu anto  à p resen ça  

de a çú ca res  totais p e lo  m étod o  de fen ol-su lfú rico , D U B O IS  et al. (1 9 5 6 ).

12.4.3- C rom atog rafia  líquida d e alta re so lu ç ã o  (H .P.L.C .)

Esta an á lise fo i conduzida em  ap arelh o  da W aters constitu ído p or 

um a b o m b a  isocrática/gradiente (SC 6 00  E), in je to r au tom ático  (W isp 712), 

forno  d e c o lu n a  e  d etector de ín d ice d e re fra çã o  (4 1 0  DR). A co lu n a 

utilizada fo i a CAC (W aters) e  o  so lv en te  em p reg ad o  constitu ído de 

aceto n itrilo :m etan o l:águ a (7 :2 :1 ), à tem peratura d e 65°C, e fluxo de 2ml/ 

m in .= 282psi.

1 2 .5 . E sp ectro sco p ia  de infra-verm elho

E sp ectro s n o  infra-verm elho d e  inulina e  d e seu derivado 

obtido  p o r re a ç ã o  co m  cloreto  de co lesterila  foram  feitos p elo  m étod o
i .......

co m  tran sfo rm ação  de Fourier, em  um  a p are lh o  d e FTIR ( “Fourier 

transform  in frared -sp ectro sco p y ”) m arca Perkin-E lm er, m o d elo  l6 0 0 .



12.6. E sp ectro sco p ia  de resso n ân cia  n u clear m ag n ética  d e 13C

O s esp ectro s das am ostras de inulina e  d o  seu  derivad o obtido 

p o r rea çã o  co m  clo reto  de caproíla foram  feitos em  um  esp ectrôm etro  

co m  tran sform ação  de Fourier, da m arca Bruker, m o d elo  AC-300-P. As 

am ostras foram  diluídas em  dim etilsu lfóxido d eu terad o. O  esp ectro  da 

inulina fo i o b tid o  à tem peratura de 7 0  C e  o  d o  derivad o cap roilad o  à 

tem peratura am bien te.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

1. «aíres tiiherosas de Dahliapinnatacnfno fonte de inulina

As plantas d en om in ad as dálias estão  inclu ídas na fam ília das 

C o m p ositae  e  n o  gên ero  D ah lia , descrito  p o r DAMP (1 9 8 1 ). A D ahlia 

p innata é  um a planta p eren e, cultivada facilm ente em  q u a se  todo 

território brasileiro , co m  finalid ade ornam ental. D o  p o n to  d e vista 

b io te c n o ló g ic o , n o  entanto , estas p lantas são  d e g ran d e in teresse  

d ev id o  a o  acú m u lo , em  su as ra ízes tu b ero sa s , de in u lin a  co m o  

carb o id rato  de reserva. Cada planta d esen volve gran d es e  n u m erosas 

raízes, c o m o  p o d e  ser visto n as figuras 6 e  7.

N este trabalho, as ra ízes tu berosas d e e sp éc ies  h íbridas de 

D ahlia p innata foram  obtidas a partir das plantas m antidas n o  can teiro  

exp erim en ta l d o  D epartam ento  de B ioq u ím ica  da UFPr em  Curitiba. As 

raízes fo ram  co letad as n o  in icio  d o  o u to n o , em  m arço  de 1992.

A co m p o siçã o  b ásica  das raízes tu berosas d e sca sca d a s de 

dálias, seg u n d o  determ inação feita por HAULY (1 9 9 1 ), é  d e ce rca  de 

75%  d e um idad e; 0 ,36%  d e cinzas; 4 ,20%  de fibras; 4%  d e proteínas; 

4 ,2 0 %  d e lip íd eos e 12,5%  de carboid ratos totais; sen d o  q u e , destes 

últim os, a m aior parte é  d e natureza polim érica. Estes resu ltad os 

dem on straram  q u e as raízes tu b erosas de dálias rep resen tam  um a b o a  

fo n te  para ex tração  de inulina, q u an d o  com parad a ao s tu b ércu lo s de 

a lcach o fra  d e Jeru salém , q u e seg u n d o  KOSAJRIC et al. (1 9 8 5 ) p o ssu em  de 

15 à 20%  d e carboidratos (p e so  ú m id o), sen d o  a fon te  m ais am p lam en te 

em p reg ad a co m  esta finalidade.



Figura 6 - Exem plares de esp écies  híbridas de D ahlia p in n ata .

Figura 7 - Raízes tu berosas d e esp écies  h íbridas de D ahlia p in n ata .



2. Extração de inulina de raízes tuberosas de dália

Para o b te n çã o  de inulina foram  em p reg ad os o s p ro ced im en to s 

idealizad os p o r FONTANA e utilizados p or HAULY (1 9 9 1 )  co m  algum as 

m o d ificaçõ es , a fim  de se  reduzir a p resen ça  d e a çú ca re s  red utores no 

produto  final, devido a algum a hidrólise do p o lím ero  du rante o  p ro cesso  

descrito .

As ca sca s  das raízes tu berosas de dálias foram  rem ovidas 

p o rq u e  co n tê m  m aio r c o n ce n tra çã o  d e  c e lu lo s e , h e m ice lu lo se  e 

p igm en tos in d esejáveis, q u e interfeririam  n o s ex p erim en to s a serem  

realizados co m  a inulina. A lém  disso, n a  casca  e  ad ja cên cia s , ocorrem  

rea çõ es m ais in ten sas de escu recim en to  ( “b ro w n in g ”) provavelm ente 

devido à a ç ã o  d e fen o l oxid ases.

O s p eq u en o s p ed aço s d e p o lp a foram  m an tid os em  so lu ção  

tam pão d e  fosfato  de sód io  0,1M  pH  6,5 , à tem peratura de 70°C, e aos 

p o u co s  foram  se n d o  h om o g en eizad as em  liqüid ificad or, a fim  de 

so lubilizar a inulina, p ro ced im en to  este  eficaz  tam bém  para inativar 

en zim as cap azes d e degradar o  polím ero, q u e  seg u n d o  EDELMAN & 

BACON (1 9 5 1 ), p o d em  estar p resen tes n o s extratos vegetais.

A pós filtração à q u en te  deste m aterial, a m aior parte da inulina 

fo i precip itada p or resfriam ento à 4°C. O  ren d im en to  d este  precip itado, 

co m  b a se  em  p eso  se co , fo i em  to m o  d e 50%  d e inulina, isenta de pod er 

redutor, co n fo rm e determ in ação  feita p elo  m éto d o  d e DNS, o  q u e tom a 

este  p ro ced im en to  v antajoso  em  re lação  ao  em p reg ad o  previam ente, 

n o  qual a inulina era obtida p or aq u ecim en to  e  co n ce n tra çã o  previa do 

filtrad o.

C om parativam ente ao s ren d im entos d escrito s p o r KOSARIC et 

al. (1 9 8 5 ) para tu b ércu los d e a lcach o fra  d e Jeru sa lém , q u e  co n têm  75%



d e inulina e m  p e so  se c o , a partir de 15 à 20%  d e carb o id rato s (em  peso 

ú m id o), p o d e-se  co n sid erar aceitável o  resu ltad o  o b tid o  co m  as raízes 

tu berosas de dálias.

3. Purificação de inulina

Através da ex tra çã o  descrita, a inulina o b tid a  ap resen tou  uma 

c o lo r a ç ã o  a m a r e la d a , in d ic a tiv a  da p r e s e n ç a  d e  s u b s tâ n c ia s  

con tam inan tes, q u e  foram  eficazm en te elim inadas co m  o  em p rego  de 

DEAE celu lose-C l', em  fu n çã o  de seu co m p ortam en to  an iô n ico . O  grau 

de claream en to  fo i ainda m aior do qu e o  o b tid o  p e lo  tratam ento com  

carvão  ativo em p reg ad o  p o r HAULY (1 9 9 1 ), co m o  m o strad o  na figura 8.

A inulina assim  purificada, ap ós d ev id am en te  liofilizada, foi 

utilizada em  to d o s o s  exp erim en tos descritos ad iante.

4. Síntese dos derivados de inulina

4 .1 . C a p ro il-d eriv a d o

A esco lh a  d o  clo reto  do ácido ca p ró ico , ao  invés do próprio 

ácid o , co m o  reag en te  n a  o b te n çã o  deste derivado d e inulina, foi devida 

a duas razõ es essen cia is . Prim eiro p orqu e é  m ais cô m o d o  recorrer ao 

c lo reto  do ácid o  d o  q u e  utilizar diretam ente o  á cid o , p o is a re a çã o  além  

de ser m ais rápida e  tam bém  irreversível. Seg u n d o  p o rq u e  a inulina é 

um  co m p o sto  facilm en te  hidrolisável em  m e io  ácid o , to m an d o -se  

portanto  in d ese jáv el o  u so  d e qualqu er ácid o  c o m o  reagen te.

O utra p ossível alternativa ao  em p reg o  d o  cloreto  de



Figura 8 - Inulina de Da hl ia antes e ap ó s p u rificação  em  cam ada

de DEAE celu lose-C l'.



cap ro íla , seria a utilização do anidrido d este  ácid o  ca rb o x ü ico ,o  qual 

ap resen taria  a m esm a reação  d o  clo re to  d o  ácid o , em bo ra  um  p o u co  

m en o s ativa, c o m  a vantagem  d e n ã o  form ar ácid o  cloríd rico  d e ação  

co n o s iv a , tó x ica  e  hidrolítica. Na falta d este  reag en te , o p to u -se  p elo  uso 

do c lo re to  d e  caproíla , d isponível n o  L Q B B .

A fim  d e se  evitar o  in co n v en ien te  d o  HCl co -g erad o , a ad ição  de 

c lo re to  d e  cap ro íla  à so lu ção  de inulina em  D M SO  e  piridina anidra fo i feita 

len tam en te , em  b a n h o  de gelo , e a re a çã o  foi condu zida a baixas 

tem peraturas (5-8°C ), so b  vácu o, na p resen ça  d e Na2C 0 3 anidro co m o  

ag en te  n eu tralizad or do HCl gerado, co n fo rm e d em on strad o  n o  esqu em a 

2.

O  em p reg o  de DM SO visou facilitar a d isso lu ção  d o  p olím ero  

(in so lú v el em  água fria), e  tam bém  p or ser um  so lvente p o lar ap rótico , 

o  qual n ã o  p rom ov e a so lvatação  p o r p o n tes de h id rogênio  qu e 

desativaria o  n u cleófilo . Segund o SYK ES (1 9 8 5 ), o  efeito  d este  tipo de 

so lv en te  é  o  d e  aum entar en o rm em en te  a efetiv idad e do n u cleó filo  n o  

sistem a, com parativam ente ao  u so  d e so lv en te  p o lar p rótico .

A piridina é um  co m p o sto  arom ático  q u e possui um  par de 

e létro n s d isp on ível n o  orbital sp 2 d o  n itrogên io , co n fig u ração  eletrôn i­

ca  esta q u e  transm ite à piridina o  caráter b á s ico  (K b=2,3-10 '9), M ORRISON  

& B O Y D  (1 9 7 3 ). BONNER &  HILLIER (1 9 7 3 )  verificaram  q u e na 

a c ila çã o  d e fen ó is com  anidridos ca rb o xü ico s, a piridina fu n cion ou  

c o m o  cata lisad or básico . C onform e ex em p lificad o  na figura 9  , a 

fo rm ação  d o  co m p lex o  piridina-fenol (p o r  p o n te  de h id ro g ên io ) tom a 

o  ío n  fen o la to  altam ente reativo n este  estad o  de transição. Portanto, 

um  m eca n ism o  sem elh an te a este  d ev e o co rrer tam bém  na cap ro ilação  

da inulina nativa em  seus p on tos d e in serçã o  preferen ciais, ou  se ja , n os 

grup os -O H  prim ários da u nid ade d e  fru tose term inal.
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Figura 9  - C onfiguração p ossível n o  estad o  d e  transição  da 

acila çã o  de fen óis p or anidrido a cé tico , catalisada 

p or piridina. BON N ER & HILLIER (1 9 7 3 ).



Na fase de recu p era çã o  do produto  d o  m eio  d e rea çã o , foram  

obtid as duas frações, d enom inad as C p - In  (ou  Fração  I) de 7 ,250g , e Fração 

II d e 0 ,3 5 0 g  (p e so s  d os produtos se co s  liofilizados). Estas quantidades 

foram  obtid as a partir d e 6g  d e inulina. A m bas as fra çõ es  apresentaram - 

se  co m o  p ó s am arelados, so lú veis em  água.

4 .2 . Prop ionil e  Estearil-derivados

A o b te n ç ã o  d estes  d eriv ad os fo i co n d u z id a  n o  so lv en te  

d im e tilfo rm am id a  (D M F ) a d ic io n a d o  d e  a c e ta to  d e  só d io  co m o  

catalisador. N estes dois caso s o s d oad ores acila  foram  o s anidridos dos 

ácid os p ro p iô n ico  e  esteárico  (esq u em a 3). Este fo i o  sistem a d e rea çã o  de 

esco lh a  en tre o s dem ais testados, p o is fo i o  ú n ico  n o  qu al a p resen ça  de 

produ to  derivatizado foi detectad a através de crom atografia  em  cam ada 

delgada (so lv en te  clorofórm io  : ácid o  a cético  : água : iso p ro p an ol nas 

p ro p o rçõ es d e 3 : 2 ,5 : 1 : 1) ap ós rev elação  co m  rod am in a (v isu alização 

ao  U .V .), seguida de orcin o l sulfúrico, o n d e  as m a n ch a s d os produtos 

tiveram  m aior m igração  do q u e o  pad rão  de fru tose, a p a re ce n d o  pratica­

m en te  ju n to  ao  front (fig .lO a). O s outros sistem as testad os sem  su cesso  

foram  realizad os em : piridina; tetracloreto  d e ca rb o n o  co m  piridina; e 

dim etilform am ida co m  carb o n ato  de sódio .

4 .3 . O le il-d eriv a d o s

N este caso  fo i esco lh id o  o  cloreto  de o le íla  co m o  d oad or acila 

n a  sín tese d o  derivado d e inulina. O  esqu em a 4  resu m e o s d o is sistem as 

em p reg ad os em  q u e h ou v e a d e tecçã o  de produ tos p o r crom atografia em  

cam ad a delgada (so lv en te  aceta to  d e  etila : m etan o l : águ a n a  p ro p orção



d e 10 : 10 : 1), ap ó s rev e la çã o  co m  vapor de iod o , seg u id o  d e orcinol 

su lfúrico , o n d e as m an ch as d os produtos ap areceram  ju n to  ao  front, acim a 

d o  pad rão  de fru tose (fig .lO b).

4 .4 . C olesteril-derivado

A o b ten çã o  d este  derivad o de inulina foi realizad a em  co n d içõ es 

sem elh an tes às em p reg ad as na síntese do cap ro il-d eriv ad o  (Cp-Ln). O 

so lv en te  em p regad o  foi a piridina anidra ad icio n ad a d e  carb o n ato  de 

sód io , q u e n ã o  só  neutraliza o  HC1 qu e de outra form a interferiria 

h idroliticam ente, co m o  ainda catalisa a reação . A p ro p o rçã o  m ilim olar de 

an idrofrutose e  c lo reto  d e co lesterila  foi de 10 : 3 resp ectiv am en te . D evido 

à b a ix a  reatividade do reag en te  o  período de rea çã o  fo i m aior, cerca  de 24 

h oras, e  a in cu b a çã o  foi à tem peratura am bien te. A recu p era çã o  do 

prod u to  (C l-In )  foi feita através de p recip itação  e m  água gelad a, e o 

m aterial devidam ente lavado para rem o ção  total d e  so lv en te  residual, 

resultou  ap ós lio filização , em  0 .7 5 0 g  de um  p ó  am arelad o , p o u c o  solúvel 

em  ágüa, obtid o  a partir d e  0 ,9 g  de inulina.

5. Síntese do derivado de sacarose

O  reag en te  em p reg ad o  nesta derivatização da sacaro se  foi o 

c lo re to  de caproíla , e  o  m éto d o  foi sem elh an te  a o  u tilizado na síntese 

de caproil-inulina. A recu p era çã o  do produto (d S )  fo i p o r precip itação  

em  água, e ap ó s lio filização  ap resen tou -se co m o  um  x a ro p e  am arelado. 

A través de analise p o r cro m atografia em  cam ad a d elgad a (fig .lO c), 

ob serv o u -se  q u e p raticam en te toda a sacaro se  fo i deriva tiza da, sendo 

visualizada ao  U.V. ap ó s rev elação  co m  rodam ina, b e m  acim a d o  padrão
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Figura 10 - Crom atografia em  cam ada delgada de:

a )  P-In =propionil-inulina revelad o  co m  roda m ina B  (- -)  e  d ep ois

co m  orcinol su lfúrico  (.'.)•

S-In =estearil-inulina revelad o  co m  rodam ina B (- -) e  co m  orcinol

sulfúrico (.'.)•

b ) l - 0 - I n  =oleil-inulina obtida p elo  sistem a 1, revelad o  co m  v ap o r de

iod o (+ + ) e co m  o rcin o l sulfúrico (.•.).

2-O -In  =oleil-inulina obtida p e lo  sistem a 2, revelad o c o m  v ap o r de 

iodo (+ + ) e co m  o rcin o l sulfúrico (/.)•

c ) dS = cap roil-sacarose revelad a co m  rodam ina B  e  co m  orcin o l

sulfúrico.

F = padrão de frutose



de fru tose, q u a se  junto  ao  front. O  so lv en te  em p reg ad o  n este  caso  foi 

iso p ro p an ol: n itrom etano: acetato  d e etila: etilm etilcetona: água na 

p ro p o rçã o  d e 50 :4 5 :5 0 :2 5 :3 0 .

6. Caracterização de Inulina, Cp-In e Cl-In por 

Hidrólise Ácida

A an alise  por crom atografia em  cam ad a delgada dos hidrolisados 

ácid os o b tid o s co n fo rm e descrição  em  m ateriais e m étod os, perm ite 

observ ar o s  produ tos destas h id ró lises co m o  sen d o  p rincipalm ente 

fru tose e  o lig o ssacaríd eo s de inulina, e  n o s  derivados de inulina Cp- 

In e  Cl- In, tam b ém  nota-se a o co rrên cia  de cerca  de d ois outros 

co m p o n e n te s  d iferentes, os quais ap resen taram  m aior m igração  do qu e 

a fru tose e  foram  revelad os co m  rod am ina B , a qu al detecta a p resen ça  

de á c id o s g raxo s ( f ig . l l ) .  D evido ao  caráter lip ofílico  dos substituintes 

graxos n o s derivad os, estes apresentaram  m aior afin idade p elo  so lv en ­

te utilizado (5 0 :4 5 :5 0 :2 5 :3 0 ), (iso p rop an o l: n itrom etan o : aceta to  d e etila: 

e tilm etilceton a: águ a), d esen volven d o p ortan to  o  padrão d e  m igração  

o bserv ad o.

7. Cultivo de Microorganismos Inulolíticos em inulina

nativa e nos substratos derivatizados.

O s en sa io s prelim inares n a av aliação  d os efe itos d os d iferentes 

substratos n a  prod u ção/ secreção  d e enzim a inulolítica foram  realizados 

co m  o  fu n go  Asperpillus n iger iso lad o  d e  tu b ércu los de dálias em  

d e co m p o siçã o , por H auly (1991).
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Figura 11 - C rom atografia em  cam ada delgada d o s h idrolisad os ácid os 

de inulina, Cp-In e Cl-In obtíd os à 65°C em  TFA pH 2,0.

= rev elad o s co m  rodam ina B , visualizados a o  U.V.

= rev elad o s co m  orcinol sulfurico, p or a q u ecim en to .

F = padrão de frutose

In - 5 ’, 1 0 ’ e  2 0 ’ = inulina após 5, 10 e  20 m in u tos de hidrólise.

Cp - 5 ’, 1 0 ’ e  2 0 ’ = Cp-In ap ós 5, 10 e  20 m in u tos d e hidrólise.

Cl - 5 ’, 1 0 ’ e  2 0 ’ = Cl-In ap ós 5, 10 e  20 m in u tos d e  hidrólise.



7.1. In d u ção  de inulinase em  A spergillus n iger

A T abela  2 m ostra o s resultados ob tid os em  ate 9 6  horas de 

cultivo, das atividades de inulinase en con trad as n o s so b ren ad an tes livres 

de célu las d os cultivos de A. n iger em  9 d iferentes su bstratos e  n o  m eio  

co n tro le  isen to  de fon te d e ca rb o n o , tend o co m o  m e io  b á s ico  o  m eio  de 

N akam ura.

O bserv a-se  q u e em  re la çã o  às atividades o b tid as n o s  cultivos do 

m eio  d e  co n tro le , n en h u m  d os substratos ap resen tou  efe ito  in ibitório  da 

p ro d u ção  constitutiva de inulinase. Uns ap resen taram  efe ito  estim ulatório  

m ais acen tu ad o , outros m en o s. In teressante n otar q u e  em  re lação  à 

atividade obtida em  sacaro se , a obtida co m  o cap roil-d erivad o d e  sacaro se  

(dS), fo i ce rca  d e 6 ,3  vezes m aior ap ós 96h  de cultivo. C om parativam ente 

às atividades observad as co m  inulina nativa co m o  fo n te  d e  carbo n o , 

so bressa íram -se as obtidas co m  o s substratos dS, C p-In  e  Cl-In, o n d e houve 

um  au m en to  d e  cerca  de 1,3 ,1 ,3  e  2 ,3  v ezes resp ectiv am en te  na atividade 

de inulinase ap ó s 96h  d e cultivo.

C om  b ase  n estes resultados prelim inares, d ecid iu -se  explorar 

o  efe ito  d os derivados d e inulina Cp-In e Cl-In na p ro d u ção / secreção  de 

inulinase por leveduras inulolíticas se lecio n ad as en tre  as do gên ero  

Klu w e ro m v c e s .



T abela  2 - Efeito d e su bstratos m odificados q u im icam en te  n o  

ren d im ento  d e  inulinase de A spergillus n ig er.

Substrato
**

Atividade d e inulinase*
24h 42h 66h 9 6 h

C 0 ,3 5 0 ,4 4 0 ,5 5 0 ,6 7
Sac 1 ,1 7 1 ,7 2 1 ,2 2 1 ,3 3
In 1 ,0 0 2 ,2 8 3 ,8 9 6 ,3 9
dS 0 ,7 8 1 ,2 8 3 ,2 2 8 ,4 4
C p -In 0 ,8 9 1 ,8 3 2 ,3 3 8 ,5 0
1 -O -In 0 ,5 5 0 ,8 3 1 ,0 0 1 ,3 3
2 -O -In 0 ,7 2 0 ,8 3 1,11 1 ,2 2
C l-In 0 ,7 2 2 ,4 4 5,72 14 ,5 0
P-In 0 ,6 7 0 ,7 2 0 ,8 3 1 ,2 2
S-In 0 ,6 7 0 ,8 3 1 ,7 8 4 ,0 0

(*) em  m icrom oles d e frutose liberad os p o r h ora p or m l de 

m eio  d e cultivo livre d e  célu las.

C = m eio d e Nakam ura se m  fo n te  d e  carbon o.

Sac = m eio de Nakamura + sa ca ro se

In = m eio de Nakam ura + inulina

dS = m eio de Nakam ura + cap ro il-sacaro se

C p -In = m eio de Nakamura + caproil-in u lina

1 -O -In = m eio de Nakamura + oleil-in u lin a 1

2 -O -In = m eio de Nakamura + oleil-in u lin a 2

C l-In = m eio de Nakamura + colesteril-in u lin a

P -In = m eio de Nakam ura + prop ion il-in u lin a

S-In = m eio de Nakam ura + estearil-inu lina



7.2. In d u çã o  de inulinase em  K lu w e ro m v ce s  m arxianus

D en tre  as 8 esp écies  de K lu w e ro m v ces m arxianu s var. m arxianu s 

testadas, 6  ap resen taram  crescim en to  em  m eio  d e cultivo co n ten d o  inulina 

co m o  fo n te  d e  carb o n o , extrato de levedura e  fosfato  de am ó n io  

m o n o b á sico . As cep a s IZ 610  e  IZ 1294  n ã o  cresceram  m esm o  ap ó s 60h  

de cu ltivo, se n d o  portanto  descartadas. Entre as d em ais , duas p areceram  

particu larm en te in teressantes de serem  estud adas, devido ao  co m p o rta ­

m en to  distinto q u e  apresentaram  n este  teste prelim inar. A cep a  IZ 6 19  foi 

a ú n ica  q u e  ap resen tou  crescim en to  igu alm ente abu n d an te , tanto n o  m eio  

su p lem en tad o  co m  fosfato  d e a m ó n io  m o n o b á s ico  co m o  n o  n ão  

su p lem en tad o , ap ó s 60h  de cultivo. A cep a  IZ 275 fo i a ú nica q u e cresceu  

m o d erad am en te  n o  m eio  su p lem en tad o , m as q u e  p raticam en te n ão  

cresceu  n o  m eio  n ã o  suplem entado, sen d o  ap aren tem en te  co n d icio n ad a 

à p resen ça  d o  fosfato  de am ónio .

F oram  esco lh id as portanto  as cep a s IZ 619  e IZ 275 de 

K lu w e ro m v ce s  m arxianus co m o  o s m icroo rg an ism o s inulolíticos alvo 

na av aliação  d o s efeitos dos derivados de inulina Cp-In e  Cl-In, na 

p ro d u ção / secreção  de inulinase.

Na tab ela  3 e figuras 12a e b estão  registrados os resultad os das 

atividades d e  inulinase em  unidades d e enzim a / m l de m eio  d e cultivo 

livre d e célu las. Nos cultivos, a lém  de variarem -se as fontes d e carb o n o , 

fo i tam bém  exp lo rad o  o  efeito  da p resen ça  ou  a u sên cia  de NH4H 2P 0 4 n o  

m eio  b á sico .

P o d e-se  observar n itidam ente em  to d o s o s  caso s , q u e  o  derivado 

cap ro ilad o  d e  inulina m ostrou-se o  m elh o r indutor da p ro d u ção  de 

inulinase.



T abela  3 - E feito  de inulinas m od ificad as qu im icam en te  n o  

ren d im en to  de inulinase n os cultivos das leved u ras selecion ad as.

IZ 2 75  A tividade de inulinase" IZ 6 1 9  A tividade de inulinase

F o n te  d e N-P* T em p o  de cultivo T em p o  d e cultivo

ca rb o n o supl. 24h 70h 24h 46h 70h

**

C 0 ,1 8 0 ,7 0 0 ,1 8 0,21 0 ,38

In - 0 ,2 4 0 ,89 0 ,5 9 1,61 2 ,98

C p -In - 1 ,5 3 6 ,04 1 ,80 3 ,4 6 5 ,40

C l-In - 0 ,2 3 0 ,86 0 ,7 3 1,61 3,41

C + 0 ,2 1 0,83 0 ,4 4 0 ,5 1 0 ,8 9

In + 0 ,2 5 1,08 0 ,4 6 0 ,6 2 1 ,2 0

C p -In + 1 ,0 5 5,27 3 ,43 5 ,16 5,85
C l-In + 0 ,2 5 0,83 1 ,24 2 ,89 4,93

O )  A tividade d e inulinase expressa em  m g  d e  açú cares red utores 

lib erad os p or hora por ml de m eio  d e cu ltivo  livre de célu las 

(*) S u p lem en tação  co m  0 ,lg %  d e fosfato  d e am ó n io  m o n o b ásico . 

(**): C = m eio  b ásico  con ten d o  0 ,2g %  d e extrato  de levedura 

ln  = m eio  b ásico  + inulina nativa

C p -In  = m eio  b ásico  + caproil-inu lina

C l-In  = m eio  b ásico  + co lesteril-inu lina
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Figu ra 12 (a )  - P erfil d e  in d u çã o  d e  in u lin a se  n a  c e p a  IZ -2 7 5  de 

K lu w e r o m v c e s  m a r x ia n u s .

1. s e m  s u p le m e n ta ç ã o  d e  fo s fa to  d e  a m ó n io  m o n o b á s ic o  n o  

m e io  d e  c u ltiv o .

2. c o m  s u p le m e n ta ç ã o  d e  fo s fa to  d e  a m ó n io  m o n o b á s ic o  n o

m eio .

O s  d a d o s  da ta b e la  3 fo ra m  c o n v e r t id o s  e m  u n id a d e s  d e 

in u lin ase/ m l, i .e .,  m icro m o le s  d e  fru to se  liv re  lib e ra d o s  p o r  h o ra  p o r ml 

d e  m e io  d e  c u lt iv o  liv re  d e  c é lu la s .



de

cu ltiv o

m eio .

F ig u ra  12  Cb) - P e rfil d e  in d u ç ã o  d e  in u lin a s e  n a  c e p a  IZ -6 1 9

K lu y v e ro m v c e s  m a r x ia n u s .

1. s e m  a d iç ã o  d e  fo s fa to  d e  a m ó n io  m o n o b á s ic o  a o  m e io  d e

2. c o m  s u p le m e n ta ç ã o  d e  fo s fa to  d e  a m ó n io  m o n o b á s ic o  a o

A tiv id ad e d e  in u lin a se  e x p re s s a  e m  u n id a d e s  d e  in u lin ase/ m l 

c o n fo r m e  fig u ra  12  (a ) .



A atividade enzim ática n o  m eio  d e  cultivo co n ten d o  Cp-In da 

ce p a  IZ  275  a p ó s 70h , fo i de 4 ,9  à 6 ,8  v ezes m aior do q u e a o b serv ad a  n o  

m eio  co n te n d o  inulina nativa co m o  fo n te  d e carb o n o . C om  esta levedura 

em  particular, o  derivado Cl-In n ã o  induziu  a p ro d u ção  d e in u lin ase visto 

q u e  o s n ív eis obtid os foram  m uito  p róxim os ao s níveis b asais, d o s m eio s 

d e co n tro le .

A ce p a  IZ 619 ch eg o u  a produzir co m  Cp-In co m o  fon te  de 

ca rb o n o , ate 8 ,3  vezes m ais inu linase q u an d o  com p arad a à qu antid ade 

obtida co m  inulina nativa n o  m eio  su p lem en tad o  co m  NH4H ,P 0 4 ap ó s 

4 6h  d e  cultivo. O  nível b asa l b a ix o  d e  inulinase (con stitu tiva) foi 

au m en tad o  significativam ente n a  p resen ça  de inulina nativa, d e 3 ,3  à 

7 ,8  v ez es en tre 24h  e 70h  de cultivo, n o  m eio  n ão  su p lem en tad o . Com  

o  derivad o Cp-In, o  au m ento  o b serv ad o  na atividade d e in u lin ase foi 

ainda m aior, d e cerca  d e 1,8 v ezes em  re lação  a obtida co m  inulina 

nativa é  d e  14,2 vezes qu an d o  co m p arad o  ao  co n tro le , d o  m eio  n ão  

su p lem en tad o  ap ós 70h  de cultivo. O  derivado Cl-In, q u e  para a cep a  

IZ 275  n ã o  fo i um  b o m  indutor d e  inu linase, ap resen tou  u m  b o m  efeito  

estim ulatório , tanto em  valores ab so lu to s co m o  tam b ém  em  valores 

relativos a o s  m eio s referen ciais co m  ou sem  inulina nativa, para a cep a 

IZ 619 .

D e aco rd o  co m  VANDAMME & DERYCKE (1 9 8 3 ), a ad ição  de 

inulina co m o  fonte de ca rb o n o  é  u m  pré-requisito  para a sín tese / 

se cre ç ã o  d e inulinase p elo s m icroorgan ism os. A ad ição  ao  m eio  de 

cultura d e u m  substrato / indutor, ou d e um  seu derivad o estrutural, 

p o d e  estim ular um  aum ento n a  sín tese  da enzim a p elo s m icroorgan ism os. 

T am b ém  o s produtos da açã o  en zim ática , particu larm ente n o  ca so  do 

p ro cessa m en to  de p o lissacaríd eos p o r h idrolases, p o d em  agir co m o



in d u tores d e enzim as. A razão para isto é  q u e, a h ab ilid ad e indutora real 

de u m  substrato  p olim érico  resulta da sua tran sform ação  em  m o lécu las 

m ais versáteis, co m o  p or ex em p lo , o s d issacaríd eos. N este ca so , se  o 

d ím ero  n ã o  se  acum ula n o  m eio  d e  cultura a p o n to  d e  cau sar rep ressão  

ca ta b ó lica , ocorrera  o  au m en to  d o  nível d e en zim a, REESE (1 9 7 2 ).

U m a das m aneiras d e se  evitar este  acú m u lo , ou  se ja , im ped ir que 

o  ca tab o lism o  rápido de um  indutor ven h a a cau sar rep ressão  ca tabó lica , 

é  lan çar m ão  d o  uso de um  derivado do indutor q u e  se ja  len tam en te 

m etab o lizad o , a fim  de fo rn ecer o  substrato indutor ao s p o u co s , por um 

p erío d o  d e  tem p o m ais p ro lon gad o. Portanto, o  fo rn ecim en to  co n tin u o  de 

c o n ce n tra çõ e s  b e m  baixas do indutor, p o d e  au m en tar b astan te  o  rendi­

m en to  d e enzim a.

No entanto , o  forn ecim en to  con tin u o  d e qu antid ad es lim itadas 

d o  indutor verdadeiro, p o d e n ã o  ser a razão ú n ica  ou  d o m in an te  para 

o  au m en to  da p ro d u ção  d e enzim a, n este  caso . U m  seg u n d o  fator, o  

e fe ito  su rfactan te do indutor m odificado, d ev e ser con sid erad o , REESE 

&  M AGUIRE (1 9 6 9 ). O s surfactantes p o d em  acu m u lar m ais facilm ente 

ju n to  à p a re d e  c e lu la r  d o s  m ic ro o rg a n is m o s , e  a lte ra n d o  su a 

p erm eab ilid ad e, p o d em  facilitar o  a cesso  da m en sag em  d e indução, 

resu ltan d o n u m  efeito  positivo n o  p ro cesso  d e in d u ção .

A m bas as co n sid eraçõ es p oderiam  ex p lica r  o s resu ltad os positi­

v os d e in d u ção  d e inulinase, u san d o inulina p rev iam en te m od ificad a por 

aco p la m en to  co v alen te  de substituinte acila d e  m éd io  p orte  (C -6; caproil); 

ou  d e  substitu inte apoiar p o lin u clear d e grande p o rte  (C -27; c ic lo p en tan o  

p e r id ro fe n a n tre n o ). A m b o s o s  su b stitu in tes  p o d e r ia m  fa c ilita r  o 

an co ram en to  da m o lécu la  p olim érica de po lifru tose ao  d o m ín io  de 

m em b ran a lipoproteica , d esd e q u e  a arquitetura restante da parede 

ce lu lar n ã o  o fereça  barreira para tal ligação. A travessia da m em brana



plasm ática seria  o  próxim o e decisivo  p asso  para o  au m en to  da in d u ção , 

o  q u e  p o d eria  ser realizado p or toda a m o lécu la  d e inulina ou por seus 

fragm entos hidrolíticos. Um a b ase  m ais satisfatória para esta h ip ó tese  

p od eria  ser obtid a p elo  uso de fru tooligossacaríd eos d e b a ix o  p eso  

m o lecu lar cap ro ilad o s ou colesterilad os. Estas in fo rm açõ es ad icion ais ou 

co n clu siv as se rã o  ainda estudadas.

U m a propried ad e vantajosa do derivad o cap ro ilad o  em  re lação  

ao  p o lím ero  nativo, é sua solubilidad e em  água à tem peratura am bien te, 

v isto q u e  este  ultim o n ecessita  de leve a q u ecim en to  para com p leta  

so lu b ilização . Portanto , a inulina cap ro ilad a p o d e  agir tanto co m o  um  

indutor m ais produtivo, co m o  tam bém  c o m o  um  surfactante devido as 

su as c a d e ia s  a lifá ticas. O  q u a n to  e s ta s  v a n ta g e n s  p o d eria m  se r 

im p lem en tad as p ela  a lteração  da qu antid ad e atual d e resíd u os caproil 

ligados (m u ito  p o u co s con sid eran d o  a m agnitud e d os sinais d o  esp ectro  

de 13C-R.N .M .) será o b je to  d e  estud os posteriores.

U m  ex p erim en to  rea lizad o  p ara  se  v erificar o  e fe ito  da 

co m b in a çã o  d e  inulina co m  ácid o  ca p ró ico  livre, na form u lação  do 

m eio  d e  cu ltivo  para as leveduras estud adas, resultou, de fato, em  um  

efeito  in ib itório  do crescim en to , o  q u e  p o d e  ser atribuído à p resen ça  

do ácid o  ca p ró ico  co m o  ácid o  livre. Esta é  um a in d icação  ad icion al de 

q u e o  e fe ito  positivo de in d u ção  obtid o  co m  o  derivado d e inulina, é 

devido à previa esterificação  de grupos a lco ó lico s  da inulina.

O  u so  de inulinas derivatizadas tev e su cesso  con sid eran d o- se 

o  au m en to  da atividade inulolítica d os m icroo rg an ism o s testados. Este 

p rim eiro  resu ltad o  exp erim en tal, m o stro u  q u e  a p red ição  de um  

indutor d e  inu linase ideal para um  m icroo rg an ism o  em  particular, é 

um a tarefa difícil, visto q u e organism os d iferen tes resp on d em  d iferen te­

m en te  a o s  vários co m p osto s m odificados.



7.3. In d u ção  de inulinase em  bactéria  sp.

O  derivado cap ro ilad o  d e  inulina, p o r ter ap resen tad o  co n sid e­

rável e fic iên cia  n o  p ro cesso  d e in d u ção/ secreção  d e in u lin ase, tanto no 

fu n go  filam en toso  A. n iger co m o  nas leveduras K. m arxianu s testadas, foi 

en tão  aplicad o em  um  experim ento  prelim inar co m  um  m o d elo  procarionte, 

para co m p ara-lo  co m  os já testados eu carion tes. Um a b actéria  isolada por 

FONTANA e  co l. n o  L Q B B  (HAULY et al, 1992) de tu b ércu los de dálias 

em  d eco m p o siçã o , cap az  d e produzir DFA III, u m  d o s co n h e cid o s 

dianidridos de frutose, d en om in ad a de YLW  devido à p igm en tação  

am arela q u e  d esen v olv e em  m eio  de cultura so lid o , foi utilizada n este 

exp erim en to . A p ro d u ção  d e DFA III “in vitro” fo i significativam ente 

acelerad a  q u an d o  o  derivado Cp-In fo i utilizado em  su bstitu ição  à inulina 

nativa co m o  fon te de ca rb o n o . R epetido este  estu d o  com parativo, 

m an ten d o -se  extrato  de levedura co m o  ú n ico  su p lem en to  e  variando-se 

a fo n te  d e ca rb o n o  entre 2%  d e inulina nativa (In ), a m esm a à 1%  + 1%  de 

cap roil-in u lina (In  + C p-In) e  2%  d e  caproil-inu lina (C p -In ), o  resultad o n o  

crescim en to  bacterian o  foi notável. A ab sorb ân cia  d os cu ltivos de 24h  à 

28°C e  lOOrpm foi resp ectiv am en te de 0 ,240 , 1 ,900  e  2 ,600 .

A p ro d u ção  d e DFA III, iniciada às 32h  n o  co n tro le  (In ) foi 

an tecip ad a para cerca  de 12h n o s m eios co m  substrato  lip ofílico , e com  

co n cen tra çã o  d e 1,2 e 4 ,3  mg/ml, resp ectiv am en te para I+Cp-In e 

C p-In, co n fo rm e determ inado p o r HPLC em  co lu n a CAC-W aters.



8. Cromatografia em coluna de Biogel P-6 de inulina,

caproil-inulinae colesteril-inulina.

Este exp erim en to  foi realizad o  co m  a finalidade d e determ inar- 

se  a o  m e n o s aproxim ad am ente o s p eso s m olecu lares da in ulin a nativa e 

d e se u s derivados, a fim  d e verificar se  hou ve algum a re d u çã o  n o  p eso  

m o lecu la r n o  p ro cesso  d e sín tese  d os derivados, d ev id o  à extrem a 

lab ilid ad e das ligações B -1 ,2  d o  p o lím ero  de frutose.

O  so lv en te  d e e sc o lh a  para perfeita  d isso lu çã o  d o s três 

p ro d u tos fo i o  dim etilsulfóxido. Foram  ap licad os 0 ,5m l d e  cad a  so lu çã o  à 

10m g/m l, à co lu n a de 9m l d e B io g el P -6 pré-equilibrad a c o m  D M SO . O s 

perfis d e  e lu ição  de cad a produto  foram  aco m p an h ad o s p ela  d eterm in a­

ç ã o  d e  açú cares totais nas fra çõ es  co letad as p elo  m éto d o  d e  fenol- 

su lfu iico .

A inulina nativa teve seu  p ico  dom inante d e  e lu içã o  determ i­

n ad o  a o s  5m l. A m bos os derivados, C p-ln  e Cl-In tiveram  p ico s  de 

e lu içã o  a o s 4,5m l. O  pad rão d e am ilose  (p olím ero  d e e lev a d o  P.M .) foi 

e lu íd o  a o s 4m l. C om o u tilizou-se um a peneira m o lecu la r invertida, 

p o d e -se  co n clu ir qu e a inulina, ap ó s sofrer o  p ro cesso  d e  derivatização , 

tev e seu  p eso  m olecu lar au m en tad o em  am bos os ca so s , n ã o  d even d o, 

p ortan to  ter sofrido d eg rad ação  significativa durante estes p ro ce sso s  de 

s ín te se .

9. Espectroscopia de Infra-vermelho

A fim  de se com p rov ar a derivatização da inulina nativa com  

o  g ru p o  colesteril, foram  d esen volv id os os esp ectro s d e a b so rçã o  no 

in fra-verm elh o, co m  tran sform ação  d e Fourier, para co m p a ra çã o  entre



inulina e  seu  derivado Cl-In.

A fig. 13a m ostra as freq u ên cias de ab so rçã o  n o  infra-verm elho 

dos grupos quím icos da inulina nativa: a banda larga em  3200-3500 c m 1 da 

d isten são  O -H ; a band a de d isten são  C-H em  2 9 2 3 c m 1; -CH2 e m  l4 3 0 c m  

d isten são  C -O  em  1080-1300 ; e  d efo rm ação  fora d o  p lan o  d e  O -H  na 

fa ixa  d e 9 1 5 -9 5 5 c m 1.

O  esp ectro  de colesteril-inulina na fig. 13b m ostra outras band as 

d e a b so rçã o , a lém  daquelas características da inulina nativa: na faixa de 

1 3 7 7 -1 3 8 3 c m 1 a band a característica  d e grupo m etil ligado à ca rb o n o  n ão  

ligado a  n en h u m  outro grupo m etil; frequ ên cias características d e d efor­

m a çõ e s  fora  do p lano de C-H p erten cen tes a anel arom ático  n a  faixa de 

6 5 0 - 9 0 0 0 ^ ;  FLETT (1963).

Esta análise, portanto, fo rn eceu  dados q u e to m aram  possível 

co m p ro v ar a derivatização da inulina co m  o  grupo colesteril.

IO. Espectroscopia de ressonância nuclear magnética de 13C

No esp ectro  d e 13C-R.N.M. da inulina de D ahlia nativa (fig. 14a), 

p o d e-se  observar q u e os sinais de resso n ân cia  indicam  q u e o  p olissacarídeo  

fo i o b tid o  em  co n d içõ es de co n sid eráv el pureza. O s d esvios q u ím ico s ô em  

pp m , d o s ca rb o n o s das unid ades d e fru tose, foram  registrad os n as reg iões 

esp erad as, G O R IN (1981): C -l / 6 1 ,6 ; C-2 / 103,1 ; C-3 / 7 7 ,6 ; C-4 / 7 5 ,0 ; C- 

5 / 8 2 ,0 ; e  C-6 / 6 l,9 p p m . U m  grup o d e sinais d e b a ixa  in ten sid ad e p od e 

ser n o ta d o  tam bém , os quais são  derivados da g lu co se  da ú n ica  unidade 

d e sa ca ro se  ex isten te num a das extrem id ad es n ã o  red utoras da inulina: C- 

1 / 9 2 ,2 ; C-2 / 71 ,8 ; C-3 / 73 ,2 ; C -4 / 7 0 ,3 ; C-5 / 72 ,8 ; e  C-6 / 6 1 ,6  ppm . A
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Figura 13 (a ) - Espectro de in fra-verm elho  co m  transform ação de 

Fourier (FTIR) de inulina nativa purificada, 

obtida de tu bércu los d e D ahlia.

O s a ste risco s  ind icam  as b a n d a s típ icas de a b so rçã o  do 

p o lissacaríd eo  nativo.



Figura 13 (b )  - Espectro  d e in fra-verm elho c o m  transform ação de

Fou rier (FT1R) de C olesteril-inulina (C l-In ) .
!

O s asterisco s indicam  as novas b an d as d e  a b so rçã o  derivadas 

do substitu inte lip ofílico  inserido co v a len tem en te  n o  polissacarídeo  

n ativ o .
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Figura 14 (a ) - E sp ectro  de 13C-R.N.M. d e  inulina nativa

purificada, extraída de tu b ércu lo s d e D ahlia

C -l à C-6 in d icam  os núm eros d os ca rb o n o s  das unid ades de 

anidrofru tofu ranose d o  p olím ero , sen d o  as fon tes d o s principais sinais 

do esp ectro . O  p ico  m aior à S =40ppm  refere-se  a o  D M SO -d6.
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Figura 14 (b ) - E sp ectro  d e 13C-R.N.M. d e  C aproii-inu lina (Cp-In)

C = 0 , CH,, e  CH3 indicam  o s sinais secu n d ário s d o  esp ectro , 

orig inários d os grupos qu ím icos do substitu inte caproil.



p resen ça  d estes sinais n o s  ind icam  co m o  a in tegridad e da m o lécu la  de 

inulina fo i m antida, n o s  p ro cesso s de ex tração  e  p u rificação . Im portante 

n otar o s sinais à 0= 103,1  e  92 ,2p p m , os q u ais sã o  característicos do 

esp ectro  d e inulina, co rresp o n d en d o  resp ectiv am en te  a o  C-2-(3- 

fru tofu ranose e  ao  C - l-  a -g lu co p iran o se .

A an álise  do esp ectro  de 13C-R.N.M. d o  caproil-d erivado de 

inulina (fig. 14b ), n o s perm ite observar sinais d istintos n ítidos em  cam p o 

m ais alto  (à ô= 13,7  à 3 3 ,lp p m ) co rresp o n d en tes a o s  gru p os -CH? e  -CH, 

do resíd u o  d e caproil; e  tam bém  um  sinal ad icion al em  cam p o  m ais b a ixo  

(à ô= 172 ,9p p m ) típ ico  d e  grupo carbon ila  da lig ação  éster estabelecid a. 

O utra característica  a ser n otad a, é  q u e o  forte em p arelh am en to  d os sinais 

de C -l e  C-6 (6 1 ,6  e  6 l,9 p p m ) n o  esp ectro  da inulina, a p a re ce  n o  esp ectro  

do derivado cap ro ilad o  co m o  um  ú n ico  sinal. A p rop ósito , o  ponto 

p referen cia l d e in serção  do resíduo caproil n a  m o lécu la  de inulina nativa, 

é  esp erad o  d e  o co rrer nu m  dos grupos de á lco o l prim ários, ou seja, - 

CH2O H  d o C -l ou d o  C-6. Esta co n clu são  é  tam b ém  fortalecid a pela 

m u d an ça  drástica n a  so lu bilidad e em  água e  em  so lv en tes orgân icos 

ap resen tad a p e lo  derivado, o  qual to m o u -se  v an ta jo sam en te  solúvel em  

água à tem peratura am biente.



CONCLUSÕES

1) Inu lina d e  alto grau d e pureza foi p rep arad a a partir de raízes 

tu berosas de D ahiia p in n ata . O  m ais co n v in ce n te  in d ício  de uma 

m olecu larid ad e nativa preservada foram  os sinais secu n d ário s do ú nico  

resídu o g lu cop iran osil, d iluídos n os sinais e sp e c tro scó p ico s  dom inantes 

da cad eia  B -2 ,l-p o lifru to se  co m o  com p rovad o  p o r 13C-R.N.M.

2) A d erivatização  suave do polím ero  n ativ o  fo i levada a cab o  

co m  clo re tos d e  cap ro íla  e  de colesterila, em  sín teses qu ím icas de , 

resp ectiv am en te, esterificação  e  eterificação  cata lisad as e m  m eio  básico .

3 ) D en tre  os produtos visados, cap ro il-in u lin a  e  colesteril- 

inulina foram  caracterizad os esp ectro sco p icam en te  p o r 13C-R.N.M. e 

F.T.I.R. resp ectiv a m en te .

4 ) Estes dois produtos revelaram -se e fic ie n tes  indutores para 

a sín tese/ secreção  d e inulinases fúngicas e d e leved uras.

5) O  crescim en to  d e um a bactéria  inu lo lítica  tam bém  foi 

acelerad o  p e lo  derivad o lipofüico  Caproil-inulina b e m  co m o  a produ­

çã o  de DFA III acelerad a.
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