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RESUMO

Neste trabalho foi preparado o suporte sélido p-nitrobenzil xantato de celulose
(CelXNB) com grau de substituicdo (GS) igual a 9,5, posteriormente utilizado
para imobilizar inulinase. A reagdo de imobilizagdo da enzima foi conduzida em
pH 4,5, a temperatura ambiente, sob agitacdo mecéanica durante 72 horas para
permitir a reacdo dos residuos do éster xantico presentes no suporte sélido com
0s grupos aminicos livres da enzima dissolvida no tamp&o. Entretanto, uma
reacdo de tidlise poderia, igualmente, ser considerada. A hidrélise dos substratos
usados, pela acdo da enzima imobilizada e da enzima em solugcdo, foram
determinadas pela producdo de frutose, nas mesmas condicbes de pH e
temperatura, porém com diferentes tempos de incubacdo. O branco foi
preparado e tratado do mesmo modo, mas sem a adicdo de inulinase. Os
substratos utilizados foram inulina disponivel comercialmente e uma mistura de
polifrutanos inulinicos extraida de raizes de Sterculia chicha A. St. Hil.
(Malvaceae). Em presenca do substrato polifrutano, obteve-se 36,9 % de
frutose com a enzima em solucéo e 26,4% com a enzima imobilizada. Quando se
utilizou inulina comercial como substrato, obteve-se 89,9% de frutose com a
enzima em solucdo, e 88,1% com a enzima imobilizada. Observou-se maior
afinidade da enzima pelo substrato mais puro e mais solivel no meio de reacao.
As impurezas presentes no polifrutano de S.chicha podem ter obstruido alguns
sitios cataliticos da inulinase. Uma Unica amostra de inulinase imobilizada em
CelXNB, isto € o conjunto suporte-enzima, foi reutilizada para hidrolisar inulina
comercial, oito vezes, e outra amostra reutilizada onze vezes, para hidrolisar
polifrutanos inulinicos com retencdo da atividade catalitica. Entretanto, a
quantidade de frutose produzida no decorrer das reutilizacbes do conjunto
suporte-enzima, decresceu com ambos substratos. O rendimento das reacfes
quando se utilizou a inulina comercial foi maior. Talvez uma mistura de
polifrutanos com pesos moleculares diferentes apresente problemas de difuséo,
principalmente numa reagdo que ocorre em uma interfase sélido-liquido, em
comparacao com a inulina que é mais soltvel. A queda da atividade observada
em cada reutilizagcdo com os diferentes substratos pode ser explicada pela perda
de massa do conjunto suporte-enzima, uma vez que observou-se uma perda de

33% das massas iniciais. Esta perda de massa deve estar relacionada a



mercerizacdo da celulose, que influencia no GS do CelXNB. A hidrdlise do
CelXNB, com producdo de celulose regenerada, sulfeto de carbonila e o tiol
correspondente é muito lenta quando realizada em pH 4,5 para ser considerada
como problema de perda de massa do suporte-enzima e conseqiientemente da
atividade catalitica, ainda que as duas amostras tenham sido agitadas durante
24 dias e 33 dias, com quando inulina e substrato polifrutanos como substratos,
respectivamente. E necessaria a realizacdo de estudos no sentido de otimizar o
GS do CelXNB, e a reacdo de hidrdlise da inulina pela enzima imobilizada. A
agitacdo também deve ser muito mais vigorosa, diminuindo assim o tempo de

reacao.



ABSTRACT

The preparation of the solid support p-nitrobenzyl cellulose xanthate
(CelXNB) is showed in this work. The material has a substitution grade
(SG) of 9.5 and was employed to immobilize inulinase. The enzyme
immobilization reaction was carried out at pH 4.5, at room temperature,
under mechanical stirring during 72 hours. This procedure would allow
the reaction between the xanthic ester’s residues present within the
solid support and the free amino groups of the enzyme dissolved in
buffer. However, a tiolysis reaction would be equally feasible to
consider. The hydrolysis of used substrates by the action of immobilized
and enzyme in solution was determined by fructose production, in the
same conditions of pH and temperature, although with different
incubation time. The control was prepared and treated in the same way
though without addition of inulinase. The employed substrates were
commercial available inuline and a mixture of inulinic polyfructanes
extracted from root of Sterculia chicha A. St. Hil. (Malvaceae). In
presence of polyfructane, it was obtained 36,9% of fructose with
enzyme in solution and 26.4% with immobilized enzyme. The
experiment performed with the commercial inuline and substrate
resulted in the obtention of 89,9% of fructose with enzyme in solution
and 88,1% with immobilized enzyme. It was observed greater affinity
of the enzyme to purer and more soluble substrate. Impurities in
polyfructane from S.chicha may have blocked some catalytic sites of
inulinase. A solely sample of immobilized inulinase in CelXNB, i.e. the
complex support-enzyme, was reutilized to hydrolyze commercial inuline
eight times and another sample reutilized eleven times to hydrolyze
inulinic  polyfructanes with maintenance of catalytic activity.
Nevertheless, the quantity of produced fructose over the reutilization of

the complex support-enzyme, decreased with both substrates. The yield

Vi



of reactions as commercial inuline was used was greater. Possibly, a
mixture of polyfructanes with different molecular weights causes
problems of diffusion, mainly in a reaction that occurs at a solid-liquid
interface, in comparison with the inuline which is more soluble. The
observed low activity in each reutilization with different substrates may
be explained by the mass loss from the complex support-enzyme since
it is verified 33% of loss from the starting masses. This mass loss might
be related to the mercerization of cellulose that influences in the GS of
CelXNB. The hydrolysis of CelXNB with production of regenerated
cellulose, carbonyl sulfide and the corresponding tyol is very slow as
carried out in pH 4.5. Therefore it should not be considered a problem of
mass loss from support-enzyme and consequently of the -catalytic
activity albeit the two samples have been stirred during 24 days and 33
days with inuline and polyfructanes as the substrates, respectively. It is
necessary to carry on studies so that to optimize the GS of CelXNB and
the reaction of inuline hydrolysis by the immobilized enzyme. In
addition, a more vigorous stirring should be required with the purpose of

decreasing the reaction time.
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INTRODUCAO

Este trabalho trata da producao de frutose, por meio da
enzima inulinase imobilizada em um suporte soélido derivado de
celulose na forma de éster xantico p-nitrobenzil xantato de celulose
(CelXNB), composto ja utilizado com sucesso na imobilizacdo de
véarias enzimas (OLIVEIRA,1983).

Dentre outros, os principais interesses pela producédo de frutose
estdo: alta tolerancia por diabéticos, pois € um acucar insulino-
independente (PESSONI et al., 2004); é considerado um probidtico,
pois estimula a acdo das bifidobactérias (PESSOA, 1999); aumentam
a absorcdo de ferro, céalcio e magnésio (PESSOA, 1999), pode ser
utilizada em dietas de restricdo caldrica, pois tem poder adocante
quase duas vezes maior que a sacarose (BARREIROS, 2005), entre
outros. A frutose € um acguUcar de grande importancia econémica e
ainda ndo é produzido comercialmente no Brasil. Nos ultimos anos
vem sendo largamente empregado como adocante em bebidas,

refrigerantes e frutas industrializadas.

O uso crescente de inulina e frutose na alimentacdo humana, o
alto custo de xaropes ricos em frutose e o grande potencial da regiao
Centro-Oeste em produzir plantas que acumulam frutanos inulinicos,

foram fatores determinantes para a concepcéao deste trabalho.

A reacdo de imobilizacdo da inulinase foi conduzida a
temperatura ambiente, sob agitacdo mecanica durante 72 horas,
reagindo CelXNB, preparado de acordo com Humeres (1991) e
inulinase de Aspergillus niger, obtida da Sigma Chemical Co, em
tampéao acetato 0,05M pH 4,5. Esta reacdo ocorre numa interfase

solido-liquido.

A preparacdo do suporte sélido, CelXNB, foi realizada tratando-

se a celulose na forma de tecido de algodao, primeiramente, com



hidroxido de sodio, obtendo a soda de celulose. Em seguida foi
realizada uma xantacdo em meio alcalino, produzindo o xantato de
celulose. O xantato obtido foi esterificado com brometo de p-
nitrobenzila, produzindo assim o CelXNB. As etapas desta sintese séo
mostradas no Esquema 1.
1 2 /S 3
Cd —oH—Cel—O Na'—— Ced—0 —¢ —_—
Celulose CelNa CelX \SN

S

7

Ce —O ———C

a.+

S—'CH2 N02
CelXNB
(1) Tratamento da celulose com hidroxido de soédio

(mercerizacdo), obtendo-se soda celulose (CelNa)

(2) Xantacao da celulose em meio alcalino, obtendo-se o

xantato de celulose (CelX)

(3) Esterificacdo com brometo de p-nitrobenzil para formar o

xantato de celulose de p-nitrobenzila(CelXNB)

ESQUEMA 1 - Sintese do CelXNB

O CelXNB preparado foi caracterizado pelo grau de substituicao
(GS), definido como o numero de grupos Xantatos introduzidos em
cada 100 unidades anidroglucopiranosicas da celulose (RYDHOLM,
1985).

O numero de mols dos grupos xantatos ligados na cadeia da
celulose foi calculado pela n-butilamindlise do CelXNB, conforme

reacdo mostrada no Esquema 2
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CeTCB CHs

ESQUEMA 2 - Reacao do CelXNB com n-butilamina

A reacdo apresentada no Esquema 2 foi acompanhada
espectrofotometricamente pelo aparecimento do p-nitrobenziltiol
(NBT) em 285 nm até o valor constante, o que possibilitou
determinar o numero de mols de NBT liberados na solucao cinética.
Como a reacao € 1:1, considerou-se que o numero de mols de NBT
liberados é igual ao numero de grupos xantatos que se ligaram aos
anéis anidroglucopiranésicas da celulose. Por meio de n-
butilamindlise, com diferentes quantidades de CelXNB, calculou-se o
numero de mols de grupos xantatos ligados a celulose por grama de
suporte nysr . O GS é calculado pela Equacdo 1, onde 1,62 x 10* é a

massa molar de 100 unidades anidroglucopirandsicas.
GS = 1,62.10* x nart (1

vVarios métodos foram testados para quantificar a frutose
liberada na hidrélise da inulina tanto pela acdo da inulinase
imobilizada como em solucdo. Os métodos de Seliwanoff
(SELIWANOFF, 1887; CHANG,1994), Somogyi-Nelson (SOMOGYI,
1945) e de Taylor (TAYLOR, 1994) estao descritos na literatura como
eficientes para a quantificacdo de frutose livre produzida pela acdo de

inulinases (ZAIA, 1998). Porém, pelos experimentos realizados neste

+ NH, —(CHy)s oy, —
S —CH,—CH NO, ’ 7o CHs
CelXNB n-butilamina

NO,



trabalho, os reagentes utilizados nos métodos acima citados para
determinacdo de frutose, hidrolisam completamente a inulina
presente no meio reacional, ndo permitindo distinguir a frutose
produzida por hidrélise enzimatica daquela produzida pela hidrélise
quimica. Esses métodos sdo Uteis apenas para quantificacdo de

frutose total.

Neste sentido, objetivando-se verificar a eficacia da inulinase
imobilizada em CelXNB no que se refere a producao de frutose, por
meio da hidrélise enzimatica do suporte, utilizou-se um método
enzimatico, desenvolvido por Campuzano (2003), através de um kit
comercializado pela Sigma Co (FA-20) para determinacao especifica
de frutose livre. Desse modo, foi possivel medir a quantidade de
frutose produzida pela hidrélise enzimatica dos dois substratos
utilizados comparando-se a inulina disponivel comercialmente com a
de uma mistura de polifrutanos inulinicos extraida da planta Sterculia
chicha, de modo inequivoco. Esse mesmo método foi também usado
para quantificar a frutose produzida pela hidroélise dos referidos

substratos por acédo da inulinase em solucéo.

Determinou-se também, em outro estudo, o numero de ciclos
de reutilizacdo da inulinase imobilizada. As reac6es de hidrdlise do
substrato inulina e de hidrdlise do polifrutanos inulinicos pela
inulinase imobilizada em CelXNB foram conduzidas varias vezes com
a mesma amostra suporte-enzima. Nas hidrélises da inulina comercial
realizaram-se oito ciclos com retencdo da atividade catalitica,
enquanto que nas hidrdlises dos polifrutanos, o conjunto suporte-
enzima, foi reutilizado onze vezes com retencdo da atividade
enzimatica. Os rendimentos das reacdes foram menores quando

usou-se polifrutanos inulinicos como substrato.

ApOs estas reacfes, 0s conjuntos suporte-enzima foram

secados e pesados, constatando-se que aproximadamente 33% da



massa de ambos foi perdida no processo. Esta perda de massa pode
ser atribuida pelo tempo de agitacdo (24 dias na reacao com inulina
comercial e 33 dias na reacdo com o polifrutano), j4 que a
velocidade da hidrdlise espontanea do CelXNB em pH 4,5 é muito
lenta (HUMERES e OLIVEIRA 1999).

Finalmente realizou-se a caracterizacdo do CelXNB e do
conjunto suporte-enzima por microscopia eletronica de varredura
(MEV). As andlises das micro-estruturas mostram que ha diferencgas
significativas entre ambos. No entanto, € necessario o0
desenvolvimento de uma técnica que utilize corantes especificos para
proteinas, o que possibilitara visualizar e elucidar a fixacdo de

enzimas imobilizadas na superficie do CelXNB.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Inulina e Polifrutanos

Em algumas espécies vegetais, os produtos fotossintéticos sao
armazenados na forma de polifrutanos. Frutano é a denominagao
geral para qualquer carboidrato no qual um ou mais frutofuranosil
ligados constituem a maior parte das ligacOes glicosidicas. Espécies
vegetais que contem frutanos sao encontradas em varias familias de
mono e dicotiledoneas, tais como Asteraceae, Liliaceae,
Amaryllidaceae, Gramineae e Compositae - cerca de 15% das
angiospermas (HENDRY & WALLACE, 1993). Muitas espécies sao
comestiveis tais como aspargo, alho, cebola, alcachofra, raizes de
chicéria e alho-poré (MEIER & REID, 1983). Em Asteraceae,
Liliaceae, Amaryllidaceae e Compositae os frutanos sao usualmente
armazenados em oOrgaos tais como tuberos, raizes tuberosas e
bulbos, e devido a auséncia de outros componentes sao facilmente
extraiveis e processados a produtos purificados (VAN LOO et al.,
1995).

Além do papel de reserva energética, os frutanos atuam na
manutencao do gradiente de sacarose no floema e tecidos
adjacentes, atuando nos processos de osmorregulacdo, devido as
rapidas relagdes de polimerizacdo e despolimerizacdao (TERTULIANO
& FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993) e na resisténcia de plantas a seca e
ao frio (HENDRY & WALLACE, 1993; MORVAN et al., 1997). De fato, a
presenca de frutanos em Asteraceae tem sido bem documentada para
floras que exibem padroes de crescimento sazonal em regides
temperadas (POLLARD & AMUTI, 1981) e em a&reas restritas dos

trépicos, como o cerrado, um bioma onde as espécies estdo sujeitas a



periodos de secas severos (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986;
TERTULIANO & FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993).

Existem diferentes tipos de frutanos, dependendo da ligacao
glicosidica que apresentam: inulina que tém ligagdes do tipo B 2,1; os
levanos que sao B 2,6 ligados e graminanos que apresentam ligagoes
do tipo B 2,1 e B 2,6. Frutanos do tipo inulina sao comumente
encontrados em Asteraceae, enquanto os demais frutanos estao
distribuidos entre outros grupos que apresentam a sindrome de
frutanos; ou seja, espécies que armazenam preferencialmente
frutanos ao invés de amido ou outros carboidratos de reserva.
(ASEGA & CARVALHO, 2004).

A inulina ja foi detectada em varias espécies vegetais e
recebeu esta denominacao por ter sido encontrada pela primeira vez
em raizes da espécie Inula helenium (Asteraceae). Sdo polimeros
compostos por uma cadeia linear de unidades de frutose com
aproximadamente 35 residuos de B-D - frutofuranose unidos por
ligacOes glicosidicas do tipo B-(2,1), com uma terminacao de alfa - D
glucopiranose idéntica a da sacarose (Figura 1). Sua férmula geral é
CenH10n+2050+1, com massa molecular entre 3.500 e 5.500 Da,
devido as variagdes no tamanho da cadeia (ASHOK et al., 1999). A
inulina pode ter a descrigao geral GFn, onde G representa a molécula
de glicose, F a molécula de frutose e n o niumero de unidades de
frutose (VAN LOO et al., 1995; SILVA, 1996).



HO—CH,
—0 Q

OH - 7 - HO \O -
HO—CH, / HO—CH,

0
HO—CH, é / HO—CH /

Figura 1: Estrutura quimica de um frutano tipo inulina G, F, e F,, F,, onde
n é o grau de polimerizacdo ou o numero de B-D-frutofuranose; G
e F simbolizam glicose e frutose respectivamente. G,, F, simboliza
o] oligbmero a-D-glicopiranosil-[ B-D-frutofuranosil],-;-D-
frutofuranose e F,, F, simboliza o oligdmero B-D-frutofuranosil-[D-
frutofuranosil] r-1-D-frutofuranose. Fonte: ROBERFROID
&DELZENNE (1998)

Silva (1996) e Laurenzo e colaboradores (1999) definem
a inulina como um frutooligossacarideo (FOS) composto por uma
mistura de oligdmeros de diferentes graus de polimerizagao (GP) que
ocorrem naturalmente em produtos vegetais como cebola, alho,
alcachofra de Jerusalém, dalia e raizes de chicéria. De acordo com os
autores, as inulinas produzidas em diferentes estagios do ciclo de
crescimento da planta, ou sob diferentes condicdes abidticas, irao
apresentar diferentes graus de polimerizagao. Outros fatores como
época de plantio, época da colheita, espacamento entre plantas e

periodo de armazenamento também influenciam o GP e outras



propriedades fisicas como viscosidade, capacidade de formacao de
gel e na pureza do xarope obtido apds a hidrdlise (NAKAMURA,
1995). A Tabela 1 mostra a porcentagem de inulina e frutose em

diferentes espécies vegetais comestiveis.

Tabela 1: Niveis de inulina e frutose em vegetais da dieta humana
(SILVA, 1996).

Espécie Vegetal Inulina (26) Frutose (20)
Trigo (Triticum aestivum) 2,5 2,35
Cebola (Allium cepa) 4,0 3,76
Alho-poré (Allium porrum) 12,5 11,75
Aspargos (Asparagus officinalis) 12,5 11,75
Raiz de chicoéria (Chicorium 16,5 15,51
intybus)
Yacon (Smallanthus sonchifolius) 17,5 16,46
Raiz de barba de bode 17,5 16,46
(Cyperus compressus)
Alcachofra de Jerusalém 17,5 16,46
(Helianthus tuberosus)
Tubérculos de Délia 17,5 16,46
( Dahlia juarezii)
Alho (Allium sativum) 20,0 18,8
Mel 43.6 41,0




O modelo mais aceito para a biossintese de inulina é baseado
nos estudos de tubérculos de Helianthus tuberosus (Asteraceae)
(EDELMAN & JEFFORD, 1968). Segundo estes e outros autores, duas
frutosiltransferases sao responsaveis pela biossintese de inulina - a
sacarose: sacarose frutosiltransferase (1-SST), que catalisa a
producao de trissacarideos 1-cestose e glicose a partir da sacarose. A
outra enzima € a frutano: frutano frutosiltransferase (1-FFT), que
transfere residuos frutosil entre moléculas de frutano (WAGNER &
WIEMKEN, 1986; KOOPS & JONKER, 1994; LUSCHER et al., 2000). De
acordo com este modelo, a degradacdao da inulina é catalisada por
uma frutano exo-hidrolase (1-FEH), a qual libera frutose livre a partir
da porcdo ndo redutora e a 1-FFT, pela transferéncia de unidades

frutosil a partir de moléculas de alta massa molecular.

2.2) Propriedades bioldgicas da inulina

Devido a B-configuracdo do carbono anomérico C 2 dos
monomeros de frutose, a inulina resiste a hidrdlise das enzimas
digestivas do intestino delgado humano, e sao classificadas como
carboidratos nao digeriveis, sendo considerados como componentes
fibrosos da dieta (ROBINSON, 1995). Pelo aumento da biomassa fecal
e do conteludo de agua nas fezes, estes carboidratos aumentam a
atividade intestinal e apresentam caracteristicas diferentes de outras
fibras, apresentando inumeros beneficios a saude humana.

A inulina afeta as fungdOes gastrointestinais principalmente
pelos seus atributos fisioldgicos. Sao rapidamente fermentados no
colon e convertidos em acidos graxos de cadeia curta (SCFA - short-
chain fatty acids). Os SCFAs estimulam o crescimento seletivo das

bifidobactérias (e possivelmente alguns outros poucos géneros),
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causando mudancgas significativas na composicao da microbiota
intestinal, levando a um aumento das colonias saudaveis e
diminuindo as col6nias potencialmente patogénicas (ROBERFROID et
al., 1993; HEWITT, 1994; ROBERFROID, 2005).

A inulina e seus produtos de hidrélise (FOS) sao pré-bidticos.
Estes polimeros induzem mudangas no epitélio do célon estimulando
a proliferagao das criptas, aumentando a concentracao de poliaminas,
mudando o perfil das mucinas e modulando as fungdes enddcrina e
imunoldgica (ROBERFROID, 2005). Além disso, sao carboidratos de

baixa caloria, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Valor calérico de diferentes componentes
alimentares (PARK, 2002)

Valor Calérico (kcal/g)

Inulina 1,5
Acucar 4,0
Triacilglicerdis 9,0

Verificou-se que inulinas aumentam a absorcao de calcio e
magnésio. Diferentes inulinas apresentam provavelmente diferentes
respostas bioldgicas, sendo considerado o produto mais ativo as
inulinas enriquecidas de oligofrutoses. Polimeros que apresentam
menos de dez unidades de frutose sao denominados
frutooligossacarideos ou oligofrutose, sendo utilizados como
adocantes. Aqueles que apresentam mais de dez unidades nao
apresentam sabor doce, sendo usados apenas para melhorar a
textura dos alimentos em substituicdo as matérias graxas
(ROBERFROID & DELZENNE, 1998; LOBO, 2004). A Tabela 3 mostra
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a estrutura geral e o GP de inulinas de fontes naturais e sintéticas,

presentes na dieta humana.

Tabela 3: Frutanos da dieta: nome, origem e estrutura geral
(LOBO, 2004)

Estrutura Quimica
Nome Origem Férmula Geral (GP,)?
Inulinas (INU) Planta (Chicorium Gpy Fn 2-70 (média
intybus) 10-20)
Oligofrutose Hidrolise parcial de Gpy Fn + Fpy Fn 2-10 (media 5)
(OFr) INU
Frutano Sintese enzimatica a Gpy Fn 2-4 (media
sintético (SFr) partir da sacarose 3,5)

8GP: grau de polimerizagdo; n: numero; INU: inulina nativa de chicédria; Gpy Fn: a-D-
glicopiranosil-[B-D-frutofuranosil],.;-D-frutofuranose; F,, F,. p-D-frutofuranosil-[D-
frutofuranosil] ,.;-D-frutofuranose; OFr: oligofrutose produzida por hidrolisato
enzimatico parcial de inulina de chicdria; SFr: frutanos sintéticos produzidos por
sintese enzimatica a partir da sacarose

Uma série de estudos com animais demonstraram que frutanos
tipo inulina afetam o metabolismo de lipideos diminuindo a
triglicidemia e a colesterolemia, pela reducdo de particulas de VLDL
no plasma. Iniumeros trabalhos mostram que a inulina reduz o risco
de cancer de célon e de intestino grosso (KOK et al.,1996).

No Brasil ainda nao existe producao de inulina em nivel
comercial, porém varias instituicoes de pesquisa tém se dedicado ao
desenvolvimento de metodologias que garantam a producao
comercial desta substancia, ndao sendo mais necessaria realizar a sua
importacao.

A inulina pode ser hidrolisada para obtencao de frutose, pois
apresenta um teor muito elevado deste mon6mero (cerca de 94% de
frutose). Na hidrélise acida ocorre caramelizacdo e baixo rendimento
de reacao com formacao de substancias indesejaveis os quais tornam

o produto de baixo valor comercial. Estes aspectos tém motivado
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diversos pesquisadores na busca de outras formas de hidrdlise da

inulina para a producgao de frutose (LOBO, 2004).
2.3. Propriedades Bioldgicas da Frutose

Frutose ou levulose € um monossacarideo levorrotatorio,
isbmero da glicose, de composicao quimica Ce¢Hi206. Embora seja
uma hexose, geralmente se apresenta como um anel de cinco
membros do tipo furanose (hemiacetal) (IBRAIM et al., 2006) (Figura
2).

Foi isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-de-
acucar (WANG,1981). E encontrada em muitos alimentos e é um dos
trés acucares mais importantes do sangue, juntamente com a glicose
e a galactose. Mel, frutas e algumas raizes de vegetais contém
frutose usualmente em combinagao com glicose formando a sacarose.
Frutose pode ser, portanto, derivada da hidrdlise da sacarose por
glicosidases especificas durante a digestdao. A frutose é encontrada
como componente de varios alimentos, sendo o mel o que apresenta

a maior concentracao deste monossacarideo (Tabela 1).

Figura 2: Férmula estrutural da frutose

Ha muitos estudos sobre as vantagens do uso de frutose na
dieta dos humanos e animais e na preparacao de alimentos
industrializados. E muito bem tolerada por pacientes diabéticos, uma
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vez que dgrande parte da frutose ingerida é fermentada pelas
bifidobactérias intestinais e a porcdo absorvida, uma vez na corrente
sanguinea, nao necessita da insulina para ser transportada para o
figado ou tecidos periféricos. Por estas peculiaridades metabdlicas a
frutose é recomendada como adocante alternativo pela OMS
(Organizacao Mundial de Saude) O uso de frutose na dieta de
diabéticos foi preconizada desde 1893, quando Minkowski observou a
independéncia da frutose em relacdo a insulina para a sua
metabolizagdo (AKGUN & ERTEL, 1980 ; PESSOA-JR & VITOLO,
1999).

Pessoni e colaboradores (2004) avaliaram a acdo da frutose
obtida da inulina de Vernonia herbaceae sobre o nivel de glicose
plasmatica de ratos diabéticos. Os autores verificaram que ndo houve
mortalidade entre os animais tratados, ocorrendo reducdo em média,
de 46% dos niveis de glicose plasmatica dos animais tratados,
quando comparados com o controle.

A frutose pode ser usada por pessoas que desejam perder
peso, pois apesar de apresentar o mesmo valor caldrico da sacarose
(16 kJ ou 4 kcal/g) é ingerida em menor quantidade, pois tem poder
adocante de 1,2 a 1,8 vezes maior do que a sacarose (CRUZ, 1998;
ObtidoPESSOA-JR & VITOLO, 1999 ; BARREIROS, 2005).

Entre outras vantagens do uso de frutose na alimentagao
humana, pode-se citar: aumento da absorcao de ferro, calcio e
magnésio em criancas (PESSOA-JR & VITOLO, 1999; LOBO, 2004);
favorece a remocdo do etanol do sangue dos alcodlicos (PESSOA-JR &
VITOLO, 1999) e nao apresenta problemas de cristalizacao como a
sacarose (PESSONI et al., 2004).

A principal desvantagem da frutose para humanos esta
correlacionada ao consumo excessivo deste monossacarideo, que por
saturacdo da via glicolitica, leva a formacao de elevadas quantidades
de acetil-CoA, o que aumenta a biossintese de acidos graxos,
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provocando acumulo de triacilgliceris no tecido adiposo
(HALLFRISCH, 1991; LEHNINGER, 2002). No entanto, este desvio
metabdlico que culmina em aumento da gordura corporal é
igualmente provocado pelo consumo de sacarose e glicose, nao
sendo, portanto um processo desencadeado unicamente pela frutose.
Para evitar o ganho de peso o consumo de frutose deve ser
rigorosamente controlado, assim como de outros carboidratos (BRAY
et al., 2004).

A frutose é um acglcar que apresenta grande importancia
comercial e ainda ndao é produzido comercialmente no Brasil. Nos
ultimos anos vem sendo largamente empregada como adogante em
bebidas, refrigerantes e frutas industrializadas.

Na década de 70, a separacao da frutose e da glicose a partir
de solucdes compostas por agucares invertidos foi conseguida por
meio da cromatografia de troca i6nica. A utilizacdo desse método
aumentou a producgao de frutose pura e diminuiu o seu prego. Ao
mesmo tempo, o isolamento de isomerases capazes de transformar a
D-glicose em D-frutose levou a introdugdao comercial de xaropes
derivados de amido, ricos em frutose (BARREIROS, 2005). A frutose
produzida comercialmente por isomerizagao da glicose do amido de
milho & um processo de alto custo o qual envolve trés etapas
enzimaticas usando a a-amilase, amiloglicosidase e glicose isomerase
(PESSONI et al., 2004). Nesta reacao o rendimento é insatisfatorio,
apresentando apenas 42% de frutose, 50% de glicose e 8% de
oligossacarideos, devido a ocorréncia da inibicdo da enzima
frutosiltransferase em meio acido (ZITTAN, 1981).

Outra fonte importante de frutose sao os polifrutanos do
tipo inulina. Esta pode ser hidrolisada em condicdes de pH acido (1,5)
e alta temperatura (entre 80 e 100°). Entretanto a frutose obtida por
este método é facilmente degradada, apresentando alteracao na cor e
ocorrendo formacdo de sub-produtos indesejaveis como o anidrido de
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difrutose o qual nao tem capacidade adocante (ZITTAN, 1981;
VANDAMME, 1983; GUPTA et al., 1994).

Uma alternativa é a obtencdo de frutose a partir da
hidrélise da inulina, em uma uUnica etapa, formando glicose e frutose.
Tal processo pode ser quimico ou enzimatico. A hidrélise enzimatica
da inulina oferece vantagens em relacdo a hidrélise quimica,
proporcionando um produto final organolepticamente desejavel, livre
de residuos quimicos e com melhores propriedades funcionais e
nutricionais (CABRAL et al., 2003). A producgao de frutose proveniente
da inulina requer o uso de hidrolases denominadas inulinases
(NAKAMURA, 1995; PESSONI et al., 2004).

2.4. Inulinases

Inulinase € o termo genérico para enzimas que hidrolisam
ligagOes glicosidicas do tipo B 2 -1 entre residuos de frutose ou entre
frutose e glicose, tendo portanto atividade invertasica. Podem ser do
tipo exo-inulinase (exo-D-frutosidase, EC 3.2.1.80) ou endo-inulinase
(2,1- D-frutano-fructanoidrolase, EC 3.2.1.7). Estas enzimas tém sido
amplamente investigadas como fonte para producao de xarope de
frutose, pela acdo da exo-inulinase ou pela acao sinergistica de exo e
endo-inulinase (ETTALIBI & BARATTI, 1987; AZHARI, 1989; ETALLIBI
& BARATTI, 2001, MILLER et al., 2006).

A acdo destas enzimas produz um conjunto de oligossacarideos,
comumente reportados como inulo-oligossacarideos (I0S), fruto-
oligossacarideos (FOS), oligofrutanas ou oligofrutoses. Os produtos
da hidrélise por endoinulinases incluem compostos do tipo Fn como
inulobiose (n=2), inulotriose (n=3) e inulotetracse (n=4) e
compostos do tipo GF(n), como sacarose (n=1), cestose (n=2),

nistose (n=3) e frutofuranosil nistose (n=4). A hidrolise completa da
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inulina por exo-inulinases resulta na formagao de glicose e frutose
(ROBERFROID, 2005).

Inameros trabalhos descrevem a presenca de inulinases em
plantas (SHIOMI, 1993; CARVALHO & DIETRICH, 1993; ENDE et al.,
2004), bactérias (KATO et al., 1999; GERN et al., 2000), fungos
(AZAHARI et al., 1989; CORDEIRO-NETO et al., 1997; Cruz et al.,
1998; KOCHHAR et al., 1999; ARAND et al., 2002; JING et al., 2003;
PESSONI et al., 2004) e leveduras (ROUWENHORST et al., 1988;
PESSOA-JR & VITOLO, 1999). Enzimas que degradam inulina foram
inicialmente purificadas a partir de plantas, mas as quantidades
obtidas eram insuficientes para serem exploradas comercialmente.
Por esse motivo, inulinases produzidas por microrganismos, que
podem ser induzidas pelas condicdoes de cultivo, tém recebido
especial atencao nas ultimas décadas.

Nas décadas de 70 e 80 foram concentrados esforcos na
purificacdo e caracterizacao de inulinases produzidas por leveduras
da espécie Kluyveromyces fragilis e do género Candida, e por fungos
dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium devido a alta
producao e atividade destas enzimas por estes microrganismos
(NEGORO & KITO, 1973; NAKAMURA & NAKATSU, 1977; MARUYAMA
& ONODERA, 1979; GROOT-WASSINK & FLEMING, 1980).

Pandey e colaboradores (1999) e Singh e Gill (2006)
elaboraram uma revisao minuciosa das principais fontes de inulinase
a partir de microrganismos. Os autores ressaltam uma vantagem
importante, que é a capacidade destes organismos em exsudar
enzimas para o meio de cultura, o que simplifica sua extracao e
purificacdo, diminuindo os custos de producdao. Além disso, muitos
microrganismos termofilicos e mesofilicos sao capazes de produzir
inulinases, suportando altas temperaturas, tornando-as atrativas para

uso comercial.
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A Tabela 4 mostra as propriedades de algumas inulinases
isoladas de microrganismos. Observa-se que as inulinases diferem de
forma consideravel quanto a massa molecular, inibicao por metais e
afinidade pelo substrato (Km). No entanto a maioria delas apresenta
pH 6timo entre 4,0 e 7,0 e temperatura 6tima em torno de 45°C.
Singh e Gill (2006) descrevem varios trabalhos onde foram realizados
seqglienciamentos de varias inulinases, a partir de genes clonados de
diferentes espécies de fungos e bactérias. Estes trabalhos mostram
gue existem varios motifs conservados entre as inulinases analisadas,
principalmente na extremidade carboxil e os residuos de aminoacidos

do sitio catalitico.

2.5. Imobilizacdo de Enzimas

A imobilizagdo de biocatalizadores consiste na fixagcdo ou
encerramento de uma enzima em suportes e tem sido utilizada como
ferramenta em pesquisa basica, processos industriais, métodos
analiticos, aplicacdes biomédicas ou na producdo de compostos de
elevado valor agregado, como, por exemplo, compostos quirais
(KOURKOUTAS et al., 2004). A vantagem de utilizacao de enzimas
imobilizadas em comparagcao com as mesmas em solucdo é o seu
confinamento a uma regiao restrita garantindo a retencao da
atividade catalitica, e assegurando a possibilidade da sua utilizagao
de forma repetida ou continua (ROSEVEAR et al., 1987; CAO et al.,
2004; HUMERES et. al, 1991; OLIVEIRA, 1983). Além disso, reacdes
catalisadas por enzimas imobilizadas sao mais facilmente controladas,
possibilitam a automacdao dos processos, diminuem os riscos de
contaminacgdo do produto com a enzima, entre outros (BICKERSTAFF,
1997; KRAJEWSKA, 2004).
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A escolha do suporte a ser usado nas reagdes de imobilizagcao
€ muito importante, alguns fatores como reatividade , morfologia ,
restricdes difusionais e custos foram levados em consideragao para a
escolha de um derivado de celulose . Enzimas como fosfatase alcalina
e bacteriana foram imobilizadas em CelXNB com sucesso como relata
(Silva ,1983 ; Dilkin,2003).

Esta metodologia tem sido aplicada a uma vasta gama de
biocatalizadores, abrangendo desde extratos enzimaticos purificados
a células inteiras de origem microbiana, tecidos vegetais ou animais.
A utilizagdo de enzimas isoladas conduz a obtencdao de niveis
elevados de atividade catalitica por unidade molar, especificidade

elevada e limitagao de reacdes secundarias (ROSEVEAR et al., 1987).
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Tabela 4: Propriedades de inulinases produzidas por alguns microrganismos (Pandey et al., 1999; Singh & Gill, 2006).

Fonte Massa pH 6timo | Temperatura | Ky (mmol/L) Atividade Inibicao por
Molecular otima especifica metais
(°C) (U/mg)
Fungos
Penicillium sp 60.000 4,5 50 1,12/0,47° - Ag*, Cu”
1,63/0,75°
Kluyveromyces fragilis 250.000 - 55 - - -
Fusarium oxysporum - 5,5-6,5 37,45 0,25/0,44%"° - -
(isoforma 1)
Alternaria alternata 55
Crtysopannorum sp 58.000 6,0-7,0 50 570° 150 -
Aspergillus sp 53.000 -- - -
Fusarium oxysporum 300.000 6,2 37 - 63,3 -
(isoforma 2)
Penicillium rugulosum 5,5-5,6 55 - - -
Aspergillus niger 70.000 5,0 50 0,48° 350 -
Panaeollus papillonaceus 60-65
Bactérias
Thermotoga maritima - - 90 - - -
Bacillus stearothermophilus - - 60 - - -
Bacilus subtilis - 6,0-7,0 45-50 - - Cu %*, Hg*+,
Ag*, Mg*, Co
2+’ Na*

Clostridium acetobutylicum - 4,8 - 0,012° - -

a: Ky para sacarose
b: Kv para inulina
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2.6. Métodos de imobilizacao de enzimas

A literatura propoe diferentes tipos de classificacao de
métodos de imobilizacdo de enzimas, um dos quais é apresentado a

na Figura 4.

[ Método de imobilizacdo de enzimas ]

[ Aprisionamento ] [ LigacGes J

Gel J [ Fibras ] [Microencapsulamento} [ Ligado ao Suporte ] [ Ligagdes cruzadas ]

Ligacdo I6nica

Lig. Covalente

Lig. comMetais

Figura 4: Métodos para a imobilizacdo de biocatalizadores
(WISEMAN ,1985)

2.6.1. Ligagao a um suporte

A imobilizacdo de uma enzima em um suporte insoluvel é
o método mais antigo e o que mais prevalece entre os métodos
(YOUNG, 1986). Ela pode ser subclassificado em adsorcdo fisica,

ligagdo idbnica com metais e ligacao covalente. Os materiais utilizados
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como suporte podem ser organicos ou inorganicos, naturais ou
sintéticos, variando apenas a metodologia e o tipo de ligacao pela
qual a enzima serd imobilizada. O suporte ideal para uma dada
aplicacdo é aquele que pode aumentar a interacdo com o substrato,
diminuir a inibicdo, alterar o pH aparente 6timo para um valor
desejado, ndo propiciar crescimento microbiolégico e ser facilmente
recuperado para a reutilizagao (WISEMAN, 1985).

Para uso em reator, o suporte deve ser estavel na solugao
e nao deteriorar sob as condigbes de reacao. Para uso em reatores de
leito fixo, deve ser mecanicamente rigido e apresentar baixa
compactacdo em altas velocidades de fluxo. Em aplicagdes médicas, a
enzima imobilizada nao pode provocar respostas imunoldgicas,
devendo ser biocompativel (WISEMAN, 1985).

2.6.1.1. Ligacao covalente com o Suporte

A técnica mais intensamente estudada é a formacdo de
ligagao covalente entre a enzima e a matriz-suporte (WISEMAN,
1985). Quando se tenta selecionar o tipo de reagao pelo qual uma
dada proteina deve ser imobilizada, a escolha é limitada por duas
caracteristicas:

a) A reacao deve ser realizada sob condicdes que nao causem

perda da atividade enzimatica:

b) O sitio ativo da enzima ndo pode ser afetado pelos
reagentes utilizados. Os grupos funcionais das enzimas
tomam parte na ligacao podendo ter os seguintes grupos
funcionais: amino, carboxila, sulfidrila, imidazol, fendlico,
tiol, treonina e indol.

As condicOes para imobilizacao por ligacoes covalentes sao
muito mais complicadas e menos amenas do que nos casos de

adsorcdo fisica e ligacao ionica. Portanto, a ligacao covalente pode
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alterar a estrutura conformacional e o centro ativo da enzima,
resultando em maior perda de atividade e ou mudangas no substrato.
Entretanto, a forca de ligagdo entre a enzima e o suporte é muito
mais forte, ndo ocorrendo perda de enzima mesmo na presenca de
um substrato ou de uma solugao com forga ionica alta.

A fixagao covalente a uma matriz-suporte deve envolver
somente grupos funcionais da enzima que nao sao essenciais na agao
catalitica. O sitio ativo da enzima nao pode ser impedido, de modo tal
que exista um amplo espago entre a enzima e o suporte. Altas
atividades resultam da prevencao de reacao de inativagao com
residuos de aminoacidos dos sitios ativos. Um nimero de métodos de
protecao tem sido planejados, tais como:

a) Fixacao covalente da enzima na presenca de um inibidor
competitivo ou de substrato.

b) Um complexo reversivel ligado covalentemente enzima-
inibidor.

c) Uma enzima soluvel quimicamente modificada, cuja ligacao
covalente com a matriz é obtida por meio de novos
residuos incorporados.

d) Um precursor zimogénio (inativo).

2.7. Celulose como suporte solido para imobilizacao de

enzimas

A celulose é uma fibra vegetal composta de residuos B-D-
glicose unidos por ligacdes B1,4 que interagem através de pontes de
hidrogénio (HEINZE & LIEBERT, 2001). E o carboidrato mais
abundante em plantas, mas também ocorre em algas e algumas
bactérias (YOUNG, 1986). E o componente estrutural primario das
paredes celulares das plantas e responsavel por cerca da metade do

carbono da biosfera. Estima-se que a quantidade de celulose
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sintetizada e degradada anualmente seja da ordem de 10'° Kg
(JARVIS, 2003).

Comercialmente, as duas fibras celuldsicas mais importante
sdao a polpa de madeira e algodao, constituindo, respectivamente, a
base das industrias de papel e celulose, e téxtil. (YOUNG, 1986;
ROSEVEAR & KENNEDY, 1987). Por ser um material abundante,
proveniente de uma fonte de biomassa renovavel e apresentar boas
propriedades mecanicas e quimicas, a celulose € um polimero
versatil, apresentando uma grande variedade de derivados e
aplicagdes (HEINZE & LIEBERT, 2001).

A celulose é um polissacarideo com a formula (CeH1005)n
formado por unidades B - D - anidroglucopirandsicas, que se ligam
através dos carbonos 1 e 4, dando origem a um polimero linear. Na
molécula de celulose, cada unidade anidroglucopirandsica contém
trés grupos hidroxilas livres, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, havendo
uma tendéncia a formar pontes de hidrogénio intramoleculares (entre
as unidades monoméricas da mesma molécula) e intermoleculares
(entre unidades de moléculas adjacentes) (RYDHOLM, 1985).

CH, OH CH,OH OH
H 0, oH H . o H

H OH H

H E— - OH H H

OH o o

O0H H H H o
H  OH
H  OH CH, OH

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura da

celulose.

Por aplicacdo de métodos fisicos como osmometria,
ultracentrifugacao e viscosimetria, obtiveram-se para a celulose
pesos moleculares entre 250.000 e 1.000.000 ou mais. De um modo
geral, nao se pode determinar um peso molecular uniforme e definido
a compostos poliméricos, pois estes compostos sdo polidispersos, isto
é , as moléculas de um polimero, como a celulose, apresenta
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diferentes tamanhos . Porém o grau de polimerizacdo médio (DP),
que é o peso molecular médio do polimero dividido pelo peso
molecular da unidade monomérica, varia de 4.000 a 5.000, o que
corresponde a um peso molecular médio entre 650.000 e 800.000
g.mol* (RYDHOLM, 1985). Além de estar relacionada com o peso
molecular médio, a distribuicdo dos pesos moleculares influencia em
diversas propriedades de polimeros tais como, tenacidade, mddulo de
relaxacao, resisténcia a tracao, deformacdo e capacidade de fiacdao
(BILMEYER, 1984).

Celulose de diferentes origens e tratamentos apresentam
diferentes graus de cristalinidade, segundo estudos de difracao de
raio X (WADA et al.,2004 ; ISOGAI & ATALL, 1998). Estimativas das
proporcoes de material cristalino e material amorfo mostram que a
porcentagem de cristalinidade varia entre 50 e 90%. A reatividade da
celulose depende dessa porcentagem, porque as hidroxilas de regides
cristalinas, por estarem formando ligagdes de hidrogénio, apresentam
menor acessibilidade a reagentes do que as de regides amorfas
(ISOGAI, & ATALL, 1998 ; RYDHOLM ,1985).

As propriedades fisicas e a reatividade da celulose
dependem diretamente da distribuicao do peso molecular, do grau de
polimerizacdo e da estrutura supermolecular do polimero. Mesmo
apresentando uma grande polaridade devido aos grupos hidroxila,
somente uma fracdo limitada do polimero estara disponivel para
interagir com o0s reagentes. Portanto, a maioria das hidroxilas e
grupos acetais estardao inacessiveis aos reagentes, a menos que a
estrutura supermolecular seja modificada por tratamento com
agentes que expandam a estrutura da celulose, rompendo as ligacoes
de hidrogénio, tais como solucdes de acido ou base forte, ou que
transformem as regides cristalinas em regides amorfas, como a
amonia (CHAPLIN, 2004; YOUNG ,1986; RYDHOLM, 1985; OLIVEIRA,
1995).
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Os grupos hidroxilas reagem com agentes de adicao,
substituicdo e oxidagdo e os grupos acetais sofrem hidrolise tanto em
meio acido como em maio basico. Os grupos aldeidos terminais
podem ser reduzidos a alcool, oxidados a &cido carboxilico ou
rearranjados sob influéncia de alcalis para formar grupos alcool ou
acido carboxilico terminais. Pode também ser feita a grafitizacao da
cadeia polimérica, formando copolimeros de celulose (RYDHOLM,
1985; CZAJA et al.; 2006).

A celulose mercerizada é denominada de soda celulose,
formada através da reacao da celulose com o hidréoxido de sédio. A
mercerizagcao ocorre em uma concentracao bem definida e completa-
se em um intervalo de 2% (m/v) de NaOH. A temperatura ambiente,
este fendOmeno ocorre até 10% (m/v) de NaOH. A expansao
intermicelar ocorre preferencialmente na fase amorfa do polimero,
isto €, nas regides mais desordenadas do material enquanto a
expansdo intramicelar ocorre nas regides cristalinas, onde havera
guebra das ligacdoes de hidrogénio e mudanca da estrutura cristalina
necessitando para isso uma maior concentragao de alcalis (RYDHOLM,
1985; CZAJA et al., 2006).

2.7.1. Xantato de Celulose

O xantato de celulose estd presente no processo de
obtencao da celulose regenerada, que recebe o nome comercial de
viscose, sendo este o seu principal produto . A celulose regenerada é
a fase intermediaria para a dissolugao da celulose, que é um processo
guimico que foi desenvolvido no final do século XIX (RYDHOLM,
1985). O xantato de celulose também pode ser usado para fornecer
maior agregacao as particulas do solo, estabilizando-as e evitando
processo de erosao (MARCONCINI, 2000). Outras aplicagdes incluem

suporte para imobilizagao de enzimas, como material de partida na
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sintese de ésteres xanticos, na complexacao com metais, na flotacao
de minérios e na eliminagdo de metais pesados de residuos quimicos
(KENNEDY, 1975).

A formacao de ésteres xanticos de celulose é realizada
através do tratamento da celulose com dissulfeto de carbono (CS,)
em meio alcalino formando o xantato de celulose (CelX) (OLIVEIRA,

1983; ADACHI, 1997; SILVA, 1995). (Esquema 3)
S

A

Cd — oy + CS, , NaOH —— Cd o] ¢

\

S'Na*

ESQUEMA 3

Porém, ha indicacdes de que o dissulfeto de carbono nao é
propriamente o reagente, mas sim a sua forma hidratada, CS,. H,O
ou HOCSSH. Por esse fato, a xantacao da celulose mercerizada é
dificultada em altas concentracdes de hidréxido de sddio, apesar da
maioria dos éteres de celulose ocorrerem nesta condicdo, pois havera
poucas moléculas de agua livres na reacdo. Paralelamente ocorre a
hidrélise do agente de xantacdo, levando a ions biditiocarbonatos,
que reagem novamente formando sulfeto, carbonato, tritiocarbonato,
entre outros ( OLIVEIRA ,1983; SJIOSTRON, 1981; ADACHI, 1997).

Em contraste com os éteres de celulose, o xantato de
celulose ndo é estavel em solugdes alcalinas. A acetilagdo e a
xantacdo sao reacdes controladas por equilibrio, enquanto as
esterificacbes normais tém controle cinético. Portanto, no processo da
viscose, ha a hidrélise continua e rexantacdo, ambas causando uma
distribuicdao mais uniforme dos grupos xantato e diminuindo
continuamente o grau de substituicdo devido as reacdes paralelas.
Devido a estas instabilidades, os xantatos s3ao usados como

intermedidrios na manufatura de diferentes tipos de celulose
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regenerada no processo da viscose. A regeneracao consiste na
hidrélise acida do éster xantico catalisada por zinco, obtendo-se
celulose com menor peso molecular que a inicial, como mostra o
Esquema 4 (LICKLIDER, 1995).

S
Zn
Cd———o———{¢7 + H _—— 5 Ce-OH + CS, + Na'
S Na*t
ESQUEMA 4

Na sintese de ésteres xanticos de celulose, ocorre a reagao do
xantato de celulose com haletos (RX) obtendo-se desta forma o éster
xantico (Esquema 5) (OLIVEIRA, 1983; LABROU, 1995).

ESQUEMA 5

Dentre o0s xantatos, o p-nitrobenzil xantato de celulose
apresenta caracteristicas fisicas e quimicas apropriadas e além de ter
um baixo custo. Tem sido extensamente utilizado como suporte
para imobilizacao de enzimas, tais como: a-amilase, fosfatase
alcalina e albumina de soro bovino (OLIVEIRA, 1983).

Tendo em vista os beneficios do uso de inulina e frutose na
alimentagdao humana, e devido ao alto valor comercial dos xaropes
concentrados de frutose ( high fructose corn syrups — HFCS ) obtidos
a partir da isomerizagao da glicose em frutose (GODFREY, 1996) ou
pela hidrélise enzimatica da inulina, este trabalho teve por objetivos
a imobilizacao de uma inulinase produzida por Aspergillus niger em

suporte de xantato de celulose. Além disso, objetivou-se avaliar a
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qualidade do suporte, realizar comparacdes entre a enzima em
solucdao e imobilizada, e testar diferentes métodos de quantificacao
de frutose.

Neste trabalho foram utilizados duas fontes de inulina, a
comercial e outra extraida de raizes de Sterculia chicha , uma espécie
nativa do cerrado , largamente distribuida nos ecossistemas do Mato
Grosso do Sul. Em estudos anteriores observou-se que esta espécie é
capaz de acumular grandes quantidades de inulina, podendo ser
potencialmente utilizada como fonte de inulina para diversos
propdsitos, na induUstria, aumentando o valor agregado da
biodiversidade do nosso estado (OLIVEIRA, 1983).
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3. OBJETIVOS

¢ Obter o p-nitrobenzil xantato de celulose (CelXNB) com grau de

substituicado (GS) que permita a imobilizacdo da inulinase.
¢ Imobilizar a inulinase em CelXNB.

¢ Extrair os polifrutanos inulinicos de raizes de Sterculia chicha
para ser usada como substrato da inulinase em solugcdo e

imobilizada em CelXNB.

¢ Comparar a eficiéncia da producao de frutose pela enzima
imobilizada em CelXNB e em solugdo, utilizando, como
substrato os polifrutanos inulinicos de raizes de Sterculia chicha

e o0s adquiridos comercialmente.

¢ Determinar o numero de ciclos de reutilizacdo da enzima

imobilizada com os diferentes substratos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Equipamentos e Reagentes

Os espectros de absorgao foram obtidos em um
espectrofotbmetro UV/VIS da marca HITACHI, modelo U-3000. As
medidas foram feitas em cubetas de vidro ou quartzo. Para a reacgao
de imobilizacao das enzimas foi usado um agitador da marca
Certomat modelo MO II.

As reacOes de hidrélise enzimatica e a secagem das raizes
foram realizadas em uma incubadora com agitador mecéanico, da
marca Certomat modelo BS - 1.

As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro marca
Schott modelo Titrolife Alfa. A microscopia eletronica de varredura
(MEV) foi realizada em um microscépio da marca JEOL, modelo JSM -
6380 LV. As regressoes lineares foram realizadas com o auxilio do
software Microcal Origin versao 6.0.

Para as medidas volumétricas foram usadas micropipetas da
marca Oxford. A agua utilizada foi destilada, desmineralizada e
guando necessario desoxigenada. Todos os reagentes empregados
foram de marcas tradicionais e de Grau PA, sem purificacdo prévia,
com excecgao da n-butilamina, que foi previamente destilada.

A enzima inulinase [EC 3.2.1.7] (endoinulinase) (DERYCKE,
1984) foi isolada de culturas de Aspergillus niger. O substrato inulina,
obtida de tubérculos de dalia (Dahlia pinnata) foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. Utilizou-se também polifrutanos inulinicos
proveniente da planta Sterculia chicha, extraida conforme método
descrito por Silva (1996).
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A solugdes tampao carbonato (pH 11) e acetato (pH 4,5) foram
preparadas no laboratorio e usadas logo apdés o seu preparo, ou
guardadas a 5°C até o momento do uso.

Para quantificacdo da frutose pelo método enzimatico foi
utilizado o “kit assay fructose”, comercializado pela Sigma Chemical
Co.

4.2- Sintese do suporte p-nitrobenzil xantato de celulose
(CelXNB)

Aproximadamente 50 g de tecido de algodao foi tratado com
uma solucdo de HCl 1,0 M e submetidos a agitagdo mecanica durante
3 h. Em seguida o tecido foi lavado varias vezes com agua destilada e
secado em estufa a 40°C durante 24 h, para retirada das impurezas
do processo de fabricagdao. O tecido foi cortado em pedacgos
quadrados de cerca de 10 cm de lado.

Para a obtencao da soda celulose, conforme mostra o Esquema
6, tomou-se um destes pedacos de tecido e este foi agitado
mecanicamente a 250 opm (oscilagdbes por minuto) por 4h

juntamente com 200 mL de solugao de NaOH 3,0 M.

Cel — OH —» Cel —0O Na*
Celulose Soda Celulose
ESQUEMA 6

A 15 mL de dissulfeto de carbono foram adicionados 100 mL de
acetona pura. A mistura foi submetida a agitacdo mecanica a 250
opm, por mais de 3 h. Ao final obteve-se uma solugao de coloracao

alaranjada. A reacao de formacao do xantato de celulose (CelX),
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mostrado no Esquema 7, se da quando se descarta aproximadamente
50% da solucao de NaOH 3,0 M e ao restante adiciona-se solugao de
CS,; 2,5 M.

s
CS, /
O Na* Cel (@) C

Soda celulose CelX \S Na*

Ce

ESQUEMA 7

O Cel X foi adicionado a um erlenmeyer contendo o haleto
(brometo de p-nitrobenzila) 46,6 mM dissolvido em 100 mL de
acetona (Esquema 8). A mistura permaneceu sob agitacdo mecanica
a 250 opm, por 45 h. O p-nitrobenzil xantato de celulose foi separado
por filtracdo a vacuo e lavado varias vezes com agua desoxigenada
gelada, etanol gelado e éter gelado. Foi adicionada a agua gelada
algumas gotas de HCI 0,1 M para eliminacao dos grupos xantatos que
nao foram esterificados. O xantato de celulose (CelXNB) foi secado a
pressao reduzida sob silica gel dessecante (MARCONCINI, 2000).

/ 7

Haleto
Cel (0] C

S'Na* \\
Celx S CH, \ /
CelXNB

ESQUEMA 8

Cel

(0]
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4.3. Determinacao do Grau de Substituicdo (GS) do CelXNB

Para a determinacao do GS, massas de 13,68; 22,48; 31,39;
43,27; 56,23 e 62,79 mg de CelXNB foram colocadas em frascos de
vidro com tampa de borracha, os quais continham 5,0 mL de solucao
tampao carbonato 0,05 M, pH 11,0 10% (v/v) de etanol aquoso e 1,0
mL de solugdo aquosa de n-butilamina 1,0 M. Com auxilio de uma
agulha passou-se gas nitrogénio por 10 minutos, a fim de expulsar o
gas oxigénio evitando oxidagdes. Os frascos foram vigorosamente
agitados mecanicamente a temperatura ambiente por 20 minutos,
retirando-se amostras periodicamente para analise. As absorbancias
foram lidas a 285 nm até o valor constante. O valor de nygr foi obtido
a partir do grafico da absorbancia em 285 nm versus massa de
CelXNB (MARCONCINI, 2000).

4.4. Extracado de Inulina de Raizes de Sterculia chicha A. St. Hil.

(Malvaceae)

As raizes de Sterculia chicha foram coletadas no Municipio de
Trés Lagoas MS em 16/04/2006. O material vegetal foi lavado com
agua corrente, descascado, fatiado e secado em incubadora BS-1, a
50°C, por 48h. Apdés a secagem, o material foi triturado em um
almofariz até a obtencdo de um pd fino de aspecto parcialmente
homogéneo.

A extracdo da inulina das raizes da Sterculia chicha foi
realizada pelo método de extracao por difusdao a quente descrito por
Silva (1996). Para tanto, 1g de raizes pulverizadas foi tratada com
150 mL de etanol 98% durante 10 dias a 70°C, sob agitacao de
250 opm. Apds este periodo o material foi filtrado e a solugao
resultante foi evaporada sob pressao reduzida. Ao soluto foram

adicionados 150 mL de agua destilada e novamente submetido a
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agitacdo, a 250 opm, a 70°C, por mais 10 dias. Apds nova filtracao,
os solventes (agua e etanol) foram misturados e concentrados a
pressao reduzida.

O produto final decorrente da extracdo com etanol e da
extracdo com dagua apresentou uma aparéncia semelhante a uma
goma de cor marrom escuro e cheiro adocicado. Esta goma foi

considerada como extrato bruto de inulina de Sterculia chicha.

4.5. Métodos para quantificacao da frutose

4.5.1. Método de Taylor

Para avaliacao da quantidade de frutose total da goma de
Sterculia chicha, um dos métodos utilizados foi proposto por Taylor
(TAYLOR, 1995). Massas de 10,79; 17,17 e 10,01 mg de goma da
Sterculia chicha foram pesadas e colocadas em tubos de ensaio
contendo 2,8 mL de uma solugao aquosa de H,S04 75% (V/V) e 0,1
mL de solucdo aquosa de cisteina a 2,5% (V/V) .

Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 459 C por 10
minutos e adicionando-se, em seguida, 1,0 mL de solugao aquosa de
triptofano contendo HCI 0,1 M. Como relata Taylor o triptofano em
presenca de acgucares redutores em meio acido forte apresenta uma
coloracdo vermelho purpura. Apds permanecer por 20 minutos em
repouso a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas em
518 nm em espectrofotobmetro U-3000, até valor constante. A massa
de frutose total foi calculada utilizando-se uma curva de calibracao
onde para a sua construcao foram realizadas leituras da absorbancia

em 518 nm de aliquotas de solugcbes de frutose pura em
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concentragoes crescentes, nos valores de: 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5

mg/mL.

4.5.2. Método de Seliwanoff

Amostras do extrato bruto da Sterculia chicha foram
adicionadas a tubos de ensaios nos quais continham o reagente de
Seliwanoff. Para a obtencao deste reagente dissolve-se 0,05g de
resorcina em 100 ml de HCI (1:2), esta solugdao em presenca de
frutose da uma coloragao vermelha (SELIWANOFF, 1887).

4.5.3. Método de Somogyi e Nelson

Neste trabalho também foi utilizado o método de Somogyi e
Nelson (SOMOGYI, 1945) para dosagem de agucares redutores. O
mesmo tem como principio a reducdo dos glicideos redutores
aquecidos em meio alcalino que se transformam em enodidis. Estes
reduzem o ion cuprico presente a cuproso. O 6xido cuproso assim
formado reduz a reacao arsénio-molibidico a éxido de molibdénio de
coloracao azul cuja intensidade de cor é proporcional a quantidade

de acucar redutor presente na amostra.
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4.5.4. Método Enzimatico

O método enzimatico utilizado neste trabalho foi descrito por
Campuzano et al. (2003) e comercializado pela Sigma Chemical Co.
(cédigo FA-20). Os fundamentos deste método serdo detalhados

posteriormente.

4.6. Imobilizagdo da Enzima Inulinase

Quantidades de CelXNB, cada um com massa aproximada de
35,55; 31,66 e 22,72 mg, foram colocados em frascos de vidro com
tampa de borracha no qual continha 13,56 mg de inulinase
comercial dissolvida em 10 mL de solucao tampao acetato pH 4,5,
0,05 M .Este material foi tratado com gas nitrogénio por 10 minutos,
para evitar a oxidacdo e ativar a superficie do suporte ( CABRAL et
al., 2003). A mistura foi agitada por 72h, a temperatura ambiente,
para aumentar a eficiéncia da interacao covalente entre enzimas e
suporte, pois se trata de uma reagdo que ocorre numa interfase
solido-liquido.

Cessada a agitacao as amostras do conjunto suporte-enzima
imobilizada, foram lavados em funil de Blichnner, com solugao
tampdo acetato pH 4,5 e com agua destilada ambas geladas, para
remocao das moléculas de inulinase que nao foram imobilizadas nas
fibras de xantato. Este material foi acondicionado em tampao acetato

pH 4,5 a 5°C até o momento do uso.
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4.7. Atividade da enzima inulinase em solucdo e imobilizada

em suporte CelXNB

Os ensaios enzimaticos foram realizados, utilizando-se como
substrato inulina comercial ou polifrutanos inulinicos extraidos de
raizes de Sterculia chicha. A massa de inulina comercial foi de 3,3 mg
(em presenca de 1,8 mg de inulinase) e a massa dos polifrutanos
inulinicos de Sterculia chicha foi de 8,8 mg (em presenca de 1,5 mg
de inulinase). Ambas as massas foram diluidas em 10 mL de tampao
acetato pH 4,5, 0,05 M (ROUWENHORST et al., 1988) e aquecidas a
80°C para completa homogeinizacdo dos polissacarideos (HOEHN et
al., 1983). Os ensaios foram realizados com a inulinase comercial em
tampao acetato ou com a inulinase comercial imobilizada no suporte
CelXNB -enzima . Como controle foram preparados os mesmos meios
de reacdo na auséncia de inulinase.

Os diferentes substratos com as enzimas em solugao foram
incubados (incubadora certomat BS-1) por trés horas, a 50°C, sob
agitacao (100 opm) (ROUWENHORST et al., 1988). Para os ensaios
com a enzima imobilizada foram repetidas as mesmas condicoes,
exceto o tempo de incubacao que foi de 72h. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

Apds a incubacdao, com auxilio de uma micro pipeta, retirou-se
uma aliqguota de 0,1 mL da mistura de reacdao e foi realizada a
guantificacao de frutose liberada pelo método enzimatico descrito no
item 4.5.4 (CAMPUZANO et al., 2003).

4.8. Ciclos de catalise da enzima imobilizada

A eficiéncia da imobilizacdo enzimatica foi avaliada através do

numero de ciclos que o conjunto enzima/suporte hidrolisou os
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substratos (inulina comercial e os polifrutanos inulinicos extraidos da
Sterculia chicha) liberando frutose. Apds cada ciclo, o conjunto
suporte-enzima foi lavado exaustivamente com agua e tampdo de
ensaio. Repetiu-se os procedimentos descritos no item 4.7, para
verificar a eficiéncia da enzima imobilizada, uma vez que uma das
grandes vantagens do processo de imobilizacdo é a estabilidade do

sistema.

4.9. Verificagdo da resisténcia do suporte

O CelXNB apds o final dos ciclos de reutilizagdo foi secado em
pistola de Abderhalden e imediatamente pesado, para verificar se
houve perda de material na reacao de imobilizacdo e hidrdélise da

inulina.

4.10. Analise da micro-estrutura do suporte CelXNB em M E V

Foram feitas imagens em microscopio eletronico de varredura,
do suporte de celulose na presenca e na auséncia de inulinase,
buscando-se informagdes sobre as possiveis alteracdes na micro-
estrutura da celulose quando estes catalisadores permanecem

covalentemente ligados as fibras do suporte.

As andlises no MEV foram feitas no Laboratoério Multiusuario de
Analises de Materiais -FINEP-CT-INFRA/UFMS, pela Dra. Angela A.
Sanches Tardivo Delben, do Departamento de Fisica da UFMS. Para a

realizacdo da microscopia eletrénica de varredura e microanalise em
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microscopio da JEOL-JSM 6380-LV as amostras receberam uma
camada condutora de ouro no equipamento de sputtering PELCO -
desk III. A voltagem de aceleragdao consta das micrografias e da
microandlise foi de 15 kV. As amostras foram previamente
desidratadas em seguida metalizadas a vacuo, e depois colocadas em

argbnio em baixa pressdo para aumentar a eficiéncia da metalizagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Grau de substituicdo do CelXNB

O grau de substituicao (GS) é o numero de grupos xantatos
introduzidos em cada 100 unidades anidroglucopirandsica da celulose
(OLIVEIRA 1983; HUMERES, 1998). Foi calculado através da equacao

2 , mostrado no esquema 9.

GS=1,62.10% . nner ()
Onde:

¢ 1.62.10* é a massa molar de 100 unidades
anidroglucopirandsicas.
¢ n Nt € 0 nUmero de mols de p-nitrobenziltiol (NBT) liberados

por grama de CelXNB na reacao de amindlise.
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n-butilamina CelTCB \

NH,

NH (CHy)
+ —_—
HS CH2 _N02
NBT \ /

(ESQUEMA 9)

CHs

Considera-se que o numero de moles do p-nitrobenziltiol (tiol)

liberados na equacdo acima é igual ao nimero de grupos xantatos

introduzidos na fibra. Na reacdo de amindlise uma molécula de NBT é

liberada para cada grupo xantato introduzida na celulose. A reagao

entre CelXNB e n-butilamina tem como produto um composto sélido

chamado de celulose tionocarbamato ( CelTCB). Desta forma foi

possivel calcular o GS do CelXNB uma vez que o numero de mols de

NBT liberados pode ser medido por meio do grafico apresentado na

Figura 6.
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Figura 6: Diagrama de absorbancia em 285 nm versus massa (g) de
CelXNB.

Uma amostra de CelXNB de massa m quando reage com n-
butilamina libera nt mols de NBT no tubo de reagao. Obtendo-se os

valores de nt para diversas amostras de CelXNB de massas

diferentes calcula-se Nygr = Ant /7 Am. Pela lei de Lambert-

Beer, a absorbancia no tubo de reacao é dada pela Equacéo 3.

Ry
AT= b'€285 [NBT] = b.fzgg V—
T

)
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Onde:
At = absorbéancia no tubo de reacao
b= caminho 6tico
€285 = absortividade molar do p-nitrobenziltiol lida em 285
nm
[NBT] = concentragcao de p-nitrobenziltiol no tubo de reacao
V1 = volume no tubo de reagao

nt = NUmero de mols

Das condicdes experimentais, Ar=Am=A2s5.Vc/Vm. Substituindo

esta relacdo em (3) e isolando-se nt obtém-se a Equacéo 4.

- [ Vr. Ve ] Mz&a]
T lepgs Vbl L Am

@)
Onde:
Asgs = absorbancia da amostra em 285nm
V¢ = volume na cubeta
Vm = volume na micro seringa

Substituindo a equacgao 4 na definicdo de ?L[NBT]obtém—se a

Equacao 5.

" =ﬂn’r=[ Ve Ve ] [ﬂﬂzssl
VBT) ™ Ay~ | b £0gs Vool | Am

)
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Onde:

[a..q”g,] é igual ao coeficiente angular do grafico de absorbancias

£5%FFE

lidas em 285 nm versus massa de CelXNB (Figura 6).

A partir do grafico mostrado na Figura 6, foram obtidos os

valores A,gs/ Am, calculando-se nngr € GS. Em todos os

experimentos b = 1,0 cm, €85 = 8,15.10°L.molt.cm™ e v = 6,0 mL.

O grau de substituicdo de CelXNB é uma estimativa da
eficiéncia global da sintese deste derivado. Portanto as condigdes em
gue as reagoes sao efetuadas interferem no resultado do GS. Neste
trabalho, as condicdes estabelecidas para a sintese do CelXNB, foram
aquelas que apesar de produzirem um GS médio nao danificaram a
fibra e permitiram a imobilizacao das enzimas.

O valor de GS obtido neste trabalho foi de 9,5. Isto significa
que em cada 100 unidades anidroglucopirandsicas, 9,5 hidroxilas da
celulose foram substituidas por grupos xantatos. Este valor apesar
de ndo ser muito elevado é considerado bom, pois valores baixos de
GS indicam que nao ocorreu degradacgao das fibras, permitindo assim
a imobilizacdo das enzimas (MARCONCINI, 2000). A medida do GS é
experimental e depende das condicdes em que a reacgao foi realizada
e do solvente utilizado. O valor maximo para este derivado de
celulose é de 22 (SJOSTRON,1981).

Estruturalmente, a celulose é um polissacarideo formado por
unidades B-D- anidroglucopirandsicas, que se ligam por meio dos
carbonos 1 e 4 . Na molécula de celulose, cada unidade
anidroglucopirandsica contém 3 grupos hidroxila livre, presentes nos
carbonos 2, 3 e 6, 0 grupo xantato quando introduzido no carbono 6
€ muito mais estavel devido ao forte sistema de ressonancia na
estrutura da molécula de celulose (LIEBERT, 2001).
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5.2. Métodos de quantificacdo de frutose livre

Os métodos quimicos de determinacao de acucares redutores
utilizados neste trabalho (Taylor, Seliwanoff e Somogyi-Nelson)
descritos no item “Material e Métodos” envolvem o uso de acidos e/ou
bases fortes. No entanto, observou que os polifrutanos utilizados
neste trabalho sdao facilmente hidrolisaveis em meio muito acido ou
muito basico. Pelos métodos quimicos descritos estariamos,
certamente, incorrendo em erros de avaliagao, pois 0s reagentes
utilizados nos ensaios, provocariam hidrdélise acida ou basica, o que
implicaria em uma superestimativa da atividade da inulinase em
solugdo ou aderida ao suporte sobre a inulina comercial e/ou extraida
de Sterculia chicha. Muitos autores utilizaram métodos quimicos para
quantificacao de frutose liberada enzimaticamente, tais como
Nakamura et al. (1994), Gupta et al. (1994), Nakamura et al. (1995),
Pessoni et al. (2004). Consideramos que tais resultados podem
superestimar a atividade das enzimas estudadas. Os métodos
guimicos podem ser utilizados somente quando o objetivo é realizar a
quantificacdao de frutose total de um determinado agucar, que nao
envolva estimativas de hidrdlise por enzimas. Para estes ultimos
casos, optou-se entdo pela utilizacgo de um método que nao
envolvesse o uso de reagentes que pudessem causar hidrélise dos
substratos. O método enzimatico selecionado (CAMPUZANO et al.,

2003) utiliza as reacoes descritas no Esquema 10.

Frutose + ATP FHEXOQUINASE © prytose 6-Fosfato + ADP

»
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Frutose 6- Fosfato  PSL, Glicose 6-Fosfato

G-6-F + NAD™ G6PDH NADH + 6-Fosfogliconato
_—
(ESQUEMA 10)

A frutose é fosforilada pela hexoquinase, que transfere
um grupo fosfato da adenosina trifosfato (ATP) para a frutose,
convertendo-a em frutose 6-fosfato. Esta é convertida em glicose 6-
fosfato pela acao da fosfoglicose isomerase (PGI). A glicose-6-fosfato
(G-6-P) é entdo oxidada para 6-fosfogluconato na presenca de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) numa reacdo catalisada
por glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Durante esta oxidacgao
uma quantidade equimolar de NAD é reduzida para NADH. As
absorbancias lidas a 340 nm sdo diretamente proporcionais a
concentracao de frutose (BERGMEYER, 1974). A massa de frutose

obtida foi calculada através das Equacdes 6 e 7.

(6 AMTV)(Massa molde frutase)(F)
(A WSV (Fator de conv . ug para mg

g de frutgse m
(6)

(4 4)2,12)(180.2)(F)
(6,22)(1)(0,1){1000)

mg de frutose m
(7)
Onde:
A = Absorbancia das amostras em 340 nm
TV = Volume total
F = Fator de diluicao
€ = Coeficiente de extingao para o NADH a 340 nm
d = Caminho 6ptico

SV = Volume da amostra
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5.3- Rendimento da extracdo de Inulina de Sterculia chicha

Foi feita a quantificacao de frutose da mistura de polifrutanos
extraida de Sterculia chicha utilizando-se o método de Taylor
(TAYLOR, 1994). Esta quantificacdao foi obtida utilizando-se como
referéncia a curva de calibracdao apresentada na Figura 7. Verificou-se
gque o mesmo contem 11,34% de frutose total. Estes resultados sao
semelhantes aos encontrados na literatura, como mostra a Tabela 1,
que apresenta os niveis de inulina e frutose em alguns alimentos

consumidos na dieta humana.

1,0

0,8

0,6

R =0,99873

0,4

Absorbancia 518 nm
[ |

0,2

0,0 , ; . ; . ; .
0 1 2 3 4 5

Massa de frutose(mg)

Figura 7: Curva de calibracdo para calculo da massa de frutose.

Para verificar se a extracao foi realmente eficiente, foi feita a
guantificacao de frutose no residuo de quatro extracdes da Sterculia
chicha (o que ficou retido apds filtragdo, conforme descricdo no item
4.4.) pelo método de Taylor. Os ensaios, feitos em triplicata,
mostraram que a quantidade de frutose do residuo é menor que 2%,

demonstrando que a extragao foi realmente eficiente (Tabela 5).
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Tabela 5: Massa de frutose presente no residuo obtidos apds extracao

dos polifrutanos de Sterculia chicha.

Residuo Massa (mg) %06 de frutose
R1 13,9 1,41
R 15,6 0,54
R3 13,5 0,68
R4 16,6 0,29

5.4 — Imobilizagédo da Inulinase

A eficiéncia do método empregado para imobilizar
enzimas pode ser comprovado pelo rendimento da imobilizagao
(NAKAMURA, 1995) ou pelo coeficiente de imobilizacago - CI
(TOMOTANI , 2002). Neste trabalho o rendimento da imobilizagao foi
avaliada somente pela quantidade de frutose produzida
enzimaticamente, utilizando-se o método enzimatico descrito por
Campuzano (2003). A Tabela 6 mostra a quantidade de frutose
liberada apds tratamento dos substratos com a inulinase imobilizada
e com a inulinase em solugdo, para fins de comparacao. Observa-se
que tanto a enzima em solugao como a imobilizada, foram mais

ativas sobre a inulina comercial do que sobre a inulina obtida de
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Sterculia chicha. E provavel que além da inulina, também estejam
presentes neste extrato, outros carboidratos simples e complexos, o
gue pode ter dificultado o acesso dos substratos especificos ao sitio
ativo da enzima, uma vez que ndo houve purificagdo da inulina
extraida da Sterculia chicha. Observa-se também que a porcentagem
de frutose livre presente nos ensaios com a inulina da Sterculia
chicha na auséncia de enzima é maior quando comparada a inulina
comercial (Tabela 6). Isto pode ser atribuido provavelmente ao fato
de em ambas as inulinas utilizadas como substrato havia, além do
polissacarideo, uma pequena quantidade de frutose livre.

Quando se compara enzima imobilizada e enzima em solucgao,
observa-se que houve diferencas com relacao ao tipo de substrato. A
diferenca entre a degradacao da inulina comercial pela enzima
imobilizada e pela enzima em solugao foi de somente 2%. Quando se
utilizou inulina de Sterculia chicha esta diferenga subiu para 22,8 %.
E sugerido que tais diferencas se devam a restri¢des difusionais do
substrato de Sterculia chicha. De acordo com Oliveira (1983) estas

restricdes dificultam o acesso do substrato ao sitio ativo das enzimas.

Tabela 6: Producao de frutose livre pela acao de inulinases em solucao

e imobilizadas em suporte de CelXNB.

Frutose Livre (20)

Substrato Enzima em Enzima Branco(™
Solucao Imobilizada
Inulina de
(Sterculia chicha) 36,9 26,4 9.0%
Inulina Comercial 89,9 88,1 1.7%

*Porcentagem de frutose na auséncia de inulinase
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5.5- Ciclos de reutilizagdo da inulinase imobilizada em CelXNB

A Figura 7 mostra os resultados obtidos, em termos de
atividade enzimatica, dos ensaios de reutilizacdo da inulinase
imobilizada. Quando foi utilizada a inulina comercial houve retencao
da atividade até o 89 ciclo. Porém quando utilizou-se a inulina obtida
de Sterculia chicha, observou-se retencao de atividade até o 11°
ciclo. No final do experimento avaliou-se a massa do suporte-enzima
e verificou-se que houve perda de 33% da massa do conjunto, o que
pode ser explicado em funcao da queda da atividade a partir do 4°

ciclo.

90 ' ' ' ' ' -
80 \ i
70 4 —— -
60 ] 4
50 ] (A) ]
0] = .

Wl N |
20 \'/(B\ \'\ ]
10 4 -‘-\:><-~-\. .

1 - AN

% de frutose

. r . r . r . r . r .
0 2 4 6 8 10 12
ciclos de reutilizagédo

Figura 7: Ciclos de reutilizagdo da inulina imobilizada utilizando (A)

inulina comercial e (B) inulina de Sterculia chicha como substratos.
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Os resultados sao expressos como porcentagem de frutose produzida

em cada ensaio enzimatico.

Observa-se também que o rendimento inicial sobre inulina
comercial foi muito maior, mas rapidamente declinou nos ciclos
subseqlientes (Figura 7). Ja& a acdo da inulinase sobre inulina de
Sterculia chicha foi inicialmente menor, mas manteve-se mais estavel
e por um tempo maior do que sobre a inulina comercial.

Estes resultados sugerem que a inulina comercial é bem
mais sollvel que os polifrutanos de Sterculia chicha, esta ultima
presente provavelmente, como uma mistura de varios carboidratos
e muitas impurezas com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas,
como o grau de polimerizacao, por exemplo. A inulinas produzidas
por diferentes tipos de plantas, em diferentes estagios do ciclo de
crescimento da planta, ou sob diferentes condicdes climaticas, irao
geralmente apresentar diferentes graus médios de polimerizacdao, os
quais afetam suas propriedades como viscosidade e capacidade de
formacao de gel (NOGUEIRA, 2002).

A Figura 8 mostra o suporte de CelXNB com a inulina imobilizada
apos reutilizacdo. Ressalta-se que um conjunto suporte-enzima foi
utilizada em todos os experimentos com o substrato inulina comercial
e um outro conjunto suporte enzima com o substrato extrato bruto

da Sterculia chicha .

Figura 8: Suporte CelXNB-enzima apos o 8° ciclo de reutilizagao.
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Deve-se considerar que este trabalho se caracteriza pela
possibilidade de obtencao de frutose proveniente do extrato bruto da
Sterculia chicha no qual ndo foi realizada purificacdo prévia, isto é
os diferentes carboidratos e impurezas interferem na produgao deste
acucar. A purificacdo deste extrato bruto fica como sugestdao para
trabalhos futuros.

A possibilidade de reutilizagao de enzimas de maneira
continua, em um processo em que o substrato é adicionado e o
produto é removido seqliencialmente, € uma das maiores vantagens
do uso de enzimas imobilizadas em relagdao ao uso de enzimas em
solugcdo. Este processo apresenta custos menores, pois possibilita o
reaproveitamento das enzimas comerciais, que geralmente sdao de
custo elevado (SHARP,1969).

Cabral et al. (2003) relatam que enzimas com grande
estabilidade apresentam elevados valores comerciais. Estudos
relacionados a enzima fosfatase alcalina imobilizada em suporte de
xantato de celulose (celulose modificada) apresentou alta atividade
até o 89 ciclo de reutilizacdo (DILKIN, 2003). As inulinases
geralmente apresentam alta estabilidade nos processos de
imobilizacdo em suportes como alginatos, silicas, resinas de troca
ibnicas e derivados de celulose (NAKAMURA et al., 1993), tornando-
as comercialmente atrativas. Resultados que mostram reducao de
atividade e da massa do conjunto enzima/suporte comprovam a
necessidade de verificagdao da influencia do grau de substituicao do
CelXNB na atividade de enzimas imobilizadas neste suporte, havendo
a possibilidade de se encontrar o GS 6timo deste derivado de

celulose para uso como suporte na imobilizacao de enzimas em geral.
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5.6- Analise da micro-estrutura do suporte CelXNB em M E V

As Figuras 9 e 10 mostram as micrografias eletrénicas feitas em
microscépio de varredura do suporte de Cel XNB na auséncia e na
presenca da inulinase, respectivamente. Nota-se que existem
diferencas na estrutura do suporte nas diferentes condicdes. No
entanto, nao podemos afirmar que as estruturas novas observadas
nas micrografias do suporte com enzima, correspondam as estruturas
protéicas da inulinase. Futuramente, pretende-se repetir este método
utilizando corantes especificos para proteina, o que nos permitira
afirmar a presenca destas macromoléculas imobilizadas em suportes.
As alteragdes na estrutura do suporte devem estar relacionadas a
mobilizacao da enzima, uma vez que o grau de substituicdao em

ambas as imagens é o mesmo.
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OF I.-UFMS

A

DF I-UFMS

(B)

Figura 9: Micrografia eletrénica do suporte de CelXNB tratado, sem a

inulinase imobilizada (A e B).
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DF I-UFMS

DF I.-UFMS

(B)

Figura 10: Micrografia eletronica do suporte de CelXNB tratado, com

a inulinase imobilizada (covalentemente ligada) (A e B).
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6. CONCLUSOES

Obteve-se o p-nitrobenzil xantato de celulose (CelXNB), que foi
caracterizado pelo grau de substituicdo (GS) por meio da amindlise
com n-butilamina. O valor do GS determinado foi 9,5, o que significa
que em cada 100 unidades anidroglucopirandsica da celulose foram
introduzidos 10 grupos xantatos e esterificados pela reacdo com o

brometo de p-nitrobenzil.

Imobilizou-se a inulinase de Aspergillus niger em CelXNB. A
inulinase imobilizada hidrolisou a inulina, obtida comercialmente e
uma mistura de polifrutanos inulinicos, extraido da raiz de Sterculia
chicha produzindo frutose. As hidrdlises enzimaticas desses
substratos foram acompanhadas espectrofotometricamente e a

frutose liberada foi quantificada por método enzimatico.

Extraiu-se polifrutanos inulinicos da raiz de Sterculia chicha.
Essa planta apresenta altos teores de polifrutanos inulinicos em suas
raizes. Por ser uma espécie nativa do Cerrado, propaga-se facilmente
em toda a regido Centro-oeste, sendo uma fonte importante a ser
considerada na producdo de frutose. Os ensaios efetuados foram
restritos as plantas jovens (mudas), uma vez que se tornam arvores
de grande porte quando adultas. A enzima inulinase, tanto em
solucdo, como imobilizada, hidrolisou os polifrutanos extraidos sem
purificacdo prévia. A purificacdo da mistura de polifrutanos devera ser
realizada por cromatografia de afinidade e néo foi realizada neste
trabalho pela dificuldade na sua aquisicdo dos marcadores de peso
molecular. Porém, testes realizados comprovaram que a hidrélise
completa da “goma” produziu 46% de frutose e 9% correspondente a

quantidade de frutose livre presente.

As reacgOes de hidrolises enzimaticas com ambos os substratos

foram realizados com a enzima imobilizada e em solugdo. Em
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presenca do substrato polifrutano, obteve-se 36,9 % de frutose com
a enzima em solucdo e 26,4% com a enzima imobilizada. O branco,
isto é, o teste realizado com todos os reagentes menos a enzima,
produziu 9% de frutose. Quando utilizou-se inulina comercial como
substrato, obteve-se 89,9% de frutose com a enzima em solucgéo, e
88,1% com a enzima imobilizada 1,7% na auséncia de enzima. E
importante ressaltar que as medidas foram realizadas usando-se o
mesmo método enzimatico, e tanto na inulina comercial como no
polifrutano de S.chicha ha frutose livre. O rendimento neste caso
também foi menor quando usou-se o polifrutano de S.chicha,
comprovando maior afinidade da enzima pelo substrato mais puro e
mais soluvel no meio de reacdo. As impurezas presentes no

polifrutano podem obstruir alguns sitios cataliticos da inulinase.

Uma unica amostra do conjunto, suporte-enzima foi reutilizada
oito vezes em hidrélises de inulina comercial com retencdo da
atividade catalitica, enquanto outra amostra do conjunto suporte-
enzima foi reutilizada onze vezes em hidrdlises dos polifrutanos de
S.chicha. A gquantidade de frutose produzida na hidrélise enziméatica
dos polifrutanos pela inulinase imobilizada foi menor do que quando a
inulina comercial foi utilizada como substrato, o que pode ser
explicado pelo fato das reacdes ocorrerem em uma interfase solido-
liquido. Além disso, a mistura de polifrutanos de diferentes pesos
moleculares pode apresentar maiores problemas de difusdo do que a
inulina comercial, que é mais soluvel e com grau de pureza analitica.
Por consequéncia disso, a amostra suporte-enzima manteve-se com
atividade catalitica durante onze ciclos de reutilizacdo quando o

substrato polifrutano foi utilizado.

As quantidades de frutose Iliberadas pela hidrdlise
enzimatica da inulinase imobilizada com ambos substratos
diminuiram apds cada ciclo de reutilizacdo. As amostras suporte-

enzima foram pesadas apoés as reutilizacbes e houve 33% de perda
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de massa em comparacdo com a massa inicial. Considere-se que em
cada ciclo as amostras foram agitadas durante 72 horas. As amostras
suporte-enzima com o substrato inulina e polifrutano permaneceram
sob agitacdo durante 24 e 33 dias, respectivamente. O problema
apresentado deve ser estudado tanto da perspectiva de otimizar o
suporte, levando em consideracao o grau de substituicdo do CelXNB,
como otimizar a reacdo de hidrélise enzimatica. Os experimentos
poderiam ser feitos, por exemplo, com agitacdo mais vigorosa,
visando a diminuicdo do tempo de reacdao. Sabe-se que a hidrélise
espontanea do CelXNB regenera a celulose e produz sulfeto de
carbonila e o tiol correspondente o qual contribui para a perda de
massa do suporte. Este fator deve ser considerado nos calculos da
perda de massa do suporte. Embora em pH 4,5 a velocidade de
degradacdo espontanea do CelXNB €& muito lenta, é necessario

verificar se a presenca de carboidratos pode aumentar a velocidade

de hidrélise espontanea do CelXNB.

Conclui-se finalmente que pesquisas publicadas em
revistas importantes, referentes a determinacfes de atividades de
inulinase imobilizada em diferentes suportes por meio de métodos
colorimétricos, como por exemplo, o de Taylor e de Somogyi e
Nelson, devem ser revistos, uma vez que 0s reagentes envolvidos
nesses métodos hidrolisam completamente a inulina, sendo
impossivel diferenciar a quantidade de frutose produzida somente

pela acdo da enzima imobilizada.
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