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O objetivo deste trabalho foi separar e quantificar os
produtos de hidrélise da inulina, obtidos pela acao de
endo-inulinases produzidas por Paenibacillus sp. A
inulina, polimero constituido de unidades de frutose,
pode apresentar uma unidade terminal de glicose. Os
produtos de hidrélise da inulina por endo-inulinases
incluem conjunto extenso de diferentes compostos de
estrutura F , como: inulobiose (F,), inulotriose (F,),
inulotetraose (F,) e compostos que contém uma molécula
de glicose cuja formula é GF("). Nesse conjunto estao:
sacarose (GF), kestose (GF,), nistose (GF,) e
frutofuranosil nistose (GF,). Para separar e quantificar
os oligbmeros foram empregadas técnicas
cromatograficas em camada delgada, permeacdo em
gel e a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Os resultados
obtidos mostraram que é possivel, mesmo considerando
a complexidade da mistura de oligbmeros presentes
apos a hidrolise, proceder a quantificagdo dos mesmos.
O padrao de hidrélise, observado pela acdo da endo-
inulinase sobre a inulina, indicou a producgéo de
inulotriose como o principal oligbmero.
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1INTRODUCAO

A inulina constitui carboidrato de reserva de plantas como, Chicéria
(Cichorium intybus), Alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus),
Dalia (Dhalia pinnata) e Yacon (Polymnia sonchifolia), entre outras. A
inulina e seus produtos apresentam propriedades benéficas ao
organismo, atuando como fibra alimentar e prebiético. Muitos estudos
mostraram que a administracdo desses produtos melhora a flora
intestinal, resultando em alivio de constipacdo, melhoria da
composicao de lipidios do sangue e supresséo da producdo de
substancias putrefativas no trato intestinal (ROBERFROID, 2005). Sdo
ideais para diabéticos, ndo apresentam efeito carcinogénico e sua
ingestéo diaria pode diminuir os niveis de colesterol (FIORDALISO,
1995), melhorar a absorcdo de calcio e minimizar o risco de
desenvolvimento de lesdes cancerosas no célon (ROBERFROID,

2000).

Sob o ponto de vista estrutural, a inulina pode ser considerada como
polimero de frutose (F) em cuja estrutura pode estar presente uma
molécula terminal de glicose (G). Desta forma, os compostos GF e
F, sdo incluidos sob a mesma nomenclatura e apresentam-se como
mistura de polimeros e oligbmeros que séo caracterizados pelos graus

de polimerizacdo médio e maximo (ROBERFROID, 2005).

A hidrélise parcial da inulina mediante exo-inulinases (EC 3.2.1.80),
combinacao de exo- e endo-inulinases, ou endo-inulinases (EC 3.2.1.7)
produz conjunto de oligossacarideos, comumente reportados como
inulo-oligossacarideos (10S), fruto-oligossacarideos (FOS),
oligofrutanas ou oligofrutoses. Os produtos da hidrélise por endo-
inulinases incluem compostos do tipo F, como, inulobiose (n=2),
inulotriose (n=3) e inulotetraose (n=4) e compostos do tipo GF(n), como,
sacarose (n=1), kestose (n=2), nistose (n=3) e frutofuranosil nistose
(n=4). A hidrélise completa da inulina por exo-inulinases resulta na

formacéao de glicose e frutose (ROBERFROID, 2005).

Pode-se constatar interesse crescente na identificacéo e estudo de
microrganismos que produzem essas enzimas, especialmente os

produtores de endo-inulinases (NAKAMURA et al., 1997), (CHO et
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al., 2001a), (ZHENGYU et al., 2005), na avaliacdo das condi¢des de
producéo dessas enzimas (GERN et al., 1999) e meios de cultura
para aumentar rendimentos e/ou diminuir custos (GILL et al., 2003),
além do estudo de sistemas reacionais de producédo de IOS com
enzimas livres ou imobilizadas (CHO et al., 2001b).

A caracterizagcdo dos produtos obtidos pela hidrélise enzimatica
também tem merecido atencao. Na literatura encontram-se trabalhos
sobre a separacao e quantificacdo de oligbmeros obtidos a partir da
acédo de endo-inulinases. A separacao e purificacéo de inulotriose foi
realizada por DE BRUYN et al. (1992), utilizando técnicas de
cromatografia de troca idbnica. YOKOTA, YAMAUCHI e TOMITA. (1995)
reportaram a quantificacdo dos produtos de hidrélise da inulina (até
DP=4) pela acdo de endo-inulinases. L'HOMMEA et al. (2001)
estudaram a quantificacdo de oligofrutanas em alimentos usando

colunas de troca ibnica associadas com detectores amperométricos.

Neste trabalho foram separadas e quantificadas as oligofrutoses (Fn
e GFn), obtidas a partir da acdo de endo-inulinases produzidas por
Paenibacillus sp. sobre a inulina. O conjunto de oligdmeros foi

separado mediante técnicas cromatograficas em camada delgada,
permeacdo em gel e a liquido de alta eficiéncia (CLAE).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Para as reac8es de hidrélise empregou-se inulina pura (Sigma) e para
a separacdao dos oligbmeros meio, parcialmente fermentado, isento
de oligbmeros do tipo GFn. Para as curvas de calibracdo foram

utilizadas frutose (Merck) e Neosugar (Meiji Seika Kaisha).

2.2 PREPARACAO DAENZIMA

Utilizou-se o microrganismo Paenibacillus sp CDB 003. Acomposi¢ao
do meio de cultura em (g/L) foi: inulina (5,0), extrato de levedura (0,5),
KH,PO, (0,7),Na,HPO,.12H,0 (0,9), MgSO,.7H,0 (0,1), CaCl,.2H,0
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(0,2), (NH,),S0O, (0,5) e micronutrientes (1 mL/L). Acomposicao dos
micronutrientes incluiu (g/L): FeSO,.7H,0 (5,0), H,BO, (1,0);
ZnS0,.7H,0 (0,45); MnCl,.4H,0 (0,3); CoCl,.6 H,0 (0,3); CuSO,(0,1);KI
(0,1); NaMoO,.2 H,O (0,04). Realizou-se o processo fermentativo em
fermentador de bancada (MD-Braun — 6 litros) por 48 horas a 50°C. O
meio fermentado foi centrifugado e filtrado para a separacao de células,
sendo o extrato resultante utilizado nas reages de hidrdlise.

2.3 SEPARACAO E IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE
HIDROLISE

Na separacédo e identificacdo dos produtos de hidrélise foram
empregadas técnicas cromatograficas em camada delgada,
permeacdo em gel e a liquido de alta eficiéncia (CLAE) (COLLINS,

BRAGA e BONATO, 1990).
2.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As amostras (30 pL) foram aplicadas em placas de cromatografia de
camada delgada, Kieselgel 60 F254, usando-se como fase movel
mistura contendo acido acético: cloroférmio: agua na proporcao de
21:18:3 (VIV).

2.3.2 Cromatografia de Permeacao em Gel (CPG)

A amostra (50 mL) foi liofilizada e aplicada em coluna de permeacao
em gel (Sephadex G15-Pharmacia, 700 mm x 16 mm), com fluxo de
0,1-0,2 mL/min. As fracdes coletadas (400 pl) foram aplicadas em
CCD, reunidas de acordo com seu constituinte principal e

recromatografadas.

2.3.3 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

As amostras foram aplicadas em coluna de troca ibnica (Polispher
CHNA). As condicBes operacionais do cromatografo (Merck-Hitachi)
foram: temperatura de 70°C e agua (0,4 mL/min) como fase mével.
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Monitorou-se a eluicéo dos picos com detector de indice de refracao
(Merck-Hitachi). As curvas de calibracdo para quantificacdo dos
oligbmeros foram efetuadas para frutose e Neosugar.

2.4 REACOES DE HIDROLISE

Realizou-se a hidrélise enzimatica utilizando inulina (6%) em tampéo
fosfato 100 mmoL/L, pH 6,0, a temperatura de 50 °C por 5 horas. Os
compostos puros (Fn) foram submetidos a hidrélise acida, usando-se

HCIO, 0,3 moL/L a 95 °C durante 15 minutos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O microrganismo utilizado para producéo de endo-inulinase foi isolado
a partir do solo e identificado como Paenibacillus sp pela Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ),
Braunschweig —Alemanha. Algumas caracteristicas do microrganismo
incluem a formacgéo de esporos, a utilizacdo de aclcares (como
frutose, glicose, arabinose e xilose) e capacidade de crescimento a

55°C. O microrganismo apresentou capacidade de crescimento em
meios de cultura contendo inulina como Unica fonte de carbono.

Nos experimentos preliminares observou-se a presenca de oligdmeros
de frutose no meio de cultura durante o processo fermentativo,
indicando que o microorganismo degradou a inulina extracelularmente.

As fermentacdes para producéo de endo-inulinases foram realizadas
a 50°C durante 48 horas. O meio de cultura, centrifugado na primeira
etapa de purificacdo, foi seqiencialmente filtrado para remocéo

completa de particulas e outros residuos presentes.

A hidrdlise parcial da inulina, ou mais especificamente a acédo de
endo-inulinases em sua estrutura, produz mistura de oligdmeros com
estrutura GFn. Os primeiros da série sdo sacarose (n=1) e kestose
(n=2), e os primeiros oligbmeros com a estrutura Fn sao inulobiose

(n=2) e inulotriose (n=3). O padréo de hidrélise da molécula de inulina
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produz também pequena quantidade de monossacarideos, sendo que
a frutose aparece em maior concentracéo. A quantidade de cada um
desses compostos na mistura, apés a hidrélise enziméatica, depende
do grau de polimerizacéo da inulina utilizada e do padréo de hidrolise

caracteristico da(s) enzima(s).

O perfil cromatografico da hidrolise da inulina, obtido com o extrato
enzimatico bruto produzido por Paenibacillus sp (Figura 1), inclui o
conjunto de inulo-oligbmeros das séries Fn e GFn. O principal

oligbmero formado no processo de hidrolise foi inulotriose.

FIGURA 1 - PERFIL CROMATOGRAFICO DOS PRODUTOS DE
HIDROLISE DA INULINA POR ENDO-INULINASE DE
Paenibacillus sp
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Durante a hidrélise também foi produzida frutose, produto
caracteristico da acao de exo-inulinases na inulina, cuja presenga
pode ser explicada pelo padrao de hidrolise enzimatica em que
moléculas de frutose em posicao terminal podem ser liberadas. Esse
comportamento foi reportado por YOKOTA et al. (1995), indicando
gue no primeiro estagio da hidrélise houve producao de inulotetraose
como produto principal. Esse oligbmero, seqiiencialmente hidrolisado

pela acédo de endo-inulinases produziu inulotriose e frutose.
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Na Tabela 1 estéo listados os constituintes eluidos em CLAE e seus
respectivos tempos de retencdo. Os tempos de retencdo dos
oligbmeros de estrutura GFn foram obtidos a partir da analise de uma
amostra de Neosugar, cujos constituintes principais sdo kestose e

nistose.

TABELA 1 - CONSTITUINTES DA MISTURA DE OLIGOMEROS,
RESPECTIVOS GRAUS DE POLIMERIZACAO E
TEMPOS DE RETENCAO

Composto Grau de polimerizacéo (GP) Tempo de retencio
nistose 4 13,39
inulotetraose 4 14,08
kestose 3 15,33
inulotriose 3 16,53
sacarose 2 18,21
inulobiose 2 19,37
frutose 1 23,80

Ja foram reportadas algumas possibilidades para quantificar os
oligbmeros que basicamente utilizam a técnica de permeacdo em
gel, ou de troca idnica, diferindo nas solu¢des utilizadas para eluicao
e nos dispositivos de deteccdo. O desempenho da separacdo em
coluna de troca ibnica para o conjunto dos oligbmeros produzidos
(até GP = 5) mostrou-se satisfatério quando foi utilizada a coluna

Polispher CHNA da Merck.

A separagao das oligofrutoses de estrutura F,, F, e F,, foi facilitada
pela obtencdo de mistura sem os compostos GF(n). Nas fermentacdes
para producéo de endo-inulinases observou-se que o substrato (inulina)
foi hidrolisado em oligdmeros, sendo que o microrganismo utilizado
no processo fermentativo metabolizou preferencialmente os oligdbmeros
gue continham a molécula de glicose em sua estrutura. Desta forma,
a partir de meios de cultura parcialmente fermentados, foi possivel
obter solugéo contendo somente os oligomeros de estrutura F . A
solugao contendo os oligdbmeros de estrutura F_foi liofilizada e aplicada
em coluna de cromatografia de permeacdo em gel . A eluicdo dos
oligbmeros foi monitorada reunindo-se as fracdes contendo inulobiose,
inulotriose e inulotetrarose de acordo com seu constituinte principal.
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As fragBes foram novamente liofilizadas e analisadas por CPG.

A Figura 2 apresenta os resultados da CCD de amostras hidrolisadas,
dos oligbmeros purificados e de amostra constituida de oligbmeros
GF(n). No ponto A aplicou-se a amostra obtida a partir da acéo de
endo-inulinases produzidas por Paenibacillus sp sobre a inulina,
podendo ser visualisados em maior propor¢cdo os oligbmeros
inulotetraose e inulotriose. Os oligdmeros purificados por CPG foram
aplicados sequiencialmente nos pontos B, C e D correspondendo a
inulobiose, inulotriose e inulotetraose, respectivamente. A mistura de
oligbmeros do tipo GF(n) em que nistose e kestose correspondem a
88,5%, contendo também frutofuranosil nistose, sacarose, glicose e
frutose foi aplicada no ponto E. Os oligbmeros do tipo GF2 e GF3
também estéo presentes na amostra aplicada no ponto A, entretanto,
a sobreposi¢cao com os oligbmeros F3 e F4 produz uma Unica mancha
na CCD.

FIGURA 2 - ANALISE DE OLIGOMEROS F  E GF,, (PONTOS DE
APLICACAOA, B,C,DeE)POR CCD
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F = frutose, F2 = Inulobiose, F3 = inulotriose, F4 = inulotetraose, GF2 = kestose,
GF3 = nistose. A = I0OS da hidrélise enzimatica da inulina por endo-inulinases de

Paenibacillus sp. B,C e D = oligbmeros purificados e E = Neosugar.
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Os oligbmeros puros foram submetidos a hidrolise acida
(HCIO,0,3 M) e a quantificagdo da frutose formada permitiu determinar
a concentracdo das oligofrutanas purificadas a partir das relagbes
estequiométricas para inulobiose: F, + HO - 2 F,
inulotriose: F, + 2H,0 - 3F e inulotetraose: F, + 3H,0 - 4F

A partir dos resultados obtidos foi possivel a quantificagao dos produtos
de hidrdlise da inulina por endo-inulinases até GP 4, utilizando-se os
oligbmeros F2, F3 e F4 purificados como padréo. Adicionalmente, a
guantificagdo dos compostos com estrutura GFn foi efetuada com a
utilizacdo de padrdo de Neosugar que contém somente esses

oligbmeros.

Para o cromatograma apresentado na Figura 1, as concentracdes
dos produtos obtidos foram (g/L): inulina (2,77); GF, - nistose (0,17);
F, - inulotetraose (0,43); GF, —kestose (0,08); F, —inulotriose (1,63);
GF —sacarose (0,08); F, - inulobiose (0,23) e F - frutose (0,23).

4 CONCLUSAO

Considerando o padrédo de hidrélise obtido a partir de enzimas
produzidas por Paenibacillus sp, que tem a inulotriose como principal
oligbmero, pode-se afirmar que esse microrganismo representa boa
alternativa para a producao de endo-inulinases. O perfil de hidrélise
indicou também que o microrganismo ndo produz enzimas do tipo

exo, dispensando etapas de separacéo e purificacdo das enzimas.

A coluna de troca ibnica utilizada neste trabalho mostrou-se adequada
para separar os produtos obtidos na hidrélise enzimatica. A resolucao
de separacéo, obtida para oligbmeros com a mesma massa molar e
grau de polimenizacédo até 5, ndo foi encontrada na literatura
consultada. Na maioria dos trabalhos os produtos com a mesma
massa molar (como inulobiose e sacarose) sdo quantificados
conjuntamente, desconsiderando que a propor¢do entre eles na
mistura afeta o indice de refracdo e consequentemente modifica as
concentracdes medidas.
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A constatacdo de que a partir de meios parcialmente fermentados
podem ser obtidos oligbmeros com estrutura Fn na faixa dos produtos
de maior interesse apresentou-se como estratégia interessante. Essa
possibilidade permitiu quantificar separadamente compostos com a

mesma massa molar como, por exemplo, inulobiose e sacarose.

Os oligbmeros purificados do tipo Fn: inulobiose, inulotriose e
inulotetraose, juntamente com o padrao de oligobmeros do tipo GF,
possibilitaram a quantificagéo dos principais produtos de hidrélise

da inulina por endo-inulinases de Paenibacillus sp.

Abstract

CHARACTERIZATION OF OLIGOFRUCTOSES PRODUCED BY
ENDO-INULINASES FROM Paenibacillus sp

The objective of this study was to separate and quantify inulin hydrolysis products
obtained through the action of endo-inulinases from Paenibacillus sp. Inulin is a
biopolymer composed of fructose units with one terminal unit of glucose. The
products of inulin hydrolysis by endo-inulinases include a large number of different
compounds with an F, structure, as, inulobiose (F,), inulotriose (F,), inulotetraose
(F,), and compounds GF(n) containing one glucose molecule. In this group are:
sucrose (GF), kestose (GF,), nystose (GF,) and fructofuranosyl nystose (GF,).
For the oligomer separation and quantification, thin layer chromatography (TLC),
gel permeation chromatography (GPC) and high performance liquid chromatography
(HPLC) were employed. The results showed that despite the complexity of the
mixture obtained after hydrolysis it is possible to quantify the products. The observed
hydrolysis pattern by the endo-inulinases action produced inulotriose as the main

oligomer.

KEY-WORDS: INOLOOLIGOSACCHARIDES (I0S); INULOBIOSE;
INULOTRIOSE; INULOTETRAOSE; ENDOINULINASES;
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